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Abreviaturas

acido alfa lipoico (AAL)

acido dihidrolipoico (ADHL)

acido tiobarbiturico (TBA)

activacion del genoma embrionario (AGE)

albumina sérica bovina (ASB)

aminoacidos (aa)

b-Nicotinamida adenina dinucledtido 2 '-fosfato reducido tetra-sodio sal hidrato

(NADPH)

complejo ovocito-cumulus (COCs)

cultivo in vitro (CIV)

dimetilsulféxido (DMSO)

especies reactivas de oxigeno (EROs)

etanol (ETOH)

etilenglicol (EG)

fecundacion in vitro (FIV)

fluido oviductal sintético (SOF)

glutatién oxidado (GSSG)

glutatiéon reducido (GSH)

hormona foliculo estimulante (FSH)



hormona luteinizante (LH)

macizo celular interno (MCI)

maduracion in vitro (MIV)

malondialdehido (MDA)

medio esencial minimo con aminoacidos esenciales (MEM-EAA)

medio esencial minimo con aminoacidos No esenciales (MEM-NEAA)

metafase | (MI)

metafase Il (MII)

ovum pick-up (OPU)

piruvato de lactato de albumina de Tyrode (TALP)

produccion in vitro de embriones (PIV)

suero fetal bovino (SFB)

superoxido dismutasa (SOD)

transferencia de embriones por ovulacion multiple tradicional (MOET)

trofoectodermo (TE)

vesicula germinal (VG)



I. Introduccion General

i.1. Produccién in vitro de embriones (PIV). Resenas histéricas

El proceso de fecundacion en los mamiferos ha despertado el interés de los
cientificos incluso antes del siglo XX, donde comenzaron a probarse diversas
tecnologias con el objetivo de comprender la biologia de la reproduccion. Alo largo
del tiempo, distintos investigadores han trabajado en aportar datos sobre las
gametas, el ovocito y el espermatozoide, de distintas especies, con el fin de
establecer las bases que permitieran llevar a cabo el desarrollo embrionario in vitro.
En primer lugar, resultaba claro que el espermatozoide debia atravesar distintas
barreras antes de penetrar en el ovocito y cumplir su funcién. La primera barrera que
obtuvo especial interés por aquellos anos fue la establecida por las células que
rodean al ovocito, llamadas células del cimulus. Otra de las barreras, fue la zona
pelucida. En 1842, H. Mayer (1842) observé que la zona que rodea al ovocito se
disolvia en una solucién de hidroxido de potasio, y concluyé que se trataba de una
sola membrana sodlida. Wallraff & Beckert (1939) realizan las primeras descripciones
de su naturaleza, detectando polisacaridos en ella mediante la reacciéon de Bauer.
Luego, Leach E. (1947) consider6 a la zona como una mucoproteina, mientras que
Wislocki et al., (1947) la describieron como un mucopolisacarido. Por otra parte,
Harter B. (1948) afirmd que se podia demostrar la presencia de glicoproteinas en la
zona. Finalmente, su estructura completa se describié en ratones, definiéndose
como zona pelucida, una matriz de glicoproteinas que contenia proteinas
especificas que funcionaban como receptores de superficie para los
espermatozoides, y estableciéndose el principio de que la zona pelucida es una
barrera importante para prevenir la fecundacion interespecifica, siendo especifica
para cada especie (Chang M., 1968; Florman & Wassarman P., 1985; Wassarman
P., 1988). En cuanto a las células del camulus, fue en el afio 1878 que comenzaron
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a realizarse las primeras descripciones. L. Schenk observé que las células del
cumulus de ovocitos de coneja y de cobaya se rompian cuando se afadia una
suspension de espermatozoides in vitro. Esa reaccion fue analizada
exhaustivamente y descrita como una reaccion proteolitica, identificandose a la
enzima hialuronidasa, que tenia el efecto de despolimerizar el acido hialurénico, la
sustancia aglutinante de las células del cumulus (Yamane J., 1930; 1935; Pincus &
Enzmann 1932; 1935; McClean & Rowlands, 1942; Fekete & Duran-Reynals, 1943;
Leonard & Kurzrok; 1945). Se describié al espermatozoide como el responsable de
transportar la hialuronidasa, creyendo que denudaba al ovocito como paso previo a
la entrada en éste (Swyer G., 1946; 1947). Si bien muchos investigadores de
principios del siglo XX realizaron la fecundacién in vitro (FIV) manifestando su éxito
mediante la obtencién de dos cuerpos polares, la principal dificultad radicaba en
distinguir entre los efectos resultantes de la penetracion de los espermatozoides, y
los debidos a la activacion partenogenética (Austin C., 1951). Fueron Pincus G.
(1930; 1939) y Pincus y Enzmann (1934; 1935) quienes realizan los experimentos
mas extensos y comprobables en fecundacion, con ovocitos de conejo obtenidos de
ovario, afirmando la fecundacion de muchos de ellos y obteniendo dos prondcleos,
segmentaciéon del cigoto, nacimiento vivo, y sefialando que para que ocurra la
penetracion, los espermatozoides debian estar en una cantidad relativamente alta.
Se establecid, ademas, que la eliminacion de las células del cumulus no es
necesaria para la fecundacion (Lewis & Wright, 1935; Leonard et al., 1947; Austin C.
1948a; 1948b; Blandau & Odor 1949). En 1951, C. Austin describe que los
espermatozoides penetran en cualquier punto de la zona pelucida de ovocitos de
ratas y conejos, y que al cabo de unos minutos se produce la formaciéon del
pronucleo masculino, aportando ademas que los espermatozoides recién obtenidos
del epididimo eran incapaces de penetrar la zona y debian permanecer dentro del
tracto femenino durante un periodo antes de que puedan penetrar los ovocitos,
concluyendo asi que necesitaban algun tipo de preparaciébn o capacitacion,
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producida mas especificamente en los oviductos. Ademas, no era necesario que
tengan el cimulus intacto para ser penetrados. En 1975, ya resultaba claro que los
espermatozoides eyaculados de conejo podian ser capacitados in vitro para permitir
la FIV y el desarrollo de los embriones resultantes en crias vivas (Bracken &

Oliphant, 1975).

En el afio 1977, se logrd con éxito la fecundacién de ovocitos bovinos madurados in
vitro (Iritani & Niwa, 1977; Brackett et al., 1977). Afios mas tarde, se registré el
nacimiento del primer ternero producido mediante FIV de ovocitos ovulados vy
recuperados del oviducto (Brackett et al., 1981; Lambert et al., 1983). Luego,
Hanada et al., (1986) informaron nacimientos a partir de ovocitos madurados y
fecundados in vitro. Finalmente, un afo mas tarde, Lu et al., (1987) lograron obtener
terneros a partir de un procesamiento completo de maduracién, fecundacion y cultivo
in vitro (MIV, FIV y CIV, respectivamente) (Thompson J., 1997). Estos progresos
rapidamente comenzaron a repercutir en porcinos, ovinos, cérvidos, caprinos y
equinos, ademas de generar progresos en humanos. En este proceso, se fueron
identificando las similitudes, diferencias y dificultades de cada especie, con un

especial interés en aquellas en vias de extincion.

Todas las investigaciones concluian en que era necesario desarrollar condiciones in
vitro similares a aquellas encontradas en el oviducto in vivo, que permitieran
mantener el ovocito y el espermatozoide en estado funcional. Con esa premisa,
comienzan a definirse y disefiarse medios de cultivo que fueran capaces de sostener
un desarrollo normal, al mismo tiempo que se analizaba el metabolismo de los
embriones cultivados y sus necesidades, generando debates sobre la correcta
suplementacion de los medios, como ser la utilizacién de suero (siendo la opcién
mas comun suero fetal bovino (SFB)), aminoacidos (aa), albumina, diversos
protectores contra el estrés oxidativo, y combinando esfuerzos por dilucidar las

preferencias de sustratos para el desarrollo del embrién con estudios metabdlicos.
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Ademas, recibe especial interés el papel del pH en la regulacién del desarrollo y el
metabolismo, asi como también la concentracion 6ptima de O; a la cual debian estar
expuestos los embriones en desarrollo. Los insumos utilizados adquieren gran
relevancia, testeando y utilizando solamente material estéril no embriotéxico
(Biggers & Sem, 1973; Rexroad & Powell 1986; Gandolfi & Moor 1987; Boone &
Shapiro, 1990; Yoshida M., 1993; Gandolfi F.,1994; Satoh et al., 1994; Bavister B.,

1995; Jones G., 1998).

PIV de embriones bovinos

Desde los comienzos de la PIV, el bovino ha sido, sin duda, la especie que mas ha
contribuido al desarrollo y perfeccionamiento de la técnica. Hoy en dia, no solo es
aplicada comercialmente en la produccion animal (Mucci et al., 2006; Urrego et al.,
2014), sino que también se utiliza ampliamente como modelo experimental en
estudios de embriologia de mamiferos no roedores incluido el humano, ya que los
embriones preimplantacionales de bovinos y muchos mamiferos presentan notables
similitudes en términos de procesos bioquimicos y reguladores paterno-materno, asi
como en las interacciones entre el embrién y el cuerpo luteo (Ménézo & Hérubel,
2002). La optimizacién de la técnica de PIV en bovinos tiene una enorme importancia
por su impacto econdmico en América del Norte, América del Sury Europa, en donde
en los ultimos afnos se registr6 un cambio entre los productores de ganado que
pasaron de la transferencia de embriones por ovulacién multiple tradicional (MOET)
hacia la PIV. (Berglund B., 2008; Ferré et al., 2020). Nuestro pais se encuentra entre
los principales productores de carne y leche bovina a nivel mundial, y la adopcién
de la técnica de PIV ha crecido exponencialmente desde el afio 2016 (International

Embryo Transfer Society - IETS).
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Las principales ventajas que ofrece la PIV como biotecnologia de la reproduccién
incluyen un mayor numero de embriones y prefieces por unidad de tiempo, con una
gama mas amplia de donantes (incluidas novillas y hembras de hasta tres meses de
gestacion), la utilizacion de animales de alto valor genético, el uso de un numero
reducido de espermatozoides y la posibilidad de obtener el sexo deseado en la
descendencia mediante el empleo de semen sexado (Ferré et al., 2020). En 2021,
se generaron mas de 1,5 millones de embriones bovinos mediante PIV (Nemcova et
al, 2023). Sin embargo, aun hay aspectos no resueltos que incluyen una calidad
ovocitaria reducida luego de la MIV, una menor calidad embrionaria, y una
criotolerancia mas baja, lo que resulta en tasas de prefez reducidas en comparacion

con los embriones producidos in vivo.

De los ovocitos seleccionados y madurados, entre el 20-30 % se desarrollaban hasta
llegar a la etapa de blastocisto a dia 7-8 posterior a la fecundacién. En los ultimos
anos, ese porcentaje sélo ha aumentado al 30-40 % (Lonergan et al., 2001; Rizos et
al., 2008; Ferré et al., 2020). Por lo tanto, el desafio es tratar de cerrar la brecha

cualitativa y cuantitativa entre los embriones producidos in vivo e in vitro.

Como se menciond previamente, el primer ternero nacido producido por PIV nacié
en el ano 1981, y desde entonces se ha puesto un énfasis sustancial en mejorar la
eficiencia de la técnica. A partir de la década del 90, ademas de la tasa de embriones
que experimentaban divisién y desarrollo hasta la etapa de blastocisto, comienza a
tener relevancia la calidad de los blastocistos producidos, siendo el método mas
utilizado el analisis de las caracteristicas morfologicas, tales como el color de sus
células (llamadas blastémeras), el grado de compactacion del estadio de morula, la
cinética del desarrollo, el momento de la formacién y expansion del blastocisto, y el
diametro del embridén en el momento de la eclosion, es decir, el momento en el que
abandona la zona pelucida, asi como también su criotolerancia (Walker et al. 1992;

Bavister B., 1995; Abe et al., 1999; Rizos et al., 2002c; Moore et al., 2007). Estas
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caracteristicas junto a nuevos estudios como la expresion génica y los nuevos
avances en las evaluaciones mediante inteligencia artificial siguen siendo
indicadores de la eficacia del sistema de PIV en los estudios actuales (Mikkola et al.,

2024; Rizos et al., 2002; Rocha et al., 2017; Urrego et al., 2014).

En la practica, la apariencia de un embrién en el dia 7 de cultivo es el primer
parametro que cuenta para la seleccién de embriones, ya sea para transferencia
inmediata a una hembra receptora o criopreservacion para uso posterior (Rizos et
al., 2008). Para la criopreservacion de embriones bovinos se utilizan dos tipos de
procedimientos: la congelacion lenta o convencional, y la Vvitrificacion. La
congelacion lenta emplea una baja concentracién de crioprotectores, la induccion de
la formacion de cristales de hielo fuera de las células embrionarias y una reduccion
lenta de la temperatura para que estos cristales de hielo crezcan y absorban agua
de las células embrionarias sin que se formen cristales de hielo en su interior. Este
proceso continia hasta que la concentracion de crioprotectores en las células
alcanza un nivel suficiente como para permitir la formacion de una estructura vitrea.
La vitrificacion, por otro lado, emplea altas concentraciones de crioprotectores y
velocidades de enfriamiento muy rapidas para que se forme inmediatamente una
estructura vitrea en el interior de las células sin la formacion de cristales de hielo
(Bondioli K., 2014). Independientemente del método de criopreservacion utilizado,
la seleccion de los embriones a criopreservar es siempre un factor clave para el éxito
del procedimiento. Sin lugar a duda, las condiciones de cultivo tienen una influencia
directa en la supervivencia y el desarrollo de los embriones producidos in vitro. Los
embriones producidos in vitro son mas sensibles a la criolesion (Leibo S., 1986;
Hasler et al., 1995, Rizos et al, 2008), debido a que tienen mas contenido lipidico
(Crosier et al., 2001; Fair et al., 2001; Abe et al., 2002), y una zona pelucida mas
fragil (Duby et al., 1997). Mas aun, esta bien documentado que la competencia de

desarrollo y la calidad embrionaria disminuye en aquellos embriones obtenidos in
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vitro con respecto a los obtenidos in vivo. Se sugiere que la razén principal por la
que los embriones in vitro tienen una competencia de desarrollo inferior se debe a
una deficiencia de la maquinaria asociada con la transcripcién y la traduccion
(Corcoran et al., 2006), teniendo una expresién reducida de los dispositivos de
comunicacion intercelular (Boni et al., 1999), diferencias en el metabolismo (Khurana
& Niemann, 2000) y una mayor incidencia de anomalias cromosomicas (Viuff et al.,
1999; Slimane et al., 2000). Ademas, se han descrito numerosas diferencias a nivel
ultraestructural (Crosier et al., 2000; Fair et al., 2001; Rizos et al., 2002c) asi como
a nivel de expresion génica (Rizos et al., 2002b; Lonergan et al., 2003a; Wrenzycki
et al., 2005; 2007). Hay evidencia de que los embriones obtenidos por PIV tienen
menos células, y proporciones mas bajas de células en el macizo celular interno
(MCI) a células del trofoectodermo (TE) que los embriones in vivo en la misma etapa
de desarrollo. Esta variacién puede estar relacionada con diferentes sistemas de
cultivo (Goto et al., 1994; Rieger et al., 1995). En cuanto a la tasa de desarrollo
embrionario, dentro de un medio de CIV determinado, los embriones que se
desarrollan mas rapido con frecuencia son de mayor calidad en funcion del nimero
de células, la etapa final del desarrollo y la tasa de prefiez después de la
transferencia (Abe et al., 2004; Lim et al., 2007; Rizos et al., 2008; Ahumada et al.,

2013).

En el proceso de PIV, el periodo mas critico del desarrollo es la etapa de CIV, siendo
el periodo mas largo y en el que se produce el mayor descenso en el desarrollo
embrionario, entre las etapas de dos células y blastocisto. En promedio, un
laboratorio pierde entre el 60 % y el 70 % de los ovocitos madurados in vitro debido
a la incapacidad del embridn para segmentarse y desarrollarse adecuadamente
hasta el estadio de blastocisto (Lequarre et al., 2003). La mayor parte del bloqueo
embrionario en bovinos ocurre entre la cuarta y quinta transicion del ciclo celular

(Memili & First, 2000). Este bloqueo del desarrollo, que surge en el embridon bovino
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en el estadio de ocho células, es un fendmeno que aun no estd completamente
comprendido, y probablemente esté correlacionado con la calidad citoplasmatica del
ovocito. Los ovocitos albergan todos los ARNm y las proteinas necesarias
producidas y almacenadas durante la ovogénesis para alcanzar el cuarto o quinto
ciclo celular (Barnes & First, 1991; Tadros & Lipshitz, 2009). A medida que avanza
el desarrollo, el control cambia de las transcripciones y proteinas maternas a las
derivadas del embrién. Este proceso se ha denominado transicibn materno-
embrionaria (TME) e implica el agotamiento de las transcripciones maternas por
degradaciéon y traduccién, el reemplazo de las transcripciones maternas
almacenadas en los ovocitos por transcripciones embrionarias, por ejemplo, ARN
ribosémicos, y la generacién de nuevas transcripciones especificas del embrion
(Sirard M., 2010). Se ha demostrado que los microARN especificos (miARN)
producidos por el embrién estan involucrados en la destruccion de las
transcripciones maternas, y se sugirié un papel de miARN especificos en MET para

embriones bovinos (Mondou et al., 2012).

El inicio de la expresion génica, basado en gran medida en los productos de un
embridn, se conoce como activacion del genoma embrionario (AGE) y, como parte
de TME, es el evento mas importante en el desarrollo preimplantacional de los
mamiferos. Se cree que los mecanismos que regulan el inicio de la AGE estan
ampliamente conservados en los mamiferos, con diferencias especificas de cada
especie en el momento de la mayor o principal AGE, que abarca desde la etapa de
8 a 16 células en embriones bovinos (Telford et al., 1990; De Sousa et al., 1998a;
Sirard M., 2012), pero actualmente se conoce que existen eventos previos
conocidos como menor AGE que ocurren en embriones de 2 a 4 células por lo que
podemos considerar dos etapas, una de menor y otra de mayor AGE (Kanka et al.,

2009; Sirard M., 2011).
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En esta etapa se produce un aumento de la actividad de transcripcion (King et al.,
1988; Pavlok et al., 1993), organizacion funcional del nucléolo (Laurincik et al.,
2000) y cambio en la sintesis de proteinas (Frei et al., 1989). Sin embargo, los
embriones que no logran transcribir su propio genoma no logran desarrollarse mas
alla de 16 células (Meirelles et al., 2004).

En resumen, en bovinos, durante la ventana de 6 dias del periodo de cultivo
posterior a la fecundacion, es decir, entre la formacién del cigoto y el blastocisto,
ocurren varios eventos de desarrollo importantes, lo que determina la calidad del

blastocisto. Estos eventos incluyen:

(i) la primera division de segmentacion, critica para determinar el desarrollo posterior

del embrién (Lonergan et al., 1999);

(i) la mayor activacion del genoma embrionario en la etapa de 8 a 16 células

(Memili y First 2000);

(iii) la compactacion de la moérula el dia 5, estableciéndose los primeros contactos

intimos entre células en el embrién (van Soom et al., 1997);

(iv) la formacién del blastocisto los dias 6 y 7, lo que implica la diferenciacion de dos

poblaciones celulares, el TE y el MCI (Watson A., 1992).

Cualquier modificacion del entorno de cultivo, que pudiera afectar a alguno o a todos
estos procesos, podria tener un efecto importante en la calidad del embrion. Estas
observaciones resaltan la importancia del ambiente de cultivo posterior a la
fecundacion para la calidad del blastocisto resultante (Rizos et al., 2008). Se ha
trabajado en la optimizacién y perfeccionamiento de esta etapa de PIV a lo largo del
tiempo, con el fin de mejorar su eficacia y aplicabilidad. Se han propuesto sistemas
de co-cultivo con células somaticas, siendo las elegidas generalmente células de la
granulosa bovina, o epiteliales del oviducto bovino, argumentando que de esa forma

se agregan al medio factores facilitadores de promocién del crecimiento (muy
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probablemente factores de crecimiento peptidico y/o citocinas). Por otro lado, se
inician los sistemas de cultivo sin soporte de células somaticas los cuales se
denominan comunmente sistemas "semidefinidos" o "definidos" (Thompson J.,
1996), dependiendo de si se utiliza suero (y proteina) o suplementos de
macromoléculas sintéticas. En estos sistemas la concentracién de cada componente
principal se establece previamente a la adicién de embriones (a menos que se utilice
suero), esto permite la evaluacion de los efectos de nuevos componentes
adicionados al medio en el desarrollo embrionario (Bavister B., 1995; Leese et al.,
1995; Thompson J., 1996). El medio fluido sintético para oviductos (SOF: Tervit et
al., 1972), a menudo suplementado con aa y albumina sérica bovina (SOFaa, ASB:
Gardner et al., 1994), y el medio CR1aa (medio CR1 adicionado con aminoacidos
esenciales y no esenciales) (Rozenkrans & First, 1994) son dos ejemplos
ampliamente utilizados aun en la actualidad en bovinos. De los componentes
afiadidos al medio para aumentar el desarrollo, la proteina (normalmente ASB) y el
SFB parecen tener la mayor influencia en el desarrollo, la morfologia y el

metabolismo del embrién (Thompson et al., 1998).

i.1.1. Etapas de la PIV

El embrion bovino obtenido por PIV atraviesa procesos biologicos claves que tienen
lugar durante la maduracion de los ovocitos y el periodo de desarrollo embrionario
entre la fecundacioén y la formacion del blastocisto. Estos procesos se organizan en

tres etapas consecutivas que, en su conjunto, forman el proceso completo de PIV.

Mmiv

Para realizar el proceso de MIV, los ovocitos pueden ser extraidos mediante
aspiracion de ovarios de matadero o de una hembra donante empleando la técnica

de Ovum pick up (OPU). En el primer caso, el procedimiento es mas sencillo y no
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necesita equipamiento sofisticado. Los foliculos son directamente aspirados de la
superficie del ovario por medio de una aguja acoplada a una jeringa. Por otro lado,
para la OPU se necesita equipamiento especializado, personal capacitado y manejo
de animales. Sin embargo, la OPU es una herramienta que permite acelerar los
programas genéticos en bovinos al propagar los genes deseados de animales con
alta calidad genética, por lo que ha cobrado un impulso significativo en los ultimos
afios (Seneda et al., 2020). Para realizar la OPU, el técnico por un lado debe
introducir su mano en el recto para poder palpar los ovarios y guiar la aguja para
recolectar los ovocitos y por el otro lado, debe introducir una aguja guiada por
ultrasonido en la vagina, posterior a la sedacién de la zona con anestesia epidural,
hasta llegar al ovario. Luego, los ovocitos son aspirados con una bomba de

aspiracioén y recolectados.

Para comprender el proceso de MIV de ovocitos, es fundamental conocer primero la
estructura y funcién del aparato reproductor bovino. La anatomia del sistema
reproductor de la vaca (Figura i.1) se divide funcionalmente en los componentes
encargados de la produccion y transporte de ovocitos, y aquellos involucrados con
la copula y la gestacion. El aparato reproductor de la hembra estd compuesto por
dos ovarios, que son los drganos sexuales primarios, cada uno de los cuales se
continta a dos oviductos, dos cuernos uterinos, y un cuerpo uterino. El Gtero termina
en un cérvix, que se extiende hacia la vagina, y finalmente la vulva, que es la

apertura externa del aparato reproductor.
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Fig 1. Aparato reproductor de la hembra bovina. a) Vista lateral. b) Vista dorsal.
Creado con BioRender

Figura i.1. Aparato reproductor de la hembra bovina. a) Vista lateral. b) Vista dorsal. Creado

con BioRender.

El ovario consta de una corteza y una médula. La médula tiene una posicion interna,
y esta compuesta de tejido conectivo, vasos linfaticos, vasos sanguineos y nervios.
Alrededor de la médula se encuentra la corteza, que contiene los foliculos ovaricos
inmersos en el estroma del tejido conectivo, dentro de los cuales se encuentra el
ovocito rodeado por células foliculares (Figura i.2 y i.3). Por fuera de la corteza, el
ovario esta cubierto por la tunica albuginea fibrosa densa y un epitelio superficial.
Debido a que el ovario de la vaca desciende mas lejos de su origen embrionario
cerca del rindn que en otras especies, se encuentra ubicado mas cerca de la pelvis.
La consecuencia de esta ubicacion ovarica y la insercion del ligamento ovarico
(mesovario) corto es que los cuernos uterinos se curvan ventral y caudalmente.

(Budras K-D., 2003; Nebel & DeJarnett, 2011).
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Figura i.2. Esquema de las secciones del ovario, y la ubicacion de los foliculos ovéricos.

Creado con BioRender.

a-d: Ovario bovino. 1: cuerpo liteo. 2: foliculos ovaricos

e: corte transversal de ovario bovino. 3: corteza ovarica. 4: medula

f: corte longitudinal de ovario bovino. 3: corteza ovarica. 4: médula. 5: cuerpo lateo
g: oviducto bovino. 6: infundibulo. 7: ampolla. 8: istmo. 9: cuerno uterino.

Figura i.3. Fotos de ovarios bovinos. Fotos propias Lic. Fabra M.

El desarrollo de los foliculos ovaricos de los mamiferos comienza durante la vida
fetal. Para estudiar las poblaciones de foliculos de manera sistematica, se introduce
una clasificaciéon de etapas definidas con precision (Aerts & Bols, 2010). Las células
germinales primordiales, conocidas como ovogonias, proliferan por mitosis y se
convierten en ovocitos que entran en el ciclo celular meiético, dando inicio al proceso

de ovogénesis (Fair T., 2003; Moniruzzaman & Miyano, 2010). Los ovocitos
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progresan hacia la primera profase meidtica y se detienen en la primera divisién
meidtica (Baker & Franchi, 1967). El ovocito queda rodeado por una sola capa de 4
a 8 células pregranulosas y una lamina basal intacta, formando la primera categoria
de foliculo, denominada foliculo primordial. Los ovocitos contenidos en el foliculo
primordial forman un depésito finito, que permanecen en la fase de reposo hasta que
se los estimula para crecer (Erickson B., 1966). Sin embargo, existen nuevas teorias
que postulan la existencia de células germinales mitéticamente activas, capaces de
generar nuevos foliculos (Bukovsky et al., 2004; Johnson et al., 2004). La activacién
del crecimiento folicular sucede durante toda la vida. Sin embargo, en el momento
de la maduracion sexual los foliculos completan su crecimiento y culminan en la
ovulacion de un ovocito maduro o en la atresia folicular (Moniruzzaman & Miyano,
2010). Siguiendo con el desarrollo folicular, los foliculos primordiales continuaran su
desarrollo, avanzando hacia foliculos primarios, secundarios y terciarios (éstos
ultimos también llamados de De Graaf) (Aerts & Bols, 2010). La foliculogénesis es
el proceso que permite obtener un foliculo terciario a partir de foliculos primordiales
(Spicer et al., 1986). La activacion del crecimiento del foliculo en bovinos se
caracteriza por la adquisicidon de una capa completa de 11 a 20 células cuboidales
de la granulosa alrededor del ovocito, formando asi el foliculo primario (Hulshof et
al., 1992). La progresion a la etapa de foliculo secundario se caracteriza por la
aparicion de una segunda capa de células de la granulosa (Driancourt M., 1991) y
por la deposicién inicial de material alrededor del ovocito, formando la zona peltcida.
Al mismo tiempo se forman granulos corticales dentro del citoplasma del ovocito
(Fair et al., 1997a). Los ovocitos que contintan hacia la siguiente etapa folicular, la
terciaria temprana, son transcripcionalmente activos y presentan el inicio de la
formacion del antro. A medida que el ovocito aumenta de diametro, se producen mas
modificaciones, y redistribucion de los organulos citoplasmaticos. Aparece por
primera vez el espacio perivitelino (Fair et al., 1997a). La transicion al foliculo
terciario se caracteriza por la proliferacion y diferenciacion continua de las células
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que rodean al ovocito, las cuales se diferencian en dos poblaciones celulares
distintas: la teca interna y la teca externa, ademas de la lamina basal y las células
del cumulus, asi como por la formacion de una cavidad antral llena de liquido
(Driancourt M., 1991). Es asi como comienzan a aparecer espacios entre las células
granulosas, consecuencia de la secrecion de un material de consistencia liquida por
parte de dichas células. Estos espacios posteriormente confluyen en una cavidad
denominada antro folicular con liquido, llamado licor folicular. Los foliculos reciben
el nombre de foliculos terciarios (Aerts & Bols, 2010), y estan en condiciones de
ovular. Otra forma de clasificar los foliculos es en foliculos preantrales y foliculos
antrales. Dentro de los foliculos preantrales encontramos a los foliculos primordiales,
primarios y secundarios, y dentro de los foliculos antrales estan los foliculos

terciarios (Hafez E., 1996) (Figura i.4).

| Células de la granulosa
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Figura i.4. Esquema de los distintos estadios del ovocito en la corteza ovarica durante la

foliculogénesis. Creado con BioRender.

En el ovario, el desarrollo de ovocitos maduros dentro de los foliculos ovaricos hasta
la etapa ovulatoria es un evento que tiene tres caracteristicas, altamente

conservadas en las distintas especies de mamiferos (Driancourt M., 2001) a saber:

1. Secuencia de eventos (reclutamiento, seleccion y dominancia).

2. Necesidad secuencial de gonadotropinas (hormona foliculo estimulante (FSH),

hormona luteinizante (LH)).
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3. Variabilidad en parametros numericos (cantidad de ondas por ciclo, numero de
foliculos por onda) asi como requisitos temporales (tiempo de seleccién, duracién

de cada ciclo).

Durante el ciclo estral bovino, se producen 2 o 3 ondas foliculares (Ginther et al.,
1996; Webb & Armstrong, 1998). Una onda de crecimiento folicular esta
caracterizada por presentar cuatro fases: reclutamiento, seleccién, dominancia
(Lucy et al., 1992) y ovulacion o atresia folicular. Esta ultima solo se presenta en
aquellos foliculos no ovulatorios (Sunderland et al., 1994). Cada onda de desarrollo
folicular se define por la aparicion simultanea de un grupo de foliculos de tamaro
mediano (>4-8 mm de diametro) de un conjunto de foliculos mas pequenos (2 a 4
mm), y se da inicio a la fase de reclutamiento. Inmediatamente después de este
periodo, comienza el periodo de seleccién, en el cual un foliculo emerge del pool de
foliculos reclutados y continda creciendo (Pierson & Ginther, 1987a).
Posteriormente, este foliculo se transforma en dominante (periodo de dominancia)
e inhibe de forma directa el crecimiento de los demas, que se vuelven subordinados
y sufren atresia (Figura i.5) (Pierson & Ginther, 1987a; Savio et al., 1988; Lucy et
al., 1992; Campbell et al., 1991; O'Shea et al., 1994; Law et al., 1992; Wood et al.,
1993; Matton et al., 1981; Wolfsdorf et al., 1997). Existe un balance entre los factores
estimuladores e inhibidores de origen sistémico y local, que influyen sobre el nimero
de foliculos primordiales que se activan en cada ciclo y que son independientes de
la accion directa de la FSH (Méduri et al., 2002; Moniruzzaman & Miyano, 2010;
Reddy et al., 2010; Kim J., 2012; Monget et al., 2012). Dentro de los factores
autocrinos y paracrinos que regulan el desarrollo folicular se encuentran los factores
de crecimiento esenciales secretados por el ovocito como el factor de crecimiento y
de diferenciacion (GDF9) y proteinas morfogenéticas dseas (BMP)15 (Rajkovic et
al., 2006; Andrade et al., 2019). A medida que la foliculogénesis progresa, el foliculo

se vuelve sensible a las gonadotrofinas (Erickson G., 2000; Forde et al., 2011). Si
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bien la dindamica de desarrollo de los foliculos antrales mayores a 1 mm de diametro
esta bien caracterizada (Adams & Singh, 2015), poco se conoce sobre la dinamica
de los foliculos mas pequenios y los preantrales. Por tal motivo, los foliculos antrales
(2-8 mm de diametro) son los ideales para ser aspirados en un ovario en la PIV,

debido a que tienen la capacidad de madurar en las condiciones adecuadas.
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Figura i.5. Olas foliculares correspondientes a los dias del ciclo estral bovino. (Modificado

de Lucy et al.,1992).

Para la maduracién de los ovocitos de mamiferos, el punto final necesario, ya sea
en condiciones in vivo o in vitro, es un ovocito que pase de estadio de profase | a un
estadio celular de metafase Il (Mll), que sea capaz de ser fecundado y que pueda
soportar el desarrollo embrionario normal. La complejidad de ciertos factores
(nucleares, citoplasmaticos o derivados de nuestros sistemas de cultivo actuales)
influye sin dudas tanto en la capacidad de los ovocitos para madurar completamente
como en su potencial de desarrollo después de la fecundacion (Fulka et al., 1998).
Los sistemas de MIV deben garantizar que el ovocito complete normalmente la

primera division de reduccién, sea capaz de experimentar una fecundacion normal
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y produzca un cigoto capaz de desarrollarse a término luego de una transferencia
de embriones. La MIV implica eventos de maduracion nuclear y citoplasmatica. La
maduracién nuclear implica principalmente la segregacién cromosomica. Los
ovocitos bovinos reanudan y completan la primera division meidtica en una variedad
de medios entre los cuales actualmente se utiliza de forma rutinaria el medio
complejo TCM 199 suplementado con SFB y piruvato para dar alta frecuencia a la
maduracién nuclear y la expansion de las células del camulus. La expansion del
cumulus puede facilitar el paso de los espermatozoides a través de los ovocitos
mejorando el éxito en la fecundacién (Leibfried-Rutledge et al., 1986; 1989). Si bien
los ovocitos ovulados in vivo estan detenidos en MIl, en condiciones in vitro, el
ovocito recuperado y puesto a madurar se encuentra en el estadio de vesicula
germinal (VG). La VG es el nombre que recibe el nucleo del ovocito inmaduro en la
etapa de diploteno de la profase | de la meiosis (De La Fuente, R. 2006). Su
presencia indica que el ovocito aun no ha reanudado la meiosis ni iniciado la
maduracion nuclear. En el desarrollo meidtico, la maduracion nuclear se manifiesta
por la ruptura de las VG, la condensacion de cromosomas, la realizacion de la Ml y

otra detencion del desarrollo en MIl hasta el momento de la fecundacion.

Por otro lado, la maduracién citoplasmatica implica la reorganizacion de las
organelas y el almacenamiento de ARNm, proteinas y factores de transcripcion que
actian en el proceso general de maduracién, fecundacion y embriogénesis
temprana. Los transpcritos y proteinas almacenadas en el citoplasma del ovocito
son de fundamental importancia para el proceso de maduracion y para asegurar la
progresion del desarrollo embrionario temprano hasta la etapa de ocho células (en
bovinos), cuando se activa el genoma embrionario y se hace necesaria la sintesis
de nuevas proteinas. La expresion de ciertos genes durante la AGE determinara el
éxito de la embriogénesis en la etapa de preimplantacion (Meirelles et al., 2004;

Ferreira et al., 2009). La maduracién nuclear y citoplasmatica son eventos distintos
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pero interrelacionados, que ocurren simultaneamente en momentos especificos. Sin
embargo, la programacion molecular del citoplasma puede haberse iniciado ya
durante la fase de crecimiento del ovocito. El proceso de maduracion citoplasmatica

puede dividirse en tres eventos principales:

1) Redistribucién de las organelas citoplasmaticas: El trafico de organelas
citoplasmaticas durante la maduracién se produce a través de las acciones de los
microfilamentos y microtubulos del citoesqueleto, y el reposicionamiento de las
organelas depende de las necesidades de la célula durante cada etapa del
desarrollo celular. Las mitocondrias se mueven desde una posicion periférica a una
distribucion dispersa en todo el citoplasma después de 12-18 h de cultivo. Este
evento es similar a lo que ocurre in vivo, que implica una distribuciéon hacia la
periferia antes de la ovulacién, una formacion cortical agrupada en las etapas finales
de la maduracion nuclear y una distribucion mas dispersa después de la extrusion

del primer cuerpo polar (Tarazona et al., 2006).

2) Dinamica de los filamentos del citoesqueleto: Los filamentos del citoesqueleto son
estructuras dinamicas que participan en la division celular, trafico intracelular y
segregacion cromosomica. Estan compuestos por tres tipos de filamentos:
microtubulos, filamentos de actina y filamentos intermedios. Los microtubulos,
formados por tubulina, son clave en el movimiento de organelas y se asocian a
proteinas motoras como la dineina y la kinesina. Durante la maduracién del ovocito,
los microtdbulos y microfilamentos reorganizan la distribucion de organelas y
preparan al ovocito para la fecundacién, realizando movimientos cromosémicos,
organizando y posicionando el huso meio6tico y la migracion nuclear (Albertini D.,

1992; Li et al., 2005).

3) Maduracién molecular: caracterizada por la transcripcién, almacenamiento y
procesamiento del ARNm materno. Las proteinas derivadas de estos ARNm estan

involucradas tanto en la maduracién como en eventos celulares posteriores como la
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fecundacion, la formacion del pronucleo y la embriogénesis temprana. Por lo tanto,
estas proteinas se almacenan en el citoplasma hasta el momento apropiado para su

utilizacion (Cheng et al., 2022).

En la maduracién de los ovocitos, los lipidos, en forma de vesiculas lipidicas, actuan
como moléculas de sefializacion con funciones importantes. En la etapa tardia de la
maduracién de los ovocitos y durante el desarrollo previo a la implantacion, los
lipidos enddgenos de los ovocitos funcionan como fuente de energia y como
reservorio para la sintesis de nuevos lipidos. Las vesiculas lipidicas se agregan en
forma de grupos vesiculares dando la apariencia de citoplasma oscuro. La oscuridad
citoplasmatica puede ser homogénea, afectando a todo el citoplasma, o estar
concentrada en el centro con un anillo periférico claro que le da al citoplasma una
apariencia oscurecida. El color del citoplasma se puede utilizar como marcador del
contenido de lipidos y como predictor del potencial embrionario, ya que los ovocitos
con un citoplasma uniforme y oscuro contienen mas lipidos intracelulares que los
ovocitos con un citoplasma granular o palido. La mayoria de los estudios
demostraron que los ovocitos con granulaciones rugosas o citoplasma muy palido
producen un menor desarrollo previo a la implantacion (Bilodeau-Goeseels &

Panich, 2002; Aguila et al., 2020).

FIV

Una vez completada la MIV, los ovocitos estan listos para ser fecundados. Tras la
eyaculacion, los espermatozoides son maviles, pero no son capaces de fecundar un
ovocito. Los cambios que debe atravesar un espermatozoide antes de ser capaz de
fecundar se denominan colectivamente capacitacion. La capacitacién generalmente
ocurre en el istmo del oviducto, aunque en algunas especies puede comenzar en el
cuello uterino, donde el moco cervical facilita la eliminacion de las proteinas de la
superficie del esperma. In vitro, el desafio es recrear condiciones que proporcionen

a los espermatozoides un entorno que favorezca la capacitacion. La temperatura es
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un factor critico para una capacitacion exitosa. En bovinos, tanto la FIV como el
cultivo se realiza tipicamente a 38,5 °C. Se han desarrollado medios para apoyar la
capacitacion in vitro. Otro factor importante es el pH. El medio en el que se co-
incuban los espermatozoides y los ovocitos generalmente tiene un pH ligeramente
mas alto (7,5 frente a 7,3 en los medios de maduracién y cultivo, respectivamente).
Un medio basico que se puede utilizar es la solucion de Tyrode o de Krebs-Ringer
complementada con una fuente de energia (glucosa, lactato y piruvato) y albumina
(Yanagamachi R., 1994). Ademas, para tratar de simular los factores capacitantes
que actuan in vivo, en condiciones in vitro el principal agente de capacitacion
agregado a los medios de fecundacion es la heparina, que se cree que ayuda a
eliminar los componentes del plasma seminal de la superficie del esperma al unirse
a las proteinas y estimular el flujo de colesterol y fosfolipidos. Otros agentes de
capacitacion incluyen la cafeina, un inhibidor de las fosfodiesterasas; bicarbonato,
que induce cambios dependientes de pKa en la arquitectura lipidica; adenosina, que
interactua con los receptores de membrana y aumenta el monofosfato de adenosina
ciclico intracelular (cCAMP) y las especies reactivas de oxigeno (EROs), como el
anion superoéxido, el peréxido de hidrogeno y el 6xido nitrico, que activan dianas de
membrana para desencadenar mecanismos intracelulares, incluida la fosforilacion
de la proteina tirosina (Yanagamachi R., 1994; Breininger et al., 2010). La mayoria
de los espermatozoides utilizados en la FIV bovina provienen de semen congelado.
El proceso de congelacion induce cambios en los espermatozoides bovinos que se
asemejan a los espermatozoides capacitados. Tienen calcio intracelular elevado,
una pérdida neta de proteinas de membrana plasmatica y un aumento de EROs
(Pons-Rejraji et al., 2009). Estos espermatozoides también requieren una exposicion
mas corta y dosis mas bajas de agentes de capacitacién que los espermatozoides
frescos. En un laboratorio de PIV bien administrado, las tasas de FIV con
espermatozoides congelados pueden promediar el 80 % o mas. El método mas
comun para preparar espermatozoides para la fecundacion es centrifugandolos a
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través de un gradiente de densidad. Este gradiente discontinuo se prepara con una
solucion de piruvato de lactato de albumina de Tyrode (TALP) para espermatozoides,
mezclada con Percoll comercial en diferentes proporciones. El gradiente mas comun
es una mezcla de Percoll al 45 % en capas sobre una mezcla de Percoll al 90 %. El
semen o el contenido de una pajuela de semen descongelada a 37 °C se coloca en
capas sobre el gradiente y se centrifuga a 800 g durante un tiempo que depende del
volumen de la columna por la que debe migrar el esperma. Esto aisla el esperma
intacto en el fondo del tubo de centrifuga (Hasler & Barfield, 2021). Un método
alternativo para aislar el esperma intacto es el “swim up”, que implica colocar una
capa de medio sobre el contenido de una pajuela descongelada y permitir que los
espermatozoides naden hacia arriba en este medio, donde son aspirados después

de un periodo de tiempo (Hasler & Barfield, 2021).

Civ

El CIV de embriones bovinos es el ultimo paso del proceso de PIV y comprende
aproximadamente entre seis y nueve dias de cultivo, desde la etapa de cigoto de 1
célula luego de la FIV, hasta la etapa de blastocisto. Uno de los medios mas
comunes para el cultivo de embriones bovinos es el medio oviductal sintético (SOF)
original de Tervit (Tervit et al., 1972), suplementado con aa y, en algunos casos,
niveles bajos de SFB (Liu & Foote, 1996; Holm et al., 1999). El cultivo basado en
SOF puede implicar una unica formulacion de medio durante el CIV, o un sistema
secuencial de dos o tres pasos, donde la formulacién del medio cambia en ciertos
puntos del periodo de cultivo. Los sistemas secuenciales se basan en un intento de
imitar los cambios fisiolégicos que experimentan los cigotos in vivo a medida que
descienden por los oviductos y entran al Utero durante los primeros seis o siete dias
de desarrollo. El volumen de medio utilizado en los sistemas de CIV también varia.
Algunos laboratorios cultivan embriones en microgotas tan pequefas como 25 pl

bajo una capa de aceite mineral, mientras que otros lo hacen en volumenes de 500
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Ml en una placa con o sin una capa de aceite mineral. Algunos sistemas de CIV se
llevan a cabo en una atmdsfera de incubadora con 5 % de CO; en aire; sin embargo,
hay evidencia de que los embriones bovinos se desarrollan mejor en una atmdésfera
de 5 % de CO,, 7 % de Oz y 88 % de N2 (Thompson et al., 1990; Fukui et al., 1991).
En el pasado, la mayoria de los sistemas de CIV comerciales implicaban el uso de
sistemas de co-cultivo que incluian una monocapa de células somaticas, las cuales
incluian células primarias de oviductos (bovinos o porcinos), ampollas oviductales
de ratén, cumulus, granulosa y utero, asi como lineas celulares establecidas de
higado de rata bufalo (BRL) o células epiteliales de rifidn de mono (Vero). Estas
células se han combinado en sistemas de co-cultivo con varios medios diferentes,
incluidos TCM-199, Menezo's B2 y Ham's F-10. Los sistemas de co-cultivo no se
utilizan ampliamente en la actualidad, ya que la mayoria de los laboratorios se han
dedicado en gran medida a investigar sistemas de PIV basados en formulaciones
de medios definidos. Ademas, como fue mencionado previamente, el uso de
sistemas definidos es esencial para comprender y optimizar los requisitos de cultivo
de embriones preimplantacionales. Se han reportado tasas moderadamente
exitosas de produccion de blastocistos con el uso de medios libres de proteinas y
definidos quimicamente (Hoshi H., 2003; Lim et al., 2007; Gardner D., 2021). A nivel
comercial, las empresas de transferencia de embriones y PIV se preocupan
principalmente por producir de manera eficiente y predecible tantos embriones
viables como sea posible. Sin embargo, la adicién de altas concentraciones de SFB
(10 % o mas) se ha asociado con la acumulacién de lipidos en el embrién, lo que
disminuye la criotolerancia, y con la produccion de terneros grandes, y por razones
practicas y de bienestar animal se estan investigando alternativas al SFB (Thompson

et al., 1998; Abdel-Wahab et al., 2018; Van der Valk et al., 2018).
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i.2. Metabolismo del embrién y requerimientos energéticos en el CIV
Si bien la calidad de los ovocitos y espermatozoides influye en la competencia
embrionaria, la nutricion del embrién es fundamental para su viabilidad. Esta
nutricion depende de los sustratos energéticos presentes en el medio de cultivo (de
Souza et al., 2015). Se ha observado una relacidon entre el metabolismo de los
embriones preimplantacionales y su capacidad de desarrollo (Barnett & Bavister,
1996). Una de las posibles causas de las diversas diferencias observadas entre los
embriones generados in vitro e in vivo podria ser la existencia de condiciones de
cultivo in vitro subéptimas. Los medios de cultivo contienen como ingredientes
importantes los sustratos energéticos, cuyos requerimientos van cambiando durante
el desarrollo temprano en los embriones de mamiferos, con diferencias importantes
entre especies (Gardner D., 1998; Leese H., 1992; Barnett & Bavister, 1996; Bavister
B., 1995). Los sustratos energéticos como glucosa, piruvato, lipidos y aa son
responsables de la sintesis de ATP en las células madre embrionarias. En las células
de mamiferos, la generacién de ATP ocurre por vias oxidativas o por glucdlisis. La
glucolisis ocurre en el citoplasma, no requiere O, para reacciones metabdlicas
enzimaticas y genera lactato y solo 4 moléculas de ATP por molécula de glucosa
oxidada. La via oxidativa ocurre en las mitocondrias, requiere necesariamente O, y
es capaz de oxidar completamente el piruvato, generando CO,, H,O y 30-32
moléculas de ATP a través del ciclo de Krebs y enzimas de fosforilacion oxidativa.
Estas vias son interdependientes y necesarias para el desarrollo embrionario viable,
y la via oxidativa es la mas importante para la produccién de ATP (Wilding et al.,
2009; Sturmey & Leese, 2003), siendo la responsable de la produccion de lactato

(Khurana & Niemann, 2000).

La actividad metabdlica del ovocito luego de ser fecundado y hasta la etapa de 8
células es mas o menos constante, y es el piruvato el sustrato energético de

preferencia. Ademas, el piruvato es un sustrato energético importante para la
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generaciéon de ATP en células con una baja tasa glucolitica y para la regulacion del
pH intracelular (Thompson et al., 1996). El ovocito inmaduro no utiliza glucosa, pero
su consumo aumenta gradualmente desde el ovocito maduro hasta la etapa de
blastocisto eclosionado. El primer aumento marcado de consumo de glucosa ocurre
entre las etapas de 8 y 16 células, que es el momento de la activacion del genoma
embrionario, lo que indica un incremento en los requerimientos de energia (Telford
et al., 1990; Khurana & Niemann, 2000). Los aa se consumen en gran medida entre
las etapas de 8 células y mérula compacta, debido a la sintesis de proteinas, ATP y
moléculas de senalizacion, y la osmorregulacién y regulacién del pH (Barnett &

Bavister, 1996).

En la etapa de compactacion de la mérula, formacion del blastocisto y el proceso de
cavitacion, aumentan significativamente las demandas de energia, el consumo de
glucosa, piruvato y O», la actividad de la bomba Na+/K+ ATPasa, y la sintesis de
proteinas (Khurana & Niemann, 2000; Watson & Barcroft, 2001). Durante este
proceso, el 86 % de la produccion de ATP resulta de la via de fosforilacion oxidativa
(Donnay & Leese, 1999). La produccion de ATP en el embridn bovino es de alrededor
de 459 pmol-blastocisto™-h™, y el 36% y el 15 % del ATP del blastocisto se utiliza
para la actividad de la bomba Na+/K+ ATPasa en los dias 7 y 8 del desarrollo del
blastocisto, respectivamente. El blastocisto en expansion alcanza 94,5

pmol-embrion~'-h™" de actividad de bombeo (Houghton et al., 2003).

Las mitocondrias embrionarias se originan a partir del ovocito y se describen como
"inmaduras" en las fases iniciales del desarrollo del embrién, mostrando una forma
redonda u ovoide, con pocas crestas internas (Bavister & Squirrell, 2000). Entre las
etapas embrionarias de 4 y 16 células, las mitocondrias se alargan y el numero de
crestas comienza a aumentar y continia aumentando durante el desarrollo del
blastocisto, concomitantemente con una mayor captacion de glucosa y piruvato

(Wilding et al., 2009; Thompsons et al.,1996).
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Como ya se menciond, el blastocisto esta formado por el TE y el MCI. Los dos tipos
de poblaciones celulares tienen perfiles metabdlicos diferentes. Las células del TE
consumen mayores niveles de piruvato y producen lactato, mientras que las células
de la MCI consumen mas glucosa, y ambos tipos celulares tienen diferentes perfiles
de recambio de aa (Gopichandran & Leese, 2003). En blastocistos de raton se ha
demostrado que las células aisladas del TE consumen mas O, producen mas ATP
y tienen una mayor cantidad de mitocondrias que las células del MCI, lo que indica

un metabolismo oxidativo preferencial (Houghton F., 2006).

El desarrollo del embrién bovino también se ve afectado por la presencia de aa y
proteinas. La alanina es un aa importante para el desarrollo del embrién y tiene los
niveles mas altos de liberacién en el medio de cultivo de todos los aa. Ademas, su
liberacion esta relacionada con la excrecién celular de amonio (Watson & Barcroft,
2001; Gopichandran & Leese, 2003; Orsi & Leese, 2004). La ausencia de piruvato
en el medio reduce el recambio de aa y la produccion de alanina por parte del
embrion, lo que indica la probabilidad de que el amonio pueda transferirse al piruvato
y excretarse en el compartimento extracelular como alanina. El glutamato también
puede estar involucrado en la desintoxicacion del amonio al combinarse con una
molécula de amonio y convertirse en glutamina, que puede ser excretada por el
embridn en el medio extracelular (Orsi & Leese, 2004). La adicion de aa esenciales
y no esenciales, y la combinacién de ambos en el medio de CIV, mejora tanto la
formacion de blastocistos como su eclosién, y un aumento en el nimero de

blastomeras (Lee et al., 2004).

La tasa de prefiez alcanza sélo alrededor del 39 %, ya que la concentracién ideal
indicada de cada componente y la combinacion de multiples sustratos del medio no
parecen adecuados para sustentar el desarrollo del embrion (Seneda et al., 2012).
No hay consenso sobre la composicion ideal del medio. Sin embargo, sabemos que

los embriones que tienen un metabolismo “tranquilo”, es decir, una baja tasa
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metabdlica, glucolitica, un recambio de aa bajo, y una alta capacidad antioxidante,
tienen mas probabilidades de alcanzar la etapa de blastocisto, ya que es lo que
sucede con el metabolismo de los embriones in vivo (Leese H., 2002; 2012; Sturmey
et al., 2010). Por lo tanto, se requiere un sistema de cultivo que permita que los
embriones in vitro tengan un metabolismo similar a los in vivo (es decir, naturalmente
“tranquilos”). Ademas, cuando los embriones in vivo se exponen a medios
extrauterinos, la glucdlisis y la produccién de CO2 aumentan, lo que demuestra que
las condiciones de cultivo inducen tasas metabdlicas mas altas. Esto se ha descrito
en embriones bovinos, donde los blastocistos in vitro tienen tasas glucoliticas mas
altas que in vivo, lo que indica que los medios de cultivo pueden ser estresantes o
pueden modificar el metabolismo del embrién para producir un perfil anormal (Leese

H., 2012; Thompson et al., 1996; Leese et al., 2008).

i.3. EROs y Antioxidantes en la PIV

Es probable que los principales problemas que surgen durante la PIV se deban, al
menos en parte, a que no somos capaces de imitar con precisién los procesos de
maduracién de los ovocitos, la fecundacion y el desarrollo embrionario, los cuales
ocurren dentro del foliculo, el oviducto y el utero, respectivamente. Se han realizado
numerosas investigaciones sobre las formulaciones éptimas de medios para el
cultivo de embriones, pero siguen existiendo deficiencias en el sistema (Thompson
et al., 1990; Krisher et al., 1999; Steeves & Gardner, 1999; Oyamada & Fukui, 2004;
dos Santos et al.,, 2021). Los sustratos energéticos utilizados por el embrién
temprano, como ATP, NADPH y moléculas de O, son producidos por la cadena
transportadora de electrones que esta en la mitocondria. Este sistema de produccion
de energia también genera EROs, que son subproductos normales del metabolismo
del O, producidos por la cadena de transporte de electrones. El término “especie

reactiva” se refiere a moléculas de O2y N2 que contienen uno o mas electrones
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desapareados. El término “radical libre” se refiere a moléculas que son altamente
reactivas debido a que los electrones no unidos intentan recuperar la estabilidad
electrénica oxidandose con otras moléculas (Phaniendra et al., 2015). Casi todas las
biomoléculas pueden reaccionar con radicales libres. Sin embargo, los acidos
nucleicos, los lipidos y las proteinas son las macromoléculas mas comunmente
oxidadas por radicales libres (Nandi et al., 2019). La produccion de ERO esta
sensiblemente controlada por un balance del estado de éxido-reduccion, es decir,
se controla normalmente dentro de las células. Pero cuando ocurre un desequilibrio,
aumenta la produccion de ERO, lo que ocasiona estrés oxidativo. El estrés oxidativo
puede definirse ampliamente como un desequilibrio entre la produccién de oxidante
y la capacidad antioxidante de la célula para prevenir el dafo oxidativo. Aunque
varias reacciones en los sistemas biolégicos contribuyen a las concentraciones en
estado estacionario de anion superoxido y perdxido de hidrégeno, las mitocondrias
parecen ser cuantitativamente la fuente celular mas importante (Cadenas & Davies,
2000). El estrés oxidativo en embriones trae como consecuencia efectos variados
como lesiones en el ADN, donde ocurren alteraciones en la estructura base (Sturmey
et al., 2008), peroxidacion lipidica, lo que compromete la fluidez de la membrana,
dafa su integridad y limita la capacidad funcional de las proteinas unidas a la
membrana (por ejemplo receptores, canales idnicos) para funcionar correctamente
(Juan et al.,, 2021), inactivacion enzimatica, detenimiento en el desarrollo
embrionario temprano y apoptosis. La produccion excesiva de las EROs
compromete los poros de transicion de permeabilidad mitocondrial, lo que altera el
estado de conductancia de las mitocondrias. La conductancia baja es reversible,
pero la conductancia alta produce una acumulacién de calcio que causa un potencial
transmembrana irreversible, que provoca apoptosis debido a la liberacion de
citocromo-c que activa la via de las caspasas (Wang et al., 2009). La fosforilacion
oxidativa es la fuente principal de energia utilizada en el desarrollo del embrion entre
los estadios de una célula y morula. Los embriones metabdlicamente mas activos al
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principio del desarrollo generan mas EROs (Gardner et al., 2000; Leese H., 2012).
Otra caracteristica intrigante de los sistemas de PIV es que la mayoria de los
embriones que se desarrollan in vitro tienen una mayor actividad glucolitica que los
embriones que se desarrollan en el utero. Esto se debe a una mayor exposicion al
O, atmosférico que aumenta el consumo de piruvato y, posteriormente, aumenta la
produccion de las EROs (Gardner & Lane, 1998; de Lima et al., 2020). Otra
consideracion importante para tener en cuenta es que la produccion de EROs dentro
de los embriones puede alterar el gradiente de pH dentro de las mitocondrias
producto de cambios en el transporte de electrones y, en ultima instancia, el
establecimiento del gradiente de protones (H*) se alterara cuando la produccién de

EROs se eleve (Selivanov et al., 2008).

La criopreservacion es otra fuente de acumulacion de EROs dentro de los
embriones. Este procedimiento claramente tiene beneficios sustanciales, incluyendo
la preservacion del material genético, la facilidad de transporte alrededor del mundo
y cCOmMo una conveniencia para completar la transferencia embrionaria. Sin embargo,
los embriones bovinos criopreservados tienen menos éxito en generar una prefiez

que los embriones no criopreservados producidos por PIV (Hansen P., 2020).

Ademas de la propia actividad metabdlica del embrion, hay varios factores
extrinsecos que contribuyen a la produccién y acumulacion de EROs durante la PIV.
Estos factores estan relacionados tanto con las condiciones del cultivo, como el
ambiente gaseoso, la luz, la temperatura, el pH, la humedad, los componentes del
medio de cultivo y, los espermatozoides que rodean al ovocito durante la FIV los
cuales liberan su carga enzimatica al medio, entre otros (Alvarez et al., 1996; Quinn
etal., 1998; Goto et al., 1993; Noda et al., 1991). Por lo tanto, proteger los embriones
contra el estrés oxidativo in vitro sigue siendo uno de los caminos para mejorar el

desarrollo y la calidad de los embriones preimplantacionales.
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Los efectos nocivos de las EROs pueden contrarrestarse mediante el sistema de
defensa antioxidante propio del embrién en desarrollo, que consiste en eliminadores
enzimaticos como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatién peroxidasa,
y compuestos antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular como el glutation

(GSH) y la tiorredoxina (Thannickal & Fanburg, 2000; Nordberg & Arner, 2001).

El término antioxidante se define como cualquier sustancia que cuando esta
presente en concentraciones bajas en comparacién con las de un sustrato oxidable,
retrasa o previene significativamente la oxidacion de ese sustrato (Halliwell &
Gutteridge, 1989). El término “sustrato oxidable” incluye todo tipo de molécula que
ceda un radical libre (ya sea electrones o atomos de hidrégeno). El sustrato oxidable
generalmente consiste en lipidos individuales o mixtos, proteinas y acidos nucleicos
(Laguerre et al., 2007). En los ultimos afios, la suplementacion con antioxidantes
durante las diferentes etapas de la PIV ha cobrado gran importancia en distintas
especies como una estrategia para mejorar la eficiencia del proceso y proteger a los
embriones preimplantacionales contra el estrés oxidativo, asi como también para
aumentar su calidad. Por ejemplo, la utilizacién de L-carnitina en el CIV mejoré la
tasa de blastocistos de ratén y redujo el nivel de dano en el ADN (Abdelrazik et al.,
2009). En la etapa de FIV, la utilizacién de N-acetil-L-cisteina aumenté el nimero
total de células de blastocistos de ratén y una mayor tasa de clivaje (Truong &
Gardner, 2017). La utilizacidon de resveratrol y melatonina en la MIV de porcinos
incrementdé el namero total de células y mejoré el desarrollo embrionario (Lee et al.,
2018) vy, en bovinos, la melatonina administrada en la etapa de MIV y CIV disminuyé
la apoptosis y mejord la calidad de los blastocistos (Marques et al., 2018). En
conejos, se registré una mejora del desarrollo embrionario utilizando retinol (vitamina

A) en el CIV (Elomda et al., 2018).

En condiciones in vitro, se pueden emplear diversos métodos para medir la actividad

antioxidante de distintas sustancias. Para evaluar el potencial antioxidante de un
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compuesto se deben tener en cuenta varios criterios. Algunos son de aspecto
quimico y bioquimico, como la especificidad para extinguir radicales libres, quelar
metales, interactuar con otros antioxidantes, y tener efectos sobre la expresion
geénica. Ademas, hay criterios terapéuticos y de aplicacion preventiva, como son la
absorcion y biodisponibilidad, la concentracion en tejidos, células y liquido
extracelular, y su ubicacién en la célula, es decir, si son de dominios de membrana
0 dominios citosdlicos, ademas de una baja toxicidad. Un antioxidante “ideal”
cumpliria con todos esos criterios, pero eso no implica que todos los antioxidantes

deban cumplir cada uno de ellos para ser considerados buenos antioxidantes.

i.4. Acido Alfa Lipoico

El acido Alfa Lipoico (AAL), también llamado acido tiéctico o acido 1,2-ditiolan-3-
pentanoico, es un compuesto ditiol natural, sintetizado enzimaticamente en la
mitocondria a partir del acido octanoico, el cual es la fuente de acidos grasos, y
cisteina, que aporta la fuente de azufre (Dupre et al., 1980). Se encuentra tanto en
células animales como vegetales y desempefia un papel fundamental en el
metabolismo energético mitocondrial (Gorgca et al., 2011). EI AAL se encuentra de
forma natural en las mitocondrias, mas especificamente en la subunidad E2, en
donde actua como un cofactor necesario y esencial que cataliza la descarboxilacion
oxidativa de las a-cetoacidos deshidrogenasas mitocondriales, las cuales incluyen a
la enzima piruvato deshidrogenasa, la B-cetoglutarato deshidrogenasa y las a-
cetoacidos deshidrogenasas de cadena ramificada (Packer et al., 1995; Reed L.,
2001; Shay et al., 2009). EI AAL tiene un centro quiral, por lo tanto, existe en formas
enantioméricas Ry S. Sin embargo, sélo R-AAL se sintetiza de forma endégena y
esta conjugado con residuos de lisina conservados en un enlace amida, lo que hace
que esta isoforma sea esencial como cofactor en sistemas biologicos (Reed L.,
1974; Gorgca et al., 2011).
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Formas enantioméricas del AAL:

O O

OH OH
S=S  (R) Acido Alfa Lipoico S=8  (5) Acido Alfa Lipoico

La alta densidad electronica resultante de la posicién espacial de los dos atomos de
azufre en el anillo de 1,2-ditiolano confiere al AAL una alta tendencia a la reduccion
de otras moléculas sensibles a la reaccién de 6xido-reduccion (redox) segun las
condiciones ambientales (Biewenga & Bast, 1995; Goraca et al., 2011). Ya desde
1959, Rosenberg & Culik (1959) estudiaron como el AAL suministrado a cobayos en
su dieta, los protegia contra los sintomas de la deficiencia de vitamina E o vitamina
C. A partir de estos estudios, comenzaron a emplearse diferentes modelos para
estudiar el efecto de AAL, describiendo como su potencial antioxidante protegia los
diferentes sistemas de la peroxidacién lipidica. A partir de 1990, distintos autores
describen que el AAL es captado por las células y reducido rapidamente a acido
dihidrolipoico (ADHL) (Figura i.6) (Suzuki et al., 1991; Handelman et al., 1994;
Podda et al.,, 1994). La pareja redox AAL/ADHL se acerca al concepto de
antioxidante ideal, y se la ha llamado "un antioxidante universal" (Paker et al., 1995).
Ademas, tiene un potencial de reduccién estandar de —-0,32 V, convirtiéndolo en uno
de los antioxidantes naturales mas potentes (Shay et al., 2009). Tanto AAL como
ADHL son moléculas anfipaticas, y pueden actuar como antioxidantes tanto en

ambientes hidréfilos como lipdfilos (Moini et al., 2002).

40



Acido Alfa Lipoico

Acido Dihidrolipoico

Figura i.6. Formula quimica del Acido Alfa Lipoico y su forma reducida, el Acido

Dihidrolipoico.

La accién antioxidante tanto del AAL como del ADHL no solo es directa mediante la

extincion de radicales y la quelacion de metales, sino que ademas es indirecta

mediante el reciclaje de otros antioxidantes (Packer et al., 1995).
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Metales de transicién Quelante Quelante y Prooxidante

El AAL es quelante de hierro, cobre y otros metales de transicion. Se descubrié
ademas que forma complejos estables con Mn?*, Cu®*, Zn?* (Packer et al., 1995).
Por su parte, el ADHL elimina los radicales HO", sin embargo, se pueden observar
efectos prooxidantes en algunos sistemas para producir los mismos radicales.
Quizas la pregunta mas crucial que rodea al ADHL es si actia como prooxidante en
determinadas circunstancias. En primer lugar, el ADHL puede actuar como reductor
de metales de transicion, especialmente el hierro y, en segundo lugar, el ADHL
puede actuar para regenerar otros antioxidantes como el ascorbato, que se sabe
que reduce el hierro (Packer et al., 1995). Si realmente es capaz de reducir el hierro
y si el hierro esta disponible para reaccionar, entonces sus efectos prooxidantes
pueden ser motivo de grave preocupacion en los sistemas bioldgicos. A pesar de
eso, la interaccion de ADHL con otros antioxidantes puede anular un efecto
prooxidante en un sistema fisioldgico. El ADHL parece ser capaz de regenerar otros
antioxidantes enddgenos, como el ascorbato, e indirectamente, la vitamina E y la
vitamina C, a partir de sus formas radicales (Kagan et al., 1992; Shay et al., 2009).
Los estudios mecanisticos realizados en células humanas in vitro demostraron que,
después de la reduccion intracelular de AAL, el ADHL se liberé rapidamente al
espacio extracelular y redujo la cistina a cisteina, tras lo cual la cisteina fue absorbida
por los transportadores de aminoacidos neutros y utilizada en la sintesis de GSH.
Se propuso que la mejora de la disponibilidad intracelular de cisteina es el
mecanismo subyacente de la elevacion inducida por AAL de los niveles de GSH
observada tanto in vitro como in vivo (Han et al., 1997). Ademas, existe evidencia en
ratones de que la administracién de AAL in vivo puede aumentar el nivel de ubiquinol
frente al estrés oxidativo, y se sabe que el ubiquinol recicla la vitamina E (Gotz et al.,
1994; Kagan et al., 1990).

42



Ya es conocido que el AAL administrado en una variedad de sistemas celulares y
tisulares aparece en el medio como ADHL (Peinado et al., 1989). Los resultados
indican que las células normales de mamiferos son capaces de absorber AAL,
reducirlo a ADHL y liberar ADHL. Por lo tanto, los efectos tanto del AAL como del
ADHL pueden estar presentes tanto intracelularmente como extracelularmente

(Packer et al., 1995).

Varios reportes cientificos han demostrado los efectos benéficos de la
administracion in vitro de AAL en distintos modelos animales en las diferentes etapas
de la PIV, asi como su administracion in vivo. Se ha demostrado que AAL tiene
propiedades antioxidantes en el desarrollo in vitro de foliculos de ratdén debido a una
disminucion de los niveles de EROs y un aumento de los niveles de capacidad
antioxidante total (Talebi et al., 2012). La N-acetil-cisteina y el AAL mejoran las
defensas antioxidantes y disminuyen el estrés oxidativo, la inflamacion y los niveles
de lipidos séricos en ratas ovariectomizadas (Delgobo et al., 2019), y mas aun se
sabe que, en embriones de ratdn, la produccién endégena de AAL es crucial para el
desarrollo embrionario temprano, tanto por su accién antioxidante como por ser un
cofactor enzimatico (Yi & Maeda, 2005). Ademas, la suplementacién de AAL en el
medio de FIV y de CIV mejoré el desarrollo embrionario posterior, disminuyendo el
estrés oxidativo y mejorando la viabilidad de embriones humanos y de raton (Truong
et al., 2016; Truong & Gardner, 2017). En bovinos, la suplementacién con AAL en el
medio de MIV condujo a un mayor crecimiento y desarrollo de foliculos preantrales
in vitro (Zoheir et al., 2017) y mejoro la tasa de maduracion y calidad embrionaria
(Hassan et al., 2017). En cerdos, la suplementacion con AAL en la MIV disminuyé
los niveles de EROs y aumenté el GSH en el citoplasma de los ovocitos maduros.
Ademas, la tasa de apoptosis en células del cimulus después de la MIV fue menor,
mientras que la tasa de formacion de blastocistos fue mayor (Himaki & Hano, 2023).

Si bien existen varios estudios que han explorado el efecto antioxidante del AAL en
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la PIV de mamiferos, las investigaciones relacionadas a su impacto durante el CIV

sobre el desarrollo, calidad y viabilidad de embriones tempranos son aun limitadas.

Por lo tanto, el objetivo general del presente plan de tesis es estudiar el rol del AAL
durante el desarrollo preimplantacional en embriones de mamifero, utilizando como

modelo el embridn bovino.

i.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obijetivo 1: Estudiar el efecto de diferentes concentraciones del AAL y condiciones
de cultivo durante el CIV evaluando parametros de estrés oxidativo y capacidad de
desarrollo de embriones preimplantacionales de bovino a partir de ovocitos

provenientes de ovarios de frigorifico (Experimento 1y 2).

Objetivo 2: Estudiar el efecto de la mejor condicion de CIV obtenida en el Objetivo 1
evaluando la capacidad de desarrollo, estado antioxidante y calidad de los

embriones obtenidos a partir de ovocitos de ovarios de frigorifico (Experimento 3).

Objetivo 3: Validar la mejor condicion de CIV obtenida en el Objetivo 2 durante la
activacion del genoma embrionario (AGE) utilizando ovocitos de matadero y
finalmente ovocitos recuperados de donantes vivas mediante la técnica de OPU
evaluando la capacidad de desarrollo embrionario temprano (Experimento 4 vy

Experimento 5).
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i.6. HIPOTESIS

La suplementacion con el AAL durante el CIV mejora el desarrollo embrionario

preimplantacional, la calidad y la viabilidad de los blastocistos bovinos.
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m. Materiales y Métodos General

m.1. Técnica de PIV de embriones bovinos

La PIV consta de tres etapas consecutivas: MIV, FIV y CIV. La PIV comienza con la
recoleccién de ovocitos, los cuales pueden obtenerse a partir de aspiracion folicular
guiada por ecografia llamada Ovum Pick Up (OPU) de hembras donantes, o de

ovarios de matadero.

El protocolo completo incluye métodos para la MIV de ovocitos, la capacitacion de
espermatozoides, la fecundacién y el desarrollo de los embriones resultantes, hasta
el estadio de blastocisto (Figura m.1). Los listados del equipamiento, los reactivos
empleados y la preparacion de los medios utilizados se detallan en los ANEXOS |, I

y lll respectivamente.

OPU Ovarios
de
l matadero FIV Clv
MIV
24h
Recoleccién
de ovocitos 22h 7 a9dias

Figura m.1. Diagrama grafico del proceso de PIV. Creado con BioRender.
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m.1.1. Maduracién in vitro (MIV)

m.1.1.1. Obtencién de ovocitos de matadero:

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de ovarios provenientes de hembras jovenes
(Frigorifico Gorina S.A.). Los ovarios se agruparon independientemente de la etapa
del ciclo estral de las hembras. Se colocaron en termos con solucion fisioldgica
estéril (NaCl 0,9 % p/v) y antibidticos (estreptomicina 100 mg/L y penicilina 59 mg/L)
a 37 °C. El transporte se realizé dentro de las 2 h posteriores al sacrificio. Una vez
en el laboratorio, se lavaron repetidas veces con agua atemperada a 37 °C para
eliminar el exceso de sangre, y por ultimo se enjuagaron con solucién fisioldgica a
la misma temperatura. La conservacion éptima de los ovocitos se logra evitando que
los ovarios desciendan a menos de 25 °C. De cada ovario, se aspiraron los foliculos
de 3-8 mm presentes en la corteza superficial usando una aguja 18 G conectada a
una jeringa estéril. El licor folicular aspirado se colocé en tubos de 50 ml estériles
mantenidos en bano termostatico a 37 °C, hasta comenzar el proceso de seleccion
de los complejos ovocito-cumulus (COCs). Para ello, del contenido de cada tubo se
descartd el sobrenadante, y se agregd solucién de buffer Dipia - Flush Plus
homogeneizando el precipitado con los COCs. Luego, se colocé el contenido en una
placa de Petri y se realizé la busqueda de los COCs en una lupa estereoscopica a

20X (Figura m.2).
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Ovarios de matadero
en bafio termostatico

A

Puncién de la corteza ovarica

Licor folicular Busqueda de COCs

Figura m.2. Proceso de puncion de ovarios y busqueda de los COCs en lupa estereoscépica

previo a la MIV.

La composicién de los medios empleados para los procedimientos de MIV, FIV y CIV

se detallan en el Anexo lll.

Los COCs recolectados se colocaron en placas de Petri con medio de
mantenimiento sobre una platina térmica a 37 °C. Solamente se seleccionaron para
la MIV aquellos COCs considerados Grado 1 y Grado 2 (Aguila et al., 2020). Los
COCs se lavaron dos veces en gotas de 100 ul de medio de MIV (Furnus et al, 2003)
y luego se sembraron de 20 a 25 COCs en gotas de 100 ul de medio de MIV, bajo
aceite mineral, y se incubaron a 39 °C en atmodsfera gaseada con 5 % COz, 20 % O
y humedad a saturacién, durante 24 h (Figura m.3). La preparacion de las placas
de MIV se realiz6 de 2 a 3 h antes del sembrado de los COCs para equilibrar el pH

del medio y la temperatura.
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Ovaocitos seleccionados

para MIV Placas de MIV

con medio de maduracién

l Maduracién de ovocitos en incubadora por 24h

Figura m.3. Fotografias que muestran los COCs seleccionados dentro de la gota de MIV, las
placas de maduracion conteniendo dichas gotas, y finalmente el interior de la estufa de cultivo

en donde permanecen 24 h. Fotos propias Lic. Fabra M.

m.1.1.2. Ovocitos obtenidos mediante OPU:

Todos los procedimientos animales utilizados en estos estudios fueron aprobados
por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata (CICUAL#240610-2), Buenos Aires,

Argentina.

Se utilizaron vacas raza Angus (Bos taurus) con buena condicién corporal (6-7) y 60
dias posparto, de tres establecimientos diferentes de la provincia de Buenos Aires,
Argentina (Estancia Don Joaquin; EOLIA S.A; y Chacra Ivan Gémez). En todos los
casos, las aspiraciones foliculares (OPU) fueron realizadas por el mismo profesional.
Previo al procedimiento de OPU, cada vaca recibié anestesia epidural caudal
utilizando 7 ml de lidocaina al 2 %. Luego, se vacio el recto y se limpiaron la vagina,
la vulva y las areas perineales con agua y yodo antes de insertar el transductor en
el orificio externo del cuello uterino. Por medio de maniobras a través del recto, se
giraron los ovarios para lograr una imagen clara en el monitor de ultrasonido, y asi
poder aspirar el foliculo objetivo. Para las OPU se utilizé un ecografo equipado con
un transductor microconvexo de 7,5 MHz y una guia de aspiracion conectada a una
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bomba de vacio (Figura m.4). El equipo de succién consistié en una aguja de 20 G
conectada a un tubo cénico de 50 ml a través de un tubo de silicona y una presion
de aspiracion constante de 90 mm Hg. Esta presion logra un flujo de 15 ml por
minuto, lo que evita la pérdida de las células del cimulus que rodean el ovocito,
evidenciado por la ausencia de ovocitos denudados. Los COCs se aspiraron en PBS
con alcohol polivinilico (1 %) y 40.000 U/l de heparina sdédica. Los aspirados
foliculares se recolectaron mediante un circuito de 120 cm de longitud (con un
diametro interno de 1,1 mm) conectado directamente a un tubo cénico de 50 mL que
contenia 10 mL de solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco y 5000 1U/mL
de heparina sédica a una temperatura de 35-37 °C. El tubo cénico con los aspirados
foliculares se transportdé inmediatamente al laboratorio mévil, y los COCs se
recuperaron utilizando un filtro (75 mm). Los COCs se examinaron utilizando una
lupa estereomicroscopica (20-30X) separando los ovocitos y descartando los
atrésicos. Luego de recuperados, se lavaron una vez en PBS a 37 °C y se colocaron
en placas de Petri con medio de mantenimiento. Posteriormente, grupos de hasta
20 COCs se colocaron en tubos de cultivo estériles de 5 ml con 350 pl de medio de
MIV y aceite mineral, y se gasearon por 20 segundos, sellando su orificio con un
tapén siliconado y colocandose en una estufa transportadora a 39 °C. Una vez en el
laboratorio, se retird el tapén de silicona y se colocaron en una gradilla en la
incubadora a 39 °C en atmdsfera gaseada con 5 % CO2, 20 % O2 y humedad a

saturacion, durante 24 h.
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Figura m.4. A)Transductor de ultrasonido con aguja de aspiracion de ovocitos que sobresale
de la guia de aguja. B) Diagrama que muestra la posicién del transductor de ultrasonido
presionado contra el fondo de la vagina, con el ovario manipulado manualmente por el recto

y sostenido contra la pared vaginal. Modificado de Hasler & Barfield (2021).

m.1.2. Fecundacioén in vitro (FIV)

La etapa de FIV consiste en la preparacion de los COCs que seran inseminados, y

en el procesamiento del semen a utilizar.
m.1.2.1. Preparacion de medio y placas de FIV:

Para la FIV se utiliz6 medio Fert-TALP (Parrish et al., 1986). Para equilibrar la
temperatura y el pH (7,4) del medio, las placas de lavado y de incubacién definitiva
se gasearon en estufa a 39 °C, con 5 % CO: en aire, 20 % de O, y humedad a
saturacion durante 2 h previas al pasaje de los COCs. Las placas de FIV definitivas
se armaron con gotas de 60 ul de medio Fert-TALP cubiertas con aceite mineral, y

gotas de 100 yl para las placas de lavado (Figura m.5).
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Placa de enjuague Placa definitiva

12 12
3/ 4 34
Volumen de gota Volumen de gota final de 100 pl:
final 100 pl 60 pl medio FIV

20 pldosis inseminante
20 plvolumen de pasaje de COCs

Figura m.5. Diagrama que muestra el armado de las placas para FIV. A la izquierda placa
de enjuague y a la derecha placa definitiva con medio Fert-TALP. Los numeros corresponden

a la division de cuadrantes para distintos tratamientos. Creado con BioRender.

m.1.2.2. Preparacion de los COCs:

Luego de 24 h de incubacién en medio de MIV, los COCs se enjuagaron en gotas
de 100 yl de Medio TL, para estabilizar el pH a 7,4. Posteriormente, se lavaron 2
veces en gotas de 100 ul de medio de FIV y se sembraron en la placa definitiva con

medio de FIV.

m.1.2.3. Procesamiento del semen:

En todos los ensayos se utilizd el semen de un mismo toro de probada fertilidad in
vitro. Se utilizé una pajuela por cada inseminacion. El semen se proces6é mediante
un gradiente de Percoll (Parrish et al., 1995) para separar los espermatozoides
vivos. Cada pajuela se descongeld colocandola en agua a 37 °C durante 30
segundos. El semen se depositd en la superficie de la columna de Percoll, se

centrifugd durante 20 minutos a 500 g y el pellet resultante que contenia los
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espermatozoides vivos se resuspendié en medio HEPES-TALP. Luego, se centrifugd

10 minutos a 300 g, y se descarto6 el sobrenadante (Figura m.6).

Pajuela de semen

B | ‘ ! Plasma {
l N\ seminalE N
o H e ® @ D,
45% — i
, o @
0% | — 0 Pellet \
Centrifuga .
20’8 25 Centrifuga
500 RPM o
300 RPM

Figura m.6. Esquema de procesamiento de semen mediante el método Percoll. (Creado con

BioRender).

Posteriormente, el pellet fue resuspendido en medio FIV. La concentracion de
espermatozoides se determind con una camara de conteo Neubauer y un
microscopio optico. Para la inseminacién de los COCs se utilizé6 una concentracion
de espermatozoides de 2 millones/ml. Los COCs junto con los espermatozoides se
incubaron durante 22 h a 39 °C en atmdsfera gaseada con 5 % CO3, 20 % Oz y

humedad a saturacion.

m.1.3. Cultivo in vitro (CIV)

m.1.3.1. Preparacion de las placas y proceso de CIV:

Para la etapa de CIV los embriones fueron incubados durante 7 a 9 dias en medio
SOF. La osmolaridad del medio de cultivo completo fue de 274-276 mOsm/kg

(Gardner D., 1994). Las placas de CIV se incubaron 2 h antes para equilibrar el pH
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y la temperatura. Los presuntos cigotos se cultivaron en atmésfera gaseada con 20
% o 7 % de O, dependiendo del experimento y con 5 % de CO, a 39 °C con

humedad a saturacion.

Luego de 22 h de FIV, los presuntos cigotos se separaron de forma mecanica de las
células del cumulus remanentes utilizando un vortex, durante 3 minutos.
Posteriormente, se lavaron en gotas de 100 pl de medio TL y dos veces en gotas de
100 ul de medio de CIV. Se cultivaron un total de 20-25 cigotos por gota de 80 yL
(60 pl de medio CIV + 20 ul con los cigotos) bajo aceite mineral. Las primeras 24 h
de cultivo se llevaron a cabo sin glucosa, y a partir del dia 2 al 8 en presencia de 1,5

mM de glucosa. El medio de CIV se renovo cada 48 h.

m.2. Técnicas empleadas:
m.2.1. Evaluacién de la calidad de los complejos ovocito-cimulus:

Dado que hay muchos factores dificiles de controlar cuando se utilizan ovarios de
frigorifico procedentes de vacas de origen desconocido, la morfologia de los COCs
suele ser el criterio mas comunmente utilizado para seleccionar y clasificar una
colecciéon estandar de ovocitos bovinos. Los criterios morfolégicos incluyen el
numero y la apariencia de las capas del cumulo y las caracteristicas citoplasmaticas
del ovocito, como la textura o el brillo de su citoplasma. Para la seleccion ovocitaria,
se sigui6 el criterio propuesto por Aguila et al., (2020). El Grado | corresponde a
COCs con cumulus compacto, completo y citoplasma homogéneo; en el Grado Il la
cobertura del camulus puede ser parcial y/o ligeramente expandida, con menos de
cinco capas de células y citoplasma homogéneo, y el Grado lll presenta un
citoplasma mas oscuro con presencia de manchas correspondientes a
acumulaciones lipidicas y cimulus expandido, indicativo de atresia folicular (Aguila

et al., 2020). Solo fueron utilizados los ovocitos clasificados como Grado | y 1.
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El tamafo del ovocito se ha utilizado como parametro de calidad no invasivo. Aunque
es dificil medir el diametro preciso del ovocito durante la MIV, la seleccion de ovocitos
basada en el diametro puede usarse como un paso de rutina durante los protocolos
de micromanipulacion. El estudio de Fair et al. (1995) demostré que las tasas de
reanudacién de la meiosis a MIl fueron mayores para los ovocitos >110 micras.
Ademas, los ovocitos <110 micras eran transcripcionalmente activos, lo que sugiere
que todavia estaban en la fase de crecimiento de la ovogénesis. Los ovocitos
bovinos adquieren competencia meidtica con un diametro de 115 micras, pero la
competencia de desarrollo total se adquiere alrededor de 120 micras, posiblemente

porque los ovocitos mas pequefios aun no han completado su fase de crecimiento.

m.2.2. Evaluacién visual del desarrollo y calidad embrionaria:

Los embriones se clasificaron segun un sistema de codigos numéricos para su
estadio de desarrollo (del 1 al 9) y su calidad (del 1 al 4) (Palma G., 2001). En el
presente trabajo se siguieron las recomendaciones del Manual de la Sociedad
Internacional de Tecnologia de Embriones (Intemational Embryo Technology

Society- IETS) (Stringfellow & Givens, 2010).

Evaluacion de estadio de desarrollo embrionario:

El desarrollo embrionario se evalu6 mediante la clasificacion de los blastocistos al
dia 6, 7 y 8 del CIV utilizado una lupa estereoscoépica. En todos los experimentos, el
registro de los distintos estadios funciona como un indicador de la viabilidad
embrionaria. Es necesario "rodar" el embrién en el fondo de la placa para poder verlo
desde diferentes perspectivas. El diametro total del embrién bovino es de 150 a 190
Mm, incluyendo un espesor de la zona pelucida de 12 a 15 ym. Este permanece
practicamente sin cambios desde la etapa de una célula hasta la etapa de
blastocisto. Un embrion ideal es compacto y esférico. Las blastdmeras deben ser de

tamano similar con color y textura uniformes. El citoplasma no debe ser granular ni
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vesiculado. El espacio perivitelino debe ser claro y no contener restos celulares. La
zona pelucida debe ser uniforme. No debe estar agrietado ni colapsado y no debe
contener residuos en su superficie. El sistema de codificacion estandarizado para
usar en la descripcion de la etapa de desarrollo es numérico y va desde “1”, un
ovocito no fertilizado o un embridén de 1 célula, hasta “9”, blastocisto eclosionado en

expansion (Figuras m.7, m.8 y m.9).

+ Ovocito no fertilizado (Estadio 1)

* Embrion de 2 a 12 células (Estadio 2)

» Mérula temprana: al menos 16 células. La masa celular del embrién ocupa la mayor

parte del espacio perivitelino (Estadio 3).

» Mérula compacta: las blastémeras han formado una masa embrionaria que ocupa

entre el 60 y el 70 % del espacio perivitelino (Estadio 4).

* Blastocisto temprano: embriéon que presenta una apariencia de anillo de sello con
cavidad llena de liquido denominada blastocele. EI embridn ocupa entre el 70 y el

80 % del espacio perivitelino (Estadio 5).

* Blastocisto: diferenciaciéon de la capa externa del trofoblasto y de la masa celular
interna, mas oscura y compacta. El blastocele es muy prominente, y el embridon

ocupa la mayor parte del espacio perivitelino (Estadio 6).

* Blastocisto expandido: el diametro total del embrion aumenta drasticamente, con
un adelgazamiento simultaneo de la zona pelucida hasta aproximadamente un tercio

de su espesor original (Estadio 7).

* Blastocisto en proceso de eclosion: los embriones estan en proceso de protrusion

o eclosion (Estadio 8).

* Blastocisto eclosionado: el blastocisto abandoné completamente la zona pelucida,

es esférico con un blastocele bien definido (Estadio 9).
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Proceso previoa la

Cod. 2 Céd. 3 Cod. 4 Céd.5 Cod.6 Cod.7 eclosién

Cod. 8 Céd. 9

Figura m.7. Cinética de desarrollo embrionario. Céd.: Cédigo. Fotos propias: Lic. Fabra M.

Figura m.8. Fotografias de embriones bovinos in vitro. Clivaje: dos embriones de dos células.
B6: blastocisto dia 6 de cultivo. B7 y B8: blastocistos dia 7 y dia 8 de cultivo, respectivamente.

MCI: Macizo celular interno. Fotos propias Lic. Fabra M.

Embrion
osionado
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Figura m.9. Fotografia de dos embriones bovinos eclosionados. Se observa el remanente

de la zona pelucida. Fotos propias Lic. Fabra M.

Evaluacioén de calidad embrionaria:

Los cédigos para la calidad del embriéon también son numéricos, se denominan
grados, y se basan en la integridad morfologica de los embriones. Los grados para

la calidad del embridn varian de “1” a “4” (Figura m.10):

» Grado 1: Excelente o Bueno. Los embriones tienen una masa simétrica y esférica
con blastdmeros individuales que son uniformes en tamafo, color y densidad. Este
embridon es consistente con su etapa esperada de desarrollo. Las irregularidades
deben ser relativamente menores, y al menos el 85 % del material celular debe ser
una masa embrionaria intacta y viable. Este juicio debe basarse en el porcentaje de
células embrionarias representadas por el material extruido en el espacio
perivitelino. La zona pelucida debe ser lisa y no tener superficies concavas o planas
que puedan hacer que el embridn se adhiera a una placa de Petri 0 una pajuela. Los
embriones de Grado 1 sobreviven bien al procedimiento de congelacion/

descongelacion, y son los recomendados para el comercio internacional.

» Grado 2: Regular. Estos embriones tienen irregularidades moderadas en la forma
general de la masa embrionaria o en el tamafo, color y densidad de las células
individuales. Al menos el 50 % de la masa embrionaria debe estar intacta. La
supervivencia de estos embriones al procedimiento de congelacién/descongelacion
es menor que con los embriones de grado 1, pero las tasas de prefiez son
adecuadas si los embriones se transfieren frescos a receptoras adecuadas. Por lo
tanto, estos embriones a menudo se denominan "transferibles" pero no

"congelables".

» Grado 3: Deficiente. Estos embriones tienen irregularidades importantes en la

forma de la masa embrionaria o en el tamano, color y densidad de las células
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individuales. Al menos el 25 % de la masa embrionaria debe estar intacta. Estos
embriones no sobreviven al procedimiento de congelacion/descongelacion y las
tasas de embarazo son inferiores a las obtenidas con embriones de calidad

aceptable si se transfieren frescos a receptores adecuados.

* Grado 4: Muertos o degenerados. Estos pueden ser embriones, ovocitos o

embriones de 1 célula. No son viables y deben descartarse.

- Iz P -
& w5 . 4

v Grado 1 v Grado 2 v Grado 3 Vv Grado 4

Figura. m.10. Blastocistos en distintos grados de calidad embrionaria. Fotos propias Lic.

Fabra M.

m.2.3. Numero total de células embrionarias. Tincion de Hoechst 33342:

La tincion de Hoechst 33342 marca el ADN condensado de las células. Este
colorante emite fluorescencia a 461 nm cuando se excita con luz ultravioleta
colocando la muestra en un microscopio de epifluorescencia con fuentes de luz que
emiten a ~350 nm y filtros que permiten la transmision de luz a ~460 nm (Crowley

et al., 2016).

El nimero total de blastdmeras es un indicador de calidad embrionaria. Siguiendo el
protocolo, los embriones se fijaron en formaldehido al 4 %. Luego, se lavaron tres
veces en PBS al 5 % y se incubaron en 1 mg/mL de Hoechst 33342 durante 10
minutos a 37 °C. Luego se lavaron y montaron en un portaobjetos de vidrio con una

gota de 20 uL de glicerol, y se examinaron bajo un microscopio de epifluorescencia
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a 200x y 400x para determinar el numero total de blastomeras. Los datos se
expresaron como el valor de la media del nimero de blastdmeras * desviacion

estandar (DE).

m.2.4. Viabilidad embrionaria

Para evaluar la viabilidad se utilizé una tincion con FDA. Es una molécula no polar
que dentro de la célula es hidrolizada por esterasas lo que produce una fluoresceina
que emite color verde. Para realizar esta evaluacion, los cigotos y los embriones se
colocaron durante 10 a 15 minutos respectivamente, en una solucién de 2,5 ug/l de
FDAen PBS a 37 °C. Luego, las muestras se lavaron 2 veces con PBS, se montaron
en portaobjetos y se observaron con un microscopio de epifluorescencia con un filtro
de excitacién de 420 nm. Para la evaluacién, cada muestra se fotografié y se analizo
con el software Image J 1.48v. Para este propésito, la intensidad de cada pixel se
dividio por el numero de pixeles de cada célula. Los datos se expresaron como
intensidad media de FDA (unidades arbitrarias de fluorescencia: UAF) + DE (Ferreira

& Rasb, 2012).

m.2.5. Evaluacion de parametros de estrés oxidativo embrionario mediante

técnicas colorimétricas

Se tomaron muestras para determinar la concentracion de proteinas, de
malondialdehido (MDA) , concentracion total de GSH y de la enzima SOD. Dichos
parametros se determinaron con el mismo pool de blastocistos (n=8) utilizando un
lector de microplacas de 96 pocillos y el software EZRead Galapagos (Luchetti et.
al.,2017). Los blastocistos se congelaron en N liquido y se descongelaron a
temperatura ambiente en reiteradas oportunidades, para liberar su contenido celular
y obtener las proteinas y extractos enzimaticos. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 950 rpm por 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue separado del

pellet. Cada muestra evaluada consistié en 90 ul de sobrenadante.
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Cuantificacion de proteinas. Ensayo Bradford

Este ensayo se utiliza para medir la cantidad total de proteinas de una muestra
(Bradford M., 1976). Se basa en la utilizacién de un colorante que se torna azul al
interaccionar con los grupos amino de las proteinas y dicha interaccién se mide por
espectrofotometria. En una placa de 96 pocillos se colocaron 100 ul de solucion
Bradford (conteniendo el colorante) y 20 pl de muestra. Como estandar se utilizé
albumina (1 mg albumina/ml). Las muestras se incubaron por 30 minutos en
oscuridad y luego se midié la absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteina
se determiné comparando las muestras con una curva estandar de concentraciones
de albumina conocidas. El resultado se expres6 como ug de proteina/ml. Este
ensayo fue realizado para la normalizacion de los datos obtenidos en las pruebas

de TBARS, GSH y SOD.
Peroxidacion lipidica. Ensayo de TBARS

Este ensayo mide la cantidad de MDA, que es uno de los principales productos de
la peroxidacion lipidica. EI MDA reacciona con el TBA (Acido tiobarbiturico),
generando un color rosado que permite la cuantificacion del mismo por
espectrofotometria. Se utilizé el método de TBARS adaptado a microplaca (Nikoloff
et al., 2020). Para realizar la curva de calibracion se prepararon soluciones con MDA
y TBA, obteniendo patrones de concentracion conocida de MDA: 50 mM, 150 mM,
250 mM, 500 mM, 1000 mM y 1500 mM. Una vez preparadas las soluciones, se
llevaron a estufa (calor seco) por 20 minutos y luego se enfriaron en hielo. Se utilizé
una placa de 96 pocillos donde se cargaron 100 ul de cada uno de estos patrones y
se midio la absorbancia a 535 nm. Para la medicién de las muestras, se coloco 40
Ml de muestra y 60 pl de TBA por cada pocillo. A partir de una relacion cuadratica
entre la absorbancia y la concentracién de MDA de las soluciones patron, se obtuvo
la concentracion de las muestras que finalmente quedoé expresada en nM de MDA/ug

de proteina total segun los resultados obtenidos al realizar la prueba de Bradford.
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Este ensayo también se realizé para medir la peroxidacion lipidica en muestras de
medio de CIV. Los resultados se expresaron como nmol MDA/cigoto presente en el

medio de cultivo evaluado.

Analisis de GSH/GSSG en embriones

Se utilizé la técnica modificada de Takahashi et al., (1993). Brevemente, se realizd
una curva estandar utilizando GSSG en una placa de 96 pocillos donde se colocb:
93,15 pl de Buffer fosfato; 26,1 pl de DTNB; 10,75 ul de NADPH; 10 ul del estandar
(0 muestra) y 18,6 ul de la enzima GR. Una vez colocados todos los reactivos, se
agité la placa por 30 segundos y se midié la absorbancia a 405 nm cada 1 minuto,
durante 6 minutos. La concentracion de GSH de cada muestra se determiné a través
de una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracién de GSH. Los

resultados se expresaron en pM de GSH/ug proteina total.

Actividad SOD

Para determinar la actividad de la enzima SOD se utilizé un kit comercial. Este
método utiliza xantina y xantina oxidasa para generar radicales superéxidos que
reaccionan con el cloruro de 2- (4-yodofenil) -3- (4-nitrofenol) -5-feniltetrazolio (INT)
y dan un compuesto color rojo. La actividad de la SOD es medida por el grado de
inhibicion de esta reaccion, es decir, por la disminucién del color. Una unidad de
SOD es la que causa una inhibicién del 50 % de la tasa de reduccion de INT bajo
las condiciones del ensayo. Para realizar el ensayo se prepararon los siguientes
reactivos: 1) R1b: buffer listo para usar; 2) R1a: al sustrato R1a que contiene INT y
xantina se le agrega 20 ml de R1b; 3) R2: al sustrato R2 que contiene xantina
oxidasa se le agrega 10 ml de agua bidestilada y 4) Cal: al sustrato Cal se le agregan
10 ml de agua bidestilada. Este reactivo es el estandar que contiene la SOD. Se
realizé una curva patron con el estandar Cal en concentraciones crecientes de SOD.

Se utilizé una placa de 96 pocillos y en cada pocillo se colocaron 5 pl de cada
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estandar, 170 yl de R1a y 25 ul de R2. Se midio la absorbancia a 505 nm al comienzo
y a los 3 minutos. Se realiz6 el mismo proceso con las muestras, colocando 5 pl de
cada muestra en lugar de 5 ul de Cal. Con el valor de las absorbancias, se calculd
el porcentaje de inhibicidon que permite expresar la concentracion de SOD en
unidades. Los resultados se expresaron en unidades de SOD (USOD)/ug de

proteina total.

m.2.6. Cuantificacién de EROs intracelulares en cigotos y embriones usando

la sonda H2DCFDA

Se utilizé la sonda fluorescente H2DCFDA, que es un colorante que se une a las
especies reactivas de oxigeno de una forma no especifica. La sonda H2DCFDA se
oxida directamente por H»O,, sus derivados y otros perdxidos, y también se oxida
indirectamente por el anidon superoxido, lo que proporciona una herramienta

confiable para evaluar la produccién intracelular de EROs.

Una solucion madre de H2DCFDA disuelta DMSO se diluyé en PBS a una
concentracién de trabajo de 5 uM. Las muestras se lavaron dos veces en PBS y se
incubaron con 5 yM H2DCFDA en una atmdsfera oscura y humidificada con 5 % de
CO; a 38,5 °C durante 15 minutos (embriones clivados de dia 2 de cultivo, o
blastocistos) y 20 minutos (cigotos). Luego, se lavaron dos veces con PBS fresco y
se tomaron imagenes inmediatamente utilizando un microscopio de epifluorescencia
equipado con filtros UV (460 nm) para cuantificar el area del embrién y la intensidad
de fluorescencia (pixeles) en UAF. Las intensidades de fluorescencia se analizaron
utilizando el software Imaged (version 1.46r; Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD, EE. UU.). Los datos se expresaron como intensidad media de

H2DCFDA en UAF + desviacion estandar (DE).
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m.2.7. Cuantificacion intracelular de GSH en embriones usando la sonda Thiol

Tracker TM Violet

Para la evaluacion de GSH, los embriones se lavaron con PBS y se incubaron en 50
ML de 10 uM de Thiol Tracker TM Violet en una atmdsfera oscura y humidificada
durante 30 minutos a 37 °C. Después de la tincion, los embriones se lavaron dos
veces con PBS, se montaron en un medio de montaje y se tomaron imagenes
inmediatamente, utilizando un microscopio de epifluorescencia equipado con una
combinacion apropiada de filtros para cuantificar el area y la intensidad de
fluorescencia (pixeles) de los embriones en UAF. La intensidad de la sefial de fondo
se restd de los valores medidos en las micrografias del tratamiento. Las imagenes
digitales se procesaron y analizaron utilizando Imaged (version 1.46r; National

Institutes of Health, Bethesda, MD, EE. UU.).

m.2.8. Evaluacién de apoptosis. Ensayo TUNEL

Para medir la tasa de apoptosis de los embriones, se utilizé el marcador TUNEL
siguiendo las instrucciones del kit. Los embriones fijados en formaldehido al 4 % se
lavaron tres veces en PBS al 5 % y se incubaron en solucién de permeabilizacion
0.1 % Tritén x-100 en 0.1 % citrato de sodio por 2 minutos en hielo. Luego, se lavaron
tres veces en PBS al 5 % y se colocaron en reaccién de TUNEL por 60 minutos a 37
°C, en oscuridad y camara humeda. Posteriormente, se enjuagaron 2 veces en PBS
al 5 %, y se transfirieron a portaobjeto de vidrio en gotas de 10 pl, para examinarse
utilizando un microscopio de epifluorescencia equipado con un filtro de excitacién de

520 nm para poder determinar el numero total de blastomeras apoptéticas.

m.2.9. Evaluacion de la criopreservacion embrionaria.

La composicion de las soluciones utilizadas para vitrificacion/calentamiento se

detallan en el Anexo lIl.
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La vitrificacion de embriones se realizé segun la técnica descrita previamente por
Vajta et al. (1998) en placa de 4 pocillos. Los medios utilizados, tanto MM, SM, y los
medios de vitrificacion SV1 y SV2, como los de calentamiento SC1 y SC2, se

llevaron a incubadora 2 h antes del procedimiento para equilibrar la temperatura.

Se utilizaron placas de 4 pocillos para todos los blastocistos vitrificados. En el primer
pocillo, que contenia 800 ul de solucion MM, los blastocistos fueron colocados para
realizar un primer enjuague, y ser seleccionados segun su grado de calidad para
proceder a la vitrificacion. El segundo pocillo también contenia 800 pl de solucién
MM, y cada blastocisto seleccionado fue transferido alli durante 1 minuto, como paso
previo a ser colocado en el tercer pocillo. El tercer pocillo contenia 1 ml de SV1, y
los blastocistos transferidos alli permanecieron durante 3 minutos, como preparacion
para el ultimo paso de vitrificacién. El pocillo 4 contenia la solucion SV2, y se utilizé
para preparar microgotas en las cuales los blastocistos fueron transferidos y
permanecieron alli durante 20-25 segundos, para luego ser tomados en el menor
volumen posible y transferidos al dispositivo de vitrificacion. Se utilizé un dispositivo
de superficie Cryotech® (ex Cryotop®), que se sumergido inmediatamente en

nitrégeno liquido (N2L) para su almacenamiento (Figura m.11).

| Placa de vitrificacion I
@ 1 minuto
\ Blastocisto

) Yorr ~ N,
]

SV1 SV2 | 20-25 segundos :]‘\\

3 minutos Cryotop®

Figura m.11. Proceso de vitrificacion. Diagrama esquematico que ilustra los pasos en el

proceso de vitrificacion: 1°: los blastocistos son colocados en solucion MM. 2°: El blastocisto
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seleccionado es colocado en el pocillo 2. 3°: el blastocisto es colocado en el tercer pocillo.
4°: el blastocisto permanecera en el cuarto pocillo y sera colocado en el Cryotop®. Creado

con BioRender.

El procedimiento de calentamiento se llevd a cabo a una temperatura ambiente de
30 °C y sobre una platina térmica a 41 °C. Cada dispositivo Cryotop® se sumergio
de forma directa en 1,2 ml de SC1 durante 5 minutos, evaluando la recuperacién del
blastocisto a su temperatura fisiolégica. Luego, cada blastocisto era transferido a la
solucion SC2 por otros 5 minutos, y posteriormente trasladados a una solucion de
MM por 5 minutos mas. Para completar el proceso de calentamiento, los blastocistos
fueron lavados en medio SOF + 5 % SFB y llevados a placa de cultivo con medio de
ClV, la cual fue puesta en incubadora con una atmésfera de 7 % O2, 5 % CO, y 88

% N2 a 39 ° C (Figura m.12).

| Placa de calentamiento ‘

5 minutos 5 minutos

Blastocisto O O .
e i

5 minutos

Cryotop®

Incubadora [
39°C,7%0,

5% CO, ﬁ

Figura m.12. Proceso de calentamiento. Diagrama esquematico que ilustra los pasos en el
proceso de calentamiento: 1°: el Cryotop® con el blastocisto colocado en SC1, y recuperado.
2°: El blastocisto es transferido al segundo pocillo. 3°: el blastocisto es colocado en el tercer
pocillo. 4°: el blastocisto sera lavado como paso previo a colocarlo en la placa de CIV. Creado

con BioRender.
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1. Capitulo 1

Estudiar el efecto de diferentes concentraciones del AAL y condiciones de
cultivo durante el CIV evaluando parametros de estrés oxidativo y capacidad
de desarrollo de embriones preimplantacionales de bovino a partir de

ovocitos de ovarios de frigorifico.

1.1. Introduccién

En los ultimos afos, el efecto del AAL ha sido evaluado en las distintas etapas de
la PIV, en diferentes especies. En experimentos con ratones se determiné que la
produccion enddégena de AAL es esencial para el desarrollo embrionario temprano,
y sus propiedades antioxidantes mejoran el desarrollo in vitro de los foliculos
ovaricos (Yi & Maeda, 2005; Talebi et al., 2012). La suplementacién con AAL en los
medios FIV y CIV condujo a mejoras en el desarrollo del embrién de ratén
incrementando la viabilidad embrionaria y disminuyendo el estrés oxidativo a través
de un aumento en el contenido de GSH (Truong et al., 2016; Truong & Gardner,
2017). En equinos, la suplementacion con AAL mejord el cultivo de foliculos
preantrales (Gomes et al., 2018). En porcinos y bovinos, el tratamiento con AAL en
la etapa de MIV aumento los niveles intracelulares de GSH, disminuyendo asi los
niveles intracelulares de las EROs; ademas, aumenté la tasa de blastocistos y el
numero total de células por embrion (Kang & Hyun, 2017; Hassan et al., 2017). En
bovinos, la suplementacién con AAL en los medios de cultivo condujo a un mayor
crecimiento y desarrollo de los foliculos preantrales secundarios in vitro (Zoheir et
al., 2017). Aunque se han realizado otros estudios para evaluar los efectos
antioxidantes del AAL en bovinos, ha habido pocas investigaciones relacionadas
con los efectos del AAL en el desarrollo, la calidad, la viabilidad y el estatus oxidativo

del embrién durante el CIV.
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El CIV es la etapa mas larga del proceso de PIV, y se desvia de las condiciones in
vivo en muchos aspectos. Existen factores criticos durante el CIV entre los que
podemos citar a la composicion de los medios de cultivo y las condiciones de
incubacion que influyen en el embrién en desarrollo. Numerosos estudios han
demostrado que la concentracion de O, atmosférico durante el cultivo tiene efectos
perjudiciales en el desarrollo del embrién (Harvey A., 2007). Si bien se cree que
esto surge de la produccién de EROs, es una vision demasiado simplista del papel
del O, durante el desarrollo, ya que el O, tiene un papel importante en la regulacion
del metabolismo y el desarrollo embrionario. A diferencia del entorno in vivo, los
medios de cultivo carecen de muchos de los factores presentes en el fluido del tracto
reproductivo, y el cultivo de embriones ocurre comunmente en concentraciones de
O2 no fisiolégicas (Harvey A., 2007). La concentracion de O oviductal es de
alrededor del 7 %, o menos, e incluso el ambiente uterino tiene una concentracion
de O2 menor que la del oviducto (Fischer & Bavister, 1993). Se ha documentado el
efecto perjudicial de cultivar embriones en una concentracién de O» cercana a la
atmosférica (20 %) (Harvey A., 2007).

Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue investigar el efecto antioxidante
del AAL durante el CIV en: el desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto y
el estatus oxidativo mediante el empleo de alta tensién de O2 (20 %) en la atmdsfera
de cultivo (Experimento 1). Ademas, se estudio el efecto de AAL en si mismo en el
desarrollo del embridn en etapa temprana y su calidad mediante el empleo de baja
tension de Oz en la atmésfera de cultivo (7 %), y distintas condiciones del medio de
CIV (Experimento 2).

Las concentraciones de AAL elegidas en el presente capitulo se basaron en
estudios previos realizados por Zhang et al. (2013); Talebi et al. (2012) y Truong et

al. (2016).
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1.2. Diseino experimental

1.2.1. Experimento 1: Efecto de la suplementaciéon con AAL en el medio de CIV
con una atmoésfera de cultivo de alta tension de 02 (20 %) sobre el desarrollo
y el estatus oxidativo embrionario

Este experimento se realizé para evaluar el efecto antioxidante del AAL en el CIV,
por ello se utilizé 20 % de tensién de O, en la atmodsfera de cultivo. Esto nos permitio
determinar la concentracion 6ptima de AAL para el desarrollo embrionario in vitro.
Los ovocitos se obtuvieron de ovarios de matadero, fueron sometidos a las tres
etapas de PIV, y se desarrollaron hasta el estadio de blastocisto. Las tres etapas
consecutivas de la PIV se llevaron a cabo en una atmadsfera gaseosa con 5 % de
CO; a 39 °C, humedad a saturacion y 20 % de O.. Al inicio del CIV, el medio se
complementd con tres concentraciones diferentes de AAL, que se mantuvieron
constantes durante todo el desarrollo embrionario. Los tratamientos fueron los
siguientes:

1) C (0 uUM AAL)

2) A5 (5 uMAAL)

3) A25 (25 uM AAL)

4)A100 (100 uM AAL)

Para determinar la concentracion 6ptima de AAL durante el CIV en el desarrollo
embrionario, se registraron las tasas de clivaje al dia 1 (48 h posteriores a la FIV),
tasas de blastocisto en los dias de cultivo 6, 7 y 8 (B6, B7 y B8), y eclosion al dia 9.
Para evaluar el estatus oxidativo en los blastocistos, se cuantificaron las

concentraciones de proteina, MDA, SOD y GSH en B8.

1.2.2. Experimento 2. Efecto del AAL sobre el desarrollo embrionario y la

calidad de los blastocistos en diferentes condiciones del medio de CIV con

baja tension de O; en la atmésfera de cultivo (7 %)
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El propésito de este experimento fue investigar el efecto del AAL sobre la calidad
del embriéon. La concentracion de AAL elegida fue 5 uM. Esto es debido a que los
resultados obtenidos en el Experimento 1 demostraron que las concentraciones de
25y 100 yM de AAL tuvieron efectos no deseados sobre el desarrollo embrionario.
Ademas, se utilizaron nuevas concentraciones de AAL (2,5 pM y 7,5 uM) para
evaluar la curva de concentracion-respuesta en nuestro modelo de estudio. Tanto
la MIV como la FIV se realizaron a 39 °C con 5 % de CO- en el aire y humedad a
saturacion, mientras que el CIV se realizé en una atmaésfera de 7 % de Oz, 5 % de
CO, y 88 % de N2 a 39 °C con humedad saturada. Ademas, se asignaron tres
condiciones de cultivo diferentes para una evaluacion mas precisa de los efectos
de AAL. En algunos tratamientos, no se incluyé SFB en el medio de CIV ya que la
composicion especifica del suero presente en el medio de cultivo no se conoce con
exactitud (Watson et al., 2000). Tampoco se agregaron aa esenciales y no
esenciales al medio de cultivo de algunos grupos experimentales. Los cambios
mencionados permiten descartar que los aa o algun componente presente en el
SFB puedan interferir con los efectos del AAL (Han et al., 1997). Las 3 condiciones
de cultivo diferentes tuvieron un total de 12 tratamientos (Figura 3.1). Durante el
CIV se registraron las tasas de clivaje al dia 1 (48 h posteriores a la FIV), tasa de
blastocistos B6, B7 y B8, y eclosién al dia 9. Como parametro de calidad
embrionaria, se evalué el numero total de células por embrion y las tasas de

apoptosis celular en blastocistos B8.
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_ [ Control (C +/+)
SFB+ | _J 2,5uMAAL (A2,5 +/+)
aa+ 5 uM AAL (A5 +/+)
_ 7,5 UM AAL (A7,5 +/+)
- [~ Control (C -/+)
Experimento2 SFB-| | 2,5uMAAL (A2,5-/+)
7% 0, ) aa + 5 UM AAL (A5 -/+)
__ 7,5 UM AAL (A7,5 -/+)
— Control (C -/-)
SFB-| | 2,5uMAAL(A2,5-/-)
aa - 5 UM AAL (A5 -/-)
— _ 7,5pM AAL (A7,5-/-)

Figura 3.1. Disefio experimental del Experimento 2, y nomenclatura de los tratamientos. (+)
indica presencia; (-) indica ausencia. SFB: suero fetal bovino; aa: aminoacidos esenciales y

no esenciales.

1.3. Materiales y Métodos

1.3.1. PIV

Para el Experimento 1y 2, los ovocitos se obtuvieron a partir de ovarios de matadero
(Frigorifico Gorina S.A). La MIV y FIV se realizaron siguiendo el protocolo descrito
en el apartado m.1.1.1 y m.1.2. El CIV se realizé teniendo en cuenta el protocolo
descrito en el apartado m.1.3. El medio de CIV fue suplementado con AAL con las
concentraciones mencionadas previamente para ambos experimentos. Para ello, el
AAL fue disuelto en etanol, la concentracion final de etanol en el cultivo fue menor
al 0,1 %. Asimismo, se corroboré que dicha concentracion de etanol sea inocua
para el cultivo, con cultivos controles y cultivos solo con etanol sin AAL, antes de
realizar los experimentos. El medio de CIV de cada tratamiento se reemplazé cada
48 h. Al final de la incubacion, se evalud el estadio morfoldgico y la competencia de
desarrollo embrionario. La primera evaluacion se realizé 48 h posteriores a la FIV
en donde se registro el clivaje. Los embriones fueron considerados clivados cuando
presentaron 2 o mas células, no fertilizados cuando el citoplasma se observaba

homogéneo, no estaba dividido y la zona peldcida no tenia alteraciones, y
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degenerados cuando presentaban algun tipo de anomalia en su citoplasma o su
zona pelucida estaba rota. Para evaluar el desarrollo embrionario temprano se
consideraron los blastocistos que se desarrollaron en los dias 6, 7 y 8 de cultivo
teniendo en cuenta las caracteristicas morfolégicas descriptas por Palma G., (2001)
mencionadas en el apartado m.2.1. Por ultimo, al dia 9 de cultivo se contabilizé la
cantidad de embriones que tuvieron la capacidad de eclosionar. Se maduraron entre
75y 80 COCs por tratamiento por réplica, en grupos de 20-25 COCs. Se realizaron
de 3 a 5 réplicas en cada experimento (Experimento 1 y Experimento 2) (cada
frigorifico fue considerado una réplica). El clivaje y las tasas de B6, B7 y B8 se
calcularon a partir del numero total de COCs madurados. Los ovocitos degenerados
no se incluyeron en el analisis estadistico. La tasa de eclosion se basoé en el numero
total de blastocistos desarrollados.

Para el Experimento 1, el estatus oxidativo se evalué mediante la medicién de la
concentracién de proteinas, la peroxidacion lipidica, la concentracion total de GSH
y la actividad de SOD. Se sigui6 el protocolo descrito en el apartado m.2.4. Se
utilizé el mismo grupo de blastocistos para todos los parametros. Las muestras para
dichas técnicas se obtuvieron de blastocistos B8 antes de eclosionar. Para cada
tratamiento, se realizaron 3 réplicas con un total de 8 blastocistos cada una y se
guardaron en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a -20 °C. Debido a las
bajas tasas de blastocistos obtenidas con 100 uM de AAL (A100), el numero de
blastocistos B8 no fue suficiente para poder evaluar el estatus oxidativo en este
grupo experimental. Para el Experimento 2, como parametro de calidad embrionaria
se realizd la contabilizacion del nimero total de células, utilizando la tincién de
Hoechst 33342 (apartado m.2.2) y la tasa de apoptosis, utilizando el ensayo TUNEL
(apartado m.2.7). En cada tratamiento, se evaluaron al menos 10 embriones por
réplica, a menos que el numero total de embriones desarrollados disminuyera en

determinadas condiciones experimentales (sin SFB y aa).
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1.3.2 Anidlisis estadistico

Se utilizé un enfoque bayesiano con distribucién previa normal y no informativa para
calcular los intervalos de credibilidad bayesianos del 95 % (ICB 95%). El enfoque
estadistico bayesiano se esta utilizando de una manera creciente en muchos
campos de la ciencia (Lee & Song, 2004; Risso & Risso, 2017; Wade P., 2000). Las
tasas de clivaje, blastocisto y eclosion se analizaron con la distribucion Beta para la
comparacion de dos proporciones. Los resultados se expresaron como porcentaje
* desvio estandar de la media (DE). Para analizar los datos del estatus oxidativo,
la concentracion de proteinas, TBARS, GSH, SOD, el numero de células por
blastocisto y de blastémeras apoptéticas se utilizé una comparacion bayesiana de
dos medias adaptada al enfoque frecuentista de distribuciéon normal. Los ICB se
estimaron como diferencia media posterior + (1,645 x desviacion estandar posterior
de la diferencia) unilateralmente. Los resultados se expresaron como media + DE.

En todos los casos la significancia estadistica se establecio en P < 0,05.

1.4. Resultados

1.4.1. Experimento 1

Los resultados de la evaluacion de la competencia de desarrollo se muestran en la
Tabla 1.1. Las tasas de clivaje fueron mayores en los embriones del grupo C y A5
en comparacion con el grupo A100 (P = 0,05). No hubo diferencias al comparar el
grupo A25 con los grupos C, A5 y A100 (P > 0,27). En el dia 6 de CIV, hubo un
mayor porcentaje de desarrollo de embriones hasta el estadio de blastocisto en el
grupo C y A5 en comparacion con el grupo A100 (P < 0,03), mientras que en el
grupo A25 no presenté diferencias significativas con ninguno de los otros grupos (P
> 0,11). El porcentaje de embriones que se desarrollaron hasta el estadio de
blastocisto en los dias 7 y 8 del CIV no difirié entre los grupos de tratamiento (P >
0,33). Los porcentajes totales de embriones (B6 + B7 + B8) que se desarrollaron
hasta la etapa de blastocisto no fueron diferentes en los grupos C y A5 (P = 0,1),
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sin embargo, fueron menores en A25 y A100 en comparacion con el grupo C (P <
0,01). Los porcentajes de embriones que eclosionaron fueron mayores en el grupo

C, A5 y A25 en comparacion con el grupo A100 (P < 0,03).

Tabla 1.1. Desarrollo de embriones bovinos in vitro cuando el medio de cultivo se suplementd con diferentes

concentraciones de AAL (5, 25y 100 uM) bajo 20 % de O2 en la atmésfera de cultivo.

Tratamiento CE?]()JS Clivados B total B6 B7 B8 Eclosionados
C 303 240 (79,2+0,02)2 | 74 (24,56+0,02)2 | 48 (15,8+0,02) | 12(3,9+£0,01)2 | 14 (4,7 £0,01)2 | 12 (16,7 £ 0,01)2
A5 326 259 (79,3 £0,02)2 | 62 (18,8 £0,02)3 | 42 (12,6 £ 0,01)2 | 10 (3,0 £0,00)@ | 10 (3,2 £ 0,002 | 9 (15,0 £ 0,00)2
A25 382 | 283 (74,0 £0,02)2b | 52 (13,4 £ 0,01)P¢ | 37 (10,2 £ 0,01)2b | 6 (1,7 £ 0,00)2 9(2,4+0,00) | 8 (16,7 +0,00)2
A100 246 168 (68,1 £ 0,02)° 24 (9,5 £0,01)¢ 11 (4,3 +£0,01)0 6(2,4£0,01)2 7(2,8+£0,01) 1 (5,0 £ 0,00)°

Los resultados se expresan como n (% + desvio estandar de la media); = Los valores con diferentes superindices
dentro de cada columna difieren (P < 0,05). COCs (n): nimero de complejos ovocito-cimulus madurados; B total:
Blastocistos totales. B6: Blastocistos que aparecieron el dia 6; B7: Blastocistos que aparecieron el dia 7; B8:

Blastocistos que aparecieron el dia 8.

Los parametros evaluados del estatus oxidativo se muestran en la Tabla 1.2. El
contenido total de proteina y el estado oxidativo de los blastocistos no se pudieron
evaluar cuando se utilizé la mayor concentracion de AAL (A100) debido al bajo
numero de embriones que se desarrollaron hasta la etapa de blastocisto en estos
grupos. La concentracién de proteina fue mayor en los blastocistos del grupo A5
que en los grupos C y A25 (P < 0,04). La concentracién de GSH fue menor en los
embriones del grupo A5 en comparacion con el grupo C (P = 0,04). No hubo
diferencias entre los grupos de tratamiento en la actividad de SOD vy la

concentracion de MDA (P > 0,13).

Tabla 1.2. Concentracion de proteinas, contenido de glutation total/glutation oxidado,
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actividad de superéxido dismutasa y concentraciéon de malondialdehido en blastocistos de
bovino cultivados en medios con diferentes concentraciones de AAL (5, 25 y 100 uM) con

20 % de Oz en la atmosfera de cultivo.

Tratamiento Proteina GSH/GSSG SOD MDA
(pg/pL) (pmol GSH/ug proteina) (SOD/ug proteina) | (nmol MDA/ug proteina)
C 0,8 +0,0° 0,4 +0,0% 26+0,0° 47+0,13
A5 0,9+0,0b 0,2+0,10 24+012 50+0,12
A25 0,8 +0,0° 0,3+0,0%® 26+0,12 50+0,13
A100 s/d s/d sid s/d

Los resultados se expresan como media + desvio estandar de la media; ¢ Los valores con
diferentes superindices dentro de cada columna difieren (P < 0,05). GSH: glutatién; GSSG:

glutation oxidado; SOD: superoxido dismutasa; MDA: malondialdehido; s/d: sin datos.

1.4.2. Experimento 2

Los resultados correspondientes a la capacidad de desarrollo se muestran en la
Tabla 1.3 a., b. y ¢. Cuando se utilizé el medio de CIV con SFB y aa, no hubo
diferencias en las tasas de clivaje, ni en los B6, B7 y B8. Tampoco se encontré
diferencia en el porcentaje total de embriones (B Total) entre los grupos de
tratamiento (P > 0,23). Los porcentajes de tasas de eclosién de embriones fueron
mayores en el grupo C +/+ y A2,5 +/+ en comparacion con el grupo A7,5 +/+ (P <
0,05).

Los porcentajes de desarrollo de embriones en medio CIV con AAL sin SFB y en
medio CIV con AAL sin SFB ni aa no difirieron (P > 0,1). De manera similar, las tasas
de eclosion de embriones con el uso de medio sin SFB ni aa no difirieron entre los

grupos de tratamiento.

Tabla 1.3. Desarrollo embrionario in vitro de embriones bovinos cultivados con diferentes concentraciones
de AAL (2,5, 5y 7,5 uM) y tres condiciones diferentes de cultivo, bajo una tensién de O2 de 7 % en la

atmosfera de cultivo.
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a.

Tratamiento n) Clivados B total B6 B7 B8 Eclosion

C +/+ 269 168 (62,4 + 0,02)2 | 94 (34,94 0,02)2 | 38 (14,1 +0,02)* | 23 (8,7 +0,01)2 | 33 (12,1 +0,02)2 | 38 (40,4+ 0,02)?
A2,5 ++ 270 162 (60,0 £ 0,02)2 | 80 (29,3 +0,02)2 | 36 (13,3 0,02)2 | 13 (4,7 £+ 0,012 | 31 (11,3 £0,02)2 | 36 (45,4 £ 0,02)
A5 ++ 266 178 (66,9 + 0,02) | 62 (23,4 +0,02)2 | 38 (14,3+0,02)* | 12 (45+0,01)2 | 12 (4,540,012 |24 (38,9 + 0,02)2°
AT.5 ++ 263 161 (61,34 0,02)2 | 74 (28,0 £ 0,02)2 | 40 (153+0,02)2 | 2 (0,740,008 | 32 (12,0 £0,02)2 | 16 (21,4 £ 0,01)
b.

Tratamiento ngs Clivados B total B6 B7 B8 Eclosion

C-/+ 252 191 (75,6 + 0,02)2 | 68 (27,7 £ 0,02)2 | 23 (8,9 £ 0,01)° 240%?')3 * 21(8,4+0,01)2 | 30 (43,0 £ 0,02)

A25 -+ 268 205 (76,4 + 0,02)2 | 56 (20,9 +0,02)? | 10 (3,6 +0,01)2 | 19 (7,3+ 0,01)2 | 27 (10,0 +0,01)2 | 24 (43,6 + 0,01)2

A5 -/+ 252 196 (77,1 0,02)2 | 57 (22,8 £ 0,027 | 4 (1,5+0,00)2 | 19 (7,6 £ 0,01)2 | 34 (13,7 £ 0,022 | 19 (32,6 £ 0,01)

AT5 -+ 254 193 (75,9 + 0,02)2 | 54 (21,2 £ 0,027 | 4 (1,5+0,00)2 | 18 (6,9+ 0,01)2 | 32 (12,8 £ 0,02)2 | 15 (27,1 £ 0,01)
C.

Tratamiento C((?q():s Clivados B total B6 B7 B8 Eclosion

C-- 230 150 (65,4 + 0,03)® | 47 (20,6 £ 0,02)2 | 6(2,8+0,01)2 | 22(9,3+0,01)2 | 19(8,4+0,01)2 | 0(0,0+0,00)
A25-/- 230 181 (78,8 £ 0,02)8 | 23 (10,2+0,01)2 | 2 (0,840,002 | 9(4,2+0,01)% | 12(51+0,01)2 | 0(0,0+0,00¢
A5 /- 230 179 (78,0 £ 0,02)2 | 24 (10,5+0,02)2 | 7 (3,1£0,01)2 | 10(4,2+0,01)2 | 7(3,5£0,01) | 0(0,0+0,00¢
A7,5-/- 230 156 (67,9+0,03)* | 15(6,4+0,01)2 | 0(0,0£0,00® | 4(1,8+0,008 | 11 (4,6+£0,01)® | 0(0,0+0,00¢

Los resultados se expresan como n (% * desvio estandar de la media); @ Los valores con diferentes

superindices dentro de cada columna difirieron en comparacion con los tratamientos con la misma condicion

(P < 0,05). COCs (n): numero de complejos ovocito-cumulus madurados; B total: Blastocistos totales. B6:

Blastocistos al dia 6; B7: Blastocistos al dia 7; B8: Blastocistos al dia 8. +/+: medio con SFB y aa; -/+: medio

con SFB sin aa; +/-: medio sin SFB y con aa; -/-: medio sin SFB sin aa.

En la Tabla 1.4 a., b. y c. se presentan los resultados del numero total de células

por blastocisto y los indices de apoptosis. El numero total de células del blastocisto
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fue mayor en los embriones del grupo A2,5+/+ en comparacién con los otros grupos
de tratamiento (P < 0,02). Cuando se utilizé el medio CIV completo, el numero de
blastdmeras en los embriones fue menor en el siguiente orden descendente:
A2,5+/+ > C+/+ > A5 +/+ > A7,5+/+. Cuando se utilizé el medio de cultivo sin SFB y
con aa, el numero de células de blastocisto fue mayor en el grupo C —-/+ y A2,5 -/+
que en el grupo A5 —/+ (P < 0,04). Cuando se utilizé el medio de cultivo sin SFB ni
aa, los embriones del grupo C -/- tuvieron el mayor numero de células de
blastocisto (P < 0,02). Los resultados obtenidos con el uso del ensayo TUNEL
indicaron que el indice de células apoptoéticas en el medio completo fue similar en
todos los grupos de tratamiento (P > 0,58). Cuando se utilizé el medio sin SFB y
con aa, el indice apoptético fue menor en el grupo C -/+y A2,5 —/+ en comparacién
con el grupo A5 —-/+ y A7,5 —-/+ (P < 0,04) (Figura 3.2). Cuando se utilizd el medio
de cultivo sin SFB ni aa, no hubo diferencias en el indice de células apoptéticas

entre los tratamientos (P > 0,28).

Tabla 1.4. Numero total de células e indice de apoptosis (TUNEL) en blastocistos bovinos
cultivados in vitro en medio suplementado con diferentes concentraciones de AAL (2,5, 5y
7,5 uM) cuando habia una concentracion del 7 % de Oz, con (+) o sin (-) SFB/aa.

Tratamiento Blastocistos (n) Nudmero total de células indice de apoptosis
C+/+ 33 63,1+4,70° 0,1+ 0,002
A25 +/+ 30 75,7 + 5,50° 0,1+0,002
‘A5 +/+ 24 51,1+ 3,69° 0,2+0,002
.A7,5 +H+ 26 46,5 + 2,88° 0,1+0,002
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Tratamiento Blastocistos (n) Ndmero total de células indice de apoptosis
C-/+ 37 74,8 + 3,402 2,0+ 0,502
A2,5 -/+ 34 73,7 + 4,862 3,5+0,962
A5 -/+ 35 61,6 + 3,76° 5,6+0,18"°
A7.5-/+ 39 67,2+4,19% 7,5+1,01¢

c.

Tratamiento Blastocistos (n) NUmero total de células | indice de apoptosis
C-/- 14 37,6 £4,022 18,4 + 2,482
A2,5 -/- 8 27,2+291° 23,5+ 2,892
AS -/- 10 28,2+ 3,01° 21,6+ 1,622
-A7,5 -/- 8 29,7 + 3,06° | 22,2+2912

Los resultados se expresan como media *+ desvio estandar de la media; @) Los valores con
diferentes superindices dentro de cada columna difirieron en comparacion con los
tratamientos con la misma condicién (P < 0,05). El indice apoptético (células
apoptoéticas/numero total de células) se calculé mediante el nimero total de blastémeros.
+/+: medio con SFB y aa; -/+: medio con SFB sin aa; +/-: medio sin SFB y con aa; -/-: medio

sin SFB sin aa.

o

Figura 3.2. Fotografias de blastocistos con la tincion del ensayo TUNEL. A: Foto

representativa del tratamiento A2,5 —/+. B: Foto representativa del tratamiento A7,5 —/+. Solo

se visualizan las células apoptéticas (verde). Fotos propias Lic. Fabra M.
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1.5. Conclusion

El efecto de la suplementacién con AAL en el medio de CIV para embriones bovinos
depende de la concentracion utilizada de AAL y las condiciones de cultivo. Asi,
cuando habia 20 % de Oz en la atmdsfera de cultivo, la suplementacion con 5 yM
de AAL resulté en una mayor concentracién de proteina embrionaria, mientras que
las suplementaciones de 25 y 100 uM de AAL resultaron en una menor produccion
de embriones. Cuando habia 7 % de O: en la atmdsfera de cultivo, la
suplementacién con 2,5 yM de AAL resulté en un mayor nimero total de células en
los blastocistos, y la suplementacion con 7,5 uM de AAL resulté en una menor tasa
de eclosion. La actividad de AAL podria verse afectada por la presencia o ausencia
de aa o SFB en el medio. Se sugiere que las concentraciones relativamente altas
de AAL utilizadas en este ensayo tuvieron efectos perjudiciales en el desarrollo del
embridn bovino, independientemente de la concentracion de O, en la atmésfera de
cultivo. Sin embargo, la suplementacién con 2,5 0 5 uM de AAL en el medio de CIV

podrian tener efectos beneficiosos sobre la calidad de los embriones.
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2. Capitulo 2

Objetivo 2: Estudiar el efecto de la mejor condicién de cultivo in vitro (CIV)
obtenida en el Objetivo 1 en una etapa clave del desarrollo embrionario
temprano, evaluando la capacidad de desarrollo, estado antioxidante y

calidad de los embriones obtenidos a partir de ovocitos de ovarios de

frigorifico.

2.1. Introduccién

La calidad de los embriones producidos in vitro es menor en comparacién con los
producidos in vivo. Ademas, se ha establecido que el ambiente de cultivo posterior
a la fecundacién tiene un gran impacto en la calidad del embrién bovino
(Dissanayake et al., 2020; Lonergan P., 2007). En el CIV, las demandas cambiantes
del embrién en desarrollo no se cumplen de forma sincrénica con la composiciéon
de los medios. En consecuencia, los embriones sufren alteraciones
ultraestructurales, compactacion limitada en la etapa de moérula y menor
criotolerancia (Rizos et al., 2002; Thompson J., 1997; Havlicek et al., 2010).
La etapa de cultivo post-fecundacion es crucial en el proceso de la produccion in
vitro (PIV) de embriones, ya que las alteraciones mas frecuentes se producen entre
las etapas de 2 células y de blastocisto (Hansen 2014; Lonergan & Fair, 2014).
Varios eventos claves ocurren entre la formacion del cigoto y el blastocisto: i) la
primera division mitética; ii) la activacion mayor del genoma embrionario en la etapa
de 8 a 16 células; iii) la compactacion de la moérula al dia 5; iv) la formacion de
blastocisto en el dia 6-7. Por lo tanto, cualquier modificacién de las condiciones de
cultivo durante los 6 dias posteriores a la fecundacion, que afecte a uno o todos
estos procesos, tendra una gran influencia en la calidad del embrién (Lonergan et

al., 1999: Memili & First, 2000; van Soom et al., 1997; Watson 1992). Teniendo en
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cuenta estos eventos, la suplementacion de antioxidantes en ventanas especificas
del desarrollo embrionario temprano, arrojaria datos significativos sobre los efectos
especificos de dichos antioxidantes en las necesidades metabdlicas del embrién en
desarrollo. Sun et al., (2021), administraron N-acetil-L-cisteina en tres ventanas
distintas de CIV de embriones bovinos, dando como resultado la disminucién del
dafo oxidativo y de la apoptosis. Por su parte, Takashani et al., (2002)
suplementaron con (3-mercaptoetanol el medio de cultivo de embriones bovinos en
distintos estadios (1 célula, 8 células, moérula y blastocisto) lo que generd un efecto
protector en el desarrollo embrionario contra el estrés oxidativo y promovio la
captacién de cistina, aminoacido que tiene baja disponibilidad en los embriones.
Dado que la PIV es una biotecnologia eficaz y eficiente, los métodos para el
almacenamiento criogénico de embriones estan adquiriendo una relevancia
practica cada vez mayor en todo el mundo (Ferré et al., 2020). Paralelamente, las
mejoras en la vitrificacién, tanto en la variedad de recipientes criogénicos como en
los diversos protocolos, han avanzado significativamente. Sin embargo, para tener
éxito en la criopreservacion, es preciso obtener embriones de buena calidad y para
ello es necesario perfeccionar las técnicas de cultivo de laboratorio (Do et al., 2019).
En este contexto, nuevamente, el uso estratégico de antioxidantes en diversas
etapas del CIV puede desempenar un papel clave al mitigar el estrés oxidativo y
preservar la viabilidad celular durante el proceso, contribuyendo asi a la
optimizacion de la criopreservacion de embriones. Para el comercio internacional
las recomendaciones de la IETS indican que solo se deben utilizar embriones de
Grado 1. En este sentido, la criopreservacion de embriones de excelente y buena
calidad producen las tasas de prefiez mas altas y si bien, los embriones
criopreservados de calidad regular y mala también se transfieren a receptoras
sincronizadas, las tasas de prefiez son muy bajas (Hasler et al., 1987). Se ha
demostrado que la vitrificacion de ovocitos y embriones altera el estado 6xido-
reduccion, reduce el contenido intracelular de glutatiéon (GSH) y aumenta los niveles

81



de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Caamafio et al., 2015; Chang et al.,
2022; Zhao et al., 2011). Conjuntamente, la reparacion del dafio crioinducido en la
estructura y funcion celular implica la generacion de energia, lo que conduce a una
mayor produccion de EROs (Dowling & Simmons, 2009; Tatone et al., 2010).
Ademas, la vitrificacion de ovocitos y blastocistos disminuye el potencial de
membrana, e induce alteraciones en la funcién y distribucién mitocondrial
(Amoushahi et al., 2013; Lei et al., 2014; Nohales-Corcoles et al., 2016).
Efectivamente, a mejor calidad embrionaria mayor sera la resistencia a los efectos
adversos de la vitrificaciéon (Asgari et al., 2012). Esta documentado que la
suplementacioén con antioxidantes como el B-mercaptoetanol, tanto en el cultivo
como en el calentamiento posterior a la vitrificacién, tiene beneficios en la
competencia de desarrollo y en la calidad de los embriones bovinos (Hosseini et al.,
2009). A su vez, la suplementacion con resveratrol en el medio de vitrificacion
restaura el contenido de GSH en embriones bovinos (Gaviria et al., 2019). Con
respecto a la suplementacién con acido alfa lipoico (AAL), su concentracion es un
factor crucial para obtener efectos beneficiosos o perjudiciales sobre los
blastocistos bovinos. Tal como fue demostrado en el capitulo anterior, se evidencié
que durante el desarrollo in vitro de embriones bovinos, el agregado de 2,5 uM de
AAL desde el comienzo hasta la finalizacion del CIV aumenta el numero total de
células por blastocisto, mientras que el agregado de 7,5 uM de AAL disminuye la
tasa de eclosion.

Diversos estudios han demostrado que los embriones in vitro muestran un pico de
produccion de EROs en las etapas de 2 a 4 células (Betts & Madan, 2008). Ademas,
en esta ventana se genera una menor cantidad de antioxidantes (Nasr-Esfahani &
Johnson, 1991) y es aqui donde hay una activaciéon menor del genoma embrionario
(mAGE) (Rabaglino et al., 2023). Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue

evaluar el efecto antioxidante de 2,5 yM AAL durante las primeras 24 h de CIV
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(mAGE) sobre la calidad y la competencia de desarrollo del embrion bovino.

Ademas, se investigo su efecto sobre la criotolerancia por vitrificacion.

2. 2. Diseino experimental
Para llevar a cabo el objetivo planteado se disefid un experimento dividido en tres
etapas (Figura 2.1). Los tratamientos fueron: 1) Control (C): medio de CIV con 0

MM AAL; 2) AAL: medio de CIV con 2,5 uM.

Erapa

| AAL | S
| Control | il
D1 D10
CIv

Figura 2.1 Diagrama representativo que indica el momento de evaluacion en cada una de

las etapas del desarrollo embrionario. D1: dia 1 de CIV; D10: dia 10 de CIV.

Etapa I: Efecto del AAL sobre la viabilidad y la produccién de EROs en presuntos
cigotos y embriones clivados en el dia 2 de CIV.

Se investigo el efecto antioxidante de 2,5 yM AAL en el desarrollo embrionario
temprano mediante su suplementaciéon en el medio de CIV. Se evaluaron la
viabilidad y la produccion de EROs en presuntos cigotos a las 3 h de tratamiento
(Jian et al., 2019), y en embriones clivados a las 24 h de tratamiento (Maruri et al.,
2018). Después de la FIV, los presuntos cigotos se denudaron mediante agitacion
mecanica y se cultivaron en medio de CIV suplementado con 2,5 yM AAL durante

3 h. Cumplido ese tiempo, se seleccionaron de forma aleatoria la mitad de los
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presuntos cigotos (Grupo 1) con el propésito de evaluar la viabilidad y la produccién
de EROs. Los cigotos restantes se mantuvieron en cultivo con 2,5 yM AAL durante
24 h (Grupo 2) con la finalidad de evaluar la viabilidad y la produccién de EROs 48
h post-FIV (Figura 2.2). Los niveles de EROs se evaluaron utilizando la tincién

H2DCFDA, y la viabilidad se determind con la técnica de FDA.

Control

AAL

—_—
FDA
EROs

FDA
EROs

| Grupo aleatorio 1 ‘

| Grupo aleatorio 2 |

Figura 2.2. Disefio experimental de la Etapa |. Los cigotos recibieron la suplementacion de
2,5 uM AAL durante las primeras 3 h de CIV, y luego un grupo aleatorio se seleccioné para
evaluar los niveles de EROs y la viabilidad (Grupo aleatorio 1). El grupo restante (Grupo

aleatorio 2) continud su desarrollo durante 24 h, evaluandose luego los niveles de EROs y

viabilidad.
Etapa Il: Efecto de AAL sobre la competencia de desarrollo y la calidad
embrionaria.

Se evaluo el efecto de la suplementaciéon de 2,5 yM AAL, durante las primeras 24 h
de CIV, sobre la cinética de desarrollo y la calidad embrionaria. Finalizado el
tratamiento, se registraron las tasas de: a) clivaje a las 48 h post-FIV, b) blastocistos
al dia 7 (B7) y 8 (B8) de cultivo, c) blastocistos totales (BT) y d) blastocistos

eclosionados en los dias 8 y 9. Ademas, se determino el numero total de células por
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embridon en B8 con Hoechst 33342 siguiendo el protocolo descripto en el apartado

m.2.3 de Materiales y Métodos General.

Etapa lll: Efecto de AAL sobre la criotolerancia embrionaria.

Para medir este efecto, se suplementé AAL durante las primeras 24 h en medio CIV.
Se registraron los grados de calidad de B7 y B8, y luego se vitrificaron solo los
blastocistos de Grado 1. Después del calentamiento, se evalud la reexpansion a las
3 hy la tasa de eclosién a las 24, 48 y 72 h. También se evalué la produccion de

EROs en embriones calentados (Figura 2.3).

Blastocistos Vitrificacion %ﬁ Calentamiento J)l Evaluacion

grado 1 de
Cryotop® reexpansion

alas3h 24h

Evaluacion 48h
> de eclosion
; 72h

N
Medicion de

los niveles de

/ EROs

— _&& @,
| N, |

Incubadora H
39°C D)

5%CO, -r

Figura 2.3. Diagrama representativo que ilustra la Etapa lll. Solo los blastocistos Grado 1,
al dia 7 y dia 8 de CIV, fueron vitrificados. Luego, en la etapa de calentamiento se evalud la
reexpansion a las 3 h, y se dividio aleatoriamente a los blastocistos en dos grupos. En un
grupo se registro la eclosion a las 24,48 y 72 h , y en el otro grupo se evaluo los niveles de

EROs tanto de los blastocistos dia 7 (B7) como los del dia 8 (B8). Creado con BioRender.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1.PIV

85



La etapa de maduracién in vitro (MIV) se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en
el apartado m.1.1. Grupos de 20 a 25 complejos cumulus ovocito (COCs) se
transfirieron a 100 uL de medio MIV bajo aceite mineral y se maduraron durante 24
h. La etapa de fecundacion in vitro (FIV) se realizé siguiendo el protocolo descrito
en el apartado m.1.2. EI CIV se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el
apartado m.1.3.

En la Etapa |, se maduraron un total de 30 a 40 COCs por tratamiento, por réplica
y por ensayo. Se realizaron tres réplicas para cada ensayo. Cada frigorifico se
considero una réplica. Todos los presuntos cigotos y los embriones de dia 2 fueron
analizados, a excepcion de aquellos degenerados, asi como los ovocitos no
fertilizados. Los niveles de EROs se evaluaron utilizando la tincion H2DCFDA
(apartado m.2.5), y la viabilidad se determiné con la técnica FDA (apartado m.2.3).
La combinacién de dos ensayos se realizd siguiendo los criterios propuestos por
Lane et al. (Lane et al., 2002).

En la Etapa I, se maduraron un total de 95 a 100 COCs por tratamiento por réplica.
Los tratamientos se repitieron en seis réplicas. Se consider6 cada frigorifico una
réplica. Los blastocistos obtenidos se dividieron homogéneamente en dos grupos.
En el grupo uno, se determind la tasa de eclosion total de blastocistos en los dias 8
y 9. En el grupo dos, se evaluaron el numero total de células con Hoechst 33342
(apartado m.2.2), al menos 20 a 30 blastocistos B8 por tratamiento.
En la Etapa lll, se maduraron un total de 323 a 341 COCs por tratamiento por
réplica. Los tratamientos se repitieron en 2 a 5 réplicas. La técnica de vitrificacién y
calentamiento se realiz6 segun el protocolo descrito en el apartado m.2.8. Se evalu6
la reexpansioén a las 3 h, luego los blastocistos fueron divididos aleatoriamente en
dos grupos. Un grupo fue utilizado para evaluar la eclosion alas 24 ,48 y 72 h, y el
otro grupo se utilizé para analizar los niveles intracelulares de EROs. Se repitieron

los mismos pasos tanto para blastocistos vitrificados al dia 7 como de dia 8 de CIV.
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2.3.2. Andlisis estadistico

Para el analisis de los resultados se utilizo el software RStudio. Los datos fueron
analizados utilizando un enfoque estadistico Bayesiano, con distribucion previa
normal y no informativa, para calcular los Intervalos de Credibilidad Bayesianos del
95 %. Los intervalos de credibilidad se estimaron como diferencia posterior media
(Mpd) = (1,645 x desviacion estandar posterior (Depd) de la diferencia)
unilateralmente. Los datos de clivaje, B7, B8, BT, tasas de eclosion y vitrificacién se
analizaron con la distribucion Beta para la comparaciéon de dos proporciones. El
numero total de células del blastocisto, la viabilidad y los niveles de EROs se
analizaron utilizando comparacién bayesiana de dos medias, adaptados al enfoque
frecuentista de distribucidn normal. Los valores P < 0,05 se consideraron

significativos y los valores P < 0,1 se consideraron como una tendencia.

2.4, Resultados

2.4.1. Etapa I: Efecto del AAL sobre la viabilidad y la produccion de EROs en
presuntos cigotos y embriones clivados en el dia 2 de CIV.

Los resultados de esta etapa se muestran en la Tabla 2.1. En los presuntos cigotos,
no se hallaron diferencias significativas en la viabilidad y la produccién intracelular
de EROs entre el grupo C y AAL (P =0,22; P = 0,15 respectivamente). De manera
similar, no hubo diferencias significativas entre C y AAL en embriones clivados al

dia2 (P=0,17; P=0,30, respectivamente) (Figura 2.4).

Tabla 2.1 Efecto de 2,5 yM AAL suplementado durante 3 y 24 h en el CIV de embriones
bovinos. Evaluacion de la viabilidad y los niveles intracelulares de EROs en presuntos

cigotos y en embriones clivados.
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Presuntos cigotos

Embriones dia 2

Tratamiento Viabilidad % Nivel EROs % Viabilidad % Nivel EROs %
EROs/FDA % EROs/FDA %
UAF (n) UAF (n) UAF (n) UAF (n)
38,60 3,24 23,88+2,89 a 106,55+12,64 | 21,22+1,62 .
c (62)° (81)° 0.61 7y (53 0.19
35,27 £2,91 19,83+ 2,64 " 122,79+12,28 | 20,08 1,58 .
AAL (51)° (83)° 0,56 (61)° (79)° 0,16

Los resultados fueron expresados como % unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) +

desvio estandar. n: numero de presuntos cigotos o embriones de dia 2 analizados. La

viabilidad fue medida con el ensayo de FDA. Los niveles de EROs fueron medidos con la

tincion H2DCFDA.@?) Los superindices que difieren dentro de cada columna indican

diferencia (P < 0,05).

Figura 2.4. Fotografias de cigotos y embriones dia 2 (D2) bovinos evaluados con la técnica

de H2DCFDA. El lado izquierdo de cada panel corresponde a los cigotos con visualizacién

sin filtro de luz UV, y el lado derecho de cada panel corresponde a los cigotos con

visualizacion con filtro de luz UV (H2DCFDA). Fotos propias Lic. Fabra M.

2.4.2. Etapa II: Efecto de AAL sobre la competencia de desarrollo y la calidad

embrionaria.
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Los resultados de esta etapa se muestran en la Tabla 2.2. No hubo diferencias

significativas en las tasas de clivaje de 2-4 células (P = 0,37) y >4 células (P =0,10)

en el grupo C con respecto a AAL. Los resultados mostraron que la tasa de BT

aumento significativamente en el grupo AAL con respecto al C (P = 0,01) debido a

un aumento en la tasa de B7 (P = 0,002). Por otro lado, la tasa de B8 no difirié entre

tratamientos (P = 0,22). Como parametro de calidad, se evalud la tasa de eclosion

y el numero total de células por blastocisto al dia 8 de CIV. Los resultados de

eclosion se expresaron como porcentaje sobre los BT observados. La tasa de

eclosion fue mayor en AAL con respecto a C (P =0,02).

Tabla 2.2. Efecto de 2,5 uM AAL suplementado durante el CIV de embriones bovinos sobre la competencia de

desarrollo.
% (n) % (e/b)
Trata- | COC
miento | (n) Clivados 2-4 Clivad 4
- > .
|ve) os |ve) 0s B7 B8 BT Eclosionados
células células
c sg7 | 4941 34,14 19,38 551 24,90 375
a = = =
(2817 | \ipg=0,00 | (18907 hgpd -0.03 | (108)2 | Mpd=006 | (352 | Mpd=-001 | (1432 | \1i o5 | (12327 | ppg=0.20
_ epd=0,02 Depd=0,02 Depd=0,01 _ _
Depd=0,02 P=010 P <000 P =022 Depd=0,02 Depd=0,10
P=037 e ’ o P=0,01 P=002
AAL o 49,65 - 30,86 2572 4,07 29,79 . 50,57 .
(276)2 (163)2 (142)° (28)8 (170)° (28/47)P

Valores expresados como la media. Mpd: Media posterior de la diferencia. Depd: desvio estandar posterior de la

diferencia. (e/b): eclosionados/blastocistos. @ Los superindices que difieren dentro de cada columna indican

diferencia (P < 0,05).

Cuando se evalué el numero total de células por blastocistos, este parametro fue

mayor en AAL con respecto a C (P = 0,05) (Tabla 2.3) (Figura 2.5).

Tabla 2.3. Efecto de 2,5 yM AAL durante el CIV sobre el numero total de células de

blastocistos dia 8.
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Tratamiento Numero total de células (n)

C 54,62 = 3,73 (30)2 Mpd =-9,76
Depd=6,06
AAL 64,39 + 4,77 (20)° P =0,05

C: Control. AAL: 2,5 yM AAL. Valores expresados como la media * desvio estandar (n). Mpd:
media posterior de la diferencia. Depd: desvio estandar posterior de la diferencia. @ Los

superindices que difieren dentro de cada columna indican diferencia (P < 0,05).

Figura 2.5. Fotografias de blastocistos con tincion de Hoechst 33342. C: Control; AAL: 2,5

UM AAL 24 h. Fotos propias Lic. Fabra M.

2.4.3. Etapa lll: Efecto de AAL sobre la criotolerancia embrionaria.

La etapa Ill demostré que la mejor calidad embrionaria (embriones de Grado 1) se
observé en el grupo AAL en comparacion con el grupo C, con una diferencia
estadisticamente significativa al dia 7 (P = 0,001) y una tendencia al dia 8 (P = 0,06).
No se observaron diferencias significativas entre tratamientos cuando se evaluo el
Grado 2 aldia7 (P=0,42)y al dia 8 (P = 0,26) de cultivo, pero si en la totalidad de

blastocistos (P =0,00003) (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Efecto de la suplementacion de 2,5 uM AAL durante el CIV sobre los grados de
calidad de blastocistos bovinos al dia 7 (B7) y dia 8 (B8) de cultivo, y sobre el total de

blastocistos.
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Calidad de blastocistos %
) COCs
Tratamiento
(n)
1 2
c 323 2,162 Mpd= 0,04 4642 |V|pd=_0,003
_ Depd= 0,01
B7 Depd= 0,01 ~
P= 0,001 P=042
AAL 341 7,030 % 4,982
Cc 323 1,548 Mpd= 0,01 8,662 Mpd= -0,01
B8 Depd= 0,01 Depd= 0,02
. P=0,06 P=0,26
AAL 341 3,51 7,332
Cc 323 3,712 Mpd= 0,08 13,312 Mpd=-0,01
Depd= 0,02 Depd= 0,02
Total P < 0,000 P=0,35
AAL 341 12,020 12,312

Valores expresados como la media. Mpd: media posterior de la diferencia. Depd: desvio
estandar posterior de la diferencia.®®® Los superindices que difieren dentro de cada columna

indican diferencia (P < 0,05). O Indica tendencia (P < 0,1).

El total de los embriones vitrificados al dia 7 y al dia 8 se muestran en la Tabla 2.5.
Se observa un aumento en el total de los embriones vitrificados al dia 7 en el
tratamiento con AAL con respecto a C, con una diferencia estadisticamente
significativa (P = 0,01). En la misma tabla se muestran los porcentajes de re-
expansién embrionaria posterior al calentamiento, la tasa de eclosion y los niveles
intracelulares de EROs tanto de B7 como B8. Las tasas de re-expansién evaluadas
3 h posteriores al calentamiento no difirieron significativamente en B7 ni B8. No se
observaron diferencias significativas en la tasa de eclosién evaluadas a las 24 h
entre AAL y C .Sin embargo, las tasas de eclosion fueron mayores en C alas 48 h
en B7(P = 0,05) y B8 (P = 0,03). La tasa de eclosion evaluada a las 72 h fue

estadisticamente significativa en C con respecto a AAL en B8 (P = 0,05).

Tabla 2.5. Efecto de la suplementacion de 2,5 yM AAL durante el CIV sobre las tasas de re-expansion de

blastocistos bovinos vitrificados/calentados al dia 7 (B7) y dia 8 (B8) de cultivo, y sobre el total de blastocistos.
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Expandidos
Tratamiento Vitrificados % (n)
(n) .
68, 18 18,18 54 54 9,00
c 22 | Mpd=0,05 (15) | Mpd=-0,04 1 (@7 | Mpd=-008 | ga | Mpd=-026 (3. | Mpd=-006
B7 Depd= 0,02 Depd= 0,12 Depd=0,14 Depd=0,16 Depd=0,16
AAL 41 | P=001 ?gf)f P=0,35 21 3(%)080 P=0,27 2(553,0 P=0,05 ?'1(;2 P=0,28
8125 2941 29,41 17,64
c 33 | Mpd=0,00 (26) | Mpd=-0,00 17 (5 | Mpd=-011 | ga | Mpd=-022 | g | Mpd=-0,16
B8 Depd= 0,02 Depd= 0,09 Depd=0,14 Depd= 0,12 Depd=0,10
AAL a7 | P=039 E:g.gﬁ);‘: P=0,48 19 4(25)130 P=022 ?12)2 P=0,03 ‘:b(;g P=0,05
7454 | Mod=-0.08 25,00 2828 14,28
c 55 Mpd= 0,05 (@1 D::d= 0'07 28 2 Mpd=0,09 (1) Mpd=-0,23 (4 Mpd=-0,11
Total Depd= 0,03 B 13 Depd=0,10 Depd= 0,10 Depd= 0,07
AAL 78 | P=003 Tgf’;aﬁ : 40 ??4[;2 P=0.20 1(56;0 P=0,01 2(15;8 P=0,05

Los resultados de las tasas de re-expansion y eclosién son expresados como porcentaje (n) y se expresan con

respecto a los embriones evaluados. Mpd: media posterior de la diferencia. Depd: desvio estandar posterior de

la diferencia. @) Los superindices que difieren dentro de cada columna indican diferencia (P < 0,05).

Las evaluaciones de re-expansiéon y cinética de eclosién de los blastocistos se

observan en la Figura 2.6. En la evaluacion de reexpansién a las 3 h, aquellos

blastocistos considerados expandidos fueron los que recuperaron en ese tiempo la

cavidad del blastocele, diferenciandose ademas el macizo celular internoy el

trofoectodermo.
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Figura 2.6. Fotografias de embriones vitrificados al dia 7 (B7) y 8 (B8) de cultivo y luego
calentados para evaluar reexpansion a las 3 h y eclosion a las 24, 48 y 72 h. Se observa la

zona peldcida en el medio de cultivo de aquellos embriones que eclosionaron.

Los niveles intracelulares de EROs se visualizan en la Tabla 2.6. Los resultados
indican que hay una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de
EROs en el grupo AAL con respecto a C en B7 (P=0,05). No se hallaron diferencias

significativas entre grupos en B8 (P = 0,32) (Figura 2.7).

Tabla 2.6. Efecto de 2,5 uyM AAL durante el CIV sobre los niveles intracelulares de EROs de

blastocistos dia 7 (B7) y dia 8 (B8) calentados post-vitrificacion.

Dia de CIV Tratamiento | Niveles intracelulares de EROs % UAF (n)
C 137,35+ 18,44 (9)° Mpd= 36,90
B7 Depd= 23,27
AAL 100,45 = 14,18 (10)°> | P=0,05
C 121,90+ 8,90(15)2 Mpd= -5,41
B8 Depd= 8,35
AAL 127,30+ 8,35(10)2 P=0,32

UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia. Valores expresados como la media + desvio
estandar (n). Mpd: media posterior de la diferencia. Depd: desvio estandar posterior de la
diferencia @) Los superindices que difieren dentro de cada columna indican diferencia (P <

0,05).
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Figura 2.7. Fotografias de embriones dia 7 (B7) y dia 8 (B8) bovinos evaluados con la

técnica de H2DCFDA. El lado izquierdo de cada panel corresponde a los embriones con
visualizacion sin filtro de luz UV, y el lado derecho de cada panel corresponde a los

embriones con visualizacion con filtro de luz UV (H2DCFDA).

2.5. Conclusién

En conclusion, nuestros resultados muestran que la suplementacion con AAL en el
CIV durante las primeras 24 h del cultivo aumenta la formacién de blastocistos, la
tasa de blastocistos Grado 1, y la tasa de eclosion. Sin embargo, no genera
aumentos en las tasas de clivaje. Ademas, mejora la calidad del embridon en
términos de numero de células por blastocisto. Por otro lado, el AAL disminuye los
niveles de EROs en blastocistos vitrificados y re-expandidos por calentamiento.
Podemos decir que el AAL es relevante en varios aspectos del desarrollo
embrionario y es una herramienta apreciable para aumentar la eficacia de la PIV

bovina.
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3. Capitulo 3

Objetivo 3: Validar la mejor condicion de CIV obtenida en el Objetivo 2
durante la activacién del genoma embrionario (AGE), utilizando ovocitos de
matadero y finalmente en ovocitos recuperados de donantes vivas mediante

la técnica de OPU, evaluando la capacidad de desarrollo embrionario

temprano.

3.1. Introduccién

En el afio 1988, se realizé por primera vez en bovinos la recoleccion in vivo de
ovocitos mediante aspiracion folicular guiada por ecografia transvaginal (Ovum Pick
Up: OPU) (Pietersen et al., 1988). Estos investigadores demostraron que la
recoleccién repetida de ovocitos mediante OPU podia realizarse sin riesgos para la
salud y la actividad reproductiva del animal. En los ultimos afios, el potencial de la
OPU, seguida de la PIV como herramienta para acelerar los programas genéticos
en bovinos, ha registrado un avance considerable. Cabe destacar, que las
biotecnologias reproductivas son fundamentales para maximizar la progenie de
vacas seleccionadas de alto valor genético mediante el aumento en el numero de
embriones producidos y de crias por donante (Rexroad et al., 2019). Estas
herramientas permiten aplicar una mayor presién de seleccion para mejorar la
proxima generacion (Merton et al.,, 2013). La recuperacion de ovocitos bovinos
mediante la técnica de OPU de donantes seleccionadas ofrece la ventaja de
propagar rapidamente la genética de estos animales. Sin embargo, el porcentaje de
blastocistos obtenido mediante PIV sigue siendo bajo (Seneda et al., 2020).

Las mejoras en la productividad ganadera apuntan a impulsar la produccion de
carne y leche para una poblacion mundial en crecimiento (Salek et al., 2025).

Siguiendo esta linea, el propdsito de la PIV en bovinos es replicar, con la mayor
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precision posible, las condiciones in vivo, con el objetivo de obtener embriones de
alta calidad capaces de continuar el desarrollo, la implantacién y dar lugar a
nacimientos viables (Ferré et al., 2020). La OPU cuenta con la ventaja de acelerar
el proceso reproductivo debido a que una vaca puede ser donante de ovocitos cada
semana y, ademas, acorta el intervalo generacional al usar como donantes a
terneras, a vaquillonas prepuberes o animales de hasta 3 meses de gestacion.
Asimismo, los ovocitos recuperados de una donante se pueden fecundar con semen
de diferentes toros en procedimientos separados o incluso con semen sexado, sin
disminucion de la fertilidad (Humblot et al., 2010; Bé et al., 2019). Asimismo, la OPU-
PIV es una alternativa para el ganado con fertilidad reducida, debido por ejemplo a
patologias del tracto reproductivo, transporte de esperma deficiente o
enfermedades terminales (Ferré et al., 2020).

Como ya se ha mencionado, las condiciones de cultivo posteriores a la fecundacion
alteran drasticamente la calidad de los blastocistos resultantes, con lo cual el CIV
de embriones es crucial en el desarrollo de técnicas de reproduccion asistida (Ming
et al., 2024). El estrés oxidativo es un factor clave que afecta al embrion en
desarrollo durante la fase de cultivo. Compuestos como el amoniaco, las EROs y la
presencia de algunos factores de crecimiento pueden causar peroxidacion lipidica,
dafo de la membrana celular y dafo estructural, lo que reduce la criotolerancia y
aumenta la apoptosis (Keane & Ealy, 2024). Anteriormente mencionamos que los
primeros cuatro dias de desarrollo posteriores a la fecundacion son criticos, debido
a cambios morfolégicos y metabdlicos significativos entre los que se incluye la
activacion del genoma embrionario (AGE) (Rabaglino et al., 2023). Este momento
de bloqueo es especifico de cada especie y coincide con la transicion materno-
embrionaria, es decir, la etapa de desarrollo en la que los embriones ya no
dependen de los transcriptos maternos y comienzan a depender de los ARN
mensajeros (ARNm) sintetizados por la activacion de su propio genoma (De Sousa
et al., 1998b). La AGE es una etapa del desarrollo embrionario en la cual el embrion
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es particularmente sensible al estrés oxidativo, y cualquier condicién que promueva
la acumulacion de EROs en esta etapa tendra consecuencias perjudiciales para el
embrién (Dumollard et al., 2009). En bovinos, la AGE se caracteriza por dos fases
o ventanas distintas: (i) menor AGE (mAGE; etapa de 2 a 8 células) donde los
cigotos y los embriones tempranos son transcripcional y traduccionalmente activos;
y (ii) mayor AGE (MAEG; etapa de 8 a 16 células) que implica la degradacion
gradual del ARNm materno, la organizacién ultraestructural del nucleolo, y cambios
en la sintesis de proteinas (Laurincik et al., 2000; Frei et al., 1989). Estos eventos
son factores clave para el desarrollo y la diferenciacion embrionaria exitosa
(Rabaglino et al., 2023). La AGE es esencial para una correcta compactacion de la
morula, proceso caracterizado por una mayor adhesién intercelular mediado por
uniones adherentes y por la polarizacion del embrién (Kojima et al., 2014), asi como
la formacion del trofoectodermo y el macizo celular interno del blastocisto
(Menchero et al., 2017).

El citoplasma del ovocito (ooplasma) contiene y transporta ARNm y proteinas que
se consideran generalmente mediadores del desarrollo embrionario, necesarios
para las primeras divisiones del embrién, pero también hay muchos transcriptos de
genes de muerte celular y proteinas que son constituyentes del ooplasma. La
presencia de estos productos genéticos se justifica por la necesidad del ovocito de
sufrir muerte celular a medida que los foliculos se vuelven atrésicos. Por lo tanto,
un embrién sano no soélo debe activar su genoma en relacion con los genes
importantes para el desarrollo, sino también mantener el equilibrio entre los factores
de muerte/supervivencia en el ooplasma (Meirelles et al., 2004), lo cual hace aun
mas critica la etapa de AGE. Para mejorar las tasas y la calidad de los blastocistos
producidos in vitro, varios autores han investigado la adicion de diferentes tipos de
antioxidantes naturales al medio de CIV (Cafién-Beltran et al., 2021; Dos Santos et
al., 2019;). Las propiedades antioxidantes del AAL fueron demostradas durante el
desarrollo embrionario in vitro en ratones (Truong & Gardner, 2017), cabras (He et
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al., 2021) y cerdos (Himaki & Hano, 2023). En bovinos, hemos estudiado que la
suplementacion con altas concentraciones de AAL desde el comienzo de CIV hasta
el dia 7, gener6 un deterioro del desarrollo embrionario, mientras que
concentraciones mas bajas de AAL (2,5 uM) llevaron a mejoras en la calidad del
embrién, aumentando el numero total de células del blastocisto. Ademas, la
suplementacion con 2,5 yM de AAL durante mAGE (24 h de CIV), aumento el
numero total de células del blastocisto y las tasas de eclosion. Junto con esto, los
embriones cultivados con AAL y posteriormente vitrificados exhibieron niveles
reducidos de EROs intracelulares en los blastocistos calentados.

Las limitaciones en la disponibilidad de ovocitos derivados de OPU para estudios
de investigacion, restringe el conocimiento sobre el impacto del AAL en embriones
de PIV desarrollados a partir de ovocitos obtenidos de donantes vivas.

La OPU se lleva a cabo punzando foliculos sanos y en crecimiento, que miden entre
3 y 8 mm de diametro, en ausencia de un foliculo dominante, dos veces por semana
0 hasta cada dos semanas, lo que permite obtener COCs de buena calidad. En
contraste, los animales de matadero pueden estar en cualquier etapa del ciclo
estral. En consecuencia, la calidad de los COCs recolectados de foliculos de 3 a 8
mm, incluidos aquellos en todas las fases de la onda folicular, como dominancia o
regresion, son evaluados antes de la MIV. Por ello, los COCs son seleccionados en
funcioén de la calidad tanto del camulus como del citoplasma del ovocito, eligiendo
COCs de Grado 1 y 2 cuando provienen de ovarios de matadero, mientras que con
la técnica de OPU, se utilizan para la PIV todos los ovocitos recuperados, excepto
los atrésicos (Merton et al., 2013). Por lo expuesto, nos planteamos comprender
dos puntos fundamentales: 1) el efecto de AAL en la AGE: es crucial comprender
los efectos especificos de la suplementacion con AAL durante la etapa de MAGE.
¢ Es diferente el efecto de AAL en el desarrollo embrionario si lo suplementamos en
el mMAGE o en el MAGE? 2) la necesidad de determinar si los hallazgos se pueden
extrapolar a los ovocitos derivados de OPU. Por lo tanto, el objetivo principal de
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este capitulo es identificar el efecto de la suplementacion con AAL en el medio de
CIV durante la etapa de MAGE en ovocitos derivados de matadero, para determinar
su influencia en el desarrollo y la calidad del embrion. Ademas, la suplementacion

con AAL durante la mAGE y MAGE se evalud usando ovocitos derivados de OPU.

3.2. Diseiio experimental

Los objetivos planteados se dividieron en dos experimentos (Experimento 4 y
Experimento 5) (Figura 3.1):

3.2.1. Experimento 4: Efecto antioxidante de 2,5 yM AAL sobre el desarrollo y
la calidad embrionaria bovina cuando se suplementa durante la MAGE
utilizando ovocitos derivados del matadero.

Para este propdsito, los tratamientos en este experimento en CIV fueron: a) C:
Control (medio CIV sin suplementar); b) MAGE: tratamiento durante 48-96 h
posteriores a la FIV con 2,5 yM AAL (estadio de 8 a 16 células). Las mediciones
realizadas en este experimento fueron: la tasa de clivaje 48 h post FIV (como
estrategia para verificar la eficacia de la técnica de PIV), las tasas totales de
blastocistos en los dias 7 y 8 (B7 y B8), evaluadas como parametros de desarrollo
embrionario, ademas del numero total de células de blastocistos B7 y B8 que se
midié como parametro de calidad embrionaria. También se evaluaron los niveles
intracelulares de GSH y EROs en los embriones, asi como el nivel de peroxidacién
lipidica en medio de CIV al final del tratamiento, para estudiar el estado de estrés
oxidativo.

3.2.2. Experimento 5: Efecto antioxidante de 2,5 uM AAL sobre el desarrollo y
la calidad embrionaria bovina cuando se suplementa durante la mAGE y
MAGE, utilizando ovocitos derivados de OPU.

El objetivo del experimento 5 fue verificar si los resultados obtenidos de ovocitos
derivados de matadero pueden extrapolarse a los ovocitos derivados de OPU. Para
este propdsito, los tratamientos en CIV fueron: a) C: Control (medio CIV sin
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suplementar); b) mAGE: tratamiento durante 24-48 h posteriores a la FIV con 2,5
MM AAL; c) MAGE: tratamiento durante 48-96 h posteriores a la FIV con 2,5 uM
AAL. Los parametros medidos en este experimento fueron la tasa de clivaje a las
48 h posteriores a la FIV y la tasa total de blastocistos B7 y B8. EI numero total de
células de blastocistos B7 y B8 se midié como parametro de calidad en todos los
tratamientos. Junto con esto, se evaluaron los niveles de peroxidacion lipidica en el

medio de CIV después del tratamiento para estudiar el estrés oxidativo.

| Ovocitos de matadero | | Ovocitos de OPU |
Evaluaciones:
. Evaluaciones:
- Cinética de c MAGE C____mAGE

desarrollo - Cinéticade

- N°total de células C ‘Q \ desarrollo

-GSHyEROs '@ O | f - N° total de células

intracelulares - Peroxidacion lipidica
en el medio de CIV

- Peroxidacion lipidica SIO)
en el medio de CIV -

MAGE

Figura 3.1: Diagrama esquematico del Experimento 4 y Experimento 5. C: Control (0 uM
AAL); mAGE: 2,5 uM AAL administrado de 24-48 h posteriores a la FIV; MAGE: 2,5 uM AAL
administrado 48 a 96 h posteriores a la FIV. Al finalizar cada tratamiento, los embriones
fueron sembrados en una nueva placa de cultivo con medio CIV hasta completar su
desarrollo. El medio fue reemplazado cada 48 h, tanto el grupo tratado como el grupo

control.

3.3. Materiales y Métodos

3.3.1.PIV

En la etapa de MIV, dependiendo del experimento, los ovocitos se obtuvieron con
dos modalidades de recoleccion diferentes:

- Ovocitos obtenidos de ovarios de matadero:

Los ovocitos que se obtuvieron a partir de ovarios de matadero (Frigorifico Gorina

S.A), se procesaron como fue descrito en el apartado m.1.1.1.
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- Ovocitos obtenidos de OPU:

Los ovocitos se obtuvieron segun se describié en el apartado m.1.1.2. En este
estudio se utilizaron vacas raza Angus (Bos taurus) (n = 74) con buen puntaje de
condicion corporal (6-7) y 60 dias posparto. Todas las aspiraciones foliculares

fueron realizadas por el mismo veterinario (Figura 3.2).

Figura 3.2: Imagenes representativas de la técnica de OPU. A: Sujecion de los ovarios a
través del recto para su observacion a través de un transductor ecogréfico transvaginal. B:

Ecégrafo. C: Equipo de succién conectado a un tubo de recoleccion estéril.

Los COCs se colocaron en tubos de cultivo estériles con medio de MIV cubiertos
con aceite mineral y se gasearon durante 20 segundos. Posteriormente, se
incubaron a 39 °C hasta llegar al laboratorio. Una vez alli, se colocaron en la
incubadora por 24 h (Figura 3.3). Los COCs de las 74 vacas aspiradas se separaron

aleatoriamente. Cada tubo de cultivo contenia los COCs de tres animales.
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Figura 3.3. Ay B: tubos de cultivo para transporte de ovocitos de OPU. C: tubos de cultivo
para la incubaciéon de los COCs. Cada tubo de cultivo contiene los COCs aspirados de tres

animales.

La FIV de los experimentos 4 y 5 se realizé segun apartado m.1.2. EI CIV (apartado
m.1.3) se realiz6 con los tratamientos mencionados anteriormente, evaluandose las
tasas de clivaje 48 h posteriores de la FIV, clasificando a los embriones en aquellos
con 2-4 células y aquellos con mas de 4 células (>4 células). Para examinar el
impacto del AAL en el desarrollo embrionario, se midieron las tasas de blastocistos
totales observados en el dia 7 (B7) y blastocistos totales observados en el dia 8
(B8). Las tasas de clivaje, B7 y B8, se calcularon a partir del total de COCs
madurados. Se realizaron al menos tres réplicas por experimento (4 y 5)
(considerandose réplica a cada establecimiento). Para el desarrollo embrionario se
utilizaron 366 ovocitos derivados del matadero en el tratamiento de C y 350 ovocitos
en el tratamiento con AAL. De los ovocitos recuperados mediante la técnica de
OPU, se utilizaron 269 para tratamiento C y 285 ovocitos para el tratamiento con

AAL.

3.3.2. Analisis del numero total de células de los blastocistos:

El numero total de células de los blastocistos en B7 y B8 se midio utilizando Hoechst
33342 siguiendo la técnica descrita en el apartado m.2.2. Para la evaluacion del
recuento celular de los embriones (dia 7 mas dia 8), se analizaron 65 embriones de
ovocitos derivados de mataderos en el tratamiento de C y 61 embriones en el
tratamiento con AAL. Para los embriones de ovocitos derivados de OPU, se
analizaron 57 embriones en el tratamiento de C y 60 embriones en el tratamiento

con AAL.

3.3.3. Ensayos de H2DCFDA y GSH:
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Para la evaluacion de los niveles intracelulares de EROs y GSH, los embriones al
final del tratamiento (dia 4 después de la FIV, embrion 16-32 células) se procesaron
siguiendo los pasos descritos en los apartados m.2.6 para EROs y m.2.7 para GSH
con la sonda intracelular ThiolTracker™ Violet. Se evaluaron un total de 22
embriones del tratamiento C y 33 embriones del tratamiento con AAL en ambas

técnicas.

3.3.4. Peroxidacion lipidica:

Se evaluaron los niveles de peroxidacion lipidica después del tratamiento con AAL
en el medio de CIV siguiendo los pasos descritos en el apartado m.2.4. Se
contabilizaron la cantidad de estructuras fecundadas presentes en el medio al

momento del tratamiento.

3.3.5. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software RStudio. Se utilizd un enfoque
bayesiano con una distribucién previa normal y no informativa para calcular los ICB
del 95 %. Se llevaron a cabo simulaciones y una evaluacién de la distribucion
posterior para analizar la sensibilidad y el poder del modelo estadistico. Los datos
de clivaje y tasa de blastocisto se analizaron con la distribucion Beta para la
comparacion de dos proporciones. El numero total de células de blastocistos,
EROs, GSH y niveles de peroxidacion lipidica se analizaron utilizando una
comparacion bayesiana de dos medias adaptados al enfoque frecuentista de
distribucion normal. Los ICB se estimaron como diferencia media posterior + (1,645
x desviacion estandar posterior de la diferencia) unilateralmente. Los resultados se
expresaron como media + desviacion estandar (DE). Se consideraron significativos

valores P < 0,05 y una tendencia de valores P <0,1.

3.4. Resultados
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3.4.1. Experimento 4: Efecto antioxidante de 2,5 yM AAL sobre el desarrollo y
la calidad embrionaria bovina cuando se suplementa durante la etapa de
MAGE utilizando ovocitos derivados del matadero.

Para evaluar la produccion de embriones, se analizaron las tasas de clivaje
(embriones de 2-4 células y >4 células) y de blastocistos (B7 y B8). No hubo
diferencias significativas en las tasas de clivaje (embriones de 2-4 células P = 0,19;
embriones de >4 células P = 0,43; Tabla 3.1). Ademas, no se encontraron
diferencias significativas en las tasas de B7 y B8 de CIV (P = 0,33; P = 0,36,
respectivamente; Tabla 3.1). Para estudiar la calidad de los embriones, se conté el
numero total de células por blastocisto en los dias B7 y B8. La suplementacién con
AAL durante la MAGE tendié a aumentar el numero de células en los blastocistos

B7 (P = 0,06; Tabla 3.2).

Tabla 3.1: Efecto del AAL suplementado con 2,5 uM en la fase MAGE durante el CIV sobre

la tasa de desarrollo de embriones bovinos utilizando ovocitos derivados de matadero.

Clivados Clivados
:;:::3; C?n(;;s 2 a 4 células >4 células (Bn-’) (an)
(n) (n)
c 266 39,40 + 0,02 25,27 £ 0,02 21,34 £ 2,50 2,24 £ 0.00
(144) (92)? (56)? (52
P=0,19 P=0,43 P=10,33 P= 036
42,61 +£0,02 2471294 23941276 0,80 £ 0,00
MAGE 1 350 | 140y (86)° (56)° (17

Los resultados del desarrollo embrionario se expresan como porcentaje de la media £ desvio
estandar (n) con respecto a los ovocitos madurados. C: Control (0 uM de AAL); MAGE:
activacion mayor del genoma embrionario (2,5 uM AAL, 48-96 h después de la FIV); B7:
blastocistos totales en el dia 7 de cultivo; B8: blastocistos totales en el dia 8 de cultivo. @2

Los valores con superindices diferentes dentro de cada columna difieren (P < 0,05).
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Tabla 3.2: Efecto de la suplementacion con 2,5 uM de AAL en la fase MAGE durante el CIV

en el numero total de células de embriones bovinos utilizando ovocitos derivados de

matadero.
Namero total de células
) % (n)
Tratamiento
B7 B8
C 68,58 + 2,41 (43)2 69,59 + 3,32 (22)2
- P= 0,06 P=0,20

MAGE 74,25 + 2,80 (47) 74,71 £ 5,38 (14)2

MAGE: mayor activacién del genoma embrionario (48—96 h post FIV). Los resultados del
numero total de células de los blastocistos en el dia 7 (B7) y el dia 8 (B8) de CIV se evaluaron
con Hoechst 33342, y se presentaron como el valor de la media + DE (n). n: nUmero de
blastocistos analizados. C: Control (0 uM de AAL); MAGE:2,5 uM AAL, 48-96 h después de
la FIV. @) | os valores con superindices diferentes dentro de cada columna difieren (P <

0,05). ) Indica tendencia.

El efecto antioxidante del AAL se estudié mediante EROs y GSH en los embriones
al finalizar el tratamiento, asi como los niveles de MDA en el medio de CIV. Los
niveles de EROs se evaluaron con el ensayo de H2DCFDA. Cuando se evaluaron
los niveles de EROs, los embriones tratados con AAL tuvieron niveles
significativamente mas bajos en comparacién con el grupo de C (P < 0,0001). El
tratamiento con AAL condujo a un aumento significativo en los niveles de GSH en
comparacion con el grupo de C (P = 0,05) (Tabla 3.3). La peroxidacion lipidica se
midié mediante un ensayo TBARS, que midié los niveles de MDA en el medio de
CIV. Este ensayo no mostré diferencias significativas entre el tratamiento con AAL

y el C (P = 0,32). Imagenes representativas ilustradas en la Figura 3.4.
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Tabla 3.3: Efecto de la suplementacién con 2,5 uM de AAL durante MAGE sobre los niveles

de especies reactivas de oxigeno intracelular (EROs), el contenido total de glutation (GSH)

en embriones bovinos y la peroxidacion lipidica en el medio de CIV al final del tratamiento.

GSH (n)

Peroxidacién Lipidica

Tratamiento | COCs EROs (n)
c 121 | 114,38 + 10,83 (22)?
MAGE 111 | 73,16 £ 6,64 (33)°

P < 0,0001

194,53 £ 9,75 (22)2

211,46 + 3,67 (33)°

P=10,05

0,02 + 0,008

0,02 + 0,002

P=10,32

Los resultados se expresan como el valor de la media £ DE de UA (unidades arbitrarias) de

fluorescencia para los niveles intracelulares de EROs y GSH; y como media + DE de nmol

MDA/cigoto para la peroxidacién lipidica. n: nimero de embriones evaluados. @) Los

valores con superindices diferentes dentro de cada columna difieren (P < 0,05).

Figura 3.4. Niveles de glutation (GSH) y especies reactivas de oxigeno (EROs) en

embriones bovinos después del CIV suplementado con 2,5 uM de AAL durante la mayor
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activacion del genoma embrionario (MAGE) utilizando ovocitos derivados de matadero. Ay
B corresponden a los niveles intracelulares de GSH y EROs en el grupo Control,
respectivamente. C y D corresponden a los niveles intracelulares de GSH y EROs en el
grupo tratado con AAL, respectivamente. Los embriones se encuentran en el dia 4 post FIV,

con mas de 16 células.

3.4.2. Experimento 5: Efecto antioxidante de 2,5 yM AAL sobre el desarrollo y
la calidad embrionaria bovina cuando se suplementa durante la etapa de
mAGE y MAGE, utilizando ovocitos derivados de OPU.

Se utilizaron los mismos parametros que en el experimento 4 para evaluar la
produccion y calidad de embriones. No hubo diferencias significativas en las tasas
de clivaje (embriones de 2-4 células P = 0,37; embriones >4 células P = 0,14) entre
los tratamientos (Tabla 3.4). La tasa de desarrollo embrionario no mostrd
diferencias significativas entre el tratamiento con AAL durante mAGE y el grupo C
(P = 0,24; Tabla 3.4). Sin embargo, la adicién de AAL durante MAGE aumento la
tasa total de formacion de blastocistos en B8 (P = 0,04; Tabla 3.4). Cuando se
evalud la calidad del embrién, la suplementacion con AAL durante mAGE no
modificé el nimero de células del blastocisto en B7 y B8 (P = 0,34; Tabla 3.5). Por
otro lado, la suplementacion de AAL durante MAGE tendié a aumentar el nUmero
total de células en el blastocisto B7 (P = 0,09).

Para medir la peroxidacion lipidica en el medio de ClV, se utilizd el ensayo TBARS.
No se observaron diferencias significativas entre el AAL y el grupo C durante el
mAGE (P = 0,33). Ademas, durante la etapa de MAGE no hubo diferencias

significativas entre el tratamiento con AAL y el C (P = 0,39) (Tabla 3.5).

Tabla 3.4: Efecto de 2,5 uM de acido alfa lipoico (AAL) suplementado en mAGE y MAGE,
durante el CIV sobre la tasa de desarrollo del embrién bovino utilizando ovocitos obtenidos

por OPU.
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Clivados

) Clivados >4 células B7 B8
Tratamiento Ca():s 2-4 celulas
n n n
) ) ) ")
c 159 49,06 + 0,03 17,30 + 0,02 16,77 + 0,02 23,60+ 0,03
(78) (@732 (26) (37
P=0,37 P=0,14 P=0,24 P=0,21
AGE 171 47,39+ 0,03 2196 +0,03 19,65+ 0,03 27,16 + 0,03
m
(81)° @77 (33)° (46)2
c 10 42,85+ 0,04 16,96 + 0,03 22,321+0,03 25,00 + 0,04
(47)? (18)2 (24)° 27y
P=0,43 P=0,23 P=0,31 P=0,04
43,96 £ 0,04 20,68 + 0,03 25,00+ 0,04 35,34 £ 0,04
MAGE 114
(50) (23 (28)° (40)°

Los resultados del desarrollo embrionario se expresan como porcentaje de la media £ DE

(n) en relaciéon con los COCs madurados. COCs: complejo ovocito-cumulus; C: Control (0

UM de AAL); mAGE: activacion menor del genoma embrionario (2,5 uM AAL, 24-48 h

posteriores a la FIV); MAGE: activacion mayor del genoma embrionario (2,5 uM AAL, 48-96

h posteriores a la FIV); B7: blastocistos totales al dia 7 de CIV; B8: blastocistos totales al

dia 8 de CIV. @ |os valores con diferentes superindices dentro de cada columna difieren

(P <0,05).

Tabla 3.5: Efecto de la suplementacion de 2,5 uM de AAL durante la ventana de mAGE y

MAGE en el CIV de embriones bovinos, utilizando ovocitos obtenidos a partir de OPU sobre

el numero total de células de blastocistos y la peroxidacion lipidica en el medio de CIV al

final del tratamiento.
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Numero total de células
Tratamiento Peroxidacion lipidica
B7 B8
() (n)
65,38 + 3,66 71,81 +6,36
! ! ’ ! a
C 21y (11)2 0,09 £ 0,04
P= 034 P=0,34 P=0,33
67,82 +4,99 77,33+4,94
! ! ’ ! a
mAGE (17)° (15)2 0,07 £0,03
c 66,75 +2 63 72,79 +6,02 0.03 + 0002
(20)° (5)° oD
P=0,09 P=0,40 P=10,39
MAGE 75,00 £ 5,61 75,81 + 10,39 0.03 + 0002
(17) (11)2 el

C: Control (0 uM de AAL); mAGE: activacion menor del genoma embrionario (2,5 pM de
AAL, 24-48 h posteriores a la FIV); MAGE: activacién mayor del genoma embrionario (2,5
UM de AAL, 48-96 h posteriores a la FIV). Los resultados del numero total de células de
blastocistos al dia 7 (B7) y al dia 8 (B8) de CIV se evaluaron con la tincién de Hoechst
33342, y se expresaron como media £ DE (n). n: numero de blastocistos analizados.
Resultados de la peroxidacion lipidica expresados como la media + DE de nmol MDA/cigoto.
(@b) | os valores con superindices diferentes dentro de cada columna difieren (P < 0,05). *

indica una tendencia.

3.5. Conclusién
En conclusion, estos experimentos demostraron que la suplementacion con AAL en
el medio de CIV durante la fase de MAGE podria ser una posible estrategia para

mejorar la calidad embrionaria de los ovocitos derivados de OPU.
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4. Discusion final

En el presente trabajo, se evaluaron los efectos de la suplementacién con Acido
Alfa Lipoico (AAL) en el medio de cultivo in vitro (CIV) sobre el desarrollo y la calidad del
blastocisto bovino. Se estudiaron distintas concentraciones de AAL suplementadas bajo
diferentes condiciones de CIV. Los ovocitos empleados tuvieron diferente origen
dependiendo del objetivo: por un lado, provinieron de ovarios de matadero, y por otro
fueron obtenidos por aspiracion folicular guiada por ecografia (OPU). Todos estos

estudios estuvieron divididos en 5 experimentos.

En el Capitulo 1, se evaluaron los efectos de la suplementacion con AAL en el medio
CIV sobre el desarrollo y la calidad del blastocisto bovino cultivado bajo una atmdésfera
de 20 % (Experimento 1) o 7 % (Experimento 2) de O,. Estudios previos han evaluado
el efecto de AAL en el medio CIV de embriones murinos dilucidando mejoras (Yoon et
al., 2011; Silva et al., 2015; Mokhtari et al., 2020). Otras investigaciones se han realizado
suplementando con AAL durante la maduracion ovocitaria. Por ejemplo, en cabras,
Zhang et al. (2013) informaron que la suplementacién del medio MIV con 25 uM de AAL
resultdé en un aumento de la maduracion de los ovocitos, la tasa de blastocistos, la tasa
de eclosion y una reduccién de blastomeras apoptéticas. Talebi et al. (2012)
demostraron que la suplementacion con 100 uM de AAL en cultivo de foliculos
preantrales aislados de ovario de ratdon condujo a mejoras en las tasas de desarrollo de
los foliculos, la maduracién de los ovocitos y el desarrollo embrionario. En bovinos,
Hassan et al. (2017) informaron que la suplementacion del medio MIV con 10 uM de
AAL incrementd las tasas de maduracion nuclear, de desarrollo embrionario y aumenté
el numero total de células de los blastocistos. Otros autores demostraron que la
suplementacion de diferentes antioxidantes en la etapa de MIV disminuye el estrés
oxidativo en ovocitos bovinos, reduciendo los niveles de EROs, aumentando los niveles
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de GSH y mejorando el desarrollo hasta el estadio de blastocisto dependiendo del tipo
de antioxidante utilizado (Sovernigo et al., 2017). Por el contrario, en el Experimento 1,
la suplementacion con 25 uM de AAL resulté en una disminucién en el desarrollo del
embridn, y la suplementacion con 100 yM de AAL resulté en una menor tasa tanto de
desarrollo como de eclosién. Una posible explicacion de los efectos negativos del AAL
en el presente estudio podria deberse a las diferencias en el disefio experimental debido
a que se utilizé AAL en el medio de CIV y el periodo del tratamiento fue de 7 dias. Otra
explicacién podria estar relacionada con el efecto prooxidante del AAL. Es ampliamente
reconocido que después de que el AAL se transporta a la célula, se reduce a ADHL en
las mitocondrias (Cakatay U., 2006). Esta molécula no solo tiene propiedades
antioxidantes, sino que también induce efectos prooxidantes en determinadas
circunstancias, siendo los efectos un equilibrio entre las propiedades prooxidantes y
antioxidantes del ADHL en todas las células animales (Cakatay U., 2006). Scott et al.
(1994) informaron que el ADHL acelera la peroxidacion lipidica y funciona para generar
radicales OH". Si bien ha habido un numero limitado de estudios en los que se evaluaron
los efectos prooxidantes del AAL (Dicter et al., 2002; Morkunaite-Haimi et al., 2003;
Cakatay et al., 2005), el potencial prooxidante del AAL y el ADHL no ha sido bien
caracterizado. Algunos investigadores propusieron que la actividad antioxidante de AAL
disminuia a altas concentraciones, ya que un aumento de aditivos antioxidantes destruia
las mitocondrias de los espermatozoides de cerdos adultos (Shen et al., 2016; Hu et al.,
2013). Por esta razdn, sugerimos que las concentraciones evaluadas podrian haber

generado efectos prooxidantes en nuestro modelo.

Se ha informado que el AAL tiene funciones en el reciclaje de GSH intracelular
(Packer et al., 1996; Attia et al., 2020). En consecuencia, en el presente estudio
(Experimento 1) se evalud el estado antioxidante de los embriones después de los
tratamientos con AAL. Se sabe que en los embriones bovinos existe un aumento de

GSH durante la MIV con concentraciones que se mantienen durante el proceso de
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fecundacion y siguen presentes en el inicio del desarrollo embrionario temprano (de
Matos & Furnus, 2000). En nuestro Experimento 1, las concentraciones de GSH fueron
menores en los blastocistos al dia 8 de cultivo (B8) cuando se suplemento el medio CIV
con 5 uyM de AAL. En cambio, Truong et al. (2016) informaron que hubo mayores
concentraciones de GSH en embriones de una célula de raton cultivados con 5 uM de
AAL combinado con otros antioxidantes y 20 % de O.. Es importante considerar que,
ademas de ser especies diferentes, en el presente estudio las concentraciones de GSH
se evaluaron el dia 8 del periodo de CIV, a diferencia de los embriones de ratén que
fueron evaluados al dia 1. Se sabe que los niveles de GSH en los embriones de raton
disminuyen a medida que avanza el desarrollo preimplantacional (Gardiner & Reed,
1995). Esta disminucion podria ocurrir debido a la oxidacion de GSH a GSSG como
resultado de las acciones de la enzima glutatién peroxidasa (Gardiner & Reed, 1994).
Ademas, en la mayoria de las células, no hay transporte de GSH a través de las
membranas plasmaticas desde el exterior de la célula, el GSH se cataboliza en la
membrana celular, y los aminoacidos que lo componen pueden ingresar para que asi el
GSH sea sintetizado nuevamente dentro de la célula (Reed D., 1994). En bovinos, no
se conoce exactamente el momento en el que el embrién sintetiza y/o utiliza GSH del
medio, pero podriamos sugerir que una disminucion de GSH hallada en B8 podria estar
indicando un mayor consumo metabdlico del embrién. Ademas, en el Experimento 1, los
grupos experimentales tratados con 5 uyM de AAL presentaron un aumento de la
concentracién de proteina, por lo cual podemos hipotetizar que la disminuciéon de GSH
observada sea debido a que el GSH participé en el metabolismo de la cisteina para la
sintesis de proteina embrionaria (Gardiner & Reed, 1995). Se conoce que el tamafo del
embrion y el contenido de proteina no aumenta en embriones de bovinos de dos células.
Sin embargo, hay aumentos en los valores de estas variables en la etapa de morula,
con un aumento adicional en la etapa de blastocisto expandido (Grealy et al., 1996).
Considerando que el contenido de proteina es una variable importante para la
evaluacion del crecimiento y viabilidad del embrién (Grealy et al., 1996), el aumento en
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la concentracidn de proteina podria ser un indicador confiable de la calidad embrionaria.
Mas aun, en humanos, se analiza el contenido de proteinas como parametro de calidad

embrionaria (Freour & Vassena, 2017).

Si comparamos nuestro trabajo con otros autores que estudiaron el efecto de AAL
en el CIV, hay poca informacién al respecto, especialmente cuando se utilizan distintas
condiciones de cultivo. Truong et al. (2016) informaron que no hubo diferencias en las
proporciones de ovocitos pronucleares que se desarrollaron hasta la etapa de
blastocisto expandido el dia 5 de cultivo en SOFm con aa y en albumina suplementada
con 5 uyM de AAL combinado con otros dos antioxidantes (N- acetil carnitina y N-acetil
cisteina) con un 5 % de Oz en la atmoésfera de cultivo. En concordancia,
independientemente de las condiciones de cultivo (medio completo con SFB y aa (+/+),
medio sin SFB y con aa (-/+), y medio sin SFB ni aa (-/-)), en el Experimento 2 no hubo
diferencias en los porcentajes de embriones que experimentaron clivaje y se
desarrollaron hasta la etapa de blastocisto cuando se agregé AAL al medio de CIV. En
el grupo de tratamiento A7,5 +/+ hubo un menor porcentaje de embriones que
eclosionaron, lo que indica nuevamente un efecto negativo de AAL a mayores

concentraciones.

Uno de los enfoques para evaluar la calidad del embrion in vitro es la
cuantificacion del numero total de células (Tetzner et al., 2011; Lagalla et al., 2015). El
numero total de células fue evaluado en el Experimento 2, y dio como resultado un
aumento significativo en los blastocistos del grupo A2,5 +/+. En concordancia, Truong et
al. (2016) informaron un aumento en el nimero total de células de blastocistos de ratdon
cultivados con 5 yM de AAL durante 5 dias. Sin embargo, notamos que A2,5 en el medio
no tenia efecto en el numero total de blastomeras cuando faltaba SFB o aa. La falta de
diferencias en el presente estudio, cuando se utilizé6 un medio completo y un medio sin
SFB, podria deberse a que las evaluaciones se realizaron solo en el dia 8 del periodo

de cultivo del embriéon. En varios informes se ha sugerido que el numero de células de
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los embriones producidos in vitro se ve afectado, no solo por la etapa de desarrollo, sino
también por el tiempo de cultivo (Stojkovic et al., 1998; Mori et al., 2002). Ademas,
Lonergan et al. (1998) demostré que la inclusion de SFB en el medio acelera el
desarrollo embrionario debido a que aporta factores de crecimiento y hormonas;
proteinas de unién, aminoacidos, lipidos y micronutrientes que favorecen el
metabolismo celular y el crecimiento embrionario. Por tal motivo, una posibilidad que no
debe descartarse es que el efecto del AAL en el nimero total de células de los
blastocistos podria estar enmascarado por la ausencia de SFB. En condiciones de
cultivo sin SFB, es probable que el embrién no disponga del entorno metabdlico
adecuado para responder al efecto de AAL. Cuando el medio de cultivo también fue
desprovisto de aa y suplementado con 2,5 uM de AAL, tampoco hubo un mayor nimero
de células de blastocistos. El AAL interactua con la cistina, reduciendo esta molécula a
cisteina (Han et al., 1997). La cistina es uno de los MEM-NEAA que se afiaden
habitualmente al medio SOF. En el presente estudio, el medio no contenia ni MEM-
NEAA ni MEM-EAA, lo que probablemente explique por qué la suplementacion del

medio con AAL no afectd al nimero de células embrionarias en el medio sin aa.

El porcentaje de apoptosis celular de los embriones se utiliza para analizar la
calidad embrionaria (Makarevich et al., 2008; Paschoal et al., 2017). El proceso de
apoptosis esta caracterizado por la fragmentacion nuclear y citoplasmatica, con
condensacion de la cromatina y pérdida de la membrana celular (Hardy K., 1997). En
bovinos, la adicion de polifenoles del té verde en la MIV y el CIV dio como resultado una
disminucion del indice de apoptosis en blastocistos (Wang et al.,, 2013). En el
Experimento 2, no hubo diferencias significativas entre tratamientos en la tasa de
apoptosis cuando se utilizé el medio de CIV completo, pudiendo esto adjudicarse a la
baja concentracion de O utilizada. Se sabe que los embriones in vivo, comparado con
los embriones in vitro, tienen menores tasas de apoptosis. Una de las razones mas

importantes para esta diferencia es que una baja concentracién de O previene la
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formacion de EROs y, como ya se ha expuesto a lo largo del presente trabajo, las EROs
cumplen un rol esencial en el proceso de apoptosis. Adicionalmente, embriones bovinos
(Pomar et al.,, 2005) y de ratones (Moussa et al., 2004) cultivados en altas
concentraciones de O, tienen bajas tasas de desarrollo y altas tasas de apoptosis (Ock
et al., 2007). Por otro lado, hubo diferencias en la tasa de apoptosis cuando se utilizé el
medio con aa y sin SFB, existiendo un mayor numero de blastomeras apoptéticas
cuando aumento la concentracion de AAL. Como suplemento proteico, el SFB ha llevado
a mejoras en la produccion de embriones y la calidad de los blastocistos en el ganado
(Lonergan et al., 1998; Tetzner et al., 2011). Sugerimos que cuando no hubo
suplementacién con SFB, podria haber disminuido la calidad embrionaria con una mayor
sensibilidad a concentraciones relativamente altas de AAL. Ademas, como ya se ha
mencionado, se sabe que el AAL podria tener un efecto prooxidante cuando existen
ciertas condiciones de cultivo (Moini et al., 2002). Multiples factores pueden inducir
estrés oxidativo y afectar potencialmente la calidad de los ovocitos maduros y, en
consecuencia, las tasas de desarrollo embrionario (Ferré et al., 2019). Los resultados
de experimentos de otros autores en desarrollo embrionario in vitro en los que hubo
diferentes concentraciones de Oz (5 % y 20 %) son inconsistentes (Takahashi et al.,
2000; Khurana & Niemann, 2000; Yuan et al., 2003; Correa et al., 2008). Sin embargo,
el ambiente y los procedimientos en los que se cultivan los embriones y gametas
resultan en una mayor produccién de EROs, afectando la morfologia y funcionalidad de
las blastomeras, e incluso causando cambios en el grado de expresién génica y
trastornos epigenéticos (Blanco et al., 2012; Urrego et al., 2014). En consecuencia, el
uso de compuestos con propiedades antioxidantes y metabdlicas en el medio de CIV

podria ser una buena estrategia para mejorar la calidad de los embriones.

El desarrollo embrionario preimplantacional se puede dividir en dos fases
principales en funciéon de su actividad metabdlica, y es coincidente con la transicion

materno-embrionaria. La razon detras de dicha reorganizacién es el requisito de la
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reprogramacion epigenética del ADN-cromatina, que requiere un periodo de calma
transcripcional para garantizar una seleccion adecuada de los genes que se van a
transcribir (Baroux et al., 2008). La primera fase corresponde al periodo controlado por
los ARNm y las proteinas acumuladas en el ovocito durante su periodo de desarrollo, y
es caracterizado por una baja actividad metabdlica, y la segunda es el periodo posterior
a la activacion del genoma embrionario (AGE), que muestra un aumento dramatico en
el metabolismo concomitantemente con la formaciéon y expansion de la cavidad del
blastocele (Rabaglino et al., 2023). Los primeros experimentos en la década de los
noventa demostraron que en bovinos la transcripcidén se activa entre el estadio de 8 a
16 células (Barnes & First, 1991). Posteriormente, se sugirié una activacion embrionaria
anterior, la cual se denominé “menor” (Memili & First, 1999) basandose en la aparicion
de nuevas proteinas durante el estadio de 2 a 4 células, y en donde los embriones ya
no dependen de los transcriptos maternos y comienzan a depender de los ARNm
sintetizados por la activaciéon de su propio genoma (De Sousa et al., 1998b). Se habla
entonces de una menor activacion del genoma embrionario (MAGE), de 2 a 8 células,
donde los cigotos y los embriones tempranos son transcripcional y traduccionalmente
activos; y una mayor activaciéon del genoma embrionario (MAGE), de 8 a 16 células, que
implica la degradacién gradual del ARNm materno, la organizacién ultraestructural del
nucleolo, y cambios en la sintesis de proteinas (Laurincik et al., 2000; Frei et al., 1989;
Sirard M., 2008). La transicion de la gestion del ARNm materno a embrionario es un
evento progresivo durante el cual los ARN maternos se agotan por la traduccion y la
degradacioén, y el ARN embrionario aumenta gradualmente con la llegada de nuevo ARN
ribosdmico (Sirard M., 2011). Este cambio en la actividad metabdlica del embrion
también esta asociado con el paso del embrién del oviducto al utero (Donnay et al.,
1999). La comprensién de estos mecanismos ha sido clave para el éxito de la
produccion de embriones a través de la PIV, atribuida en parte a la creacion de medios
de cultivo basados en los requisitos metabdlicos del embridn y la composicién de los
fluidos oviductal y uterino (Simintiras et al., 2017; de Souza et al., 2015). En ratones, la
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presencia de antioxidantes en la FIV y durante todo el CIV aumenta la velocidad del
desarrollo embrionario y el numero de células por blastocisto, junto con una reduccién
en los niveles de H-O; (Truong & Gardner, 2017). Ademas, se ha demostrado en bovinos
que la suplementacion de cuatro antioxidantes (cisteina, cisteamina, catalasa y [3-
mercaptoetanol) durante 7 dias de cultivo en baja tension de O, afecto las frecuencias
de aparicion de blastocistos (de Souza Rocha-Frigoni et al.,, 2015). Por lo tanto, la
administracion de antioxidantes en momentos especificos del CIV puede
proporcionarnos informacion valiosa sobre las necesidades del embrién en desarrollo.
En el Capitulo 2 (Experimento 3), se estudio el efecto de la suplementacion con 2,5 yM
de AAL al inicio del CIV (primeras 24 h correspondientes a la mAGE) sobre los niveles
intracelulares de EROs vy la viabilidad de los cigotos y embriones clivados en dia 2.
Ademas, se evalud el desarrollo embrionario temprano, la calidad del blastocisto y la
criotolerancia posterior a la vitrificacion. Los resultados indicaron que la inclusion de AAL
no alteré la viabilidad y los niveles de EROs luego de 3 h de tratamiento en cigotos, ni
tampoco en embriones clivados con un tratamiento de 24 h. Esto indicaria que a pesar
de que el efecto del AAL no se evidencio rapidamente, fue clave para el desarrollo
embrionario teniendo en cuenta el resto de los resultados obtenidos. Con respecto a la
evaluacion de la cinética de desarrollo, observamos que no hubo diferencias en las tasas
de clivaje de embriones de 2 a 4 células. De manera consistente con nuestros
resultados, otros estudios han reportado que la suplementacion con distintos
antioxidantes, como L-carnitina, cisteina, N-acetil-L-cisteina y catalasa, en medios de
cultivo no generan diferencias en la tasa de clivaje (Carrillo-Gonzalez et al., 2020; Ali et
al., 2003). Por otra parte, se demostrdé que la presencia de AAL aumenté la tasa de
blastocistos totales y el numero de embriones que aparecieron en el dia 7 de cultivo.
Previamente, indicamos que el porcentaje de blastocistos no se modifica después de un
tratamiento prolongado (7 dias) con 2,5 yM AAL en el CIV. En concordancia con nuestros
resultados, Mokhtari et al., (2020) encontraron en ratones, que las tasas de clivaje,
compactacién de la moérula y blastocisto, no se modificaron con el agregado de 1y 10
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MM AAL al medio de CIV durante 5 dias. Esto coincide con el hecho de que el embrion
de mamifero preimplantacional es mas sensible a su entorno durante las primeras
etapas de division (Gardner & Lane, 2005; Wale & Gardner, 2016). Por lo tanto, la
suplementacion con antioxidantes durante esa etapa puede ser beneficiosa. Durante el
desarrollo del embrién posterior a la fecundacion, ocurren eventos criticos regulados por
una expresion armonizada de genes en condiciones 6ptimas de cultivo (Niemann &
Wrenzycki, 2000). Por lo tanto, el momento del "bloqueo del desarrollo" indica que las
condiciones de cultivo impactan directamente sobre la transcripcion embrionaria. Este
proceso puede atenuarse reduciendo la glucosa en el medio de cultivo. En etapas
tempranas de desarrollo, el embrién no utiliza la glucosa ya que la enzima
fosfofructoquinasa no esta activa (Gardner 1998). Por lo tanto, la poca glucosa utilizada
se metabolizaria a través de la via de las pentosas fosfato. Esta via produce entre otras
cosas GSH, que protege al embrién contra la peroxidacion (Rieger 1992). Como
mencionamos previamente, se ha informado que el AAL participa en el reciclaje
intracelular de GSH (Attia et al., 2020) por lo que la suplementacion de AAL durante las
primeras 24 h de la CIV podria participar en este proceso. Una mayor concentracion de
GSH protege a las blastomeras del estrés oxidativo, especialmente durante el cambio
de actividad transcripcional del genoma materno al genoma embrionario (Lee et al.,
2014; Tadros & Lipshitz, 2009). Nuestros resultados mostraron que el AAL mejoro la
calidad del blastocisto bovino ya que el numero total de células, el numero de
blastocistos de Grado 1 de calidad y la tasa de eclosién fue mayor con el agregado de
AAL. Ademas, el numero total de células por blastocisto cultivado con 2,5 uM de AAL
durante 24 h fue mayor que cuando el tratamiento se mantuvo durante todo el cultivo.
De la misma manera, Truong et al. (2016) informaron un aumento mayor en el nUmero
total de células de blastocistos en embriones de ratdn suplementados solo en el periodo
de precompactacion con respecto a aquellos cultivados durante 5 dias con 5 yM de AAL

combinado con acetil-L-carnitina y N-acetil-L-cisteina.
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Otro parametro de calidad embrionaria es el evento de eclosién. Las condiciones
de un cultivo in vitro son subdptimas con respecto a la misma situacién in vivo, y un
hatching exitoso refleja un desarrollo embrionario adecuado, mientras que uno retrasado
o0 anémalo puede indicar problemas en las condiciones de cultivo, o en el embriéon (Ma
et al., 2024). Nuestro estudio demostrd que la suplementacion con AAL mejora la tasa

de eclosion in vitro en las condiciones ensayadas (Experimento 3).

La congelacion lenta y la vitrificacidon se utilizan normalmente para criopreservar
embriones bovinos (Asgari et al., 2012). La tolerancia a la criopreservacién se utiliza
rutinariamente como un parametro de calidad embrionaria. Diversos estudios han
demostrado que la suplementacion con antioxidantes ha sido eficaz para mejorar el
estrés oxidativo generado durante la criopreservacion de embriones de mamiferos
(Lane et al., 2002; Gaviria et al., 2019; Truong & Gardner 2020). En este contexto,
diferentes autores han utilizado el AAL como una estrategia de criopreservacion en
espermatozoides, ovocitos y embriones. Se demostrd que, en cerdos adultos, la adicion
de AAL al diluyente espermatico resultdé en un mayor porcentaje de espermatozoides
moviles post descongelacién, y una mejora en la integridad acrosémica y la actividad
mitocondrial, asi como también en las actividades de las enzimas antioxidantes
endoégenas como superédxido dismutasa, lactato deshidrogenasa, transaminasa
glutamicoxaloacética y catalasa (Shen et al., 2016). Mas aun, espermatozoides de
bufalo tratados con AAL durante la criopreservacion revelaron una mayor supervivencia
espermatica (Fayyaz et al., 2017). En ratén, los foliculos preantrales criopreservados
con AAL también mostraron mayores tasas de supervivencia, formaciéon del antro y
ovocitos en metafase Il (Hatami et al., 2014). Por otro lado, la combinacion de AAL con
acetil-L-carnitina y N-acetil-L-cisteina suplementados tanto en la solucién de vitrificacion
como en la de calentamiento condujo a un aumento significativo del nimero de células
de la masa celular interna, y un aumento del area de crecimiento embrionario en ratones,

que se correlaciono6 con el aumento del peso fetal, la longitud cefalocaudal y el desarrollo
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de las extremidades después de la transferencia (Truong & Gardner 2020). En nuestros
resultados, el numero de blastocistos vitrificados Grado 1 fue mayor en el grupo tratado
con AAL con respecto al Control (C), y el nivel de EROs fue menor en los blastocistos
calentados con suplementacion de AAL en el mAGE. Recientemente, dos Anjos et al.
(2025) evaluaron la administracion de 25 yM AAL tanto en MIV como en CIV de
embriones bovinos, registrando una disminucion del estrés oxidativo en embriones
Grado 2 de calidad, y un aumento en la eclosién luego de 12 h en embriones Grado 1
al dia 7 y embriones Grado 2 al dia 8 de cultivo posteriores al calentamiento en el
proceso de vitrificacion. En nuestro estudio, se observo que la tasa de eclosidon después
de la vitrificacion no mejoré en el grupo AAL, y se registré una diferencia en el grupo C
alas48 hyalas 72 h. Una posible explicacion es la diferencia en el disefio experimental
con respecto a Anjos et al. (2025) y que, si bien los embriones C tuvieron la capacidad
de eclosionar, lo hicieron con una cinética mas lenta de eclosion y en presencia de
mayores niveles de EROs. Esto sugiere que la capacidad de eclosion por si sola no
define una mayor calidad embrionaria, y no garantiza un mayor éxito en una posible
transferencia a hembras receptoras. Recientemente, Truong y Gardner (2020)
sugirieron que los antioxidantes deberian estar presentes durante todas las etapas del
proceso de criopreservacion para reducir efectivamente el estrés oxidativo. Segun estos
autores, la exposicién breve no seria suficiente para proteger a las células frente a las
lesiones generadas por la vitrificacién, destacando asi la importancia de una

suplementacion continua y estratégica.

En el Capitulo 3 (Experimento 4 y 5) se evalud la adicion de AAL en el CIV
durante las dos fases de AGE, como una posible estrategia para mejorar el CIV de
embriones bovinos, principalmente aquellos producidos a partir de ovocitos recuperados
por OPU. En base a esto, nuestra investigacion se centré en evaluar el impacto tanto de
la fase especifica de AGE como del momento de la suplementacién con AAL. Los datos

sobre el tratamiento con AAL durante la mAGE en ovocitos derivados del matadero
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fueron discutidos previamente al mencionar el Capitulo 2. El Experimento 4 se centrd
en evaluar el efecto antioxidante del AAL durante la MAGE utilizando ovocitos
provenientes de matadero. Los resultados demostraron que la adicion de AAL a los
medios de CIV durante MAGE aumenté el numero total de células en blastocistos de
dia 7 de cultivo, redujo los niveles de EROs intracelulares, y aumenté los niveles de
GSH en los embriones al dia 4 de cultivo cuando se utilizaron ovocitos de matadero.
Cuando la PIV se realizdé con ovocitos provenientes de OPU, y se suplemento AAL en
ambas fases de AGE (Experimento 5), la adicién de AAL en la fase de mAGE no produjo
diferencias con respecto al C. En cambio, cuando AAL se agrego en la fase de MAGE,
se registré un aumento de la tasa de blastocistos y una tendencia a aumentar el nimero
de células del blastocisto en el dia 7 de cultivo. Rizos et al. (2017), demostraron que el
periodo alrededor del momento de AGE es critico para la calidad del embridn. Este
evento esta sujeto a influencias ambientales que posteriormente afectan la calidad del
embridn bovino en desarrollo, con consecuencias potencialmente graves en la viabilidad
fetal, prenatal y postnatal (Niemann & Wrenzycki, 2000). Gad et al. (2012) estudiaron la
influencia de las condiciones de cultivo (in vivo o in vitro) antes y durante la AGE, y
demostraron que el desarrollo embrionario fue similar independientemente del entorno
de cultivo; sin embargo, el transcriptoma de los blastocistos se vio claramente
influenciado por dichas condiciones. Ademas, estudios previos han demostrado que,
mientras que el origen in vivo o in vitro de los ovocitos es el principal factor que determina
la tasa de desarrollo embrionario, se sabe que el entorno de cultivo posterior a la
fecundacion es el factor mas importante que determina la calidad de los embriones
resultantes (Rizos et al., 2002). En esta investigacion, el resultado sobre el desarrollo
embrionario con el agregado de AAL durante las fases AGE en ovocitos derivados de
matadero es diferente al obtenido a partir de ovocitos derivados de OPU. Esto puede
deberse como mencionamos previamente al origen de los ovocitos. Karadjole et al.
(2010) demostraron que utilizando la misma seleccién morfolégica para ovocitos
derivados de matadero y OPU, la tasa de blastocistos aumenté con los ovocitos
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derivados de OPU. En este trabajo, los ovocitos provenientes de matadero fueron
seleccionados, eligiéndose para la PIV aquellos Grado 1 y 2. En el caso de los ovocitos
derivados de OPU, no se realiz6 tal seleccién, y se utilizaron todos los ovocitos a
excepcion de los atrésicos. Aun en condiciones subdptimas de calidad del ovocito,
proveniente de OPU, se registré un efecto benéfico de la administracién de AAL,
evidenciado en un aumento de la tasa de blastocistos y el numero total de células. En
la fase MAGE, el momento de la suplementacion con AAL podria ser mas beneficioso
para ovocitos de menor calidad como los que obtenemos en OPU. De acuerdo con esto,
Merton et al., (2013) observaron un efecto relativamente mayor en el desarrollo del
embrién cuando se complementd con cisteamina en la MIV en los COCs derivados de

OPU en comparacién con los de matadero.

Como mencionamos previamente, el numero de células embrionarias es un
parametro correlacionado con el desarrollo y la calidad del embrion. La calidad del
embridon se reconoce como un factor clave que influye en las tasas de prefiez. Aunque
la etapa de desarrollo del embrién no afecta directamente las tasas de prefiez, los
embriones de mayor calidad estan vinculados a tasas mas bajas de pérdida embrionaria
debido a su potencial superior de desarrollo (Erdem et al., 2020). La suplementacion
con AAL en los medios de CIV aument6é el numero total de células de blastocisto
obtenidos a partir de ovocitos derivados de matadero, y tendié a aumentar el nimero
total de células en blastocistos en ovocitos derivados de OPU. Esta tasa de incremento
fue similar a la observada con otros antioxidantes como la vitamina C (Hu et al., 2012),
crocetina (Dos Santos et al., 2019) y nobiletina (Canén-Beltran et al., 2021), sugiriendo
que el AAL podria estimular directamente el ciclo celular durante la AGE y mejorar la
calidad del embrién. Ademas, el efecto beneficioso del AAL sobre el desarrollo y la
calidad del embrion ha sido observado por nosotros y otros autores (Hassan et al., 2017;

Truong & Gardner, 2017).
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Como se ha discutido previamente, la técnica PIV induce la formacion de EROs
en embriones y gametas, afectando la morfologia y la funcionalidad (Urrego et al., 2014).
En particular, cuando el sistema de reparacion dependiente de GSH se dafia, se produce
una produccion excesiva de EROs vy la activacion de la peroxidacion lipidica, lo que
provoca dafios en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica a través de la oxidacion
acelerada de los lipidos de la membrana, lo que finalmente conduce a cambios en la
estructura y funcion celular, afectando la capacidad de desarrollo de los embriones
(Stockwell & Jiang, 2020). Las propiedades antioxidantes del AAL se han demostrado
en PIV (Zhang et al., 2013). Sin embargo, nuestros resultados no mostraron diferencias
cuando se evalué la peroxidacion lipidica; creemos que la cantidad que se pudo medir
con el método utilizado fue muy baja. Por esta razén, se realizaron otras mediciones
(contenido de EROs y GSH). Estos ensayos confirmaron que el mecanismo de accién
del AAL es a través de la reduccion de EROs y el aumento de GSH en los embriones.
En concordancia con lo ya expuesto, el desarrollo in vitro previo a la implantacion en
mamiferos es altamente susceptible al estrés oxidativo, lo que puede provocar un
estancamiento del desarrollo en torno al momento de la AGE (Betts & Madan, 2008).
Las mitocondrias, como reguladores clave de la energia celular, son esenciales para la
division celular, la pluripotencia y la diferenciacién en embriones tempranos (Yildirim &
Seli, 2024). Ademas, las enzimas mitocondriales son vitales para la AGE vy el desarrollo
embrionario en general (Nagaraj et al., 2017). Es probable que esta organela influya en
el desarrollo temprano al modular el equilibrio redox intracelular y los niveles de estrés
oxidativo dentro de las blastdmeras, ya que son cruciales para la regeneracion del
fosfato de dinucleétido de nicotinamida (NADPH), adenina y GSH (Almansa-Ordonez et
al., 2020). Los embriones de mamiferos tienen un bajo metabolismo de la glucosa
durante las primeras etapas del desarrollo, ya que tanto la glucdlisis como la via de las
pentosas fosfato estan suprimidas. Por lo tanto, el ciclo de Krebs mitocondrial es la
principal fuente de equivalentes reductores en el citosol, de modo que cualquier cambio
en la funcidon mitocondrial en el embrién se reflejara en cambios en el estado redox
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intracelular (Dumollard et al., 2009). Por lo tanto, al verse alterada la funcién
mitocondrial, se perjudica el desarrollo temprano (Dumollard et al., 2009). Se han
observado niveles elevados de EROs durante la AGE en embriones bovinos (Betts &
Madan, 2008). En particular, la elevacion transitoria de EROs sigue a un agotamiento
inicial de GSH, lo que indica que el aumento del estrés oxidativo puede ser resultado
del agotamiento de las defensas antioxidantes del embrién (Luberda Z, 2005). Esta bien
establecido que la produccién de energia en embriones tempranos esta respaldada por
los nutrientes presentes en el medio de cultivo (Dumollard et al., 2007), y décadas de
investigacion sobre cultivos in vitro han establecido que los requerimientos de nutrientes
del embrién temprano cambian durante el desarrollo preimplantacional (Gardner et al.,
2002; Johnson et al., 2003). Los efectos beneficiosos del AAL en el desarrollo del
blastocisto se pueden atribuir a sus propiedades hidrofébica e hidrofilica, que le permite
atravesar facilmente las membranas celulares e influir directamente en la bioenergética
mitocondrial. El AAL interactia con la subunidad E2 mitocondrial, sirviendo como un
cofactor esencial en la descarboxilacion oxidativa de las a-cetoacidos deshidrogenasas
mitocondriales (Packer et al., 1995). Ademas, el AAL desempefa un papel fundamental
en el reciclaje de GSH intracelular (Attia et al., 2020). Nuestros resultados demostraron
que la suplementacion con AAL aumenta el contenido de GSH y disminuye los niveles
de EROs en los embriones, al mismo tiempo que reduce la apoptosis embrionaria. Por
su parte, un estudio demostré que el AAL aumentd la expresion de GPX4 (el cual codifica
para la enzima glutation peroxidasa 4, que juega un papel crucial en la proteccion celular
contra la peroxidacion lipidica y la muerte celular por estrés oxidativo) en blastocistos
partenogenéticos y ovocitos madurados (He et al., 2021). Diversos autores, han
observado que la sobreexpresion de la familia de genes GPX1 (que codifican para la
enzima glutation peroxidasa 1) tras la suplementacion con antioxidantes en el CIV se
correlaciona con una mejor calidad del embridn bovino (Cajas et al., 2021; Dos Santos
et al.,, 2019). Ademas, otros autores evidenciaron que el aumento de GPX1 va
acompafnado de una regulacién positiva de genes esenciales para la progresion del ciclo

124



celular, como CDK2, que esta involucrado en la AGE (Cafién-Beltran et al., 2021) y se
ha relacionado con una mejor calidad del embridn con el uso de antioxidantes como la
nobiletina durante el CIV en bovinos (Cajas et al., 2021). Un posible mecanismo de
accién del AAL durante la AGE podria darse a través de la modulacién de la expresion
génica por el antioxidante, estimulando directamente el ciclo celular y mejorando la
calidad del embrion. ElI AAL podria mejorar la expresion de la familia de genes GPX y
CDK2 durante la AGE, aumentando asi el numero total de blastdmeras. Ademas, al
elevar el GSH y reducir las EROs, el AAL podria minimizar el dafo al ADN, promoviendo
una divisién celular mas efectiva. Sin embargo, se requieren estudios de expresién
génica para validar estas hipétesis y dilucidar los mecanismos precisos por los cuales
el AAL influye en el desarrollo embrionario. En las ultimas décadas, avances
significativos en la PIV comercial y tecnologias relacionadas, como la OPU, han
aumentado el avance genético al reducir los intervalos generacionales en las industrias
lactea y de la carne vacuna. Sin embargo, una de las principales razones de las bajas
tasas de embriones cuando los ovocitos son derivados de OPU, es la calidad reducida

de los ovocitos y la falta de competencia para el desarrollo (Soares et al., 2020).

A lo largo de la discusién de este trabajo de Tesis Doctoral hemos observado
como los resultados obtenidos refuerzan el papel beneficioso del AAL como aditivo
antioxidante util en distintos puntos criticos de la PIV de embriones bovinos. Las mejoras
evidenciadas en términos de desarrollo embrionario, calidad de blastocistos y tolerancia
a la criopreservacion respaldan la hipétesis de que el AAL actua modulando el ambiente
oxidativo del cultivo, favoreciendo condiciones mas compatibles con el entorno
fisiologico del desarrollo temprano. De este modo, el presente estudio contribuye a
consolidar la evidencia sobre el impacto positivo del AAL en la eficiencia de los sistemas
de PIV, y aporta nuevos datos que podrian ser considerados para el refinamiento de

protocolos reproductivos en bovinos.
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5. Conclusiones

El presente trabajo de investigacion permitié analizar el efecto del acido alfa lipoico
(AAL) en la etapa preimplantacional del desarrollo embrionario de mamiferos,
utilizando como modelo el embrién bovino. A partir de los distintos experimentos

realizados, se obtuvieron los siguientes resultados principales:

i) La suplementacion con AAL en diferentes concentraciones durante los 7
dias de cultivo in vitro (CIV) de ovocitos provenientes de matadero evidencié
que:

e AAL 2,5 uM mejoré el numero total de células en los blastocistos.

e AAL (7,5, 25 y 100 uM AAL) tuvieron efectos perjudiciales sobre el desarrollo
embrionario, observandose una disminucidn de numero de embriones
producidos, menor tasa de eclosion, y una reduccion del nimero total de células.

e La actividad de AAL se vio modulada por las condiciones de cultivo (niveles de

O,, presencia de SFB y aa).

ii) AAL (2,5 uM) suplementado en el mMAGE empleando ovocitos de matadero

resulté en:

e« Una mejora en la tasa de blastocistos y en el nimero total de células (indicador
de calidad embrionaria).

e Un aumento en la tasa de eclosion.

¢ Unadisminucion en los niveles de EROs en blastocistos vitrificados y calentados.

iii) AAL (2,5 uM) suplementado en el MAGE empleando ovocitos de matadero

resulté en:
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¢ Un aumento en el numero total de células en blastocistos.
e Una disminucion en los niveles de EROs intracelulares y un aumento en los

niveles de GSH en los embriones al dia 4 de cultivo.

iv) AAL (2,5 uM) suplementado en el mMAGE empleando ovocitos de OPU:
¢ No mostro diferencias significativas en el desarrollo embrionario con respecto al

control.

v) AAL (2,5 uM) suplementado en el MAGE empleando ovocitos de OPU:
o Aumentd la tasa de blastocistos, con una tendencia a aumentar el numero total

de células por embridn.

Podemos concluir que la administraciéon de AAL durante diferentes periodos de
cultivo genera distintos efectos en el desarrollo embrionario de bovinos, tanto en la
tasa como en la calidad de los embriones obtenidos. Ademas, observamos que el
origen de los ovocitos que se emplean para un protocolo de PIV también influye en
el efecto de AAL. Teniendo en cuenta los datos obtenidos, se sugiere que la
suplementacion con AAL en el medio de CIV durante la fase de MAGE podria dar
resultados promisorios en un protocolo de OPU-PIV, representando no solo un
aporte al conocimiento sino ademas una apuesta por mejorar las biotecnologias
reproductivas.

Por otra parte, cabe destacar que la presente Tesis Doctoral aporta evidencia sélida
sobre el potencial del AAL como agente antioxidante en la biotecnologia
reproductiva y sienta bases para futuras investigaciones orientadas a optimizar las
condiciones de cultivo embrionario, relacionadas con:

o Estudios del efecto antioxidante del AAL en las soluciones de

vitrificacion/calentamiento para embriones.
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Estudios de expresién génica para dilucidar los mecanismos precisos por los
cuales el AAL influye en la calidad embrionaria.

Estudios de la funcionalidad mitocondrial embrionaria en presencia de AAL.
Estudios a campo con transferencia embrionaria, para evaluar las tasas de

prefiez y nacimiento luego del tratamiento con AAL en el protocolo OPU-PIV.

Proceso previoa la

Cod. 4 Céd.5 C€o6d.6 Cod.7 Cod. 8

eclosion
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Anexo |

Listado del equipamiento usado en el desarrollo de este trabajo:

1- Estereomicroscopio binocular (Diaphot, Nikon, Tokio, Japén).

2- Incubadora gaseada (Thermo Scientific).

3. Camara de cultivo a 39 °C con ambiente gaseado con de 5 % (v/v) de CO2y 7 %
(v/v) de O2 en aire humidificado (Modular Incubator Chamber, Bishops-Rothenberg
Inc. USA).

4. Platinas térmicas (Sistel).

5. Campana de flujo laminar (Esco Class Il BSC).

6. Bafo termostatico de agua (Vicking modelo Masson).

7. Camara de Neubauer (Marienfeld Superior Germany).

8. Termo de nitrogeno liquido (MVE Millenium xc 47/11).

9. Ecografo (Mindray Dp 10 Ultrasound Scanner) con transductor micro-convexo
con guia de aspiracion (Watanabe Applied Technology, Brazil).

10. Bomba de vacio (Cook Veterinary Products, Queensland, Australia).

11. Incubadora transportadora (MiniTube).

12. Microscopio de fluorescencia (Olympus BX40).

13. Microscopio optico (Olympus BH-2).

14. Balanza granataria (Mettler Toledo).

15. pHmetro (Mettler Toledo).

16. Vortex (Dragon Lab MX-S).

17. Lector de ELISA EZRead (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido).

18. Lupas Estereoscopicas (Nikon SMZ 800).

19. Microcentrifuga (Thermo Scientific MySpin 12).

20. Pipetas y materiales descartables (Eppendorf, Gibco y Corning).
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Anexo Il

Reactivos utilizados:

CASRN o N° de

Compuesto Origen
catalogo
5,50-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 69-78-3 Sigma Chemical Co.
B-estradiol 50-28-2 Sigma Chemical Co.
Thermo Fisher
Aceite mineral 8042-47-5
Scientific.
Acido Tiobarbiturico (TBA) 504-17-6 Sigma Chemical Co.
Agua ultrapura 7732-18-5 Sigma Chemical Co.
Albumina de suero bovino libre de
9048-46-8 Sigma Chemical Co.

Acidos Grasos (BSA — FAF)

Alpha lipoic acid

1077-28-7-T1395
Peso molecular:

206,33 gr/mol

Solubilidad:

50mg/ml de ETOH

Sigma Chemical Co.

b-Nicotinamida adenina dinucledtido 2°-

2646-71-1 Sigma Chemical Co.
fosfato reducido tetra-sodio sal hidrato
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 144-55-8 Sigma Chemical Co.
Bradford B-6916 Sigma Chemical Co.
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Cloruro de calcio dihidratado

(CaCl2.2H20)

10035-04-8

Sigma Chemical Co.

Cloruro de magnesio hexahidratado

7791-18-6 Sigma Chemical Co.
(MgCI2.6H20)
Cloruro de potasio (KCI) 7447-40-7 Sigma Chemical Co.
Cloruro de sodio (NaCl) 7647-14-5 Sigma Chemical Co.
Dextrosa 50-99-7 Sigma Chemical Co.
Dimetilsulféxido (DMSO) 67-68-5 Sigma Chemical Co.
Estreptomicina 3810-74-0 Sigma Chemical Co.
Etanol (ETOH) 64-17-5 Merck Kga A
Etilenglicol (EG) 107-21-1 Sigma Chemical Co.

Bioniche (Belleville,
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) 9002-68-0
Ontario, Canada)

Fluorescein diacetate (FDA) 596-09-8 Sigma Chemical Co.
Formaldehido 37% 50-00-0 Sigma Chemical Co.
Fosfato de sodio monobasico

10049-21-5 Sigma Chemical Co.
monohidratado (NaH2P0O4.H20)
Fosfato monopotasico (KH2PO4) 7778-77-0 Sigma Chemical Co.
Glutamina 56-85-9 Sigma Chemical Co.
Glutathione reductase H 9001-48-3 Sigma Chemical Co.
Glutation (GSH) 70-18-8 Sigma Chemical Co.
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Heparina 9041-8-1 Sigma Chemical Co.
Heparina sodica BO1AB0O1 M2 Veinfar, Argentina
HEPES (free acid) 7365-45-9 Sigma Chemical Co.
HEPES (salt Na) 75277-39-3 Sigma Chemical Co.
Hipotaurina 300-84-5 Sigma Chemical Co.
Hoechst 33342 R37165 Invitrogen™.
Kanamicina 25389-94-0 Sigma Chemical Co.
L-Glutathione oxidized disodium salt 103239-24-3 Sigma Chemical Co.
Lactato de Sodio 72-17-3 Sigma Chemical Co.
Malondialdehido (MDA) 100683-54-3 Sigma Chemical Co.
MEM-EAA 11130051 Gibco™.
NEAAS 11140050 Gibco™.
Penicilina 69-57-8 Sigma Chemical Co.
Piruvato 113-24-6 Sigma Chemical Co.
RANDOX SD125 Randox Lab.
Rojo de fenol 34487-61-1 Sigma Chemical Co.
Solucion salina tamponada con fosfato Serendipia Lab.,
DC1901
(PBS) Argentina
Suero Fetal Bovino (SFB) 16000-069 Gibco™,
Superoéxido dismutasa (SOD) 9054-89-1 Sigma Chemical Co.
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TCM 199 11554426 Gibco™.

TCM - 199 HEPES 11570596 Gibco™.

Tri- chloroacetic acid (TCA) 76-03-9 Sigma Chemical Co.

TUNEL In Situ Cell death Detection
7791-13-1 Roche Diagnosis
Fluorescein
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Anexo lll

Medios de PIV

Medio de Mantenimiento: HEPES-199 (TCM-199 con 15 mM acido 4-(2-

hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico + 10 % SFB.

Medio de Miv: TCM-199 suplementado con 10 % (v/v) de SFB, 1 ug/ml de FSH,

0,2 mM piruvato de sodio,1 mM glutamina 1 pg/ml de 17 B-estradiol.

Medio de Fiv: medio Fert-TALP (Tyrode con lactato, piruvato y albumina )
suplementado con 2 % (v/v) de aminoacidos esenciales (MEM-EAA), 1 % (v/v)
de aminoacidos no esenciales (MEM-NEAA), 6 mg/ml de albumina libre de
acidos grasos (BSA-FAF), 20 uM de penicilamina, 10 yM de hipotaurina y 10

mg/ml de sulfato de heparina.

Medio de Civ: medio SOF (fluido oviductal sintético; Tervit et al.,, 1972)
suplementado con 1 mM de glutamina, 2 % (v/v) de MEM-EAA, 1 % (v/v) de
MEM-NEAA 'y 8 mg/ml BSA-FAF. La osmolaridad del medio de cultivo completo

fue de 274-276 mOsm/kg.

Medio TL: HEPES-TALP suplementado con 3 mg/ml BSA-FAF.

Procesamiento de semen:

Gradiente de Percoll: El semen se procesé mediante un gradiente de Percoll. El
Percoll es una solucion coloidal isotdnica compuesta por particulas de silica
recubiertas de polivinilpirrolidona diluidas en medio buffer (TALP). La columna
de densidad se prepard a partir de Percoll al 100 %, del cual se obtuvieron las

soluciones al 45% y 90% mediante dilucion en medio HEPES-TALP.

Medios de criopreservacion:
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e Medio de Mantenimiento (MM): TCM 199-HEPES + 20% SFB.

e Medio de Sacarosa (SM): 0,5 M de sacarosa y TCM 199-HEPES.

A partir de estos medios, se prepararon las soluciones de vitrificacion y

calentamiento:

Solucién de Vitrificacion 1 (SV1): 850 ul MM + 7,5 % etilenglicol (EG) + 7,5 %

DMSO.

¢ Solucion de Vitrificacion 2 (SV2): 670 yl MS + 16,5 % EG + 16,5 % DMSO.

e Solucion de Calentamiento 1 (SC1): 800 pl MM + 400 pl MS (0,25 M).

e Solucion de Calentamiento 2 (SC2): 800 pyl MM + 200 pl MS (0,15 M).
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