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1. Resumen

La produccion in vitro (PIV) de embriones bovinos se practica en todo el mundo para
fines comerciales y de investigacidn. Una de las ventajas de la practica de esta biotecnologia
es que el embridon bovino es particularmente adecuado para abordar ciertas preguntas en
biologia celular y combina ventajas técnicas para estudiar fendmenos bioldgicos Unicos.
Debido a la similitud en la cinética embrionaria entre bovinos y humanos, la PIV en bovinos
es un modelo relevante para la biologia reproductiva y medicina humana. Para la realizacion
de este trabajo de pasantia se tomd el embrién bovino como modelo para la adquisicién de
conocimientos y competencias relacionadas con la PIV, con la proyeccidon para futuras
aplicaciones en embriones humanos. El presente proyecto se desarrollé en el laboratorio de
Produccion In Vitro de embriones del CENUR-Noreste de la Sede Tacuarembd. Haciendo uso
de la biotecnologia in vitro, en combinacién de la microscopia de fluorescencia y técnicas
moleculares, se estudid el impacto estacional, el uso de a-tocoferol y la tensidon de oxigeno
sobre la capacidad de desarrollo de ovocitos provenientes de vacas para carne en sistemas
pastoriles en la Region Norte del Uruguay. En primer lugar, se comprobé que la
suplementaciéon con a-tocoferol mejora significativamente el potencial de desarrollo de los
ovocitos recolectados durante el verano, lo que resulta en mejores tasas de maduracién,
division y proporcion de blastocistos. Segundo, se demostrd que la alta tensidn de oxigeno
en los procesos de maduracién y fecundacidn in vitro exacerban los efectos negativos que
tiene el estrés caldrico experimentado en verano sobre los ovocitos bovinos. Asimismo, se
comprobd que el uso de una baja tensién podria ser un método viable para obtener
embriones de mejor calidad. Por Uultimo, se estandarizd la técnica de tincidn
inmunohistoquimica para identificar la acetilacién de histonas, lo que representa un
importante aporte a las metodologias del laboratorio destinadas a evaluar la calidad de los
embriones producidos. Este trabajo puede contribuir significativamente en las estrategias
para mejorar la eficiencia de la produccidn de embriones en el ganado bajo condiciones

ambientales altamente estresantes.
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2. Introduccion

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) se practican en todo el mundo con fines
comerciales y de investigacion (Ferré et al., 2020). Entre ellas, en especial, la Produccién In
Vitro (PIV) de embriones se ha desarrollado a lo largo del tiempo gracias a los avances en la
investigacién y la biotecnologia (Hasler, 2014). Estas técnicas son de gran importancia
porque permiten la reproduccion de animales de interés zootécnico o avances en la
medicina reproductiva de manera mas efectiva y controlada, lo que puede tener beneficios
significativos para la salvaguarda de la produccién de alimentos y la investigacién biomédica
(Fernandez, 2021).

Las TRA surgieron a partir de la necesidad de superar ciertos problemas de
reproduccion en animales, como la infertilidad, las bajas tasas de nacimientos y la
propagacidon de enfermedades genéticas. Estas técnicas incluyen la inseminacion artificial, la
fecundacién in vitro, el diagndstico genético preimplantacional, la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides, la criopreservacion (de gametos y embriones) y la
transferencia de embriones a receptoras. A medida que se han ido desarrollando nuevas
técnicas, las TRA se han vuelto cada vez mas sofisticadas y precisas (Souza, 2019). En el
informe mas reciente de la Sociedad Internacional de Tecnologia de Embriones (IETS)
destaca que desde 2016, la cantidad de embriones bovinos derivados in vivo fue superada
por los embriones producidos in vitro, los cuales representan el 80% del total de embriones
bovinos transferidos (Valente et al., 2022).

Aunque, en primera instancia, el promotor del avance en las técnicas de
reproduccion asistida haya sido de su aplicacién casi exclusivamente en animales, los
avances en estas técnicas son aplicables entre especies y particularmente en humanos, ya
gue los embriones bovinos representan un modelo util para comprender y estudiar la
embriogénesis de la especie humana debido a varias similitudes bioldgicas (Speckhart et al.,
2022). En el trabajo de Santos et al. (2014), se demostré que el desarrollo embrionario en
bovinos y humanos transcurre en tiempos muy similares, desde la maduraciéon del ovocito
hasta las primeras etapas del desarrollo del embrién, como el estadio de dos células,
blastocisto expandido e incluso los eclosionados. Por tanto, todos los procesos en relacién
con los protocolos de maduracion, fecundacién y cultivo in vitro, al igual que los métodos

invasivos o no invasivos en embriones humanos, podrian simularse, en parte, con el modelo
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bovino.

Esto ultimo parece adquirir una relevancia significativa en las ultimas décadas ya que
ha permitido el desarrollo de técnicas y tratamientos para muchos problemas que afligen a
la medicina moderna (Hernandez y Dorticés, 2004). En primera instancia la que mas ha
marcado el futuro de estas técnicas es la medicina regenerativa, teniendo como base la
utilizacion de células madre que pueden extraerse de embriones en estadios tempranos y
con capacidad de desarrollar cualquier tejido, con un alto potencial para aplicarse en el
tratamiento de enfermedades como diabetes tipo |, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades de las células sanguineas, entre otras (Arias y Felmer, 2009). Por otra parte,
existen otras problemdticas que afectan a muchos paises, especialmente a Uruguay, que
presenta un descenso en la fecundidad sin precedentes, pasando de una tasa de fertilidad
de 2,0 en 2016 a 1,37 en 2022, muy por debajo de la tasa de reemplazo (Cabella et al.,
2024). Si bien éste fendmeno sostiene una explicacion multicausal, revela un factor
fundamental, que es la infertilidad, la cual se ha situado como uno de los problemas de la
esfera reproductiva en los paises que atraviesan transiciones demograficas (Bazzano et al.,
2017).

Hoy en dia, para tratar estas dificultades se utilizan técnicas de alta complejidad
(Bazzano et al., 2017). Sin embargo, los resultados de los tratamientos correspondientes a
dicho periodo reflejaron una proporcion de partos, en relacién con las transferencias de
embriones realizadas, de un 29,1%. Aunque este porcentaje demuestra una eficacia que se
compara a paises del primer mundo, como es el caso de Espafia, mantiene unos rangos
bajos y queda evidenciada la falta de optimizacion de las técnicas aplicadas (Bazzano et al.,
2017).

Por tanto, realizar un adecuado entrenamiento en las técnicas de reproduccion
asistida y una evaluacion exhaustiva de embriones producidos in vitro, tomando como
modelo la especie bovina (dada las limitaciones bioéticas de este tipo de practicas en la
especie humana), parece un procedimiento adecuado para la formacién de recursos
humanos. En este sentido, el modelo bovino posee caracteristicas favorables, entre ellas: la
amplia disponibilidad de gametos (gran nimero de ovarios provenientes del frigorifico local
y facilidad para acceder a semen bovino congelado), la larga experiencia y estandarizaciéon
mundial de protocolos de PIV de embriones en esta especie y, la existencia de un genoma de

referencia bovino extensamente anotado, lo que permite realizar diversas pruebas
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moleculares.

En el laboratorio de Produccion In Vitro de la Sede Tacuarembd se han formado
estudiantes de grado y posgrado en base a proyectos de investigacion, que tienen como
objetivo estudiar el impacto del estrés caldrico sobre el desarrollo embrionario de bovinos,
un problema que se ha visto agravado por el cambio climatico. El laboratorio estd disefiado
de acuerdo con normas internacionales para descender al minimo los niveles de
contaminacién; equipado con una cdmara de flujo laminar horizontal para garantizar
esterilidad, mientras se trabaja con la preparacién de medios de cultivo, y manipulacién de
gametos y embriones. Ademas, cuenta con equipos de Ultima generacién lo que garantiza un
desempefio eficiente de las biotecnologias reproductivas. Se cuenta con la acreditacion para
llevar a cabo estas practicas con animales de experimentacién, con el recurso humano vy
técnicas-procedimientos estandarizados. Actualmente, el desafio, en esta nueva etapa de
investigacidn, es poner a punto técnicas en biologia molecular como la PCR en tiempo real,
para estudiar el impacto de la estacidn sobre el perfil transcripcional de ovocitos vy
embriones preimplantacionales.

Este informe final de pasantias, llevado a cabo en el laboratorio de Produccion in
vitro de la Sede Tacuarembd, fue desarrollado en dos etapas. En la primera, se realizd la
revision bibliografica sobre: la produccion in vitro de embriones bovinos, el efecto del estrés
caldrico sobre el desarrollo ovocitario y embrionario, la descripcién de algunas estrategias
de atenuacién, y la fundamentacién de algunas técnicas actuales de evaluacidon
embrionarias, que se describen a continuacién. En la segunda etapa, se describe la
realizacién de dos experimentos y la estandarizacién de una técnica de evaluacidn
embrionaria. El primer experimento tuvo como objetivo analizar el efecto estacional del
a-tocoferol sobre la capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos expuestos o no al estrés
calérico. Cabe mencionar que este trabajo fue publicado recientemente en la revista Animal
Reproduction. El segundo experimento fue realizado con el objetivo de evaluar el efecto de
la alta y baja tensidon de oxigeno durante la MIV-FIV sobre el indice de apoptosis y la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y apoptdtico en embriones bovinos.
Por ultimo, se estandarizd la tincidn de acetilacion de histonas como una técnica para

evaluar el potencial de desarrollo embrionario in vitro en bovinos.
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3. Revision bibliografica

3.1. Descripcion de procedimientos estandares de produccion in vitro (PIV) de

embriones bovinos

La PIV de embriones bovinos permite la obtenciéon en el laboratorio de un gran
numero de embriones en el mismo estadio de desarrollo que pueden utilizarse tanto para
estudios cientificos, como para fines comerciales (Hasler, 2014). La optimizacion de esta
técnica ha requerido una profundizacion en los conocimientos sobre calidad y origen de los
gametos, la maduracién, fecundacién, y las condiciones de cultivo in vitro (Baez vy
Rodriguez-Osorio, 2024). En la actualidad, la obtencién de ovocitos de ovarios recuperados
de los frigorificos o de hembras vivas por puncidn transvaginal guiada ecograficamente
(Ovum Pick-up) y su posterior cultivo, permiten la produccién de embriones que pueden ser
criopreservados o bien transferidos a hembras receptoras (Hasler, 2014).

La PIV de embriones consta de tres pasos principales: maduracion in vitro de
complejos cumulus-ovocito (COCs), la fecundacién in vitro de los ovocitos maduros con
espermatozoides capacitados y finalmente el cultivo in vitro de los presuntos cigotos

durante un periodo de 7, 8 6 9 dias.

3.1.1. Maduracion in vitro (MIV)

El proceso de MIV permite obtener ovocitos maduros sin la necesidad de recurrir a la
estimulacién ovdrica con gonadotrofinas. Esta técnica implica la extraccion de los COCs de
los foliculos antrales y su posterior cultivo hasta que alcanzan la metafase Il (Roelen, 2020).
El tiempo requerido para alcanzar la mayor tasa de ovocitos en metafase Il mas cuerpo polar
es de 24 horas, con una atmésfera de 5% CO, (Cainzos, 2012). Los medios mas
frecuentemente utilizados para la MIV de los ovocitos son complejos. Para la especie bovina
es habitual el uso de TCM-199, y suplementado con piruvato, suero fetal bovino (hasta 10%),
hormonas foliculo estimulante, luteinizante, coridnica equina y antibidtico (Speckhart et al.,
2022).

La valoracién de la progresidon meidtica consiste en dos técnicas complementarias. En
primer lugar, se valora el grado de expansidn de las células del cimulus y se lo clasifica como

expansion ligera, moderada o total, siendo este ultimo representativo de una maduracion
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exitosa (Zabihi et al. 2020). Posteriormente, el ovocito pasa por un proceso de denudacion
de las células del cumulus mediante agitacion mecanica y se aplica una tincién con el
compuesto Hoechst 33342, el cudl tifie el DNA. Utilizando un microscopio de fluorescencia
se observa el estadio de la cromatina. Los ovocitos que se encuentran en los estadios de
vesicula germinal, metafase |, ana-telo | y telofase | son clasificados como inmaduros;
mientras que los que presentan una metafase Il + cuerpo polar son clasificados como
maduros (Ambrogi et al.,, 2017). En esta etapa se espera que al menos el 80-85% de los

ovocitos puestos en cultivo alcancen la metafase Il (Roelen, 2020).

3.1.2. Fecundacién in vitro (FIV)

La fecundacién es la etapa que asegura la formacién de un nuevo individuo a partir
de dos gametos, uno masculino y otro femenino. Tras la fusién de los gametos, los dos sets
de cromosomas haploides se asocian en el huso mitético y se produce la primera division
mitdtica embrionaria. Para que este proceso ocurra satisfactoriamente, varios eventos
deben producirse: (i) penetracidon del espermatozoide a través de las envolturas ovocitarias,
(i) interaccion del espermatozoide con la zona pelucida, (iii) fusion ovocito-espermatozoide,
(iv) activacion del ovocito, (v) descondensacion del nucleo espermatico y formacion de los
pronucleos (PN), (vi) desarrollo de los PN masculino y femenino y su migracién al centro del
ovocito, (vii) asociacidn de los cromosomas paternos al huso mitético de la primera divisién
celular (Plachot, 2000). Para lograr la fecundacién bajo condiciones in vitro, los
espermatozoides deben ser seleccionados y capacitados. Para este fin, pasan un periodo de
tiempo (alrededor de 1 hora) en el medio suplementado con albimina sérica bovina
(Speckhart et al., 2022). Posteriormente, son unidos con los ovocitos madurados en medio
FIV por 22 horas a 5% CO, y atmédsfera humeda. La tasa de ovocitos normalmente
fecundados (2 PN) es un dato del éxito de las etapas previas (MIV y FIV) y aseguraria una
buena proporcion de blastocistos. Varios laboratorios emplean de manera rutinaria la
valoracién de la tasa de fecundacién con una metodologia similar a la de la maduraciéon de

los ovocitos (Cainzos, 2012).

3.1.3. Cultivo in vitro (CIV)

El CIV tiene como objetivo simular las condiciones in vivo en las que el embridn se

desarrolla normalmente. A lo largo de los afos las condiciones y caracteristicas del medio de
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cultivo se han optimizado de acuerdo con los avances en la comprension de los
requerimientos bio-energéticos del embriéon durante su desarrollo y, de qué manera este
interactla con el medio y los componentes que alli se encuentran. A su vez, también se han
tenido en cuenta los posibles desechos que se pueden producir en el proceso y de qué
manera afectan su desarrollo (Gonella et al., 2013; Palma, 2018). El medio mas utilizado a
nivel mundial para los procesos de CIV es el denominado SOF, que se traduce como Fluido de
Oviducto Sintético. Como su nombre indica, este medio busca proporcionar al embrién los
componentes presentes de forma natural en el oviducto materno, los cuales son esenciales
para su desarrollo. En términos generales, el SOF estd compuesto por agua ultrapura, sales
inorgdnicas, aminoacidos, piruvato, albumina sérica bovina, gentamicina, myo inositol,
citrato, entre otros (Holm et al., 1999).

Luego de transcurrido el proceso de FIV los presuntos cigotos son transferidos al
medio de cultivo. Durante esta etapa, el cigoto, que inicialmente es una sola célula de gran
tamafio, experimenta una serie de divisiones sucesivas, que dan lugar a multiples células
mas pequenas. La primera evaluacién se realiza el dia dos o tres del CIV, donde el embrién
se clasifica segun la cantidad de células que lo componen (2, 4, 8, y 16), hasta alcanzar la
fase de mérula (Gonella et al., 2013).

Conocer la cinética habitual del desarrollo embrionario permite evaluar su viabilidad
durante el cultivo. La tasa de division se determina segun la cantidad de embriones que se
han dividido al dia 2 posterior a la fecundacién; mientras que la tasa de blastocistos se
calcula a partir de la cantidad de blastocistos presentes al dia 9 (Palma, 2018). Otra de las
condiciones habituales de cultivo es que se realice en una atmdsfera del 5% CO,, 5%0,,

balance de N, y alta humedad (Ferré et al., 2020).

3.1.4. Cultivo en incubadoras Time-Lapse

Durante el cultivo desde el estadio de cigoto hasta el de blastocisto, el embrién
atraviesa cambios morfoldgicos dindmicos cuya cinética especifica determina su capacidad
de desarrollo. Evaluar la calidad embrionaria solo en el estadio de blastocisto, como se hace
en incubacién convencional, es un enfoque estatico, limitado y en muchos casos
insuficiente. En cambio, el sistema de incubadoras Time-Lapse, introducido hace mas de dos
décadas (Payne et al., 1997), permite obtener imagenes de alta calidad en tiempo real.

Dichos sistemas estdn equipados con varias placas, un microscopio y una cdmara integrados,
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gue permiten monitorear de forma continua, no invasiva y automatizada el desarrollo
embrionario, evaluando la morfologia y la cronologia en cada etapa, lo que habilita a realizar
una mejor selecciéon de los embriones con mayor potencial de implantacion y gestacion
(Yaacobi-Artzi et al., 2022).

La obtencion de imdgenes de alta calidad en ‘tiempo real’ permite registrar datos
morfocinéticos detallados durante todo el proceso, desde la maduracién del ovocito hasta el
desarrollo embrionario que son imposibles de obtener mediante el uso de métodos
convencionales. Ademas, el uso de incubadoras equipadas con esta tecnologia optimiza el
consumo de gases, lo que contribuye a una reduccién significativa en los costos asociados a
la PIV (Payne et al., 1997). Gracias a estas ventajas, la tecnologia time-lapse representa una
incorporacién prometedora para mejorar la calidad de los embriones producidos, asi como
los datos que se pueden extraer, a partir de los datos almacenados que permitirian su

observacién y profundo analisis.

3.2. Efectos negativos del estrés caldrico sobre los ovocitos

Estudios realizados en el noreste de Uruguay demostraron que, durante el entore,
gue ocurre en verano, se presentan condiciones de estrés calérico y que, en veranos muy
calurosos, se ve afectado el momento de la concepcion en vacas para carne (Santa Cruz et
al., 2019). Vacas de las razas Hereford, Angus y sus cruzas, muestran un aumento lineal de la
temperatura vaginal a partir de un Indice de Temperatura y Humedad (ITH) superior a 72,8,
lo que conduciria a una reduccion en la tasa de prefiez (Fedrigo et al.,, 2021). Esto es
particularmente relevante, considerando que la reduccién de la fertilidad en los bovinos, a
causa del estrés caldrico, no se limita a los meses calurosos (verano) sino que puede persistir
hasta el otofio (Roth 2008). Se ha documentado que el impacto negativo del estrés calérico
ocurre a diferentes niveles en el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario, afectando incluso el
ambiente uterino (Wolfenson 2000). Existen evidencias, tanto in vivo como in vitro, que
muestran que el ovocito es la estructura mas sensible a los efectos deletéreos causados por
el estrés caldrico materno (Torres-Junior et al., 2008; Gendelman y Roth, 2012).

Haciendo uso del modelo in vitro, Baez et al. (2022) demostraron que el estrés
caldrico durante el verano aumenta los niveles de fragmentacién del DNA en células del

cumulus y reduce la tasa de blastocistos en comparacion con lo observado durante el
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invierno. Estos hallazgos aportan a resultados que sugieren que el verano ejerce un efecto
deletéreo sobre el desarrollo de la competencia en ovocitos (Gendelman et al., 2012) y
espermatozoides (Morell, 2020), que se manifiesta en un retraso en el desarrollo
embrionario (Yaacobi-Artzi et al., 2022), baja calidad de los blastocistos (Baez et al., 2022) y
alteraciones en la expresion génica (Yaacobi-Artzi et al.,, 2022; Gendelman et al., 2010;
Llamas et al., 2020).

Recientemente, Yaacobi-Artzi et al. (2022) reportaron que durante el verano las tasas
de blastocistos PIV fueron significativamente menores que durante el invierno, lo que
explicaria, en parte, la reduccién de las tasas de prefiez en las vacas durante las épocas mas
calurosas. Si bien, la reproducciéon en bovinos esta influenciada por muchos factores
externos, incluida la nutricidn, la sanidad, y el manejo, las condiciones climdticas en
particular, tienen un impacto determinante (Rahman et al., 2018; Dovolou et al., 2023; Li et
al., 2023).

Cada vez mas evidencias sugieren que tanto las condiciones ambientales (Baruselli et
al., 2020; Crean e Immler, 2021) como las del CIV pueden impactar el potencial de desarrollo
embrionario (Shahzad et al., 2020). Entre otros mecanismos, el estrés caldrico induce dafio
en el ovocito y afecta el desarrollo embrionario al generar un desequilibrio en la produccion
de especies oxigeno reactivas (ROS), incluyendo anién superéxido, peréxido de hidrégeno y
oxido nitrico (Yaacobi-Artzi et al., 2020). El aumento en los niveles de ROS implica varios
tipos de dafio celular como la peroxidacion lipidica de las membranas, oxidacion de acidos
nucleicos, apoptosis y necrosis (Guérin et al., 2001; Feng et al., 2024).

Diversos estudios han demostrado que moléculas termoprotectoras, como los
antioxidantes y factores de crecimiento, ayudan a mitigar el dafio celular causado por altas
temperaturas en ovocitos bovinos y ovinos. Su accionar contribuye a restaurar la actividad
mitocondrial, fortalecer la respuesta al estrés oxidativo, estabilizar la membrana celular e
impedir la apoptosis mediada por caspasas. Entre dichas moléculas encontramos a:
astaxantina, resveratrol, derivados de la vitamina A, coenzima Q10, cisteina, IGF-1 y vitamina
E o a-tocoferol (Zabihi et al., 2020; Baez et al., 2021; Barrera et al., 2023; Tripathi et al,
2023).
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3.3. Uso de a-tocoferol

El estrés caldrico puede inducir o agravar los efectos del estrés oxidativo en el
ganado. Varios trabajos en bovinos han demostrado que las consecuencias negativas del
estrés caldrico en el desempefio reproductivo de los animales pueden tener una explicacion
a nivel molecular, basada en la reduccion de los niveles séricos de antioxidantes como la
vitamina Ay E, asi como en un aumento en la produccién de ROS (Chauhan et al., 2021).

Aunque las ROS participan en la regulacién de funciones celulares y activan distintas
vias de sefializacién, en exceso, pueden estar implicadas en diversos tipos de dafios
celulares. Ovocitos que presentan dafios a nivel mitocondrial, han mostrado una capacidad
reducida para neutralizar las ROS, y una capacidad de desarrollo embrionario mas baja
(Tripathi et al, 2023). Bajo condiciones in vivo, por accién de sistemas antioxidantes, el
efecto deletéreo de ROS puede ser neutralizado, pero en condiciones in vitro una vez que las
concentraciones superan el limite en el que los sistemas antioxidantes propios de la célula
pueden contrarrestar las ROS, donde cosecuentemente la posibilidad de muerte celular
aumenta (Tripathi et al, 2023). Dadas las limitaciones que las condiciones in vitro presentan,
es importante reconocer qué moléculas se pueden incorporar a los distintos medios en las
diferentes etapas del proceso y que puedan tener efecto antioxidante que proteja a las
células del estrés oxidativo.

Varios estudios indican que la presencia de antioxidantes, como la vitamina E o el
a-tocoferol, puede revertir muchos de estos efectos adversos causados por las ROS. Esta
molécula, de naturaleza lipidica, se suplementa al medio de maduracion diluida en etanol
(Baez et al., 2021) y es considerada un antioxidante porque protege a la célula contra la
lipoperoxidaciéon al eliminar los radicales peroxilo. Ademas, su incorporacion en los medios
de cultivo se asocia con una mayor proporcién y calidad de blastocistos PIV en varias
especies; asociando su efecto al incremento en la actividad de genes antioxidantes como,
por ejemplo, CAT, SOD1 y SOD2 (Arias-Alvarez et al., 2018; Béez et al., 2021; Tripathi et al.,
2023).

Trabajos realizados recientemente en el laboratorio de Produccidon In Vitro,
demostraron que la adicidon de 100 uM de a-tocoferol durante la MIV mejora la competencia
de desarrollo de los ovocitos bovinos recolectados durante la temporada de verano, lo que

conduce a un aumento en la produccién de blastocistos y una mayor calidad de los
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embriones (Baez et al.,, 2021). Sin embargo, el efecto beneficioso que posee la
suplementaciéon con a-tocoferol durante la MIV no ha sido comprobado en las estaciones
mas frescas. Por tanto, se plantea la hipdtesis que la suplementacién con 100 uM de
a-tocoferol durante la MIV mejora las capacidades de desarrollo de los ovocitos bovinos

tanto en primavera como en verano.

3.4. Efecto de la tensidn de oxigeno

Es frecuente que, para disminuir costos durante la PIV de embriones bovinos, la MIV
de los ovocitos y la FIV de los ovocitos madurados se lleven a cabo a tensidon de oxigeno
atmosférica (~20%). Esta tensién es mucho mayor a la encontrada en el foliculo (<5-14%), el
oviducto (~2%) y el utero de la hembra bovina (1,5-8% 0,) (Harvey, 2007).

He et al., (2020) encontraron que el 5% de O, durante la MIV-FIV mejora la
maduracién de los ovocitos, el desarrollo del embridn, y aumenta el nimero de células en
blastocistos. Trabajos realizados en el laboratorio de Producciéon In Vitro afirman que la
aplicacién de un 5% de O, en todas las fases de PIV de embriones mejora la criotolerancia y
expresion de genes relacionados con la calidad de los blastocistos bovinos (Baez et al.,
2024).

La alta tension de oxigeno puede causar un incremento en la produccidon de ROS
(Harvey 2007), con lo que el ambiente hiperdxico generado podria exacerbar la magnitud de
los danos que experimentan los ovocitos que son expuestos a altas temperaturas
(Hashimoto et al., 2000). En el trabajo realizado por Rodriguez et al. (2023) en el Norte del
pais, se demostrd que la estacién del ano y la tensién de oxigeno, durante la maduracién y
fecundacién in vitro afectaron significativamente las tasas de divisién temprana, la tasa de
blastocistos y la calidad de los embriones. Los ovocitos bovinos recolectados en invierno vy,
madurados y fecundados usando 5% de O, obtuvieron mejores tasas de desarrollo; mientras
que los ovocitos recolectados en verano y que ademas fueron sometidos a 20% de O,
durante la maduracion y la fecundacion, tuvieron tasas de desarrollo significativamente
menores (P<0,05).

Estos hallazgos sugieren que el estrés caldrico, sumado a la alta tension de oxigeno,
tiene un efecto negativo acumulativo sobre la capacidad de desarrollo de los ovocitos.

Adicionalmente, plantean que el uso de una baja tension de oxigeno mitiga los efectos
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negativos del estrés caldrico antes mencionados. A pesar de que estos descubrimientos son
cruciales para una mejora en la PIV de embriones, se desconocen los mecanismos
moleculares por los cuales son efectivos. Por lo tanto, estudiar la expresién de genes como
los referentes a estrés oxidativo, estrés caldrico, apoptosis y potencial de desarrollo son de
interés para comprender los mecanismos involucrados y generar herramientas para revertir

los dafios ocasionados por las condiciones ambientales experimentadas durante el verano.

3.5. Acetilacidon de histonas

Las modificaciones en el perfil epigenético de las células desempeiian un papel
fundamental durante todas las etapas del desarrollo embrionario, ya que regulan el
metabolismo celular, median las respuestas a estimulos y condiciones ambientales,
favorecen la supervivencia celular y permiten un desarrollo adecuado (Brooker, 2012; Ispada
et al., 2021). Las alteraciones covalentes en la estructura quimica de las histonas (proteinas
alrededor de las cuales el DNA se enrolla) influyen en la conformacién estructural de la
cromatina, promoviendo asi su compactacién o relajacidon. Una cromatina compacta impide
el acceso de los factores de transcripcidn y de la maquinaria transcripcional, lo que resulta
en una menor actividad génica. En cambio, una cromatina relajada facilita dicho acceso,
favoreciendo asi un estado transcripcionalmente activo (Jenuwein y Allis 2001; Brooker,
2012; Ispada et al., 2021). El proceso de adicion de un grupo acetilo a los residuos de lisina
en las colas de las histonas, provoca una relajacién del material genético. Este proceso es
conocido como acetilaciéon y hace mas accesible la cromatina para los factores de
transcripcién y, por lo tanto, promueve la expresion génica (Brooker, 2012). En modelos
porcinos y murinos se ha descrito el proceso de acetilacion de histonas como esencial para
lograr una correcta maduracion del ovocito. Adicionalmente, en bovinos se ha encontrado
evidencia de que es a partir de los mecanismos de desmetilacion del material nuclear,
durante el desarrollo embrionario preimplantacional, que la maquinaria celular obtiene
acceso al material genético altamente metilado de los gametos paternos y puede asi,
reprogramarlo para generar blastomeros totipotentes (Saraiva et al., 2022).

A través del uso de técnicas inmunohistoquimicas se puede efectuar la identificacion
de mecanismos como la metilacién, acetilacién y fosforilacion de histonas en muestras

bioldgicas vy, explicar los procesos de transcripcion activa o silenciamiento de genes (Ispada
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et al.,, 2021). En este trabajo se tuvo en cuenta los experimentos realizados por Zuo et al.
(2020), los investigadores explican procedimientos que utilizan anticuerpos para marcar la
acetilacién del residuo de lisina 9 de la histona H3 (H3K9), y detallan como esta técnica,
mediante el analisis de intensidad de fluorescencia, permite cuantificar la transcripcién
activa de genes.

En consideracion de lo expresado anteriormente y con la existencia de evidencia que
sugiere que las TRA podrian influir en procesos epigenéticos como la metilacién del DNA y
las modificaciones de histonas (Saraiva et al., 2022), es importante implementar la tincién
inmunohistoquimica como método para los analisis del potencial de desarrollo embrionario
para futuros trabajos a realizarse en el laboratorio.

En virtud de la informacidn presentada en las secciones anteriores se plantearon los

siguientes objetivos.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Estudiar diferentes estrategias para potenciar la capacidad de desarrollo de ovocitos

bovinos expuestos a altas temperaturas.

4.2. Objetivos especificos

e Actualizar los conocimientos relacionados con las biotecnologias reproductivas.

o Evaluar el efecto estacional del uso de a-tocoferol sobre la capacidad de desarrollo
en ovocitos.

o Valorar el efecto de la estacién y la tensidn de oxigeno sobre la expresion de genes
en blastocistos bovinos producidos in vitro.

e Estandarizar la tincion de la histona H3 en blastocistos bovinos PIV.
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5. Metodologia

5.1. Diseino experimental

El primer experimento se describe en la Figura 1. Los complejos cumulus-ovocito
(COCs) fueron colectados durante la primavera (10 de noviembre - 15 de diciembre 2023) y
el verano (16 de enero - 22 de febrero 2024). Un grupo de COCs fueron madurados con
0,05% de etanol sin a-tocoferol (control) y otro grupo con 0,05% de etanol + 100uM
a-tocoferol. En este experimento fue evaluada la tasa de maduracién (24 hs), tasa de
fecundacién (20 hs post-inseminacién), desarrollo embrionario temprano (dia 3), produccién
de blastocistos tempranos, expandidos y eclosionados (dia 9). En los blastocistos expandidos
se evalud la calidad mediante la produccién de ROS, indice de apoptosis (tincion de TUNEL) y
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo (HSPA1A y CAT), apoptosis (BAX y
BCL2), reconocimiento materno de la preiez (IFNT2), transporte de membrana (AQP3) y
pluripotencia (OCT4).

El segundo experimento se describe en la Figura 2. Los COCs fueron colectados
durante el invierno (20 de diciembre de 2021 - 15 de febrero de 2022) y el verano (12 de
junio - 28 de agosto de 2022). Para cada estacion, un grupo de COCs fueron madurados y
fecundados in vitro a 5% CO,, 20% de O,y N, balanceado; mientras que el un segundo grupo
fue madurado y fecundado in vitro a 5% CO, 5% de O,y N, balanceado. Posteriormente, los
presuntos cigotos de ambos grupos fueron cultivados in vitro a una atmosfera de 5% CO,, 5%
de 0,, con N, balanceado y a una temperatura de 38,52C. En este experimento fue evaluada
la tasa de desarrollo de blastocistos tempranos, expandidos y eclosionados al dia 8, y su
calidad mediante el indice de apoptosis (tincion de TUNEL) y expresién de genes

relacionados con el estrés oxidativo (SOD2, CAT) y apoptosis (BAX, BCL2).
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Interaccién entre la estacion y la suplementacion con a-Tocopherol

Verano
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Figura 1. Representacion grafica del disefio experimental sobre la
interaccién entre la estacion y la suplementacién con a-tocoferol.
MIV, maduracién in vitro; FIV, fecundacién in vitro; CIV, cultivo in
vitro; RT-qPCR, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Interaccion entre la estacion y la tension de oxigeno
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Figura 2. Representacion grafica del disefo experimental sobre la interaccién entre la
estacion y la tensidon de oxigeno. VG, ovocitos inmaduros; MIV, maduracidn in vitro; FIV,
fecundacién in vitro; CIV, cultivo in vitro; RT-qPCR, reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real.
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En la ultima actividad de estas pasantias, se estandarizé la técnica de acetilacién de
histonas en donde se utilizaron blastocistos expandidos y eclosionados provenientes de
diversas repeticiones de los experimentos anteriormente mencionados vy, el procedimiento

realizado se explica en detalle en la seccion 5.10.

5.2. Obtencién y busqueda de COCs

Los ovarios utilizados fueron obtenidos de animales faenados en un frigorifico local.
Los COCs se obtuvieron mediante aspiracion folicular. Esta técnica consistio en el uso de una
jeringa de 18G con la que se extrajo los foliculos superficiales de los ovarios y se deposito el
liqguido extraido en un tubo de 50 mL, para luego realizar la busqueda bajo un microscopio
estereoscépico. Se seleccionaron los COCs con al menos tres capas completas de células del
cumulus compacto y citoplasma homogéneo, clasificados como grado 1 y 2 en la escala

descrita por Speckhart et al. (2022).

5.3. Maduracion in vitro

Los COCs seleccionados, se cultivaron en medio de maduracién TCM-199 (en grupos
de 40-50), en pocillos de 500 pL durante 24 horas a 38,5 2C en una atmdsfera de 5% de CO,,
20% O, 6 5% de CO,, 5% O, y N, balanceado, segln lo especificado para cada experimento. El
medio TCM-199 fue suplementado con piruvato sddico, gentamicina, FSH y eCG (Baez,

2021).

5.4. Fecundacion in vitro

Para esta etapa se emplearon pajuelas de un toro de comprobada fertilidad. Los
COCs MIV se lavaron dos veces en medio de fecundacion y fueron puestos en placas 4 well.
Las pajuelas de semen fueron descongeladas a 372C por 1 minuto. La seleccién espermatica
se llevd a cabo mediante swim-up. La suspensidn espermatica fue despostada en el fondo de
tubos de 1 mL en medio de capacitacién y llevada a la incubadora a 38,52C por una hora. Los
espermatozoides que lograron llegar mas cerca de la superficie fueron seleccionados y
centrifugados a 350 xg. Luego de cumplido este proceso, se realizd el recuento espermatico
con una camara Thoma de recuento celular. La concentracidon espermatica requerida para la

fecundacion es de 1x10° espermatozoides/mL, por lo que se ajusté la concentracion
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anadiendo medio de fecundacién necesario para cada caso. Los ovocitos fueron cultivados
durante 22 hs, a 38,52C en una atmdsfera con 20% 0O,, 5%CO, 6 5% O,, 5%CO, y N,

balanceado, segln lo especificado para cada experimento.

5.5. Cultivo in vitro

Transcurridas 22 hs, los cigotos fueron denudados mediante pipeteo. Luego se
transfirieron a microgotas de medio mSOFaa, donde se los mantuvo durante 9 dias a 38,5°C,
5% de CO,, 5% 0, y 90% N, (Baez, 2021). Los dias 3 y 6 el medio de cultivo fué repuesto en
un 50% con medio nuevo. El porcentaje de divididos y proporcién de blastocistos fue

determinado el dia3y 8 6 9, respectivamente.

5.6. Evaluacidn de la progresidon meidtica y fecundacién en ovocitos

Luego de la MIV, los COCs fueron denudados mediante pipeteo durante 5 min en una
solucién de buffer fosfato salino (PBS) suplementado con 200 pug/mL de hialuronidasa.
Posteriormente, los ovocitos se fijaron en paraformaldehido diluido en PBS al 2,5 % durante
25 min. Transcurrido ese tiempo se tifieron con Hoechst 33342 a una concentracién de 1
ug/mL durante 5 min. Los ovocitos se colocaron en un portaobjetos y se observaron con un
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 50i equipado con un filtro de excitacién UV a
330-385 nm y un filtro de emisién a 420 nm. Los ovocitos se clasificaron como maduros
(ovocitos en metafase Il + cuerpo polar), inmaduros (vesicula germinal, metafase |, anafase
I-telofase |) y degenerados (cromatina difusa o degradada). Después de las 22 horas de la
FIV, se tifieron los presuntos cigotos de acuerdo con el procedimiento descrito
anteriormente. Se realizd la clasificacion de los presuntos cigotos como normalmente
fecundados (2 pronucleos), anormalmente fecundados (1 é mayor a 2 pronucleos) o no
fecundados (sin pronucleos). Se calculé la tasa de fecundacion como la relacion entre el

numero de cigotos con 2 pronucleos y el total de presuntos cigotos observados.

5.7. Produccion de ROS

Para la cuantificaciéon de los niveles de ROS en embriones se prosiguié de acuerdo
con el método descrito por Morado et al. (2009). Este método utiliza el compuesto

fluorescente H,DCFDA para marcar las ROS. Se prepard una solucion stock de H,DCFDA en
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dimetilsulféxido (DMSO), que se diluyd nuevamente en PBS hasta lograr una concentracion
de 10 uM. Posteriormente se incubaron blastocistos expandidos en pocillos de 500 plL en
medio SOF a 38,5 °C, a una atmdsfera de 5% de CO,, por 30 min. Transcurrido ese tiempo se
lavaron las muestras a evaluar dos veces en PBS por 5 minutos y se montaron en
portaobjetos. Mediante el uso de un microscopio de fluorescencia se observaron y
fotografiaron las muestras. La intensidad de ROS fue cuantificada mediante el software

Imagel.

5.8. Tincion de apoptosis

El indice de apoptosis fue determinado mediante el uso del kit “Terminal
deoxynucleotidyl transferase fluorescein-dUTP nick-end labelling” (TUNEL), descrito en
detalle por Rodrigues et al. (2016). Los blastocistos fueron lavados en buffer fosfato salino
(PBS), fijados en 2,5 % de paraformaldehido por 30 minutos, y permeabilizados con Tritdon
X-100 a 0,5% durante 40 minutos. Luego, los blastocistos fueron incubaron en gotas de la
mezcla de reaccién de TUNEL con isotiocianato de fluoresceina unido a dUTP (FITC-dUTP) y
la enzima enzima transferasa desoxinucleotidil terminal por 1 hora a 37 °C en cdmara
himeda y en oscuridad. Para la tinciéon de blastdmeras apoptdticas y no apoptoticas, los
blastocistos fueron tefiidos con 1ug/mL de Hoechst 33342 por 5 minutos en oscuridad.
Posteriormente, los blastocistos se lavaron dos veces en PBS. Para el control positivo los
blastocistos fueron incubados con DNasa 0,01ug/mL; mientras que los del control negativo
fueron incubados en la solucién de tincion en ausencia de la enzima transferasa
desoxinucleotidil terminal (TdT). La evaluacidon de TUNEL y el conteo de células se realizé en
un microscopio de fluorescencia equipado con filtro de 450-490 nm de excitacidn, una
barrera de 520 nm de emisiodn filtro, usando objetivo de 40x y 100X. La apoptosis se observé
de color verde; mientras que los nucleos normales presentaron color azul. Todas las células
de la muestra fueron contadas y analizadas usando el software Fiji/ImagelJ (Schindelin et al.,
2012). El indice de apoptosis fue calculado como un porcentaje de células positivas a FITC

dentro de todas las células positivas a Hoechst.

5.9. Expresion de genes

Un pool, de al menos 3 blastocistos, de cada grupo experimental fue lavado en PBS y
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congelado en nitrégeno liquido. El RNA total se extrajo con kit comercial Single Cell RNA
Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Canada), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Luego, la cantidad y calidad se cuantificé con un espectrofotémetro Nanodrop (Drawell,
K5500Plus, China). EI ADN complementario fue sintetizado a partir de 15 ng de ARN total por
muestra con SuperScript Il transcriptasa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se realizd con un termociclador
Mic-qPCR (Bio Molecular System, Australia), SYBR Green master mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y los cebadores que se presentan en la Tabla 1. Las
condiciones estandar de amplificacidon fueron 952C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos
de 95°C durante 15 segundos, 582C durante 40 seg. y 722C durante 20 seg. La expresion
relativa se calculé mediante el método 222" (Livak y Schmittgen, 2001) y se normalizé con
respecto a los genes de referencia ACTB y GAPDH. Los datos se obtuvieron a partir de tres
réplicas independientes de cada gen. Para el primer experimento se realizd el analisis de
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo (CAT), calérico (HSP1A1), transporte
de membrana (AQP3), reconocimiento materno-fetal (/FNT2), potencial de desarrollo (OCT4)
y apoptosis (BAX). Para el segundo experimento se realizd el andlisis de expresion de genes
relacionados con el estrés oxidativo (SOD2, CAT) y apoptosis (BAX, BCL2). En ambos analisis

se emplearon los mismos genes de referencia (GAPDH y ACTB).

5.10. Acetilacion de histona H3 (H3K9)

La metodologia aplicada se desarrollé en base a los experimentos descritos por Zuo
et al. (2020) e Ispada et al. (2021), con ligeras modificaciones. Los embriones seleccionados
fueron fijados en paraformaldehido al 2,5% durante 24 horass a 4°2C. Luego fueron
permeabilizados con Tritdn X-100 a 0,5% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, los blastocistos se incubaron en solucién de bloqueo (0,05% de Triton X-100
y 2% de BSA (albumina sérica bovina) diluidos en PBS) durante tres horas a 4¢9C.
Transcurrido este tiempo, se incubaron durante la noche a 42C con anticuerpo primario
monoclonal de conejo anti-acetilacion de H3K9 (H0913, Sigma) diluido en solucién de
bloqueo (1:800).

Los embriones se lavaron con PBS durante 5 minutos, seguido de una incubacién con

anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (1:200) (F2883, Sigma) a temperatura ambiente
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por 1 hora. Los embriones se lavaron dos veces con PBS durante 10 minutos y se tifieron con
Hoechst 33342 durante 5 minutos. Se realizé un ultimo lavado con PBS y se montaron los
embriones en portaobjetos. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio Nikon Eclipse
50i con camara incorporada (Nikon, Tokio, Japdn) y fueron manipuladas usando el software

ImageJ.

Tabla 1. Cebadores de oligonucledtidos para analisis RT-qPCR.

Gen Secuencia del Cebador (5’-3’) Tamafio del fragmento Numero de acceso a
(pb) GenBank
AQP3 F: ACCGATCTAGCCCCTCATCT 136 NM_001079794

R: CCAACTCCACCGACAGAATC

BAX F: TTTGCTTCAGGGTTTCATCCA 126 NM_173894.1
R: CCGATGCGCTTCAGACACT

BCL2 F: GAGTCGGATCGCAACTTGGA 120 NM_001077486.2
R: CTCTCGGCTGCTGCATTGT

CAT F: GTTCGCTTCTCCACTGTT 454 NM_001035386.2
R: GGCCATAGTCAGGATCTT

HSP1A1 F: CTTCAACATGAAGAGCGCCG 182 NM_203322.3
R: TGATGGGGTTACACACCTGC

IFNT2 F: TCTGAGGACCACATGCTAGG 145 NM_001015511.3
R: GATCCTTCTGGAGCTGGTTG

oCT4 F: AGTGAGAGGCAACCTGAAGA 110 NM_174580.2
R: ACACTCGGACCACGTCTTTC

S0D2 F: CCCATGAAGCCTTTCTAATCCTG 307 NM_201527.2
R: TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTTC

ACTB F: GACATCCGCAAGGACCTCTA 205 NM_173979
R: ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

GAPDH F: GATTGTCAGCAATGCCTCCT 94 NM_001034034.2
R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA

Abreviaciones: F: forward; R: reverse.

5.11. Analisis estadistico

La proporciéon de metafase Il, tasa de fecundacion, tasa de division, tasa de
blastocistos, e indice de apoptosis se expresan como la media + desviacién estandar. Los
datos fueron analizados mediante el analisis de varianza de dos vias y se realizé la prueba de
medias con el test de Tukey del procedimiento PROC GLM de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). El

mismo modelo fue aplicado para la segunda experimental con las variables: nimero de
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células, indice de apoptosis y expresion relativa de genes. En todos los casos el nivel de

significancia fue de 5% (P<0,05).

6. Resultados

6.1. Efectos del a-tocoferol sobre |la capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos

La maduracion y la fecundacién no difirieron en los ovocitos de primavera después
de la suplementaciéon con a-tocoferol. Sin embargo, en los ovocitos de verano se observaron
diferencias significativas (P<0,05) entre los grupos de control y a-100, y estos ultimos
mostraron valores similares a los de los ovocitos de primavera. Los ovocitos del grupo
control de verano también produjeron las tasas de embriones mas bajas (P<0,05), como se
muestra en la Tabla 2. Sin embargo, no se detectaron diferencias en el nimero total de
células embrionarias entre los grupos.

La interaccidn entre la estacién y el antioxidante afecté significativamente el indice
apoptdtico (P<0,01) y los niveles de expresion de BAX (P<0,03). Como se muestra en la
Figura 3, los niveles mds altos de produccién de ROS (P<0,05) e indice de apoptosis (P<0,01)
se encontraron en blastocistos derivados de ovocitos del grupo control de verano.

Las diferencias en la abundancia de transcripcidon en blastocistos expandidos se
detectaron sdélo para los genes BAX y CAT (Figura 4). La abundancia de transcripcién de BAX
fue significativamente mayor en los blastocistos de control de verano (P<0,05), sin
diferencias entre los otros grupos. Por el contrario, los niveles de transcripcién de CAT

fueron los mas bajos en los blastocistos de control de verano (P<0,05).
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Tabla 2. Tasas de maduracion (metafase Il), fecundacidn, division y blastocistos (porcentaje,
% + D.E.) en ovocitos bovinos colectados durante la primavera y verano y madurados in vitro
sin (control) o con 100 a-tocopherol (a-100). El indice de temperatura-humedad (ITH) fue
calculado durante la primavera tardia austral (entre el 10 de noviembre y el 15 de diciembre
de 2023) y el verano (entre el 16 de enero y el 22 de febrero de 2024).

Primavera (THI: 68,713) Verano (THI: 73+3) Interaccion
Variable Estacién x

Control a-100 Control a-100 Antioxidante
Metafase Il (%) 83+3%° 81,4+1%° 75+1%"° 83,5+0,8%"  **

Tasa de fecundacién (%) 74,5+2%*°  76,242,5%*  68,5+1%° 77,6+2%° NS

Tasa de divisién (Dia 3) 73,8+1%*  75,5+2%° 70,7+1%°  78%2,5%° *
Tasa de blastocistos (Dia 27,2+1%° 28,8+1%° 19,8+4%°  27+5%° NS
9)

Letras diferentes (a, b) dentro de las filas indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0,05). NS= no significativo; *P<0,05; **P<0,001.
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Figura 3. Efecto de la suplementaciéon con 100 uM de a-tocoferol durante la
maduracién in vitro de ovocitos bovinos durante la primavera y el verano
sobre (A) la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), (B) el
numero de células de los blastocistos y (C) el indice apoptético de los
blastocistos expandidos. D) Imdagenes de fluorescencia de blastocistos
expandidos del dia 9 tratados con diacetato de
2'7'-diclororohidro-fluoresceina (H,DCFDA) para evaluar la produccién de
ROS. (E) Imagenes compuetas de blastocistos expandidos el dia 9 tefiidos
con Hoechst 33342 (nlcleos azules) y TUNEL (verde) para evaluar la
fragmentacién del ADN. La barra blanca representa el rango de 100 um. La
ausencia de letras en cada barra representa que no hay diferencias
significativas. Letras diferentes en cada barra representan diferencias
significativas (P<0,05).
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Figura 4. Efecto de la suplementacion con 100 uM de a-tocoferol durante la
maduracién in vitro de ovocitos bovinos en primavera y verano sobre la
abundancia relativa de ARNm de los genes AQP3, HSPA1A, OCT4, IFNT2, BAX y CAT
para blastocistos expandidos producidos in vitro. La ausencia de letras en cada
barra representa que no hay diferencias significativas. Letras diferentes (a, b) en
cada recuadro indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,05).

6.2. Efecto de estacion y la tension de oxigeno sobre capacidad de desarrollo de

ovocitos bovinos

Los blastocistos del grupo MIV-FIV a 20% de O, y provenientes del verano
presentaron el indice de apoptosis mas alto (P<0,05; Figura 5), pero sin observar diferencias

en el numero total de blastémeras. La Figura 6 ilustra que la expresién de la relacién
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BAX/BCL2 fue significativamente mayor (P<0,05) en el grupo de blastocistos del verano y
cultivados a 20% de O, en comparacién con los grupos cultivados durante el invierno a 5%
de O,. La interaccidon de la tensién de O, y la estacién afectd sélo la abundancia de

transcripcién de BCL2 en blastocistos producidos in vitro (Tabla 3).

A B
200 . a
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Figura 5. Representacion grafica del nUmero de blastomeras (A) e indice de apoptosis (B) de
blastocistos producidos in vitro en baja (5%) y alta (20%) tensién de oxigeno durante el
verano e invierno del afio 2023. Letras diferentes (a,b) sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05).
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Figura 6. Efecto de la tensidn de oxigeno sobre la expresion relativa de los genes
CAT, SOD2, BAX, BCL2 y la relacion BAX/BCL2 en blastocistos bovinos producidos in
vitro durante el invierno (W) y verano (S) del afio 2023. La ausencia de letras en
cada barra representa que no hay diferencias significativas. Letras diferentes (a, b)
en cada recuadro indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Tabla 3. Efectos de la baja (5%) y alta (20%) tensién de oxigeno en el numero de
blastomeras, el indice de apoptosis, la expresién de los genes CAT, SOD2, BAX, BCL2 y la
relaciéon BAX/BCL2 en blastocistos bovinos producidos in vitro durante el invierno y verano
del afio 2023.

Variable Estacién Tension de O, Interaccién Estacion x
Tension O,

NuUmero de blastémeras NS NS T
indice de apoptosis NS ** T
CAT NS NS NS
S0D2 NS * NS
BAX NS * NS

BCL2 NS NS *
BAX/BCL2 T * NS

NS: No significativa; T: Tendencia P>0,05 y <0,1; *P<0,05; **P<0,01.

6.3. Acetilacion de histona H3 (H3K9)

En la Figura 7 se observan las micrografias de fluorescencia obtenidas después de la

estandarizacién del protocolo de tincidn de acetilacion de histonas H3K9.

Acetilacion H3K9

Composicion

Hoechst 33342

Figura 7. Imagenes de fluorescencia de blastocistos PIV y
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tefiidos con Hoechst 33342 (nucleos azules), marcados con
anticuerpos para valorar la acetilacién de histona H3K9 (verde)
y la composicién o merge de ambas imagenes. Aumento 40x. La
barra de escala equivale a 100 micras.

7. Discusién

7.1. Suplementacién con a-tocoferol

La hipdtesis que a-tocoferol reduce la produccién de ROS vy el indice apoptdtico en
blastocistos producidos en ambas estaciones fue parcialmente confirmada. Nuestros
resultados demuestran que a-tocoferol impacta positivamente el potencial de desarrollo de
los ovocitos colectados durante el verano, exhibiendo un efecto estacién-especifico en la
maduracién, fecundacion y posterior calidad y numero de embriones. En cambio, los
ovocitos colectados durante la primavera mostraron una respuesta no significativa a la
suplementacion, lo que sugiere que los beneficios especificos de a-tocoferol se limitan a las
condiciones estacionales estresantes. En concordancia con estos descubrimientos, estudios
previos han demostrado que ovocitos colectados de mataderos durante el verano, muestran
la menor tasa de blastocistos (Yaacobi-Artzi et al., 2022). Por su parte, Maddahi et al. (2024)
informaron tasas mas altas de maduracion y desarrollo embrionario en ovocitos de vacas
lecheras sometidos a estrés térmico suplementados con 100 uM de a-tocoferol. Ademas,
Natarajan et al. (2010) estudiaron la suplementacion de 200 uM de a-tocoferol durante el
cultivo in vitro de embriones ovinos bajo dos condiciones, baja (5%) y alta (20%) tensién de
0O, y encontraron una mejora significativa en la proporcién y calidad de los blastocistos al
20% de O,, donde se espera una mayor produccion de ROS (Guérin et al., 2001).

Los resultados presentados sugieren que el a-tocoferol ejerce su efecto antioxidante
en condiciones de alto estrés, como lo demuestra la produccion reducida de ROS y la
expresidon reducida del gen BAX en ovocitos colectados en verano. Cabe destacar que los
ovocitos de primavera mostraron un bajo indice de apoptosis y una baja expresién de BAX,
incluso sin suplementacién, lo que indica su competencia intrinseca y una menor necesidad
de compensacidon antioxidante. En conjunto, estos resultados respaldan la idea de que el
a-tocoferol beneficia a los gametos y a los embriones preimplantacionales bajo un mayor
estrés oxidativo, ya que reduce las ROS y mitiga la expresidon de genes relacionados con la

apoptosis. Los cambios en la abundancia de transcripcion de genes como SOD1 (Tripathi et

30 | 40



al., 2023), SOD2 (Baez et al., 2021) y CAT (Arias-Alvarez et al., 2018), provocados por el
a-tocoferol, que representa respuestas antioxidantes, estan relacionados con la disminucion
de los niveles de ROS. El gen CAT desempeiia un papel crucial al convertir H,0, en oxigeno y
agua y mitigar la apoptosis a través de la regulacién negativa de BAX y Caspasa-3 (Khan et
al.,, 2020). En conjunto, estos datos subrayan el potencial del a-tocoferol como agente
protector en condiciones estacionales estresantes y, destacan el potencial de a-tocoferol
como una intervencidn dirigida para mejorar la calidad ovocitaria y embrionaria bajo

condiciones de estrés caldrico.

7.2. Efecto de la tensidn de oxigeno

Los resultados obtenidos indican que los ovocitos que son MIV-FIV en alta tension de
oxigeno (20%) colectados durante el verano presentan un mayor indice de apoptosis y un
aumento en la relacidn de la expresion de los genes BAX/BCL2, lo que representa una menor
calidad embrionaria. He et al. (2020), evaluando diferentes tensiones de oxigeno durante los
procesos de MIV-FIV en ovocitos de Yak, reportaron hallazgos que son consistentes con los
del presente trabajo. Ellos evidenciaron que una concentracién del 20% de O, se asocia con
un incremento en el indice de apoptosis y, en contraste, condiciones de baja tension de
oxigeno (5%) favorecen la obtencion de embriones con niveles de apoptosis mas bajos.

Diversos estudios han demostrado que la relacidn entre los genes BAX/BCL2 es un
indicador util para medir la calidad de ovocitos y embriones bovinos producidos in vitro
(Yang y Rajamahendran, 2002; He et al., 2020). Por un lado, el gen BAX, perteneciente a la
via intrinseca de la apoptosis, promueve la activacion de la cascada de caspasas que culmina
en la muerte celular y su sobreexpresién se asocia con embriones bovinos con morfologia
pobre. En cambio, el gen BCL2 inhibe la accion de BAX, bloqueando asi el avance de esta via
apoptética y altos niveles del mismo indican una mayor calidad embrionaria (revisado por
Ramos-Ibeas et al., 2020). Por lo tanto, la relacion entre el gen BAX pro-apoptodtico y el gen
BCL2 anti-apoptdtico es un marcador util para determinar la calidad del embrién vy
demuestra la tendencia de dichas células hacia la supervivencia o la muerte celular (Yang y
Rajamahendran, 2002; He et al., 2020, Ramos-lbeas et al., 2020). Aunque la alta tension de
oxigeno afecto la relacién BAX/BCL2, la interaccidn entre la estacidon y la tension de oxigeno

provoco diferencias significativas observables solamente en la expresion de BCL2.
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Por otro lado, la alta tension de oxigeno tendid a una menor expresion del gen SOD2
en ambas estaciones. Este gen codifica la enzima mitocondrial involucrada en la primera via
enzimdtica que posee la célula para deshacerse de las ROS y transformar los nocivos
radicales superoxidos en peréxido de hidrégeno (H,0,), que luego es eliminado de la célula
por enzimas como la catalasa y la glutatiéon peroxidasa (Corréa et al., 2008; Khan et al.,
2020). Por lo tanto, bajos niveles de SOD2 en blastocistos podrian indicar una menor
actividad mitocondrial y por consiguiente una baja calidad embrionaria (Bdez et al., 2024).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la alta tensidn de oxigeno
propicia un estado que conduce a la apoptosis, el estrés oxidativo generado por el ambiente
hiperdxico sumado al estrés caldrico sufrido por las altas temperaturas incapacita a la célula
a contrarrestar los dafios sufridos y por lo tanto recurre a la muerte celular por la via de
apoptosis (Ramos-Ibeas et al., 2020; Yousefian et al., 2021).

Aunque lo reportado es consistente con los hallazgos en experimentales de otros
autores que también evaltan el efecto de la tensidn de oxigeno en procesos in vitro, debido
al nimero reducido de genes en estudio y las limitadas diferencias encontradas, los
resultados obtenidos podrian considerarse una aproximacidén inicial al entendimiento del
efecto de la tensidn de oxigeno en ovocitos expuestos o no al estrés calérico vy, realizar en un
futuro un estudio mas amplio, permitiria desentrafar los mecanismos celulares

involucrados.

7.3. Acetilacidn de histona H3 (H3K9)

Los procedimientos detallados permitieron el desarrollo de la tincidn que identifica la
acetilacién de histona H3K9. Esto constituye un método de evaluacién rapida y precisa de
fendmenos que ocurren a nivel celular en los embriones y reflejan aspectos claves en la
transcripcién de genes. La cuantificacidn de la acetilacion permite establecer comparaciones
solidas y generar datos complementarios de gran utilidad para estudios de expresidon génica
(Zuo et al., 2020).

El desarrollo y aplicacion exitosa de la técnica, representa un avance importante en el
repertorio de técnicas de evaluacién del potencial de desarrollo y calidad embrionaria del
laboratorio de Produccion In Vitro. De esta manera, sera posible evaluar los efectos de

distintos agentes o condiciones ambientales en futuros estudios.
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8. Conclusiones

1. La revision bibliografica y la aplicacién de técnicas de PIV de embriones revelan
cdmo la manipulacién de diversos compuestos y pardmetros puede mejorar
significativamente la eficiencia en la obtencion de embriones saludables.
Adicionalmente, se resalta el papel de ciertos compuestos, en este caso
antioxidantes, que contrarrestan los efectos negativos del estrés caldrico, lo que
contribuye a mejorar la calidad de los embriones y por consiguiente aumentan el
numero de embriones resultantes del proceso.

2. Los hallazgos reportados en la primera experimental indican que la suplementacién
con a-tocoferol durante la MIV mejora significativamente la calidad y el
rendimiento de los blastocistos de los ovocitos colectados durante el verano, y
ejerce su efecto protector contra el dafio oxidativo al reducir los niveles de ROS y la
apoptosis. Por el contrario, no se observaron efectos significativos en los ovocitos
de primavera, lo que sugiere que los beneficios de la suplementacion con
a-tocoferol durante la MIV son mds evidentes en los ovocitos en condiciones
estacionales estresantes, como las que se experimentan en verano.

3. Los resultados del segundo experimento demuestran que una alta tensiéon de
oxigeno puede afectar la calidad de los embriones producidos in vitro, exacerbando
especialmente los efectos negativos que tiene sobre ellos el estrés calérico
experimentado en la estacion de verano y, el uso de una baja tensién podria ser un
método viable para obtener embriones de mejor calidad.

4. Lla identificacion de procesos de acetilaciéon permite evaluar la calidad de los
embriones ya que tienen correlacion directa con la accesibilidad de los mecanismos
intracelulares para la transcripcién de genes. Estos procedimientos son de utilidad
para hacer estudios comparativos de los efectos en el desarrollo embrionario de
diferentes condiciones en todas las etapas de PIVE. De acuerdo con lo establecido,
se espera incorporar esta técnica como procedimiento disponible en futuros
trabajos a realizar en el laboratorio.

5. En definitiva, lo desarrollado en el presente trabajo contribuye significativamente a
los debates en curso sobre estrategias para mejorar la eficiencia de la produccién

de embriones en condiciones climaticas adversas.
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