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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar diferentes concentraciones de B-mercaptoetanol
durante el cultivo in vitro de embriones bovinos y determinar el efecto de la vitrificacion en la
supervivencia de embriones cultivados en un medio suplementado con f8-ME. Experimento 1:
post-fertilizacion, los cigotos fueron asignados a grupos de cultivo con 0, 50, 100 y 150 pM de §-
ME. Experimento 2: los cigotos se cultivaron en presencia o ausencia de 100 pM de 3-ME y fueron
vitrificados por el método Cryologic. Se determiné la supervivencia, el total de células e indice de
apoptosis como indicadores de calidad y criotolerancia. La tasa de division sigue una tendencia
lineal negativa y fue menor a una concentracion de 150 pM de B-ME, no encontrandose
diferencias entre las demas concentraciones. El porcentaje de embriones sigue una tendencia
cuadratica con una mayor respuesta a una concentracion de 100 pM de 3-ME. La suplementacion
con 100 pM de B-ME aumento la supervivencia, el total de células y redujo la apoptosis. Se
evidencio que la suplementacion del medio de cultivo con B-ME (100 pM) aumenta el porcentaje
de embriones, la supervivencia y el ntimero de células posterior a la vitrificacion por el método
Cryologic y reduce la apoptosis.
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Vitrification of Bovine Embryos Cultured in a Medium Supplemented with
B-Mercaptoetanol

ABSTRACT

This study aimed to evaluate different concentrations of f-mercaptoethanol (8-ME) during
invitro culture of bovine embryos and determine the effect of vitrification on survival rate of
embryos cultured in a medium supplemented with &-ME. Experiment 1: Post-fertilization,
zygotes were assigned to culture groups with 0, 50, 100 and 150 pM B-ME. Experiment 2:
zygotes were cultured in presence or absence of 100 pM B-ME followed by vitrification by
Cryologic method. Survival, total cell number and apoptotic rate were used as quality and
cryotolerance indicator. Cleavage rate follows a negative linear trend, and it was lower at 150
M concentration of B-ME, no differences were found between the other concentrations.
Percentage of embryos follows a quadratic trend showing the greatest response to a
concentration of 100 pM of B-ME. It was shown that supplementation with 100 pM of -ME
during in vitro culture increased survival rate and total cells number and reduced the
apoptosis.

KEYWORDS: Antioxidant, Cryopreservation, Cryosurvival, Bovine embryo.

Introduccion

Aunque la cantidad de embriones producidos in vivo que se recolectan y transfieren en
todo el mundo se ha estabilizado en los altimos afos, la transferencia de embriones
producidos invitro contintia en ascenso (Ferre et al., 2020). En el 2016, y por primera vez en la
historia registrada, los embriones viables de bovinos que se produjeron in vitro superaron a la
cantidad de embriones transferibles derivados in vivo (Gallego et al., 2022).

Su creciente desarrollo, ha generado nuevos retos en los sistemas de crioconservacion
debido a que los embriones producidos in vitro se ven afectados por varios factores, incluido
el sistema de cultivo, la calidad de los ovocitos, la presencia de suero y factores de crecimiento,
entre otros (Viana et al., 2018). Los embriones se mantienen por mas tiempo en el medio de
cultivo, por lo que es probable que el mismo tenga un mayor impacto en el desarrollo
embrionario y el numero total de células por blastocisto, factores que pueden influir
considerablemente en su mayor sensibilidad a la crioconservacion y su posterior viabilidad

(Truong y Gardner, 2020).
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El incremento del estrés oxidativo es responsable de numerosos tipos de danos al
embrion. Las especies reactivas de oxigeno (ERO) tales como el O, difunden a través de la
membrana celular y alteran la mayoria de las moléculas organicas, afectando el desarrollo
temprano de los embriones (Khazaei y Aghaz, 2017). La modificacion oxidativa de los
componentes celulares via ERO (estrés oxidativo), es uno de los procesos mas daninos para
la funcion celular. Las consecuencias son multiples e incluyen alteraciones mitocondriales,
bloqueo de las células del embrion y apoptosis (Torres et al., 2019).

En condiciones fisiologicas, las ERO y los antioxidantes celulares se encuentran en
equilibrio. Las células poseen mecanismos para obstaculizar la formacion excesiva de
radicales libres, incluidas las enzimas especificas que controlan los niveles intracelulares
(Sovernigo et al., 2017; Ranjbar et al., 2019).

La adicion de antioxidantes a los medios de cultivo mejora la calidad y criotolerancia de
los embriones bovinos producidos in  vitro (Mahmoud et al, 2016).
Los Tioles 0 Mercaptanos son compuestos organicos que contienen un grupo funcional
formado por un atomo de azufre y un atomo de hidrogeno llamado grupo tiol o sulfhidrilo (-
SH) y forman parte de los aminoacidos de las proteinas como es el caso de la cisteina.

El efecto de los compuestos tiol esta mediado por el aumento de los niveles de glutation
intracelular (GSH), un antioxidante que protege a las células contra los efectos nocivos del
estrés oxidativo al reducir o eliminar las ERO (Sandal, 2018). E1 GSH es sintetizado a partir
de tres aminoacidos (cisteina, acido glutamico y glicina). El grupo sulfhidrilo de la cisteina,
sirve como donador de electronesy es responsable de la actividad biologica del GSH
(Anchordoquy et al., 2019).

El R-ME se ha utilizado a una concentracion entre 10 pM y 500 pM durante la
maduracion y el cultivo para incrementar la sintesis intracelular de GSH, mantener el estado
redox de las células y mejorar la capacidad de desarrollo de embriones en diferentes especies
(Hosseini et al., 2009). Sin embargo, no existe consenso respecto a la concentracion favorable
de B-ME utilizada en los medios de cultivo, tiempo de exposicion y el paso dentro del proceso
de produccion in vitro de embriones en el cual la suplementacion con B-ME mejora el
desarrollo embrionario.

Este estudio tuvo como objetivos: 1) evaluar el efecto de diferentes concentraciones de

f-mercaptoetanol durante el cultivo invitro de embriones bovinos, 2) determinar el efecto de
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la vitrificacion sobre superficie solida en la tasa de supervivencia de embriones bovinos

cultivados en un medio suplementado con -mercaptoetanol.

1. Materiales y métodos

L1. Recuperacion de ovocitos

Los ovarios fueron colectados en un rastro local y se colocaron en solucion salina a 38°C
(NaCl 0,9 %) suplementada con kanamicina (1%), para después ser transportados al
laboratorio. Se lavaron tres veces con solucion salina a 38°C, suplementada con 1% de
kanamicina y se aspiraron los foliculos con un diametro entre 2- 6 mm. Solo complejos
camulo ovocitos (CCOs) con un camulo no expandido rodeados por cinco o mas capas de

células de caimulo (categoria I) fueron madurados in vitro.

1.2. Maduracion in vitro.

Los CCOs fueron lavados en 500 pL de medio de maduracion y luego madurados en
grupos de 50 CCOs en 500 pL de medio de maduracion TCM-199 (Life-Technologies, 31150-
022) suplementado con L-Glutamina (0,4mM), Piruvato de sodio (0,2mM), Gentamicina
(50pg/mL), Cisteamina (O,JpM), EGF (20ng/mL) en placas de 4 pozos (Nunc®,
Langenselbold, Germany) por 24 h en atmosfera htmeda de 5% CO, a 38.5°C.

1.3. Fertilizacion in vitro.

Para la produccion in vitro de los embriones, se utilizé semen de un toro previamente
evaluado, el semen fue descongelado y seleccionado por la técnica de doble gradiente de
Percoll (90 y 45 %). Los CCOs se coincubaron a una concentracion de 1x10° espermatozoide
(sp)/mL) en medio de fertilizacion suplementado con 10 pL/mL de Heparina por 20 horas en

atmosfera humeda de 5% CO, y 38.5°C.

1.4. Cultivo invitro.

Para el cultivo invitro (CIV), se utilizo el fluido oviductal sintético (SOF) suplementado
con Insulina-transferrina-selenio (10 pg/mL I; 5.5 pg/mL T; 6.7ng/mL S) y BSA; 2(w/v) %.
Después de la fertilizacion, se eliminaron las células del cimulo por agitacion con vortex y
los presuntos cigotos fueron distribuidos al azar en cuatro grupos de tratamiento con 0, 50,

100 y 150 pM de §-ME a razon de 25 cigotos por gota de 50 pL de medio cubiertas de aceite
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mineral en placas de 4 pozos (Nunc®, Langenselbold, Germany) (Experimento 1). En el
experimento 2, los presuntos cigotos se cultivaron en presencia o ausencia de 100 pM de ft-
ME (Life Tecnologies 31350-010). Para todos los grupos el CIV se desarrollo en atmosfera
hameda de 90 % N, 5% O,y 5 % CO, a 38.5 °C. Se evalu6 la competencia del desarrollo de
los embriones a partir de la escision (48 horas post fertilizacion) y la tasa de blastocistos (7
dias post fertilizacion) y se definieron como el ntmero de cigotos divididos o blastocistos

formados por ovocitos madurados, respectivamente.

1.5. Vitrificacion de embriones

A los 7 dias post fertilizacion, los embriones en estadio de blastocisto se vitrificaron
sobre superficie solida en dos pasos en pajillas Fiberplug por el método Cryologic con
Etilenglicol (EG); Sigma, Aldrich, 03750, Dimetilsulfoxido (DMSO); Sigma, Aldrich, D8418)
y sucrosa; Sigma, Aldrich, S1888). Embriones no vitrificados se utilizaron como control. La
desvitrificacion se realizo a concentraciones decrecientes de sucrosa en medio de
calentamiento. La reexpansion del blastocele y la tasa de eclosion a las 24 y 48 horas después
de la desvitrificacion, se utilizaron como medida de supervivencia embrionaria. El namero de
células y el indice de células apoptoticas se evaluaron por tincion con yoduro de propidio y
Tunel, para detectar muerte celular asociada a la fragmentacion del ADN (Vandaele et al.,

2006), como indicador de calidad embrionaria.

1.6. Analisis estadistico

El efecto de los tratamientos sobre la tasa de division, blastocistos, y la proporcion de
células apoptoticas, se determiné mediante un analisis de regresion logistica binaria
(Minitab®, 2019), determinandose las tendencias polinomiales en funcion de la concentracion
de B-ME. Se utiliz6 un analisis de varianza utilizando el procedimiento GLM (SAS, 1996)

para el total de células por blastocisto y pruebas de Tukey para las diferencias.

2. Resultados
Las tendencias polinomiales para el porcentaje de divididos y de embriones se presentan

en las Figura 1. Se puede observar que la tasa de division sigue una tendencia lineal inversa,
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siendo menor la division conforme se incrementa la concentracion de -ME, mientras que, en

el caso del porcentaje de embriones, la tendencia polinomial es cuadratica, con una mayor

respuesta al nivel de concentracion de 100 pM de B-ME.

4
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Figura 1. Porcentaje promedio de embriones divididos (A) y porcentaje de embriones

(§)

La tabla

btenidos (B) en respuesta a la concentracion de f5-mercaptoetanol.

1 muestra las tasas de division y de embriones obtenidos a las 48 horas y 7 dias

post fertilizacion, respectivamente. Se advierte una disminucion en el porcentaje de divididos

(P<0.05) a una concentracion de 150 pM de B-ME. No se observaron diferencias significativas

(P>0.05) entre las demas concentraciones, sin embargo, se puede apreciar que el porcentaje

de embriones es mayor (P<0.05) a una concentracion de 100 pM de B-ME.

Tabla 1. Eficiencia de la produccion invitro de embriones bovinos cultivados en un medio

suplementado con f$-mercaptoetanol.

Tratamiento Porcentaje de Porcentaje de
Divididos (X + E.E)  embriones (X + E.E)

50 R-ME 785+ 21 414> +29

100 -ME 78.0*+ 2.1 49.2%+29

150 K-ME 73.6P+22 439>+29

CONTROL 80.1* + 2.2 404>+ 30

Valores dentro de columna con diferente literal indican diferencia significativa (P<0.05).

La supervivencia embrionaria es un indicador del éxito de la vitrificacion (Maslichah y

Makuwira, 2023). Se observo un aumento de la supervivencia embrionaria (tabla 2)

expresada por la reexpansion del blastocele a las 24 horas (89.241.2 vs 80.8+1.5) y 48 horas
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(89.2+1.2vs 80.6+1.5) de cultivo post desvitrificacion y la tasa de eclosion (88.9 + 1.2 vs 79.4 +

1.6) para el grupo tratado con -ME (100pM) y control no suplementado, respectivamente.

Tabla 2. Supervivencia embrionaria post desvitrificacion de embriones bovinos cultivados en
un medio suplementado con f-mercaptoetanol.

Tratamiento Reexpansion Reexpansion  Eclosion Total de
24 h 48h X células
(X +E.E) (X +E.E) +E.E) (X +E.E)
Control 91.9+].3? 91.9+].3? 91.9+].3% 135.2+8.01*
100 pM {-ME 89.2+1.2° 89.2+1.2 88.9 +1.2° 136.1+7.26%
Sin {-ME 80.8+1.5¢ 80.6+1.5¢ 79.4 +1.6¢ 98.2+4.10

Valores dentro de columna con diferente literal indican diferencia significativa (P<0.05)

Consistente con los beneficios de los antioxidantes en la calidad y criotolerancia
embrionaria (Mahmoud et al., 2016; Soto y Paramio, 2020), observaron que la adicion de 100
M de §&-ME al medio de cultivo in vitro aumento6 significativamente (P<0.05) el namero de
células totales (136.1¢7.26) respecto al grupo no suplementado (98.2+4.10) y fue similar al
control no vitrificado (135.2+8.01).

Se observo una reduccion significativa de la apoptosis (2.83+0.62 vs 6.13+0.75) respecto

al grupo no suplementado y fue similar (2.96+0.55) al grupo control no vitrificado.

3. Discusion

Estudios previos (Caamafio et al., 1996), no mostraron diferencias entre concentraciones
bajas (10 pM), medias (50 pM) y altas (100 pM) de B-ME durante el desarrollo in vitro de
embriones bovinos. Segiin Caamano et al. (1998), independientemente de la concentracion,
el B-ME promueve el desarrollo embrionario.

Un estudio desarrollado por Masaya et al. (1999), para determinar el efecto de varios
niveles de -ME durante el cultivo invitro, revel6 un mayor porcentaje de embriones bovinos
que alcanzaron el estadio de blastocisto cuando se utilizo6 una concentracion de 10 pM
respecto al grupo control no suplementado y aquellos cultivados con 50 pM de -ME. Otros
autores (Hosseini et al., 2009), indicaron el mejor efecto para 100 pM desde el primer dia de
cultivo, con un significativo aumento de la tasa de division y la produccion de blastocistos los

dias 7 y 8 post fertilizacion. No obstante, Rocha et al. (2015) reportaron que una
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concentracion de 100 pM de R-ME y la baja tension de O, durante todo el periodo de cultivo,
fueron perjudiciales para el desarrollo embrionario. Segin Rocha et al. (2014), la
suplementacion con antioxidantes durante el CIV reduce las ERO intracelulares y la tasa de
apoptosis; sin embargo, no aumenta el desarrollo embrionario ni la supervivencia después de
la vitrificacion.

Resultados obtenidos por Ahmed et al. (2023), revelaron que concentraciones de 25, 50,
100y 200 pM de BME en el medio de cultivo (SOF) durante la etapa de desarrollo embrionario
tiene un efecto beneficioso probablemente atribuido a la funcion del B-ME en la produccion
de GSH al aumentar las tasas de produccion de blastocistos.

Ribeiro et al. (2009), no encontraron diferencias significativas para la tasa de division
entre embriones cultivados en un medio suplementado (81.1%) o no (80.2%) con 100 pM de
-ME.

Seguin Ferré et al. (2020), el B-ME minimiza los efectos daninos del estrés oxidativo,
promueve el transporte de aminoacidos, la sintesis de ADN y mejora la capacidad de
desarrollo y la criotolerancia de los embriones bovinos producidos in vitro (27). Por el
contrario, Rocha et al. (2014), sefialan que la suplementacion con antioxidantes intracelulares
como el B-ME, no aumenta el desarrollo embrionario ni la supervivencia después de la
vitrificacion. Al respecto, de Mattos et al. (2022) demostraron que la suplementacion con f&-
ME, afect6 negativamente el desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto (28.0% vs
43.8%) pero aumento la criotolerancia de embriones bovinos cultivados in vitro.

Investigaciones previas demostraron que la presencia de &-ME (100 pM) durante el CIV,
aumento la criotolerancia de los embriones resultantes (Caamano et al., 1998; Ribeiro et al.,
2009).

De igual manera, trabajos desarrollados en bufalos (Moussa et al., 2019) en condiciones
de estrés oxidativo, demostraron que el uso de B-ME en el medio de cultivo in vitro, mejor6
significativamente la calidad del blastocisto vitrificado, como lo demuestra la modulacion de
la expresion de genes importantes asociados con el potencial de desarrollo embrionario. Asi
mismo, trabajos previos sobre el uso de compuestos tiol durante el proceso de produccion in

vitro de embriones bovinos revelaron que el B-ME estimula la sintesis de GSH, aumenta el
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namero medio de células por blastocisto bovino, disminuye la apoptosis y mejora la calidad
de los blastocistos resultantes (Feugang et al., 2004).

Segtin Choe et al. (2010), las diferencias entre los resultados publicados sobre la mejor
concentracion de B-ME son contradictorios y dependen, entre otros factores, de la etapa del
desarrollo embrionario donde se inicia la suplementacion, el origen de los ovocitos y la
presencia o no de factores de crecimiento. Takahashi et al. (1993) informaron una mayor tasa
de formacion de blastocistos a partir de embriones bovinos de seis a ocho células cultivados
con 50 pM respecto a 10 pM de -ME mientras que, Hamano et al. (1994) senalaron que
embriones bovinos de ocho células se comportaron mejor cuando las concentraciones de -

ME en el medio de cultivo fueron bajas (5 a10 M) que cuando las concentraciones eran altas

(50 2100 pM).

Conclusiones
Se concluye que la suplementacion del medio de cultivo con 100 pM de B-ME, aumenta

el porcentaje de embriones, la tasa de supervivencia y el namero de células totales de

embriones bovinos vitrificados sobre superficie solida y reduce la apoptosis in vitro.
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