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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la estacion, sobre la competencia
ovocitaria tras la MIV-FIV a 5% o 20% de O.. En regiones templadas, durante el
verano, el ganado en actividad de pastoreo puede estar expuesto a estrés calérico
agudo, el cual puede afectar la calidad y la competencia de los ovocitos. La tensién
suprafisioldgica de oxigeno (20%), utilizada normalmente durante la maduracion
(MIV) y fecundacion in vitro (FIV) de ovocitos bovinos, puede causar un incremento
en la produccién de especies reactivas de oxigeno, exacerbando la magnitud de los
dafnos experimentados por los ovocitos bovinos bajo altas temperaturas, por lo que
usar bajas tensiones de oxigeno podria ser una alternativa para minimizar los
efectos adversos del estrés calérico sobre la competencia ovocitaria. En el norte de
Uruguay, recolectamos ovarios de vacas de frigorifico durante el verano (diciembre
de 2021 y de enero a marzo de 2022) y el invierno (junio a agosto de 2022) y
calculamos el indice de temperatura y humedad (ITH) durante todo el tiempo del
estudio. Los CCO (complejos cumulus-ovocito) colectados fueron madurados en
TCM 199 (Gibco 11150059), y suplementado con FCS (suero fetal bovino), piruvato
de sodio, hormona foliculo estimulante (FSH), gonadotropina coriénica equina (eCG,
v/v) y gentamicina (v/v), durante 24 h un grupo con baja tension de oxigeno (5%
CO,, 5% O, y 90% N) y otro con alta tension de oxigeno (5% CO,, 20% O, y 75%
N.). La seleccion de espermatozoides se llevo a cabo mediante la técnica de swim-
up, en el medio TL-FIV + HEPES. Para la FIV los espermatozoides y los CCO se
mantuvieron en cultivo durante 22 h, en el medio TL-FIV suplementado con
aminodcidos esenciales, aminoacidos no esenciales, hipotaurina y heparina. Los
presuntos cigotos (n = 163-206 por grupo) se cultivaron en mSOFaaci con BSA y
FCS a 38,5°C, y con las siguientes condiciones atmosféricas 5% CO;, 5% O,y 90%
N, durante 8 dias. En los blastocistos expandidos de cada grupo se determind el
namero de blastdbmeras e indice apopt6tico mediante la tincion de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase fluorescein-dUTP nick-end labeling). Las tasas de
division embrionaria y de blastocistos, el nimero total de células y el indice
apoptotico en blastocistos expandidos (n= 8-11 por grupo) obtenidos en invierno y
verano bajo ambas tensiones de oxigeno se analizaron mediante un ANOVA de dos
vias y la prueba de Tukey. El ITH promedio de verano fue de 72,1, lo que indica un
nivel de alerta para las vacas en condiciones de estrés por calor agudo. Los
resultados mostraron que la estacion y la tension de oxigeno durante la MIV-FIV
afectaron significativamente las tasas de division, de blastocistos y la calidad de los
embriones. Los ovocitos recolectados en invierno con 5% de O, arrojaron los
mejores resultados, mientras que los ovocitos recolectados en verano con 20% de
O, durante MIV-FIV arrojaron los peores resultados. Estos hallazgos corroboran que
el estrés por calor sumado a la alta tensién de oxigeno tiene un efecto negativo
sobre la competencia de desarrollo de los ovocitos bovinos.



SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the effect of the season on oocyte
competence after IVM-IVF at 5% or 20% O.. In temperate regions, during the
summer, grazing cattle may be exposed to acute heat stress, which may affect
oocyte quality and competence. The supraphysiological oxygen tension (20%),
normally used during maturation (IVM) and in vitro fertilization (IVF) of bovine
oocytes, can cause an increase in the production of reactive oxygen species,
exacerbating the magnitude of the damage experienced by bovine oocytes under
high temperatures, so using low oxygen tensions could be an alternative to minimize
the adverse effects of heat stress on oocyte competition. In the north of Uruguay, We
collected ovaries from refrigerator cows during the summer (December 2021 and
January to March 2022) and winter (June to August 2022) and calculated the
temperature and humidity index (THI) throughout the study time. The collected
CCOs (cumulus-oocyte complexes) were matured in TCM 199 (Gibco 11150059),
and supplemented with FCS (fetal calf serum), sodium pyruvate, follicle-stimulating
hormone (FSH), equine chorionic gonadotropin (eCG, v/v) and gentamicin (v /v), for
24 hours; a group with low oxygen tension (5% CO,, 5% O, and 90% N,) and
another with high oxygen tension (5% CO., 20% O, and 75% N.). Sperm selection
was carried out using the swim-up technique, in the TL-FIV + hepes medium. For
IVF, the spermatozoa and the CCO were kept in culture for 22 hours, in the TL-FIV
medium supplemented with essential amino acids, nonessential amino acids,
hypotaurine and heparin. Presumptive zygotes (n=163-206 per group) were cultured
in mSOFaaci with BSA (m/v) and FCS at 38.5°C, and with the following atmospheric
conditions 5% CO,, 5% O, and 90% N, for 8 days. In the expanded blastocysts of
each group, the number of blastomeres and apoptotic index were determined by
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase fluorescein-dUTP nick-end labeling)
staining. The embryonic and blastocyst division rates, Total cell number and
apoptotic index in expanded blastocysts (n=8-11 per group) obtained in winter and
summer under both oxygen tensions were analyzed by two-way ANOVA and Tukey's
test. The average summer THI was 72.1, indicating an alert level for cows under
acute heat stress conditions. The results showed that the season and the oxygen
tension during IVM-IVF significantly affected the cleavage rates, blastocyst rates,
and embryo quality. Oocytes collected in winter with 5% O, gave the best results,
while oocytes collected in summer with 20% O, during IVM-IVF gave the worst
results.



INTRODUCCION

El sector ganadero uruguayo ocupa un lugar fundamental en la economia del pais y
por esto es importante la investigacion destinada a optimizar la productividad de
este rubro. Teniendo en cuenta que la producciébn ganadera se desarrolla
fundamentalmente en sistemas extensivos pastoriles, existe alta probabilidad de que
los bovinos estén expuestos a condiciones de estrés caldrico en los meses mas
calurosos del afo. El estrés caldrico es una condicion que resulta de la incapacidad
del animal para disipar el calor corporal de manera efectiva y mantener la
temperatura corporal normal (Morrell, 2020). EI aumento de la temperatura
ambiental, especialmente en verano, es una cuestion critica en el desempefio del
ganado ya que tiene repercusiones a nivel productivo y reproductivo (Sakatani,
2017). La intensidad del estrés caldrico puede ser categorizada por el indice de
Temperatura y Humedad (ITH). En funcion del valor obtenido de ITH se han descrito
cuatro niveles: sin riesgo (menor a 69); alerta (entre 70 y 74); peligro (entre 75y 79),
y emergencia (mayor a 80) (Du Preez, Hattingh, Giesecke, Eisenberg y Giesecke,
1990).

A nivel nacional, en los departamentos ubicados al norte del Rio Negro en los
meses de verano, se han documentado valores de ITH =79 (Rovira, 2012).
Resultados recientes de nuestro equipo de trabajo describen que durante el entore
(llevado a cabo en la regién Norte de Uruguay) ocurren condiciones de estrés
calorico, y que en veranos muy calurosos se ve afectado el momento de la
concepcion en vacas para carne (Santa Cruz, da Silva, Fedrigo, Benitez y Vifoles,
2019; Santa Cruz, Fedrigo, Benitez y Vifioles, 2018). Las vacas de las razas
Hereford, Angus y sus cruzas, muestran un aumento lineal de la temperatura vaginal
a partir de un ITH superior a 72,8, lo que conduciria a una reduccién en la tasa de
prefiez (Fedrigo, Baez, Santa Cruz y Vifioles, 2021).

La hipertermia materna, provocada por las altas temperaturas, puede modificar el
ambiente folicular y comprometer la competencia para el desarrollo ovocitario a
través de una serie de dafios celulares y moleculares, reduciendo el desempefio
reproductivo. Varios estudios estacionales demuestran que la exposicion de las
vacas al estrés caldrico durante el verano reduce la competencia ovocitaria para el
desarrollo embrionario (Al-Katanani, Paula-Lopes y Hansen, 2002; Ferreira et al.,
2011; Rocha et al., 1998; Torres-Junior et al., 2008). Complejos cumulus-ovocito
colectados durante los meses calurosos presentaron mayor nimero de alteraciones
cromosomicas (Maya-Soriano, Lopez-Gatius, Andreu-Vazquez y Lépez-Béjar, 2013),
menores tasas de maduracion (Abdoon, Gabler, Holder, Kandil y Einspanier, 2014),
consecuentemente, menor tasa de desarrollo hasta el estadio de blastocistos (Al-
Katanani et al., 2002; B&ez, Lépez Darriulat, Rodriguez-Osorio y Vifioles, 2022;
Gendelman, Aroyo, Yavin y Roth, 2010) y menor calidad embrionaria (Ferreira et al.,
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2011). Estos hallazgos sugieren que existe un efecto estacional deletéreo sobre el
desarrollo de la competencia del ovocito, con un retraso en la division embrionaria y
variacion en la expresion de genes (Gendelman et al., 2010).

Un estudio reciente determind que en ovocitos bovinos expuestos a choque térmico
durante la maduracion in vitro (MIV), aumenté el nivel de especies oxigeno reactivas
(ROS) intracelular (Yaacobi-Artzi, Shimoni, Kalo, Hansen y Roth, 2020). La
exposicion de los ovocitos a ROS, incluyendo el peroxido de hidrégeno, radicales
hidroxilo y aniones superoxido, pueden dafiar el ADN, las mitocondrias, los
fosfolipidos de las membranas, las proteinas (Tannetta, Dragovic, Alyahyaei y
Southcombe, 2014) y consecuentemente, aumentar el indice de apoptosis
(Pasquariello, Bocchi, Brevini y Gandolfi, 2017).

Un aspecto relevante es que la MIV se realiza generalmente a altas tensiones de
oxigeno (~20%) (Sohel et al., 2013), y que estas condiciones de cultivo in vitro
también estan asociadas al aumento de los niveles de ROS (Hung, Christenson y
McGinnis, 2015). Por lo tanto, la tension alta de oxigeno representa un desafio para
la adquisicion de la capacidad de desarrollo de ovocitos y embriones en cualquier
estacion del afio (Tannetta et al., 2014). Existen trabajos que demuestran que una
baja tensidén de oxigeno (5% O:) durante las fases de produccién de embriones se
puede acercar a los valores fisiolégicos, encontrados en el foliculo, oviducto y Gtero
de la hembra bovina (1.5-8% O,, revisado por Harvey, 2007). Estas condiciones
permiten reducir la produccién de ROS en ovocitos madurados (Bermejo-Alvarez,
Lonergan, Rizos y Gutiérrez-Adan, 2010; Roelen, 2019), propiciando mayores tasas
de desarrollo y sin llegar a comprometer la calidad del embrion (Bermejo-Alvarez et
al., 2010). Sin embargo, la tension atmosférica de oxigeno (~20% O.) se ha utilizado
durante mucho tiempo para la produccion in vitro (PIV) de embriones para reducir
costos al evitar el uso de una atmosfera controlada artificialmente (Sciorio y Smith,
2019).

Por lo tanto, es importante evaluar el impacto de utilizar alta vs baja tension de O; en
la produccidon de embriones a partir de ovocitos colectados en verano e invierno,
para probar el efecto acumulativo de ambas situaciones estresantes. Actualmente,
las diferencias en el desarrollo embrionario a partir de ovocitos sometidos a
diferentes condiciones como la tension de oxigeno y estrés cal6rico pueden ser
parcialmente explicadas mediante las evaluaciones convencionales como la tasa de
desarrollo embrionario y conteo de blastomeras. Sin embargo, mediante la
aplicacion de tinciones diferenciales como la de apoptosis, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase fluorescein-dUTP nick-end labeling) se puede detectar
el porcentaje de fragmentacion del ADN, numero de blastbmeras y mostrar
diferencias en la calidad embrionaria. Por tanto, este trabajo se plante6 comparar las
tasas de desarrollo y la calidad de los embriones obtenidos a partir de ovocitos
bovinos provenientes de invierno, y verano, los cuales se maduraron y fecundaron
bajo dos tensiones de oxigeno, y ademas evaluar la calidad embrionaria.



REVISION BIBLIOGRAFICA:

I. Efecto del cambio climatico sobre la produccién animal

El calentamiento global, y sus efectos sobre el cambio climatico, es una
problematica con consecuencias verdaderamente preocupantes. El cambio climatico
ha sido notable en todo el mundo en las ultimas décadas, independientemente de
las fronteras geograficas (Carvajal et al., 2021). Estos cambios no solo se limitan a
las regiones tropicales o subtropicales, sino también a las templadas (revisado por
Rahman, Schellander Lucefio y Van Soom, 2018). Segun la Organizacién
Meteorologica Mundial, el aumento de la temperatura global es un factor perturbador
en la produccion ganadera, y durante este siglo se esperan elevaciones de 3 a 5°C
(World Meterological Organization, 2019). Estos cambios ambientales representan
una condicion estresante que compromete el bienestar, la salud y la eficiencia
reproductiva de los animales a través del aumento de la temperatura corporal por
encima de su punto fisiolégico homeotérmico, que conduce al estrés calérico (Boni,
2019).

El estrés caldrico es el resultado del balance negativo entre la cantidad neta de
energia que fluye del animal a su entorno y la cantidad de energia térmica producida
por el animal. Este desequilibrio es inducido por cambios en una combinacién de
factores ambientales (luz solar, radiacién térmica, temperatura del aire), propiedades
fisiologicas de animales (tasa metabdlica y pérdida de humedad) vy
termorreguladores (conduccion, radiacion, conveccion y evaporacion) (St-Pierre,
Cobanov y Schnitkey, 2003). Hahn, Mader y Eigenberg (2003) describen a la
temperatura ambiental como la variable mas investigada y utilizada como indicador
de estrés calbrico, con importancia significativa, ya que existe una disminucion
notoria en los niveles de produccion (Pires, Stafuzza, Lima, Negrao y Paz, 2019) y
en la fertilidad de los animales en los meses mas calurosos (Jia, Jia y Zhong, 2012).
En este sentido, Aggarwal y Upadhyay (2013) manifiestan que las altas
temperaturas ambientales generan cambios drasticos en las funciones fisioldgicas
del animal, incluyendo disminucién de la ingesta de alimentos y alteraciones en el
metabolismo del agua, proteinas, balances energéticos y minerales, secreciones
hormonales y metabolitos sanguineos (revisado por Gutiérrez, 2018).

El estrés calérico repercute negativamente en el bienestar, crecimiento,
reproduccién y salud del ganado (Brown-Brandl, 2018). Con la finalidad de
caracterizar las condiciones meteoroldgicas que propician el estrés calérico, se ha
creado un indice biometeorolégico denominado indice de temperatura y humedad
(ITH) (Thom, 1959), que se ha utilizado como base para sistemas de emergencia.
En bovinos para carne, valores de ITH entre 70 y 74 podrian representar una sefial
de alerta y un riesgo potencial de estrés calérico (Du Preez et al., 1990).
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Los efectos del cambio climatico y el aumento de la temperatura global hacen que
los bovinos criados en sistemas pastoriles en paises de climas templados estén
cada vez mas expuestos al estrés calérico (Nardone, Ronchi, Lacetera, Ranieri y
Bernabucci, 2010). En Uruguay, la mayoria del ganado es criado en sistemas
pastoriles pudiendo verse afectado por el estrés cal6rico en momentos puntuales
durante los meses de verano, sobre todo en los departamentos al norte del pais
(Fedrigo et al., 2021). Aproximadamente, durante un 50% del tiempo, en el periodo
de verano, los animales estan expuestos a condiciones ambientales con riesgo de
estrés calorico (Rovira, 2012).

Bajo estas condiciones, la salud de los animales se puede afectar, tanto directa
como indirectamente. Los efectos directos incluyen enfermedades y muertes
relacionadas con la temperatura, y la morbilidad de los animales durante los
fenomenos meteoroldgicos extremos. Los impactos indirectos se derivan del intento
de los animales de adaptarse al ambiente térmico o de la influencia del clima en las
poblaciones microbianas, la distribucion de enfermedades transmitidas por vectores,
la resistencia del huésped a los agentes infecciosos y la escasez de alimentos y
agua (Nardone et al., 2010). Morignat et al., (2018) expresan que las temperaturas
extremas aumentan la mortalidad del ganado, con efectos inmediatos y retardados,
pudiendo verse exacerbado durante los periodos de exposicion prolongada a tales
condiciones.

Los sistemas ganaderos basados en el pastoreo y los sistemas agricolas mixtos se
verdn mas afectados por el calentamiento global que un sistema industrializado
(Nardone et al.,, 2010). Esto sera debido al efecto negativo de las menores
precipitaciones y mas sequias sobre el crecimiento de las pasturas y a los efectos
directos de las altas temperaturas y la radiacion solar sobre los animales (Delgado,
2003; Delgado, Rosegrant, Steinfeld, Ehui y Courbois, 1999; Nardone, 2002). Una
pérdida del 25% de la produccion animal por el calentamiento global esta prevista en
los paises, que basan su produccion en sistemas pastoriles (Seguin, 2008). A nivel
mundial, la produccién animal tiene que aumentar en las préximas décadas para
satisfacer la creciente necesidad de proteina. De acuerdo con Cohen (2001) en el
afio 2050, la poblacibn mundial aumentara a 9.300 millones, se estima que, para
entonces, el consumo mundial de carne ser& el doble del actual. EI aumento global
de temperaturas supera la capacidad general de la mayoria de los organismos para
adaptarse y responder, lo que pone en riesgo su bienestar y disminuye los niveles
de produccion. El trabajo publicado por Carvajal et al. (2021), muestra el aumento
gradual de regiones con climas calidos y la aparicion de las olas de calor, razones
suficientes para promover el desarrollo de planes preventivos y adaptativos para
atenuar o minimizar los efectos negativos del estrés caldrico.
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Il. Respuesta fisiolégica de las vacas al estrés calérico

Los bovinos son animales homeotermos, es decir que mantienen una temperatura
corporal constante, alrededor de 38°C, siendo independientes de las variaciones en
la temperatura ambiental (Hill, Wyse y Anderson, 2006; Klein, 2014). El control del
equilibrio térmico es un factor indispensable para lograr el mantenimiento de la
salud, el bienestar, y los niveles de produccion del animal (Cruz, 2009). Hansen
(2009) describe esta regulacién como un proceso de control homocinético mediante
el cual el equilibrio en la temperatura corporal involucra procesos dindmicos que
pueden generar perturbaciones en otros procesos fisioldgicos.

Para que se cumpla con el proceso de homeotermia el animal debe perder tanto el
calor producido como el ganado desde el ambiente (Kadzere et al., 2002). En los
bovinos, la temperatura corporal esta finamente regulada por la combinacion de
procesos de produccion y pérdida de calor, tales como conduccion, conveccion,
radiacion y evaporacion (Arias, Mader y Escobar, 2008). Los tres primeros
mecanismos se conocen como pérdidas de calor sensible, sobre los cuales el animal
tiene muy poco control; a diferencia de la evaporacion, que tiene un marcado control
fisiologico (Klein, 2014).

En un rango especifico de temperatura ambiental, llamado zona termoneutral (ZTN)
y en estado de reposo, los bovinos, asi como otros mamiferos y aves, pueden
mantener su propia temperatura dentro de los limites normales. Los valores
extremos de la ZTN corresponden a la “temperatura critica minima” y la
“temperatura critica maxima” (Hill et al., 2006). Bartaburu (2007) describe que, en
bovinos, la ZTN o de confort térmico, se encuentra entre los 15 y 25°C. Dentro de la
ZTN la temperatura corporal es regulada por mecanismos vasomotores que
aumentan o disminuyen el flujo sanguineo de la dermis, lo que hace variar la
cantidad de calor que se pierde por conveccion y radiacién. Estos mecanismos son
normales y pasivos desde el punto de vista del gasto energético (Klein, 2014).

Los rumiantes presentan una sensibilidad relativamente mayor al estrés cal6rico que
otros mamiferos debido a la actividad termogénica adicional de la rumia del forraje y
la fermentacion en el rumen (Cheng et al., 2016). Ante una situacion de sobrecarga
térmica, primero ocurre una vasodilatacion que incrementa el flujo de sangre hacia la
piel y extremidades. De esta forma, aumenta el gradiente térmico entre la piel y el
ambiente, produciéndose una mayor pérdida de calor por conveccion y radiacién
(Klein, 2014). Aggarwal y Upadhyay (2013) afirman que cuando la temperatura
ambiental se encuentra por encima del valor critico maximo de la ZTN se produce
una situacion de estrés calérico, donde la vasodilatacién por si misma no consigue
mantener la temperatura normal. El animal debe entonces poner en marcha
mecanismos de evaporacion como, por ejemplo, aumento de la tasa respiratoria,
que si implican un gasto energético. En el ganado vacuno, las pérdidas por
evaporacion a través del aumento de la frecuencia respiratoria y del volumen de la

12



sudoracién, son los mecanismos mas importantes para disipar el exceso de calor
(Kadzere, Murphy, Silanikove y Maltz, 2002).

La respuesta animal al estrés caldrico es dinamica y cuenta con varias etapas. En la
primera etapa el animal tiende a evitar la acumulacién de calor, incrementando la
vasodilatacion, la tasa de sudoracion y la frecuencia respiratoria (Rovira, 2012). Si
con eso logra evitar el incremento de la temperatura corporal, el animal mantiene
sus funciones bésicas de produccién sin ser afectadas. En caso contrario, si el
riesgo de estrés caldrico se mantiene, se puede atravesar el umbral por encima del
cual ocurren pérdidas productivas significativas (Rovira, 2012). Fregley (1996),
sugiere que la aclimatacion es una respuesta fenotipica desarrollada por el animal a
una fuente individual de estrés dentro del medio ambiente. La aclimatacion de los
animales para enfrentar los desafios térmicos resulta en la reduccion del consumo
de alimento y la alteracion de muchas funciones fisiolégicas que se relacionan con el
deterioro de la salud como mencionamos previamente, y la alteracion de la eficiencia
productiva y reproductiva (Beede y Collier, 1986; Lacetera, Bernabucci, Ronchi y
Nardone, 2003a).

A corto plazo, los cambios adaptativos se ven reflejados en respuestas conductuales
y adaptaciones fisiolégicas que incluyen la funcion inmunolégica; mientras que a
largo plazo se altera el consumo de alimento y la pérdida de calor, lo que influye
sobre el rendimiento productivo y reproductivo del animal (Nienaber y Hahn, 2007).
Si una vaca desarrolla estrés por calor o no, depende de su capacidad para
mantener la normotermia (Roth, 2021). La disminucién en el consumo de energia
debido a la reduccién del consumo de alimento da como resultado un balance
energético negativo y explica parcialmente por qué las vacas pierden cantidades
significativas de peso corporal cuando se las somete a estrés calérico (Lacetera,
Bernabucci, Ronchi y Nardone, 1996). La alteracion del metabolismo de la glucosa y
los lipidos, de la funcién hepética y del estado oxidativo pueden ser responsables
del aumento de la sensibilidad de los animales estresados por el calor a
enfermedades metabdlicas con consecuencias negativas en la produccion, la
reproduccién. El estrés térmico también puede generar una mayor sensibilidad a las
enfermedades infecciosas en los sistemas de produccion ganadera intensiva y
extensiva (Nardone et al., 2010).

A un menor consumo de alimento le sigue una disminucién en la secrecion de
hormonas calorigénicas (hormona del crecimiento, catecolaminas y glucocorticoides
en particular), en los procesos termogénicos de la digestion y el metabolismo, y en la
tasa metabdlica (Johnson, 1980; Webster, 1991). Todos estos eventos juntos (menor
consumo de alimento, cambio en el estado enddcrino y menor tasa metabdlica)
tienden a reducir la produccion de calor metabodlico (Yousef, 1987) y podrian ser
responsables de las modificaciones de la energia, el metabolismo de los lipidos, las
proteinas y minerales y en la funcion hepatica.
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Los rumiantes que jadean como uno de los mecanismos para disipar el calor,
babean y esto reduce la cantidad de saliva que normalmente se habria depositado
en el rumen. Ademés, debido a la reduccion del consumo de alimentos, rumian
menos Y, por lo tanto, producen menos saliva. Todo esto llevar4 a que la vaca sea
mucho mas susceptible a la acidosis ruminal subclinica y aguda (Kadzere et al.,
2002), lo que indirectamente potencia el riesgo de otros problemas sanitarios y
productivos concurrentes como: laminitis, disminucion de la grasa lactea, etc. Estas
circunstancias son mas propias de los sistemas intensivos de produccion ganadera
para leche y carne (Nardone et al., 2010).

A nivel reproductivo, los datos obtenidos hasta el momento revelan que el efecto del
estrés caldrico sobre el aparato reproductor femenino es multifactorial e implica
diversas respuestas fisiologicas y alteraciones endocrinologicas, celulares y
moleculares que, en conjunto, se denominan "alteraciones inducidas por el calor"
(Roth, 2021). Resultados recientes del trabajo de Santa Cruz describen que, durante
el entore, en la region Norte de Uruguay, ocurren condiciones de estrés calérico, y
gue en veranos muy calurosos se ve afectado el momento de la concepcidén en
vacas para carne (Santa Cruz et al., 2018; Santa Cruz et al., 2019). Las vacas de las
razas Hereford, Angus y sus cruzas, muestran un aumento lineal de la temperatura
vaginal a partir de un ITH superior a 72,8, lo que conduciria a una reduccion en la
tasa de prefiez (Fedrigo et al., 2021). Ademas, se compromete entre otras funciones,
el flujo sanguineo uterino (Roman-Ponce, Thatcher, Caton, Barron y Wilcox, 1978), y
el endometrial (Malayer, Hansen y Buhi, 1988).

Uno de los cambios mas prominentes documentados hasta el momento es en el eje
hipotalamo-pituitario-ovarico, como la alteracion de la secrecion de gonadotropinas,
la atenuacion del desarrollo del foliculo, la reduccién de la produccion de esteroides
y la disminucién de las concentraciones de progesterona en plasma (Wolfenson y
Roth, 2019). El desarrollo de los foliculos antrales depende de las gonadotropinas;
por lo tanto, los cambios inducidos por el calor en el eje hipotalamo-pituitario-ovarico
(Gilad, Meidan, Berman, Graber y Wolfenson, 1993) podrian causar deterioro en el
desarrollo (Badinga et al., 1993; Wilson et al.,1998; Wolfenson et al., 2000) y funcion
(Roth, 2008) del foliculo. En condiciones de estrés caldrico el foliculo preovulatorio
produce bajas concentraciones de androstenediona, estradiol e inhibina (Roth,
Meidan, Braw-Tal y Wolfenson, 2000; Wolfenson, Lew, Thatcher, Graber y Meidan,
1997). La reduccion en los niveles de estradiol compromete la expresion del estro en
vacas estresadas, reduciendo la eficiencia de los programas de inseminacion
artificial durante el verano. Las alteraciones en la esteroidogénesis folicular también
reducen el pico preovulatorio de hormona luteinizante (LH), comprometiendo los
eventos involucrados en la ovulacion (Gilad et al., 1993; Nanas et al., 2020; Wise,
Armstrong, Huber, Hunter y Wiersma, 1988).
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Es ampliamente conocido que cualquier fuente de estrés, incluido el estrés caldrico,
tiene el potencial de afectar la interacciéon entre el Gtero y el embrién (Thatcher,
Meyer y Danet-Desnoyers, 1995), interrumpiendo el establecimiento vy
mantenimiento de la prefiez. Se ha documentado que la muerte embrionaria en
vacas sometidas a estrés calorico ocurre en los primeros seis dias del desarrollo
embrionario por el aumento de la temperatura interna de la vaca (mayor a 39°C), y
se debe a la falta de produccion de proteinas tolerantes al calor, que son las que
protegen al embridn en el Gtero (Bailey, Sheets, McClary, Smith y Bridges, 2016).

Es comun relacionar a la hipertermia con la alteracién de la dindmica folicular
(Badinga, Thatcher, Diaz, Drost y Wolfenson, 1993), incapacidad del foliculo
dominante para ejercer su dominancia, duracién extendida de la dominancia del
foliculo preovulatorio (Wolfenson et al., 1995), aumento del estrés oxidativo en el
oviducto (Matsuzuka et al., 2005; Kobayashi, Wakamiya, Kohka, Yamamoto y
Okuda, 2013), reduccion de la tasa de fecundacion (Sartori et al., 2002) y de la
competencia del ovocito (Baruselli et al., 2020).

Es particularmente relevante, considerar que la reduccion de la fertilidad en los
bovinos a causa del estrés caldrico no se limita a los meses calurosos (verano) sino
gue puede persistir en los meses siguientes y mas frios, lo que resulta de un efecto
prolongado desde el verano hasta el otofio (Roth, 2008). Varios estudios indican que
se requieren dos o tres ciclos estrales para recuperar el dafio ocasionado durante el
verano sobre la poblacion de foliculos y la aparicibn de ovocitos competentes
(revisado por De Rensis, Saleri, Garcia-Ispierto, Scaramuzzi y Lépez-Gatius, 2021).
Probablemente, solo subpoblaciones de los foliculos antrales ovaricos, en lugar de
toda la reserva de foliculos, se dafien después de la exposicién al estrés por calor
(Roth, 2021). Se cree que los foliculos antrales tempranos, de aproximadamente 0,5
a 1 mm de didmetro, son sensibles al estrés por calor (Roth, 2008; Wilson et al.,
1998; Wolfenson, Roth y Meidan, 2000). Ademas de estar comprometido el
desarrollo folicular, se infiere el hecho de que los ovocitos colectados durante el
verano experimentan una reduccion en la competencia para el desarrollo, observada
en una menor proporcion de embriones que alcanzan el estadio de blastocistos
(Béaez et al., 2022; Gendelman et al., 2010; Gendelman y Roth, 2012a).

Ill. Complejo cumulus-ovocito y el ambiente

a. Efecto de las altas temperaturas sobre los CCO

Existen evidencias, tanto in vivo como in vitro, que demuestran que los CCO son las
estructuras mas sensibles al estrés calérico materno (Gendelman y Roth, 2012a;
Torres-Junior et al.,, 2008). También se ha demostrado que, dependiendo de la
intensidad del estrés, la temperatura elevada puede causar dafio celular reversible o
irreversible en diferentes estructuras y organelos (Ju, Jiang, Tseng, Parks y Yang,
2005; Roth y Hansen, 2005). Un estudio in vivo demostré que el estrés caldrico
aumento la proporciéon de CCO denudados y degenerados (Tucker et al., 2007).
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Yuan et al. (2008), después de exponer CCO porcinos a 41°C durante la MIV,
concluyeron que el choque térmico aumenta la proporcién de fragmentacién del
ADN de las células del cumulus, promoviendo dafio al ovocito. En el estudio
estacional conducido por nuestro equipo de trabajo, los CCO bovinos colectados
durante el verano presentaron mayores indices de apoptosis en las células del
cumulus, en comparacion con los CCO colectados en el invierno (Baez et al., 2022).

A nivel ultraestructural, B4ez et al. (2019) demostraron que una exposicion de CCO
por 22 horas a 41°C afecta la morfologia de la zona pellcida con la presencia de
mayor numero de poros y apariencia alterada, lo que podria comprometer la calidad
de los ovocitos de las vacas estresadas por calor. El dafio celular inducido por el
calor en los ovocitos bovinos se puede observar en las membranas biolégicas, asi
como en los compartimentos citoplasmico y nuclear (Paula-Lopes et al., 2012). Por
otro lado, en un estudio in vivo, se puede apreciar que las membranas de las células
de ovocitos bovinos recolectados durante el verano tienen menos acidos grasos
poliinsaturados y mas acidos grasos saturados, en comparacion con los ovocitos
recolectados durante el invierno (Zeron et al., 2001). Los niveles bajos de &cidos
grasos poliinsaturados se han relacionado con la atresia folicular e infertilidad en
ratones (Stoffel et al., 2020).

Adicionalmente, existe evidencia de que el citoplasma del ovocito es altamente
susceptible a los efectos adversos de la temperatura elevada (Shen et al., 2010);
afectando la organizacion de microtubulos y microfilamentos (Ju y Tseng, 2004; Ju y
otros., 2005; Roth y Hansen, 2005). Estas alteraciones comprometen el transporte y
distribucién de organelos citoplasméticos, y las primeras divisiones mitéticas del
embrién (Tseng, Chen, Chou, Yeh y Ju, 2004; Ju et al., 2005). Asi, la temperatura
elevada también puede alterar las reservas maternas de ARN mensajeros y la
eficiencia de la traduccién (Payton, Rispoli, Saxton y Edwards, 2011). Otros estudios
demuestran que la cantidad de ADN mitocondrial se redujo en los ovocitos
recolectados en verano (Ferreira et al., 2016), en comparacion con el invierno. Esta
ocurrencia puede estar relacionada con la capacidad de desarrollo, siendo las
mitocondrias los organelos responsables de la produccion de energia, e incluso se
ha observado que la cantidad de mitocondrias aumenta durante el crecimiento del
ovocito (Dumollard, Duchen y Carroll, 2007). Dichos efectos pueden desencadenar
una respuesta adaptativa y/o de muerte celular (Paula-Lopes y Hansen, 2002a). Es
posible que la apoptosis tenga un papel esencial en los ovocitos expuestos a
condiciones de estrés. Los cambios en la actividad mitocondrial del ovocito pueden
estar asociados con la activacion de la cascada apoptotica (Paula-Lopes et al.,
2012).

La exposicion de ovocitos al choque térmico a 41°C por 16 horas seguido de 6

horas a 38,5°C durante la MIV redujo el porcentaje de desarrollo en los primeros
estadios (2, 4 y 8 células) embrionarios (Latorraca, Feitosa y Paula-Lopes, 2019).
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Balboula et al., (2013) observaron que los ovocitos bovinos que recibieron choque
térmico durante las ultimas 17 horas (a 41°C) durante la MIV, tuvieron un aumento
significativo en el nimero de células del cumulus apoptéticas. En consecuencia, la
exposicion de los ovocitos a temperaturas elevadas redujo los porcentajes de
embriones divididos y de blastocistos tempranos, expandidos y eclosionados
(Gendelman y Roth, 2012b).

b. Efecto de la tensién de oxigeno sobre el ovocito

Actualmente, se podria decir que existe un consenso en el uso de oxigeno
atmosférico para la maduracion y la fecundacion in vitro de los ovocitos (Guarneri et
al., 2015). Sin embargo, otros estudios sugieren que la MIV y FIV deberian también
realizarse en oxigeno a baja tensién (Banwell, Lane, Russell, Kind y Thompson,
2007; Bermejo-Alvarez et al., 2010; Bontekoe et al., 2012; Hashimoto, 2009;
Hashimoto et al., 2007; Son, Lee y Lim, 2005; Wei et al., 2008). Existen trabajos que
demuestran que el uso de baja tension de oxigeno (5% O,) durante todas las fases
de produccién de embriones podria acercarse a los valores encontrados en el
foliculo, oviducto y utero de la hembra bovina (1,5-8%, revisado por Harvey, 2007),
obteniendo una reduccién en la produccion de especies oxigeno reactivas en
ovocitos madurados (Bermejo-Alvarez et al., 2010; Roelen, 2019) y mayores tasas
de desarrollo sin llegar a comprometer la calidad del embrion (Bermejo-Alvarez et
al., 2010). Ovocitos de yak (Bos grunniens) madurados con tension de 5% O
mostraron un menor indice de apoptosis en las células del cumulus, en comparacion
a los madurados con 20% de oxigeno (He et al., 2020). De Castro e Paula y Hansen
(2007), sugieren que la baja tension de oxigeno durante la MIV no aumentaria los
efectos adversos del choque térmico y que podria acercar las condiciones de cultivo
al ambiente in vivo en los animales. La aplicacion de 5% O, en todas las fases de
produccion de embriones in vitro podria simular el ambiente materno, mejorar la
calidad y criotolerancia de los blastocistos producidos in vitro (Baez et al., 2022).

La tension de oxigeno al 20% O, se ha utilizado durante mucho tiempo para la
produccion in vitro de embriones por ser mas econémica, ya que corresponde a la
tension atmosférica y no requiere el uso de una atmaosfera controlada artificialmente
(Sciorio y Smith, 2019). El cultivo embrionario en 20% de oxigeno es posible gracias
a que el embrién activa sus defensas contra el exceso de ROS, aumenta la
expresion de la proteina p66Ssc, la enzima superoxido dismutasa y la unidad
catalitica de la glutamilcisteina ligasa (Gclc), todas estas, involucradas en la
respuesta al estrés oxidativo y reducciéon de las ROS (Balasubramanian et al., 2007;
Calder, Watson y Watson, 2011; Edwards, Watson y Betts, 2016; Favetta, St John,
King y Betts, 2007). Sin embargo, la alta tensién de oxigeno representa un desafio
para la adquisicibn de la capacidad de desarrollo de ovocitos y embriones en
cualquier estacion del afio (Tannetta et al.,, 2014). Otra de las ventajas de la
incorporacion de 5% O, es que los blastocistos son mas saludables, visto desde el
namero de blastobmeras e indice de apoptosis, probablemente por la menor
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acumulacion de ROS (Katz-Jaffe, Linck, Schoolcraft y Gardner, 2005; Ealy,
Wooldridge y Mccoki, 2019). La incubacién en oxigeno atmosférico no sélo afecta la
transcripcion de genes sensibles al estrés oxidativo, sino que se ha asociado a
alteraciones en la transcripcion de multiples genes involucrados en diversos
procesos de importancia para el embrion (Bagheri et al., 2017; Balasubramanian et
al., 2007; Gardner y Lane, 2005; Leite et al., 2017; Rinaudo, Giritharan, Talbi,
Dobson y Schultz, 2006).

Los estudios revisados hasta ahora han descrito los efectos de las altas
temperaturas en ovocitos bovinos MIV a 20% de O, y su influencia sobre la
adquisicion de la competencia ovocitaria, pero no encontramos trabajos que
comparen alta y baja tension de oxigeno durante la MIV y FIV de ovocitos
provenientes de vacas expuestas o0 no al estrés caldrico.

HIPOTESIS:

Los ovocitos colectados en verano tienen menor capacidad de desarrollo que los
colectados en invierno. Los ovocitos madurados y fecundados in vitro a tension
atmosférica (20%) de oxigeno tienen menor calidad y desarrollo que aquellos
mantenidos a baja tension (5%) de oxigeno. Los efectos del estrés calérico y altas
tensiones de oxigeno son aditivos, con los resultados deficientes en la calidad y
desarrollo embrionario.

OBJETIVOS:

|. General:

@ Evaluar el efecto de la estacion del afio y la tension de oxigeno durante la
maduracién y la fecundacién, sobre la capacidad de desarrollo de ovocitos
bovinos in vitro.

II. Especificos:

e Valorar el efecto estacional sobre la capacidad de desarrollo hasta el estadio
de blastocisto de ovocitos bovinos madurados y fecundados in vitro en baja y
alta tension de oxigeno.

e Comparar la calidad de blastocistos de ovocitos madurados y fecundados in
vitro, en dos tensiones de oxigeno y provenientes de vacas expuestas 0 no a
estrés calorico.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental: en la Figura 1, se resumen las actividades de este trabajo.
Se realizaron al menos diez réplicas, con ovarios colectados durante verano (20 de
diciembre de 2021 al dd de febrero de 2022) e invierno (12 de junio al 28 de agosto
de 2022). Los ovarios fueron colectados del Frigorifico Tacuarembo (31°42°22" S,
57°53°27" W) y transportados al laboratorio. Se realizo la aspiracion de los foliculos
antrales de 2-8 mm con aguja 18G. Luego de la aspiracion de los foliculos, se
procedié a la busqueda y seleccidon de los CCO bajo un microscopio estereoscépico.
Los ovocitos fueron madurados, fecundados, y los presuntos cigotos se cultivaron in
vitro siguiendo el protocolo general establecido por el grupo de trabajo (Baez et al.,
2019). Durante las etapas de maduraciéon y fecundacién in vitro los ovocitos se
desarrollaron a 38,5°C en dos diferentes atmdsferas gaseosas: un grupo de ovocitos
a 5% CO,, 5% O, y 90% N, y otro a 5% CO,, 20% O, y 75% N;; mientras que los
presuntos cigotos se desarrollaron a una temperatura de 38,5°C en una atmdésfera
5%CO,, 5%0, y 90%N.. Los indicadores calculados para cada grupo fueron: tasa de
division al dia 3, tasa de blastocistos al dia 8 y tasa de blastocistos eclosionados.

™ - o

Vacas inmaduros
INVIERNO ‘ 38.5°C, 5% CO2, 5% 02 ‘ ‘ 38.5°C, 5% CO2, 5% 02 ‘
(junio- julio- agosto) ‘ 38.5°C, 5% CO2, 5% 02 ‘
‘ 8.59C, 5% CO2, 20% 02 ‘ ‘ 38.59C, 5% CO2, 20% 02 ‘
VERANO ‘ 38.5°C, 5% CO2, 5% 02 ‘ ‘ 38.5°C, 5% CO2, 5% 02 ‘ ‘ ‘
(diciembre-enero- 38.5°C, 5% CO2, 5% 02
feprero) ‘ 38.5°C, 5% CO2, 20% 02 ‘ ‘ 38.5°C, 5% CO2, 20% 02 ‘

Dia 3 Dia 8

Desarrollo embrionario

% Divididos % Blastocitos y conteo
de blastomeras

Figura 1. Representacion esquematica del disefio experimental. Cuatro grupos
experimentales se incluyen en este estudio: un grupo de ovocitos colectados en
verano (diciembre de 2021 y enero-marzo de 2022) y otro en invierno (junio-agosto
de 2022). Los ovocitos de cada estacion del afio se subdividieron en dos grupos,
segun la tension de oxigeno empleada durante la maduracion y fecundacion, con lo
cual se tuvieron 4 grupos experimentales. Se valor6 el desarrollo y la calidad
embrionaria. MIV, maduracion in vitro; FIV, fecundacion in vitro; CIV, cultivo in vitro.

Finalizadas ambas estaciones, se registraron los datos de temperatura del aire y
humedad relativa de dos estaciones meteorologicas del Banco Agroclimatico del
Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA) localizadas en el Norte del
pais: Salto (31°16'22" S, 57°53'27” W) y Tacuarembé (31°42'32” S, 55°49'36” W). El
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indice de Temperatura y Humedad (ITH) se calculé con la siguiente formula
desarrollada por Thom (1959):

ITH=(0.8+T)+(HR/100 )% (T —14.4)+46.4

Donde T es la temperatura del aire en grados Celsius y HR es la humedad relativa
(Thom, 1959). En la Tabla 1, se muestra el indice de Temperatura y Humedad (ITH)
determinado para ambas estaciones del afo.

Tabla 1. Valores medios, maximos y minimos del indice de Temperatura y Humedad
(IHT) calculados entre el 20 de diciembre de 2021 y el 28 de marzo de 2022 y el 12
de junio y 28 agosto de 2022.

Estacion del afio Verano Invierno

Media = DE 72,1+ 5,2 54,6+ 6,3
Valor maximo 83,0 69,8
Valor minimo 55,3 45,5

En la figura 2, se observan las oscilaciones en los valores de ITH
calculados en el verano y en el invierno austral en los departamentos
Salto y Tacuarembé de la Regién Norte del pais. En el verano 2021-2022,
un 25% de los dias estuvieron en el rango descrito como “sin riesgo de
estrés caldrico” que incluye valores de ITH = 68,9; un 45% de los dias
corresponden a la franja descrita como “alerta de estrés calérico” (ITH 69-
74,9). Para los intervalos de “peligro de estrés calérico” (ITH 75-78,9) y
“emergencia de estrés calérico” (ITH = 79) los valores fueron 24% y 6%,
respectivamente. En cuanto al invierno del afo 2022 el 96% de los dias
estuvieron dentro de la franja “sin riesgo de estrés calérico”, y solo un 4
% restante de los dias, fueron clasificados como en “alerta de estrés
calorico”.
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Figura 2. indice de Temperatura y Humedad (ITH) diarios calculados durante el
verano 2021-2022 (A) e invierno 2022 (B). a partir de los datos del Banco
Agroclimatico del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) de las
estaciones de Salto y Tacuarembd.

Produccién in vitro de embriones: los CCO fueron madurados en TCM 199 (Gibco
11150059), y suplementado con 10% FCS (v/v), 0,2 mM de piruvato de sodio, 1
Mg/mL de hormona foliculo estimulante (FSH, v/v), 5 Ul/mL de gonadotropina
coriénica equina (eCG, v/v) y 5 pg/mL gentamicina (v/v), durante 24 hs; un grupo
con baja tension de oxigeno (5% CO», 5% O, y 90% Ny y otro con alta tension de
oxigeno (5% CO,, 20% O, y 75% N,). La seleccion de espermatozoides se llevo a
cabo mediante la técnica de swim-up, en el medio TL-FIV + hepes. Para la FIV los
espermatozoides y los CCO se mantuvieron en cultivo durante 22 hs, en el medio

21



TL-FIV suplementado con, 50 yL amino&cidos esenciales, 50 uL de aminoécidos no
esenciales, 20 pL hipotaurina y 20 pL heparina. Los presuntos cigotos se cultivaron
en mSOFaaci con 5 g/L de BSA (m/v) y 2,5% de FCS a 38,5°C, y con las siguientes
condiciones atmosféricas 5% CO., 5% O. y 90% N.. El desarrollo embrionario se
registro en los dias 3, 5y 8 después de la fecundacion.

Para calcular el indice de apoptosis se realizd la tincion TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit; Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN, EE. UU.) siguiendo el
protocolo del fabricante. Los blastocistos se fijaron con paraformaldehido al 2,5 % en
PBS durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron dos veces en PBS antes de
permeabilizarlos (0,5 % [v/v] Triton X-100 en PBS) durante 40 min a 4°C y se lavaron
tres veces durante 5 min en PBS a temperatura ambiente. Luego, los blastocistos se
incubaron en la oscuridad con dUTP conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) y desoxinucleotidil transferasa terminal a 37°C durante 1 h. Posteriormente,
los blastocistos tefiidos con TUNEL se lavaron con PBS y se incubaron en PBS que
contenia 10 uyg/mL de Hoechst 33342 durante 5 min. Después de lavar con PBS, los
blastocistos se montaron en un portaobjetos de vidrio y se tifieron con Hoechst
33342 diluido en glicerol (1 yL/mL). En cada ronda de tincion, los controles negativos
se prepararon mediante la omision de la desoxinucleotidil transferasa terminal en la
mezcla de reaccidén, mientras que los controles positivos se prepararon mediante
pretratamiento con 1 mg/mL de DNasa | (Roche Diagnostics) en 5 yL de tampon
Tris-HCI, 1 pyL de DNasa, y 30 pL de H>O por 50 min a 37,5°C. Las muestras se
analizaron en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 50i con filtros para
FITC (emisidbn 520 nm y excitacion 460-490 nm) y Hoechst (emisién 420 nm y
excitacion 330-385 nm). Las células positivas para TUNEL se marcaron con
fluorescencia verde, lo que indica apoptosis. El nimero total de células se determiné
contando las células marcadas con Hoechst. Todas las células de cada muestra se
contaron manualmente utilizando el software de cddigo abierto Fiji/ ImageJ
(Schindelin et al.,, 2012). Finalmente, el indice apoptético se calculd como un
porcentaje de células positivas para FITC dentro de todas las células positivas para
Hoechst detectadas.

Analisis estadistico: la proporcion de embriones divididos, blastocistos y
eclosionados, e indice de apoptosis fueron analizados mediante el analisis de
varianza de dos vias. La prueba de medias se realiz6 con el test de Tukey del
procedimiento PROC GLM de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). En todos los casos el
nivel de significancia fue de 5% (P<0.05).

RESULTADOS

Los resultados del andlisis de varianza para los parametros que describen el
desarrollo y calidad de los embriones producidos in vitro durante el verano e
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invierno, y con baja y alta tension de oxigeno son presentados en la Tabla 2. En este
trabajo, los ovocitos colectados en invierno presentaron los valores mas altos de
desarrollo embrionario y menos indices de apoptosis, a diferencia de los ovocitos
colectados en verano que arrojaron las menores tasas de blastocistos.
Independientemente de la estacion del afio, el uso de la baja tension de oxigeno
durante todas las fases de la produccion in vitro de embriones bovinos resulto la
condicién con mayor nimero de blastocistos y embriones de mayor calidad, visto
desde el nimero de blastomeras e indice de apoptosis.

Tabla 2. Valores de significancia de los efectos fijos evaluados en el modelo
estadistico para la tasa de divisidn temprana, total de blastocitos, blastomeras e
indice de apoptosis en embriones bovinos producidos in vitro en el invierno y verano
y con baja y alta tension de oxigeno durante la maduracién y fecundacion in vitro.

Variable Estacion Tensiéon O; Estacién*Tensién O,
Division *x *x NS
Blastocistos ** ** NS
Blastomeras * NS NS
indice de *x * NS
apoptosis

NS: no significativo, *P<0,01,**P<0,001.

La baja tension de O, durante la MIV-FIV incremento significativamente la tasa de
division embrionaria y de blastocistos bovinos producidos in vitro tanto durante el
invierno (89% division embrionaria, 37% blastocistos) como en el verano (80%
divisibn embrionaria, 32% blastocistos). Contrariamente, el grupo de ovocitos
colectados durante el verano y MIV-FIV con 20% O, (71%) presentaron las tasas de
desarrollo embrionario mas bajas (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la estacion (invierno, verano) y tensién de oxigeno (5 y 20%)
sobre las tasas de desarrollo embrionario temprano (A) y total de blastocistos (B)
bovinos producidos in vitro. Diferentes letras sobre las barras indican diferencia
significativa entre los distintos grupos, P < 0.05.

El nimero total de blastomeras fue similar en los grupos de blastocistos producidos
durante el invierno con un esquema de MIV-FIV de 5% (n=137) y 20% (n=132) de
0. y los blastocistos del verano con 5% (n=127) de O (Figura 4A). El menor indice
de apoptosis fue observado en el grupo de blastocistos producidos durante el
invierno y a un esquema 5% O, durante la PIV de embriones (Figuras 4B y 5).
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Figura 4. Efecto de la estacion (invierno, verano) y tensién de oxigeno (5 y 20%)
sobre el nimero total de blastémeras (A) e indice apoptético (B) de blastocistos
bovinos producidos in vitro y cultivados hasta el dia 8. Las letras diferentes sobres
las barras indican diferencia significativa entre distintos grupos, P < 0.05.
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Figura 5. Imagenes digitales de la tincion de Hoechst y TUNEL de blastocistos
bovinos producidos in vitro, provenientes de CCO colectados durante el invierno y el
verano, y madurados y fecundados in vitro al 5 6 20% de tension de oxigeno. La
primera fila muestra la tincion con Hoechst (azul) utilizada para la deteccion de
nacleos, la segunda muestra la tincion TUNEL (verde) utilizada para detectar la
apoptosis, y la tercera fila es la fusién de las dos imagenes. La barra blanca es
equivalente a 50 micras.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio permiten aceptar la hipétesis que los ovocitos
colectados en verano tienen menor capacidad de desarrollo que los colectados en
invierno, y los madurados y fecundados in vitro en alta tension de oxigeno tienen
condiciones menos propicias para su desarrollo que aquellos sometidos a baja
tension de oxigeno. Sin embargo, se rechaza la hipoétesis de que haya un efecto de
interaccion entre los efectos del estrés térmico y altas tensiones de oxigeno. Los
indices de ITH calculados demuestran que el 75% de los dias del verano estuvieron
en el rango de “alerta de estrés caldrico agudo” o superior, coincidiendo con Carvajal
et al. (2021), quienes describieron una alta frecuencia de calor moderado (ITH > 75)
en el centro de América del Sur y en la cuenca del Amazonas. En coincidencia con
el ITH reportado en este estudio, Baez et al. (2022), estiman valores de 72,6 + 4,9
durante el verano y 56,6 + 3,7 durante el invierno, para los afios 2018-2019 en la
misma zona geografica. Por lo tanto, los bovinos en esta zona geografica estan
sometidos con frecuencia a estrés caldrico y a sus consecuencias negativas en
produccion y reproduccion en los meses de verano (Baez et al., 2022; Carvajal et al.,
2021; Torres-Junior et al., 2008). Los resultados sugieren que el uso de bajas
tensiones de oxigeno, durante todas las etapas de la PIV de embriones, podria ser
una alternativa para revertir los efectos negativos del estrés calorico sobre la
capacidad de desarrollo de los CCO bovinos.

En este trabajo, los CCO colectados durante el verano presentaron una reduccion
de la competencia para llegar al estadio de blastocistos, comparandolos con los
grupos no expuestos a estrés calorico (invierno). Estos resultados coinciden con los
de varios autores, quienes describen que el estrés calérico puede comprometer el
desarrollo y calidad de los embriones preimplantacionales (Paula-Lopes et al., 2003;
Baruselli et al., 2020; Zheng et al., 2020; Ferreira et al. 2011; Baez et al., 2022). De
forma opuesta, Silva, Rosa y Knight (2006) realizaron un estudio estacional en el
Reino Unido, observando que la proporcion de embriones que llegaron a
blastocistos fue significativamente mayor en verano (junio-agosto) que en invierno
(diciembre-febrero). El desarrollo de ovocitos hasta embriones de ocho o mas
células y blastocistos, fue mas bajo en la primavera. Podemos atribuir las
diferencias descritas en los resultados de este trabajo con los nuestros a dos
razones fundamentales. Primero, dicho experimento se llevé a cabo en una zona
geografica donde el ITH reportado fue de 58,9 y los veranos son mas frescos que en
Sudamérica (NASA, 2023). Segundo, los autores plantean que la alimentacion de
las vaquillonas previo a la recoleccion de ovocitos pudo tener un efecto en los
resultados, ya que es probable que los ovarios obtenidos a principios de la
primavera provengan de animales que fueron alimentados con una dieta de
concentrado y ensilaje, mientras que los recolectados a fines del verano o principios
del otofio fueron probablemente de novillas con una dieta a base de pasturas.
Considerando la relevancia que tienen el balance energético y las hormonas
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metabodlicas en la calidad ovocitaria, consideramos que este es un factor muy
relevante a tener en cuenta (Ulloa, 2019).

Embriones obtenidos de ovocitos colectados en verano tuvieron un mayor indice de
apoptosis que los obtenidos de ovocitos colectados en invierno. Baez et al. (2022)
observaron un aumento en la fragmentacién del ADN de las células del cumulus de
ovocitos obtenidos en los meses de verano. La reduccion en la proporcion de
blastocistos podria explicarse por un incremento en los niveles de ROS
experimentado por los CCO expuestos a estrés caldrico. Las ROS dafian el ADN,
inducen la apoptosis y comprometen la funcién de las mitocondrias, organelos clave
en el metabolismo celular (Sakatani, 2017). Estos mecanismos podrian explicar la
menor capacidad de desarrollo de los ovocitos colectados en verano.

Los resultados de este estudio demuestran que los CCO bovinos tienen una mayor
capacidad de desarrollo cuando son madurados, fecundados y cultivados al 5% O..
Sin embargo, existen resultados inconsistentes en la literatura, probablemente
asociado al impacto de la tension de O, en la PIV de embriones de diferentes
especies domésticas. Bermejo-Alvarez et al. (2010) concluyen que la baja tension
de oxigeno durante la maduracién mejora el desarrollo embrionario, pero no la
calidad de los blastocistos bovinos. Preis, Seidel y Gardner (2007) sugieren que los
ovocitos bovinos madurados a concentraciones fisiolégicas de oxigeno mejoran la
actividad metabdlica y potencial de desarrollo, asemejandose mas a la maduracion
in vivo. Cagiao (2012) evaluo el efecto de la concentracién de oxigeno (6% vs 20%)
durante la fase de FIV de embriones bovinos, observando que las tasas de division
a las 48 horas y el total de blastocistos al dia 7 y 8 fueron superiores en el grupo de
ovocitos fecundados en 6% de O,. Leivas et al. (2006) demostraron una mayor
proporcién de blastocistos eclosionados cuando los ovocitos bovinos fueron
madurados y fecundados con 5% O,. Sin embargo, otro grupo de autores presenta
resultados opuestos. Rodrigues et al. (2013) muestran que las tasas de formacion
de prondcleos y divisibn embrionaria temprana no estuvieron afectadas por la
concentracion de oxigeno (5% 6 20%) utilizada durante todas las fases de PIV de
embriones caninos. Sanchez-Ajofrin et al. (2020), empleando alta y baja tension de
oxigeno para la MIV y FIV en ovocitos de oveja (Ovis orientalis aries) y cierva
(Cervus elaphus), no encontraron diferencias significativas en la proporcion de
embriones divididos y blastocistos totales. Pinyopummintr y Bavister (1995)
observan que el uso de 5% O- no es adecuado para los ovocitos de bovinos durante
la MIV y la FIV, pero sin llegar a valorar el desarrollo embrionario. Las diferencias
observadas en la especie bovina podrian estar asociadas a la concentracion de
glucosa en combinacién al empleo de diferentes concentraciones de oxigeno. En
este sentido, la asociacion de altas concentraciones de glucosa y altas tensiones de
O,, favorecen la produccién de ROS en el interior del ovocito y comprometen su
competencia para soportar el desarrollo embrionario (Hashimoto et al., 2000a, b).
Por el contrario, cuando el incremento de la concentracion de glucosa tiene lugar en
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una atmaosfera con una baja tension de O,, aumenta el porcentaje de ovocitos que
adquieren su competencia para el desarrollo, y como consecuencia presentan
mayor produccion de energia (Bermejo-Alvarez et al., 2010). En este grupo de
ovocitos existe un balance positivo en la produccion de ROS y esto repercute de
manera favorable en la produccion de blastocistos (Hashimoto et al., 2000a;
Oyamada y Fukui, 2004). Teniendo en cuenta nuestros resultados y los de otros
autores, podemos inferir que el uso de 5% O, durante la MIV-FIV de los ovocitos
bovinos, podria ser beneficioso para el desarrollo y la calidad embrionaria.

Los blastocistos producidos con baja tensién de O,, tuvieron un menor indice
apoptotico que los producidos a alta tension de O.. Los resultados del estudio de He
et al. (2020), donde se compararon diferentes tensiones de oxigeno (1%, 5%, 10% y
20% O,) durante la MIV, FIV y CIV de ovocitos de yak (Bos grunniens), concuerdan
con los del presente estudio. Los autores reportan que bajo 5% O, se obtuvieron
menores tasas de apoptosis en las células del cumulus, mayores tasas de
maduracion y blastocistos, al igual que mayor nimero de blastomeras y menor
indice de apoptosis. Adicionalmente, estos resultados son similares a lo reportado
por Katz-Jaffe et al. (2005) y Ealy et al. (2019), quienes describen que otra de las
ventajas de la incorporacion de 5% O, es que los blastocistos son mas saludables,
con mayor numero de blastdmeras, menor produccion de ROS y menor indice de
apoptosis. En este estudio, queda demostrado el impacto positivo de la baja tensién
de O, en las diferentes etapas de PIV, aunque estudios de expresion génica de los
embriones son necesarios para dilucidar los mecanismos.

Los CCO provenientes de la época mas calurosa y MIV-FIV a 20% O, presentaron la
menor proporcion y calidad en los embriones PIV. De Castro Paula y Hansen (2005)
comprobaron que un ambiente con alto contenido de oxigeno exacerba la magnitud
de los efectos nocivos del choque térmico durante el cultivo in vitro de los embriones
bovinos. Sin embargo, la proporcion de blastocistos fue similar para los grupos de
ovocitos que fueron sometidos a choque térmico durante MIV en alta y baja tension
de oxigeno (De Castro Paula y Hansen, 2007). Segun, Yuan et al. (2008), afirman
gue la exposicion de los CCO a altas temperaturas induce a la sintesis de sustancias
toxicas por parte de las células del cumulus que comprometen la calidad de los
ovocitos y su posterior desarrollo embrionario. En el grupo del invierno, la proporcion
de células apoptoticas se redujo, empleando 5% O, durante la MIV y FIV; mientras
gue para el grupo del verano y MIV-FIV a 20% de oxigeno presentd la mayor
proporcion de células apoptéticas. En consecuencia, la baja capacidad de desarrollo
de los ovocitos durante el verano, acompafados con protocolos de MIV con alta
tension de O,, podria deberse a una menor calidad de las células del cumulus,
considerando la relevancia de la comunicacion entre el cumulus y el ovocito durante
esta etapa de desarrollo (Baez et al., 2022). Por tanto, el uso de bajas
concentraciones de O, (5%) podria ser una alternativa para mejorar las tasas de
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desarrollo y calidad embrionaria in vitro en ovocitos bovinos colectados durante las
épocas mas calurosas o provenientes de vacas estresadas por calor.

CONCLUSIONES

El estrés calorico y la alta tension de oxigeno en forma independiente tienen un
efecto negativo sobre la tasa de desarrollo embrionario, nimero de blastbmeras y
porcentaje de apoptosis. La utilizacion de baja tension de oxigeno durante todas las
fases de PIV embriones mejora los efectos negativos del estrés cal6rico sobre la
capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

El aumento en la temperatura global producto del cambio climatico tiene importantes
repercusiones en la productividad y bienestar animal, particularmente en los
sistemas pastoriles (Nardone et al.,, 2010). La mayor frecuencia de fenémenos
climéaticos extremos (sequias en verano), afecta la productividad del forraje, cantidad
y calidad del agua, produccién de carne y eficiencia reproductiva de las vacas de
cria (Blanco-Penedo, Cantalapiedra y Llonch, 2020). Por lo tanto, la generacion de
conocimiento y herramientas tendientes a atenuar los efectos negativos del estrés
caldrico, son relevantes para mantener una buena salud reproductiva que derivara
en la produccion de terneros y ganancia econdmica del pais. Los resultados de este
trabajo sugieren que se mitiga el efecto negativo del estrés calorico sobre los
ovocitos bovinos con el uso de baja tension de oxigeno durante todas las fases de la
produccion in vitro de embriones. Sin embargo, se debe continuar investigando la
expresion génica en los ovocitos y embriones producidos in vitro, para comprender
los mecanismos y generar herramientas para revertir los dafios ocasionados por el
calor, son aspectos de gran relevancia para nuestros sistemas de produccion
pastoriles.
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