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1. Resumen:

La vitrificacion de ovocitos en la especie equina continia siendo ineficiente en
comparacion a otras especies de interés doméstico, habiéndose reportado solo 3
nacimientos provenientes de ovocitos vitrificados. Estos resultados pueden ser explicados
por el ambiente oxidativo hostil que presenta esta técnica. La melatonina, una hormona
antioxidante, podria mejorar la viabilidad de los ovocitos. El objetivo de este trabajo fue
analizar el efecto de la melatonina sobre la maduracion de los ovocitos vitrificados, el
desarrollo post-ICSI de los embriones y su viabilidad. Los ovocitos inmaduros obtenidos de
yeguas de frigorifico fueron mantenidos en medio de holding por 15 horas. Luego fueron
vitrificados utilizando un protocolo de 3 pasos en una solucién final de 20% Etilen-Gilicol,
20% Dimetil Sulféxido (DMSQO) y 0,65M de Trehalosa. En el Experimento 1 se evalud el
efecto de la suplementaciéon con melatonina en el medio de maduracion sobre la
maduracion in vitro de ovocitos. La melatonina no produjo una mejora en la maduracion de
los ovocitos. El porcentaje de maduracion de ovocitos suplementados con melatonina (65%
para los no vitrificados y 54% para los vitrificados) y sin suplementar (53% para los no
vitrificados y 54% para los vitrificados) no mostraron diferencias significativas
estadisticamente (p=0.19). En el experimento 2 se evalud el desarrollo embrionario post
ICSI de los ovocitos suplementados con melatonina en el medio de maduracion. La
melatonina no tuvo efecto en el porcentaje de clivaje ni en la tasa de blastocistos. Los
ovocitos vitrificados y suplementados con melatonina tuvieron una tasa de clivaje (61%) y
tasa de blastocisto (15%) similar a los no vitrificados, melatonina (+) y melatonina (-)
(Clivaje: 75% y 77%, Tasa de blastocistos: 29% y 26% respectivamente). La viabilidad de
los embriones fue evaluada con la transferencia a yeguas receptoras. Dentro de los grupos
no vitrificados se obtuvo una prefiez del 50% y 83% para los tratamientos suplementados
con melatonina y los no suplementados, respectivamente. Dentro de los grupos vitrificados,
se obtuvo un 17% de prefiez para los suplementados con melatonina y un 33% para los no
suplementados. Se obtuvieron dos crias, una hembra de un ovocito vitrificado sin
suplementar, y un macho de un ovocito vitrificado y suplementado con melatonina. El
proceso de vitrificacién demostré afectar el desarrollo embrionario post-ICSI de los ovocitos.
Para poder determinar si la diferencia en los resultados de prefieces observados es
significativa estadisticamente, se deberia aumentar el nimero de embriones transferidos a
receptoras en préximos trabajos.
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2. Introduccion:

2.1. Importancia de las ART en equinos:

El desarrollo de biotecnologias de reproduccion asistida (ART por sus siglas en inglés)
en equinos ha sido mas lento en comparacion con otras especies domésticas (Galli et al.,
2013). Entre los principales factores se cita la falta de interés por parte de los criadores de
caballos y la escasa disponibilidad de ovarios para investigacion. La utilizacion de ovarios
de frigorifico es esencial como fuente de ovocitos en grandes cantidades para el desarrollo
de la mayoria de las técnicas de ART in vitro. El acceso a los mismos ha sido cada vez mas
limitado en los ultimos anos debido a la baja cantidad de frigorificos de caballos en
Argentina y el mundo (Galli et al., 2013).

En la especie equina no es posible producir embriones in vitro mediante la técnica
convencional de fecundacion in vitro (FIV), la cual es ampliamente utilizada en bovinos con
mas de 1.000.000 de embriones producidos para el ano 2019 (Viana, 2020). Como
alternativa, se logré6 desarrollar y adaptar la Inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl); esta técnica consiste en la inyeccion de un unico espermatozoide
dentro de cada ovocito mediante técnicas de micromanipulacioén. La técnica permite mejorar
la eficiencia en el uso del semen de padrillos altamente demandados, ya que con una Unica
pajuela es posible fecundar cientos de ovocitos; también se utiliza para reproductores con
muestras de baja calidad, e incluso otros que han muerto y de los cuales solo se conservan
pocas dosis. La produccion in vitro de embriones es una herramienta util también para casos
de yeguas subfértiles (que no logran generar embriones y/o prefieces), u otras que fallecen.

La biotecnologia de criopreservacién de ovocitos para produccion de embriones in
vitro no ha sido desarrollada aun en la especie equina. Esta técnica permitiria disociar las
tareas de obtencion de ovocitos y de produccion de embriones, ya que los ovocitos pueden
ser criopreservados in situ (en el haras o campo) y luego ser trasladados al laboratorio sin
limite de tiempo o distancia. También se podrian criopreservar ovocitos de yeguas jévenes
cuyo potencial aun no ha sido demostrado, para en un futuro decidir si utilizarlos o no ya
que a medida que la yegua envejece, también lo hacen sus ovarios. Gran parte de las
especies de équidos salvajes se encuentran en peligro de extincion (Adams et al., 2009);
ademas, el numero de razas equinas se encuentra en constante decrecimiento y, dentro de
las razas actuales, se encuentran algunas con altos niveles de endogamia por
consecuencia de la seleccion artificial (Ducro et al., 2015; Leegwater et al., 2016; Smits et
al., 2012). El almacenamiento genético de ovocitos criopreservados podria ser de utilidad
para razas con una baja poblacién, para aumentar el pool genético y evitar que se extingan
(De Coster et al., 2020).



2.2 Criopreservacion de gametas:

La criopreservacion es el enfriamiento a temperaturas menores a 0°C, utilizada para
almacenar ovocitos, embriones, semen y tejidos de las génadas. Una de las técnicas mas
utilizadas es el enfriamiento lento o procedimiento de enfriado por equilibrio, donde se
agrega un crioprotector que cubre a la célula para luego ser enfriada a una tasa
determinada por el tamafio de la misma y su permeabilidad. La tasa de descongelado y la
eliminacion de dicho crioprotector también depende del proceso de enfriado y de las
caracteristicas de la célula. Se le llama enfriado por equilibrio ya que se cree que el
resultado es 6ptimo cuando la tasa de enfriado permite que se establezca un equilibrio entre
el agua que se elimina de la célula, es decir la deshidratacioén, y la tasa a la cual ese agua
se incorpora al medio extracelular formando cristales de hielo. Se finaliza el proceso de
enfriamiento lento cuando la temperatura se estabiliza entre -30°C y -80°C, para después
ser almacenadas en termos de nitrégeno a -196°C (Mazur, 1990).

Hay distintas tasas de enfriamiento 6ptimas segun el tipo de célula y la especie con
que se esta trabajando. Por ejemplo, la tasa 6ptima de enfriado para ovocitos y embriones
de ovinos es de entre 0.5°C/ min (Karaman Oztiirk et al., 2016). Para células de hamster
100°C/min y para glébulos rojos humanos >1000°C/min (Elliott et al., 1977).

Ademas del proceso de enfriado por equilibrio, existe el enfriamiento rapido, ultra
rapido o vitrificacion. En esta técnica la muestra se enfria formando un estado vitreo o
cristalino sin la formacion de cristales de hielo. La probabilidad de alcanzar el estado vitreo
de una muestra depende no solo de los componentes de la solucion, sino principalmente
de las tasas de enfriamiento. La vitrificacion difiere del enfriamiento lento en que la
deshidratacién y el traspaso del crioprotector a través de la membrana celular ocurre antes
de que comience el enfriamiento. Ademas, el enfriamiento, ocurre en un solo paso donde
la muestra se enfria desde una temperatura >0°C a temperaturas bajo cero (-130°C). Esta
técnica obtiene mejores resultados en embriones animales en comparacion a la del
enfriamiento lento. Ademas, se utiliza menos equipamiento, menos nitrégeno liquido y
conlleva menor tiempo de procesado (Shaw & Jones, 2003)

A diferencia del enfriamiento lento, donde la solucién de enfriamiento se expande por
el aumento de volumen del hielo, el volumen de la solucién de vitrificacion no varia con la
temperatura. Esto convertiria a la vitrificacion en una técnica menos dafina para las células
(Shaw & Jones, 2003).

La utilizacion de crioprotectores es fundamental. Sin estos, la mayoria de las células
moririan una vez enfriadas a temperaturas bajo cero debido a la formacién intracelular de
cristales de hielo. Los procedimientos de criopreservaciéon buscan disminuir el dano
causado por la formacién y crecimiento de estos cristales de hielo. En vitrificacién se busca
reducir o eliminar la formacién de hielo tanto intra como extracelular. En cambio, en el
enfriamiento lento se utilizan soluciones para formar hielo extracelular, el cual es esencial
para el éxito de la técnica. En este los cristales de hielo intracelular no se forman debido a
que el hielo extracelular extrae el agua intracelular hasta que haya muy poca agua libre



dentro de la célula. Esta deshidratacion solo ocurre si se permite la formacién de hielo
extracelular (Shaw & Jones, 2003)

Los nucleos de hielo no dafian la célula debido a su pequefio tamafio (comienzan
como 2 pares de moléculas de agua). El dano es producido por los cristales de hielo de
mayor tamafo, que fueron originados por un nucleo de hielo al cual se le enlazaron
moléculas de agua, generando un aumento de volumen. Otra causa de dafio celular en el
enfriamiento lento es el avance de la frontera de hielo la cual, al enlazarse a moléculas de
agua, produce la acumulacion de sales, solutos y gases que pueden tener efectos toxicos.
En el descongelado también se produce dafo al formar areas de agua pura, la cual puede
generar un estrés osmotico (Shaw & Jones, 2003)

Las células ademas de contener agua libre, poseen moléculas de agua ligadas
mediante uniones de hidrogeno a atomos de moléculas como proteinas, ARN, ADN y a la
membrana fosfolipidica. Estas moléculas son esenciales para mantener la funcionalidad y
estructura de la célula. Los procedimientos para el enfriamiento lento y el enfriamiento
rapido buscan reducir la formacion de grandes cristales de hielo mediante la deshidratacion
y el ingreso de crioprotectores. Los crioprotectores contrarrestan el dafo producido por la
deshidratacién, ya que actuan sustituyendo a las moléculas de agua en la superficie de las
proteinas.

La mayoria de los medios utilizados para la criopreservacion de ovocitos y embriones
esta formada por una solucién salina, la cual se le afade crioprotectores capaces de
atravesar la membrana plasmatica tales como 1,2-Propanodiol, dimetilsulféxido, etilenglicol
y polietilenglicol; ademas se agrega normalmente un azucar que se incorpora a la
membrana celular (Anchordoguy et al., 1987; Crowe et al., 1988). Las soluciones utilizadas
para vitrificacion ademas cuentan con un polimero que facilita la vitrificacion a ciertas
concentraciones del crioprotector. Esto es debido a que el crioprotector disminuye el punto
de congelamiento. En los procesos de enfriamiento para ovocitos y embriones,
particularmente en Vvitrificacién, se realiza una adicién y dilucion gradual de los
componentes de la solucién, esto tiene como fin disminuir la toxicidad del crioprotector y
evitar el estrés osmotico del mismo cuando se calienta (Shaw & Jones, 2003).

Vitrificacion de ovocitos equinos

La criopreservacion de ovocitos es un proceso por el cual las células decrecen su
actividad metabdlica y aumenta su capacidad de ser conservadas en el tiempo (Armitage,
1986). La técnica de vitrificacion erradica los dafios asociados a la formacion de cristales
de hielo durante el proceso de enfriamiento, lo que le permite a las células mantener su
estructura, a diferencia del enfriamiento lento. Los beneficios de la vitrificacién por sobre el
enfriamiento lento hicieron que en el mundo se adopte cada vez mas esta técnica. Sin
embargo, nuevos avances sobre la vitrificacion se siguen desarrollando ya sea, en métodos
abiertos o cerrados, es decir, en contacto directo o indirecto del medio con el nitrégeno
liquido.



En bovinos, la criopreservacion mediante vitrificacion de ovocitos ha demostrado
tener buenos resultados. Un trabajo publicado por Dalvit et al. (2012) no report6 diferencias
significativas entre la utilizacion de ovocitos vitrificados y sin vitrificar respecto a la
supervivencia y desarrollo embrionario.

En la especie porcina se reportaron nacimientos de lechones de ovocitos vitrificados
(Gajda et al., 2015). Aun asi, la supervivencia de los ovocitos tras la vitrificacion se ve
comprometida y la técnica necesita de mayor desarrollo, especificamente en mejorar el
balance redox y la defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica (Mateo et al., 2021)

En la especie equina, la técnica de criopreservacion ovocitos no ha sido desarrollada
aun. Solo 3 nacimientos de potrillos fueron reportados en el mundo a partir de ovocitos
vitrificados, 1 solo de los cuales corresponde a la combinacidn con técnicas de produccion
in vitro de embriones (Maclellan et al., 2002; Ortiz-Escribano et al., 2017). El éxito de la
técnica esta influenciado por distintos factores propios de los ovocitos utilizados para su
desarrollo (que suelen provenir de ovarios de yeguas de frigorificos) tales como el estadio
de maduracion del nucleo, la edad de la yegua y la presencia o no de células del cumulo
que recubren el ovocito. De coster et al. (2020) reportaron que ovocitos con multiples células
del cumulo a su alrededor evitan la correcta permeabilidad de los crioprotectores. En
cambio, ovocitos recubiertos uUnicamente por la corona radiata permiten un apropiado
intercambio de agua y crioprotectores (Ortiz-Escribano et al., 2018).

2.3. ROS: Importancia en los sistemas in vitro

Uno de los principales factores que afectan el resultado de la produccioén in vitro de
embriones es el estrés oxidativo, el cual es causado por un desbalance entre la produccién
y eliminacion de las especies intracelulares reactivas del oxigeno. Estas ROS (especies
reactivas del oxigeno por sus siglas en inglés) provienen de moléculas de oxigeno con uno
0 mas electrones desapareados, como por ejemplo el radical iénico superoxido (O2-),
radical hidroxil(OH-), radical peroxil (ROO-) y el perdxido de hidrogeno (H202) (Halliwell,
2012). Son normalmente generadas por el metabolismo regular de la célula, principalmente
por la pérdida de electrones durante la fosforilacion oxidativa (Fujii et al., 2005).

Las ROS deben ser mantenidas, mediante mecanismos antioxidantes celulares, a
niveles bajos y balanceados para el correcto funcionamiento celular. Niveles por encima de
los fisioldgicos dafan la célula mediante distintos mecanismos como la peroxidacion lipidica
(Esterbauer et al., 1991), la cual actua sobre sus membranas por la reaccién del oxigeno
molecular con los acidos grasos, la agregacion o degradacioén de proteinas (Park et al.,
2010), y por dafio en el ADN. (Evans et al., 2004).

Para que haya un correcto desarrollo de los ovocitos, estos deben tener un balance
redox adecuado. El estado de redox va a ser resultado de un balance entre la generacion
de estas moléculas oxidantes y la neutralizacion por antioxidantes. La homeostasis del
estado Redox incide directamente en la produccion de gametas y embriones sanos. Una
ruptura de este estado, puede impactar en la sefalizacién de procesos, factores de la



transcripcién y mecanismos de la epigenética, causando una reduccion en la calidad del
embridn.

La formacion de ATP dentro de la mitocondria causa un aumento en las moléculas de
ROS. La generacién de ROS ocurre principalmente en el complejo 1 (Donde actua la NADH
Deshidrogenasa) y el complejo 3 (Figura 1). En el complejo 4 el oxigeno molecular es
transformado en agua. En esta cadena de electrones, el oxigeno molecular puede ganar un
electrén, transformandose en la molécula superoxido, la cual reacciona con acidos grasos
(Inoue et al., 2005). Esto puede producir una reduccion en la viabilidad de la célula o
desencadenar en la apoptosis 0 muerte celular programada (Baker & Aitken, 2004).

La propia mitocondria es afectada por el aumento de ROS. EI ADN mitocondrial, al no
poseer histonas, es susceptible al dafio oxidativo. Las ROS pueden fugarse de la
mitocondria dafada al citoplasma. (Catt & Henman, 2000). Cualquier disturbio en la
mitocondria resulta en un problema para la produccion de ATP, esencial para la funcién de
las gametas y embriones (Liu et al., 2000).
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Figura 1: Produccién de ROS por la cadena de transporte de electrones. Fuente: (Agarwal
et al., 2008)

El liquido folicular tiene en su composicion antioxidantes enzimaticos, los cuales
oxidan a las especies reactivas del oxigeno a moléculas inocuas (Ambekar et al., 2013). Un
correcto balance de ROS permite el desarrollo del ovocito y de otros procesos, como por
ejemplo, los relacionados al foliculo. Sin embargo, cuando se cambian las condiciones de
desarrollo in vivo a in vitro, los niveles de ROS superan los niveles normales debido a una
exposicion a factores oxidativos y a la separacion del liquido folicular (Kala et al. (2017).



Factores que potencian la produccion de ROS en sistemas in vitro:

Existe una interaccion entre los suplementos que se adicionan al medio de cultivo in
vitro y el metabolismo del ovocito. Se reporté que la concentracion de oxigeno modula los
requerimientos de metabolitos en embriones de cerdo después del cultivo in vitro del
ovocito. Un aumento en la concentracion de glucosa suplementada al medio resulta en un
aumento en la generacion de ROS en el dia 1 del embrion, causando un menor desarrollo
embrionario (Karja et al., 2006). La adecuada concentracion de las fuentes de energia
suplementadas al medio es de suma importancia para el desarrollo competente de ovocitos
de mamiferos.

En cigotos de ratones y hamsters expuestos a la luz fria de las lamparas
fluorescentes, comunmente utilizada en los laboratorios, genera niveles de ROS mayores
en comparacion a la exposicion a la luz blanca calida (Partonen & Lénnqvist, 1993)

Con respecto a la temperatura, el cultivo de ovocitos de cerdos a altas temperaturas
(41-42°C) durante toda, o parte, de la maduracion in vitro induce un estrés térmico que
genera un aumento en la produccion de ROS y por lo tanto un menor potencial de desarrollo
embrionario (Li et al., 2016)

La reduccion del oxigeno atmosférico durante las ART es beneficiosa para el
desarrollo embrionario. Un estudio realizado en ratones determind que ovocitos madurados
a 5% de O2 atmosférico, dieron como resultado embriones con un conteo celular de un 20-
45% mayor que los madurados a 20% de O2. Se concluy6 que los ovocitos madurados a
concentraciones de oxigeno similares a las in vivo tienen un mejor desarrollo y una mayor
actividad metabdlica (Preis et al., 2007)

Rol de especies reactivas del oxigeno (ROS) en la maduracion in-vitro y la
vitrificacion de ovocitos:

Los ovocitos utilizados en la maduracion in vitro, son obtenidos a partir de foliculos
inmaduros o foliculos preovulatorios. Cuando se utilizan ovarios de frigorifico, para las ART
en especies domésticas, se recuperan ovocitos a partir de foliculos inmaduros Unicamente.
La maduraciéon de los ovocitos in vitro es necesaria debido a que son obtenidos en un
estadio inmaduro dentro del ovario. En condiciones in vivo varios ovocitos aumentan de
tamafio y maduran pero solo uno va a ovular mientras los otros van a morir a traves de la
atresia folicular. La maduracién es un proceso largo, donde el ovocito adquiere la capacidad
de ser fecundado y llevar a cabo la embriogénesis. Dentro de esta maduraciéon ocurren
varios procesos celulares complejos como la meiosis, el crecimiento citoplasmatico, la
produccion y distribucién de organelas, produccion de ARN para desarrollar el clivaje
embrionario, maduracion del nucleo y del citoplasma para continuar con la meiosis. El
desafio para la maduracién in vitro recae en reflejar el cambio ambiental al que esta
expuesto el foliculo en condiciones in vivo, sin danar el ovocito. Ademas, el mismo ovocito
varia en su composicion y su tamafio a lo largo de la maduracion (Hart & Walls, 2018).

Los factores presentes en el cultivo in vitro que favorecen la aparicion de ROS son la
concentracién de oxigeno, la luz, la manipulacién de ovocitos y el mismo metabolismo de



los ovocitos (Agarwal et al., 2006) . A diferencia de las condiciones in vivo, en in vitro no
existe una defensa antioxidante ante la generacion de ROS en el medio de cultivo. Por lo
tanto, se proporcionan las condiciones para que aumente el dafio al ADN del ovocito, o
también que se desencadene la apoptosis.

La vitrificacién esta relacionada con la interrupcion del balance redox normal, la
disminucion del contenido de glutation (GSH) y el aumento de niveles de ROS. Por
consecuencia, se producen dafios al ADN, a la membrana lipidica y a la mitocondria. Esto
puede inducir a la célula a la apoptosis, reducir el clivaje y la viabilidad embrionaria
(Gutnisky et al., 2020; Zhao et al., 2016).

Un trabajo publicado por Zhao et al. (2011a) en ovocitos bovinos vitrificados demostré
que la vitrificacion produjo aumentos en los niveles intracelulares de ROS, ademas de una
alteracion en el funcionamiento mitocondrial. En otro trabajo, se demostré que la vitrificaciéon
de ovocitos bovinos tuvo un impacto negativo en la maduracion in vitro de los mismos; los
niveles de ROS aumentaron, el contenido de ATP disminuyé y la tasa de blastocistos fue
menor en comparacion a los ovocitos no vitrificados (Zhao et al., 2011b).

Un estudio de Somfai et al. en la especie porcina, demostré que ovocitos vitrificados,
tuvieron una menor viabilidad después del calentamiento. Solo un embridn, a partir de 113
ovocitos vitrificados, logré llegar al estadio de blastocisto (Somfai et al., 2007).

2.4. Antioxidantes para contrarrestar la accién de las ROS:

En condiciones in vivo, el sistema fisiologico, posee antioxidantes enzimaticos (Ej:
SOD, catalasa y GSH peroxidasa) y antioxidantes no-enzimaticos (Vitamina C, Vitamina E,
cisteina) los cuales contrarrestan y minimizan los efectos nocivos de las especies reactivas
del oxigeno (ROS). Ademas existen captadores de estas moléculas presentes en el
endometrio y liquido folicular (Guérin et al., 2001). En condiciones in vitro, a diferencia de
in vivo, no existen dichos componentes.

Ha sido descripto que las ROS generadas en condiciones in vitro afectan a las
mitocondrias, a la fusion entre el espermatozoide y el 6vulo, al ADN y al ARN (Agarwal et
al.,, 2006). Los antioxidantes incorporados al medio de cultivo mejoran el desarrollo
embrionario al reducir los efectos de las especies reactivas del oxigeno. Entre estos, se
encuentran la vitamina E, la vitamina C, la cisteina, la enzima catalasa catalasa, el beta-
mercaptoetanol y la taurina.

Se comprobd que la taurina, un antioxidante no enzimatico, favorece el desarrollo
embrionario temprano. En embriones de ratones que expuestos a especies reactivas del
oxigeno (ROS) exdgenas, al haber sido suplementados con vitamina C, aumentaron
significativamente la tasa de desarrollo hasta el estadio de blastocisto (Wang et al., 2002).
Ademas, varios estudios indican que el acido ascorbico actuaria evitando el dafo a la
membrana, resultando en una mayor viabilidad y supervivencia de los ovocitos (Cetica et
al., 2001).



La vitamina E, permitiria aumentar el numero de embriones bovinos que alcanzan el
estadio de blastocisto expandido (Olson & Seidel, 2000). Tao et al. (2004) indicaron que la
adicién de vitamina C y E como antioxidantes en ovocitos porcinos facilita y promueve la
maduracién meidtica de los ovocitos; ademas alfa-tocoferol (Vitamina E) actua reduciendo
el daino producido por las especies reactivas del oxigeno mediante la captura de radicales
peroxidos de lipidos. Won-Jun Choi et al. (2007) realizaron un estudio donde sugieren que
el acido ascorbico previene el dafio a los microtubulos producido por las especies reactivas
del oxigeno(Choi et al., 2007)()

Ali et al. (2003) realizaron estudios en ovocitos bovinos suplementados con cisteina
como antioxidante. Sus resultados indican que la adicidon de este suplemento favorecio la
maduracién del ovocito, en especial en el desarrollo de los estadios de morula y blastocisto.
Entre los antioxidante enzimaticos se encuentra el SOD (superéxido dismutasa). En el
mismo estudio se demostré que la adicion de SOD favorecié el desarrollo de los embriones
bovinos al estadio de blastocisto. Se cree que los efectos favorables son por la reduccion
de la incidencia de la apoptosis y de beneficios en el desarrollo embrionario.

2.5. Suplementacion con melatonina como antioxidante:

La melatonina es una hormona multifunctional producida en la glandula pineal de los
vertebrados. Diversos estudios han reportado que esta hormona ayudaria a disminuir los
niveles de ROS en sistemas de cultivo in vitro mediante estimulacion del sistema
antioxidante del glutation (GSH), inhibicion de enzimas oxidativas en las células y érganos,
reduccion de la ruptura del ADN y la peroxidacion lipidica en espermatozoides, proteccion
de los ovocitos del dafio producido por radicales libres, y mejoramiento de la maduracién
citoplasmatica y nuclear de los ovocitos (Danilova et al., 2004; Galano et al., 2013; Papis et
al., 2007; Tamura et al., 2008). Ademas, puede mejorar los resultados de fecundacion in
vitro de ovocitos de roedores, mejorar el desarrollo embrionario y aumentar el nimero de
recuento de blastocistos (Hemadi et al., 2009; Reiter et al., 2009).

Zhan et al. (2016) comprobaron que la suplementacion con 10-9 mol/L de melatonina
en el medio de vitrificacion en embriones de ratones vitrificados, aumenté la tasa de
blastocistos y favorecio el desarrollo de los embriones de 2 a 4 células, mientras que
concentraciones de 10-6 y 10-12 mol/L no favorecieron el desarrollo.

Soto-heras et al. (2018) llevaron a cabo un estudio donde compararon los efectos de
la melatonina y la cisteamina como antioxidantes en embriones provenientes de ovocitos
de cabra que fueron madurados en condiciones in vitro. El grupo tratado con melatonina
fue el que obtuvo la mayor tasa de formacion de blastocisto, en comparacion a los tratados
con cisteamina y al grupo sin antioxidantes. Tanto el grupo tratado con melatonina como el
tratado con cisteamina presentaron niveles menores de ROS con respecto al grupo de
control.

Ademas del efecto antioxidante de la melatonina, la misma activa enzimas
antioxidantes, como la catalasa, el SOD, entre otras) mediante la regulacion epigenética



del genoma (Zapico & Montes, 2005). También mejora la funcionalidad de la mitocondria
del ovocito, aumentando la produccion de ATP (Song et al., 2016).

En un estudio con ovocitos vitrificados de ratones suplementados con melatonina
concluyeron que una concentracion de 10-7 mol/L. que mejord la regulacion del potencial
de la membrana celular, el contenido de ATP, disminuyé la concentracién de ROS vy
aumento la concentracion del antioxidante enzimatico GSH. Por lo tanto, la maduracion in
vitro de los ovocitos vitrificados fue mayor. También, la suplementacién con melatonina al
10-7 mol/L mejord la morfologia del citoesqueleto durante la meiosis (Wu et al., 2019)

En un estudio acerca de la suplementacion con melatonina sobre ovocitos vitrificados
bovinos se encontré que el estrés oxidativo causado por el aumento de especies reactivas
del oxigeno (ROS) genera un aumento en el ingreso de cationes de calcio (Ca+2) al
citoplasma y a la vez a la mitocondria. Esto aumentdé el metabolismo mitocondrial,
generando aun mas ROS, por lo tanto mayores niveles de estrés oxidativo. En los ovocitos
suplementados con melatonina se redujeron los niveles de ROS, por consecuencia
disminuyeron los niveles de cationes de calcio (Ca+2) (Zhao et al., 2016).

Hasta la fecha, no se han realizado estudios sobre el efecto de la suplementacién con
melatonina en la produccion de embriones in vitro de la especie equina. Tampoco se
reportaron estudios acerca del efecto de la melatonina post-vitrificacion de los ovocitos. En
base a los estudios previamente citados, donde se demuestra que la vitrificacién resulta en
un aumento de las ROS en los ovocitos de otras especies, el objetivo general del presente
trabajo es estudiar el efecto de la suplementacién con melatonina en el medio de
maduracién in vitro de ovocitos equinos vitrificados inmaduros.



Hipoétesis:

La suplementacion con melatonina en el medio de maduracién de ovocitos vitrificados
en vesicula germinal disminuiria las ROS y los dafios producidos por estas, y mejoraria la
tasa de maduracion de los ovocitos y su viabilidad.

Objetivo general

Estudiar el efecto de agregado de melatonina al medio de maduracion in vitro de
ovocitos equinos vitrificados inmaduros.

Objetivos especificos

e Comparar el desarrollo embrionario post-ICSI de ovocitos con y sin suplementacion
de melatonina.

e Evaluar la viabilidad post transferencia a receptoras sincronizadas de los embriones
producidos a partir de ovocitos con y sin suplementacion de melatonina.



Materiales y métodos

Los ovocitos equinos utilizados fueron obtenidos de ovarios de yeguas de un
frigorifico de nombre Lamar SA. situado en la ciudad de Mercedes a aproximadamente 1
hora de distancia del Laboratorio de Biotecnologia y Reproduccion Animal. El traslado de
los ovarios se realizé en una conservadora isotérmica a temperatura ambiente, buscando
que el tiempo desde la faena hasta el procesamiento sea menor de 4 horas.

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron colocados en un colador metalico y se
les extrajo la membrana ovarica utilizando tijeras esterilizadas; esto se realiza para facilitar
la visualizacion de cada foliculo (Figura 2). Luego, fueron lavados repetidas veces utilizando
una solucién salina (NaCl) al 8% para poder eliminar restos de tejidos y sangre.
Posteriormente se colocaron en un bano con la misma solucién dentro de vasos de




precipitado de 2 litros. La solucién se atemperd a 32°C antes de colocar los ovarios.

Figura 2: Identificacién de foliculos luego de haber retirado la membrana ovarica.

Para el procesamiento individual de los ovarios se utilizaron bandejas de vidrio,
bisturis n°24 y curetas para hueso estériles. Los foliculos seleccionados fueron de tamafio
menor a 35mm y se les realizé un corte para descartar el liquido folicular y permitir el ingreso
de la cureta de hueso. Se evitaron los foliculos con sangre en el liquido folicular. Se
realizaron 3 raspajes por foliculo con el fin de aumentar la probabilidad de extraer el ovocito.
Una vez raspados, se descargo el contenido de la cureta en un tubo tipo falcon de 50ml con
15ml de solucién TALP (Bavister & Yanagimachi, 1977) y 2 yL/ml de heparina sddica para
evitar formacion de coagulos.

Posteriormente, se realiz6 la busqueda de los ovocitos. Esto se hizo en una placa de
Petri de 100ml con ayuda de una grilla de busqueda. Se colocé 1ml del pellet donde se
encontraban los ovocitos junto a 4ml de solucion TALP para diluir, clarificar e identificar mas
facilmente los complejos cumulus-ovocito (COCs). Con una lupa estereoscépica de 40X de
magnificacion, en un ambiente con baja intensidad luminica, se seleccionaron los COCs
segun su calidad. Se buscaron COCs con un citoplasma intacto, homogéneo y dejando las
capas de células del cumulus. Se repitid la seleccidon para toda la muestra obtenida. El
exceso de células del cumulus fue removido en un medio de Hepes-TALP utilizando un tip
de 275 um y pipeteador de ovocitos Stripper® (Cooper Surgical, USA). Por ultimo, fueron
transferidos a microtubos de centrifuga de 2ml con medio de holding a 22°C por 15hs.



Vitrificaciéon y calentamiento de ovocitos

A continuacion se realizé la vitrificacién de los ovocitos y el calentamiento de los
mismos utilizando un protocolo de 3 pasos adaptado de Lane et al. (1999). Se utilizaron
cajas de Petri Universal GPS® (LifeGlobal, Cooper Surgical, EEUU) con pocillos céncavos
para sumergir a los ovocitos en las distintas soluciones de vitrificacién y calentamiento. En
la Tabla 1 se detallan las tres soluciones por las que pasaron los ovocitos secuencialmente
asi como el volumen utilizado y los tiempos de exposicién. Todas las soluciones de
vitrificacion y calentamiento fueron formuladas con la misma solucién base, compuesta por
un medio para cultivo de células (Medio 199) y 20% de suero fetal bovino.

Tabla 1: 3 pasos para la vitrificacién de ovocitos.

Solucién de | Dimetil- Etilen-Glicol | Trehalosa Volumen Tiempo de

vitrificacion Sulféxido exposicion
(DMSO)

VS1 (23°C) | 5% (0,7M) 5% (0,9M) - 100pL 45 segundos

VS2 (23°C) | 10% (1,4M) | 10% (1,8M) | - 100pL 45 segundos

VS3 (23°C) | 20% (2,8M) | 20% (3,6M) | 0,65M 100uL 30 segundos

Para mover a los ovocitos por las distintas soluciones se utilizaron pipetas Pasteur de
borosilicato, adosadas a un filtro de 0,22um y a una boquilla. Como dispositivo de
vitrificacion se utilizo el Cryotop®. Se introdujeron de a 5 ovocitos por dispositivo con una
minima cantidad de solucion de vitrificacion VS3. El Cryotop® fue sumergido de manera
rapida en nitrogeno liquido. Los ovocitos vitrificados se mantuvieron al menos 7 dias a -
196°C antes de ser removidos.

El calentamiento de los ovocitos se realizé en placas Cryotec® (USCryotec, EEUU).
Una vez calentados, los ovocitos fueron movidos secuencialmente por las soluciones de
calentamiento detalladas en la Tabla 2 para lograr la dilucion de los crioprotectores. Tanto
los ovocitos vitrificados y calentados como los no vitrificados, se dejaron 90 minutos en
medio de cultivo sin hormonas, a 38,2°C, con una atmésfera humeda gaseada con 6% de
CO2 para que el citoesqueleto y las organelas se estabilicen.

Tabla 2: 3 pasos para el calentamiento de ovocitos.

Solucién de Tiempo de
: Trehalosa Volumen L
calentamiento exposicion
WS1 (38°C) 0,25M 1800pL 1 minuto
WS2 (38°C) 0,19M 100pL 1 minuto
WS3 (38°C) 0,125M 100pL 1 minuto

Maduracion in vitro, ICSI y cultivo embrionario



La maduracion in vitro fue realizada en un medio desarrollado para el cultivo de
células (Medio 199) al que se le agregoé insulina-transferrina-selenio, 1mM de piruvato de
sodio, 100mM de cisteamina, 0.1mg/mL de FSH (Folltropin-V; Vetoquinol, EEUU) vy
25mg/mL de gentamicina (Antibiético). Se maduraron en grupos de hasta 10 COCs por
cada 100ml. Los COCs fueron incubados durante 28hs a 38.2°C en atmédsfera controlada
con humedad y 6% de CO2.

Los ovocitos que extruyeron el primer corpusculo polar fueron considerados maduros
(Figura 4). El semen utilizado para la Inyeccion Intracitoplasmatica (ICSI) provino de un
padrillo probado con éxito en esta técnica. La pajuela, donde se encontraba congelado el
semen, fue cortada bajo nitrégeno liquido y transferida a un tubo de centrifua junto con 3mi
de solucion TALP. El semen se mantuvo a temperatura ambiente por 25 minutos evitando
el contacto luminico para que recuperen la motilidad. Se extrajo 1uL de la solucién con el
semen y se afadioé a una gota de 3L de una solucion especifica para micromanipulacion
(PVP al 7% ,Sage, Cooper Surgical, USA). La inyeccion fue realizada utilizando un
microscopio invertido Nikon Ti-U con micromanipuladores y microinyectores Narishige. Los
ovocitos maduros se ubicaron en gotas de 100 pL de TALP y con ayuda de una micropipeta
de 7 ym (diametro externo) se inyectd un espermatozoide.

Al 5to dia del cultivo in vitro se renovd el medio, los ovocitos sin fertilizar se
descartaron; aquellos que presentaban 16 o mas blastomeras y los que evidenciaban
fragmentacion citoplasmatica fueron registrados. Para clasificar a los embriones se utilizé
una escala de 1 a 4 (Tabla 3); unicamente aquellos de grado 1 y 2 fueron transferidos a
receptoras sincronizadas.

Tabla 3: Clasificacion de embriones.

Grado 1 o Blastocistos simétricos, de color homogéneo y con una cavidad
blastocistica notable.

Una capa del trofectodermo reflectiva.

Ausencia de fragmentacion citoplasmatica.

Zona pelucida delgada.

Incluye a los blastocistos con forma irregular, leve fragmentacion
citoplasmatica.

Menor evidencia de la capa del trofectodermo.

Embriones con granulos citoplasmaticos.

Gran espacio perivitelino.

Ausencia del trofectodermo.

Embriones con fragmentacion citoplasmatica.

Ausencia del trofectodermo.

Grado 2

Grado 3

Grado 4




| | e Zona pelucida dafiada.

Experimento 1- Maduracién in vitro de ovocitos con y sin suplementacién con
melatonina

Para la suplementacion con melatonina se utilizé melatonina M5250 preparada en
conjunto con el medio de cultivo de células 199 (Figura 3). Esta preparacion se agregé al
medio de maduracion de los ovocitos a una concentracion de 10-9M. Ante la limitada
disponibilidad de ovocitos para realizar un ensayo de toxicidad preliminar, se utilizé una
concentracion de melatonina previamente probada en la especie bovina (Tian et al., 2014).
Los COCs recuperados (452) fueron asignados de manera aleatoria a alguno de los
tratamientos descriptos en la Tabla 4.

Figura 3. Melatonina en polvo M5250 Sigma



Tabla 4: Tratamientos de suplementacion con melatonina durante la maduracion.
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Experimento 2 - Inyeccioén intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) y cultivo in
vitro embrionario

Los cigotos fueron cultivados en un medio compuesto por DMEM-F12, Global Total
(Dos medios de cultivos celulares en una relacion 54:40) con 6% de suero fetal bovino (GE
Healthcare HyCloneTM Fetal Bovine), 0.1mM de piruvato de sodio y 10mg/mL de
gentamicina. Se incubaron en una incubadora de CO2 a una temperatura de 38.2°C con
una composicion atmosférica de 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2. En la Tabla 5 se
detallan el nimero de ovocitos maduros que fueron asignados al experimento 2. La
viabilidad de los embriones fue evaluada mediante la transferencia a 19 yeguas receptoras
sincronizadas asignadas al experimento; el procedimiento fue realizado en el Haras El Dok
por veterinarios entrenados.

Tabla 5: Embriones seleccionados.

Vitrificado : -
Melatonina: - n=65
Vitrificado: - n=73
Melatonina: +
Vitrificado: +
Melatonina: - n=59
Vitrificado: + n=57
Melatonina: +

Analisis estadistico

Para el analisis de los efectos de la suplementacion con melatonina en la tasa de
maduracion in vitro de ovocitos, el desarrollo embrionario y su viabilidad se utilizé el modelo
probit con una distribucién binomial del error. El modelo linear generalizado fue realizado
con el software InfoStat (Version 2020, Centro de Transferencia InfoStat, FCA, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina) con un nivel de significancia estadistica de P<0.05.



Resultados
Experimento 1

En la Tabla 6 se puede observar que, por un lado, la vitrificacion no produjo una
disminucion en el porcentaje de ovocitos madurados (Figura 4). Por otro lado, los grupos
suplementados con melatonina (65% para los no vitrificados y 54% para los no vitrificados)
no muestran una diferencia significativa con respecto a los no suplementados (53% para
los no vitrificados y 54% para los vitrificados). Si bien se observé una tendencia de aumento
en el porcentaje de ovocitos maduros del grupo No vitrificado pero suplementado con
melatonina en comparacioén al Control -, la diferencia no fue significativa estadisticamente
(p=0.19).

Tabla 6: Resultados de maduracion in vitro de ovocitos vitrificados y no vitrificados,
sin suplementar y suplementados con melatonina.

Grupo n Maduros Lisados
Vitrificado : -
Melatonina: - 137 73 (53%) 64 (47%)
Vitrificado : -
Melatonina: + 100 65 (65%) 35 (35%)
Vitrificado : +
Melatonina: - 106 57 (54%) 69 (46%)
Vitrificado : + 0 0
Melatonina: + 110 59 (54%) 51 (46%)

Figura 4. Imagenes obtenidas por el autor correspondiente a ovocitos en estadio de Ml luego de 28
hs de maduracién in vitro en presencia de 10-9 Mol de melatonina. A) Ovocito del grupo vitrificado



melatonina; B) Ovocitos del grupo control con melatonina. Las flechas indican los corpusculos
polares, signos de que se encuentran en estadio de MII.

Experimento 2

En la Tabla 7 se observa que dentro de los grupos de ovocitos no vitrificados, la
suplementacion con melatonina no muestra diferencia significativa en lo que respecta al
porcentaje de clivaje. Tampoco hubo diferencias significativas entre el grupo
suplementados con melatonina y el grupo sin suplementar en ovocitos vitrificados respecto
al porcentaje de clivaje.

En los grupos de ovocitos no vitrificados la suplementacion con melatonina no tuvo
efecto en la tasa de blastocistos (26% para los no suplementados y 29% para los
suplementados con melatonina). Tampoco se presentaron diferencias significativas en los
grupos de ovocitos vitrificados, en lo que respecta la tasa de blastocistos (Figura 5).

Tabla 7: Resultados Post-ICSI de embriones.

Grupo (Inyecr;a dos) Clivaje (ﬁlr?;etgf;ztg; Receptoras | Prefieces
e | 1| morws | wawos | | s
“;/étlg‘;gsﬂer 65 49 (75%)a | 19 (29%)a 4 2 (50%)
I\\Zgg'tgi?r?a* 57 26 (46%) b 5 (8%) b 3 1(33%)
'\\/I/glr;ft'gﬁﬁn‘;i 59 36 (61%)ab | 9 (15%)ab 6 1(17%)
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Figura 5: Dia 7 Post-ICSI. Blastocistos provenientes de ovocitos vitrificados que fueron
transferidos a yeguas receptoras. A) Blastocisto de grado 2 de ovocito vitrificado y
suplementado con melatonina. B) Imagen del ultrasonido que confirma la prefiez después
de la transferencia del mismo embridn a una yegua sincronizada. C) Blastocisto de grado 2
de ovocito vitrificado sin suplementar con melatonina. D) Confirmacién de prefiez con
ultrasonido. E) Yegua receptora en el dia 270 de la prefiez del embrion de ovocito vitrificado
y suplementado con melatonina. FUENTE: Clérico et al., 2021



Discusion:

El aumento de niveles de ROS en ovocitos afecta la funcionalidad de la mitocondria,
compromete los niveles de calcio dentro de la misma y por consecuencia afecta la viabilidad
del ovocito, afectando la tasa de desarrollo (Ortiz-Escribano et al., 2018).

La concentracion de melatonina utilizada en estos experimentos fue de 10-9mol/L, la
cual fue comprobada ser 6ptima en otros estudios, como por ejemplo el de Zhan et al.
(2016) que trabajo sobre embriones de ratones vitrificados. En un trabajo realizado por Wu
et al. (2019), sobre la suplementacion de melatonina en ovocitos vitrificados de ratones y
madurados in vitro, la concentracion con la cual obtuvieron mejores resultados fue la de 10-
7mol/L. En otro estudio de Gao et al., (2012) sobre embriones vitrificados y madurados in
vitro de ratones se comprobd que altas dosis de melatonina suplementada durante la
maduracién (10-3mol/L) resultd contraproducente, disminuyendo la tasa de blastocistos.
Estas observaciones podrian indicar que los efectos de la melatonina dependen de la dosis
de la misma. En estos experimentos no se realizé un trabajo previo para encontrar la
concentracion optima de melatonina para ovocitos equinos. En futuros estudios se podria
realizar una prueba preliminar, quizas esta concentracién no es 6ptima.

Soto-heras et al. (2018) llevaron a cabo un estudio donde compararon los efectos de
la melatonina y la cisteamina como antioxidantes en embriones provenientes de ovocitos
de cabra que fueron madurados en condiciones in vitro. El grupo tratado con melatonina
fue el que obtuvo la mayor tasa de formacion de blastocisto, en comparacion a los tratados
con cisteamina y al grupo sin antioxidantes. Tanto el grupo tratado con melatonina como el
tratado con cisteamina presentaron niveles menores de ROS con respecto al grupo de
control.

Se reporté que la suplementacién con melatonina en ovocitos de cabra madurados in
vitro tuvo como resultado una mayor tasa de blastocistos en comparacién al grupo control
y al grupo tratado con cisteamina. En nuestro estudio, los ovocitos vitrificados vy
suplementados con melatonina tuvieron una tasa de clivaje (61%, 75%, 77%) y tasa de
blastocisto (15%, 29% y 26%) similar a los no vitrificados, melatonina (+) y melatonina (-).
Estas observaciones indicarian los beneficios aportados por la melatonina en reducir los
dafios de la vitrificacion y favorecer el desarrollo embrionario a partir de ovocitos equinos
vitrificados.

El numero de ovocitos lisados es menor en los grupos tratados con melatonina, en
comparacion a los no suplementados con melatonina, tanto para los vitrificados como para
los no vitrificados. Estos resultados podrian ser explicados debido a los beneficios de la
suplementacion con melatonina en ovocitos reportados en otros estudios como la
estimulacion del antioxidante del glutation (GSH) que llevaria a una reduccién en los niveles
perjudiciales de ROS y una menor apoptosis. Otro beneficio reportado de la melatonina es
la de proteger a los ovocitos del dafio producido por los radicales libres. Esta observacion
sumada a la reduccion en la tasa de lisados del grupo no vitrificado pero suplementado con
melatonina, en comparacion al grupo no suplementado, podria indicar una mejor
supervivencia debido a la suplementacion.



Los niveles de clivaje y tasa de blastocistos, en el grupo vitrificado y suplementado
con melatonina, no presentaron diferencias significativas en comparacién a los controles
sin vitrificar. Esto podria indicar una mejora del desarrollo embrionario de ovocitos
vitrificados, lo cual coincide con las observaciones de Zhang et al. (2016) para ovocitos de
cerdos vitrificados.

Los porcentajes de prefiez varian en porcentaje pero no presentan diferencia
significativa. Dentro de los grupos suplementados con melatonina, los tratamientos sin
vitrificar y vitrificados presentaron menores porcentajes de prefiez (50% y 17%
respectivamente) en comparacion a los grupos sin suplementar, vitrificados y no vitrificados
(33% y 83% respectivamente). Uno de los factores que podria estar afectando los
porcentajes de prefieces es el bajo numero de n. Por otro lado, los menores porcentajes de
prefiez en los grupos vitrificados, en comparacion a su contraparte sin vitrificar, coincide
con los resultados de Ortiz-Escribano et al., donde el logro de una prefiez se ve
comprometida por la vitrificacion de ovocitos inmaduros.



Conclusion

En base a los resultados e informacién obtenida en este trabajo se concluye que la
suplementacién con melatonina sobre ovocitos que fueron vitrificados mejoro el desarrollo
embrionario post-ICSI.

Debido a la reduccion del numero de ovocitos lisados en los grupos tratados con
melatonina, con respecto a los no tratados, se puede concluir que la melatonina favorecio
a la reduccién de niveles de ROS por lo tanto, mejoré la viabilidad de los mismos.

Como resultado de uno de los ovocitos vitrificados y suplementados con melatonina
se obtuvo un potrillo (Figura 6). Hasta la fecha, es el primer reporte del uso de la melatonina
en el cultivo in vitro e ICSI en equinos. También es el primer intento en mejorar el desarrollo
embrionario de ovocitos vitrificados que resultd en dos crias. Para obtener mejores
resultados con respecto al efecto de la melatonina en el porcentaje de prefiez, es necesario
que se hagan mas estudios con una mayor cantidad de receptoras.

Figura 6. Potrillo (izquierda) y potranca (derecha) nacidos a partir de ovocitos vitrificados.
El potrillo de un ovocito suplementado con melatonina y la potranca de un ovocito sin
suplementar.
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