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Efecto de la adicion de melatonina en el medio de maduracion
y/o vitrificacion de ovocitos sobre la produccion in vitro de
embriones bovinos

Effect of the addition of melatonin in the oocyte maturation and/or vitrification
medium on in vitro production of bovine embryos

Maria S. Méndez', Daniel E. Argudo’, Manuel E. Soria', Luis R. Galarza!,
Fernando P. Perea’*

RESUMEN

Se evaluo el efecto de la adicion de melatonina (Mt) en el medio de maduracion y/o
de vitrificacion de ovocitos bovinos sobre clivaje y posterior desarrollo embrionario. Los
complejos ovocito-células del cimulo (COCs) fueron obtenidos de vacas criollas me-
diante la técnica de aspiracion transvaginal guiada por ultrasonografia (OPU) y de ova-
rios de matadero (OM). Del pool de ovocitos obtenidos de ambas fuentes se selecciona-
ron los que tenian citoplasma homogéneo y tres o mas capas compactas de células del
cumulo. Los COCs seleccionados fueron asignados aleatoriamente a cinco tratamientos:
T1, madurados con Mt y vitrificados sin Mt; T2, madurados y vitrificados con Mt; T3,
madurados sin Mt y vitrificados con Mt; T4 (control) madurados y vitrificados sin Mt;
T5, madurados sin Mt y no vitrificados. La concentracion de Mt en los medios de madu-
racion y vitrificacion fue de 0.01 M (10° M). Los ovocitos fueron madurados, vitrificados,
fecundados y los presuntos cigotos cultivados hasta el dia 7 pos-fecundacion in vitro.
Los datos fueron analizados por regresion logistica. Independientemente del origen de
los ovocitos, el porcentaje de clivaje (PC) y de produccién de embriones (PIV) fue similar
entre tratamientos. E1 PC en los ovocitos de OPU fue mayor en T4, y la PIV fue similar
entre tratamientos. En los de OM, los resultados no variaron entre tratamiento en PC y
PIV. En conclusion, la Mt redujo el PC en ovocitos colectados por OPU, mientras que no
afect6 la PIV. En los colectados de OM la adicion de Mt no afect6 el PC ni la PIV.

Palabras clave: melatonina, maduracion in vitro, vitrificacion, clivaje, embriones

! Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal, Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Cuenca, Ecuador

2 Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias, Universidad Catdlica de Cuenca, Ecuador

3 Departamento de Ciencias Agrarias. Universidad de los Andes. Trujillo, Venezuela

* E-mail: ferromi9@gmail.com

Recibido: 23 de abril de 2019
Aceptado para publicacion: 21 de enero de 2020
Publicado: 31 de marzo de 2020



M. Méndez et al.

ABSTRACT

The effect of the addition of melatonin (Mt) on the maturation and / or vitrification
of bovine oocytes on cleavage and subsequent embryonic development was evaluated.
Oocyte-cumulus cell complexes (COCs) were obtained from creole cows by ovum pick
up (OPU) and by follicular aspiration from abattoir ovaries (AO). From the pool of oocytes
obtained from both sources, those with homogenous cytoplasm and three or more
compact layers of cluster cells were selected. The selected COCs were randomly assigned
to five treatments: T1, matured with Mt and vitrified without Mt; T2, matured and vitrified
with Mt; T3, matured without Mt and vitrified with Mt; T4 (control) matured and vitrified
without Mt; TS5, matured without Mt and not vitrified. The concentration of Mt in the
maturation and vitrification media was 0.01 uM (10° M). The oocytes were matured,
vitrified, fertilized and the presumed zygotes cultured until day 7 post-fertilization in
vitro. The data were analysed by logistic regression. Regardless of the origin of the
oocytes, cleavage rate (C) and embryo production (EP) was similar between treatments.
The C in the OPU oocytes was greater in T4, and the EP was similar between treatments.
In AO, the results did not vary between treatment in C and EP. In conclusion, Mt reduced
the C in oocytes collected by OPU, while it did not affect EP. In the AO oocyte source,
the addition of Mt did not affect the C nor the EP.

Keywords: melatonin, in vifro maturation, vitrification, cleavage, embryos

INTRODUCCION

La vitrificacion de ovocitos y embrio-
nes de mamiferos fue implementada a me-
diados de los afios 80 (Fahy et al., 1984; Rall
y Fahy, 1985) como un método alternativo a
la congelacion lenta. Esta biotecnologia se
caracteriza por la utilizacion de una elevada
concentracion de crioprotectores y el enfria-
miento ultrarrapido que previene la forma-
cion de cristales de hielo dentro y fuera de la
célula (De Munck y Vajta, 2017). Sin embar-
go, tiene el inconveniente de causar dafios
ultraestructurales o estructurales en los
ovocitos, incluyendo cambios en la bicapa
lipidica, lisis de membranas citoplasmaticas y
fragmentacion nuclear, asi como también in-
ducir disrupcién del huso cromatico,
cromosomas y microfilamentos (Moussa et
al.,2014; Guo et al., 2017).

La melatonina (Mt), indolamina sinteti-
zada en la glandula pineal y en otros 6rganos
como el ovario, es un antioxidante universal,

ya que su naturaleza anfipatica le permite
atravesar la membrana plasmatica y secues-
trar directamente los radicales libres unién-
dose a secuencias especificas de ADN de
genes antioxidantes (Manda et al., 2007,
Reiter et al., 2009), aparentemente estimu-
lando la expresion de genes antiapoptoticos
(Zhao et al., 2016). Ademas, interactiia con
moléculas citosolicas y su mayor concentra-
cion en el liquido folicular que en el plasma
incrementa el desarrollo del foliculo, lo que
denota un rol importante en la funcidn ovarica
(Zhao et al., 2015).

Zhao et al. (2018) demostraron que la
Mt mejora significativamente la maduracion
citoplasmatica de los ovocitos bovinos, ya que
facilito la redistribucion normal de organelas,
incremento los niveles de ATP y glutation
intracelular (GSH), aumento la expresion de
genes antioxidantes y moduld los eventos re-
lacionados con la fecundacion. Ademas, es
un agente antiapoptotico que al secuestrar las
especies reactivas de oxigeno (EROs), evita
la reduccion del potencial de membrana
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mitocondrial impidiendo su ruptura, liberacion
de proteinas como citocromo c, y la activa-
cion de la cascada de enzimas caspasas que
ejecutan el programa apoptotico (Zhao et al.,
2016,2018).

El bovino criollo americano, descendien-
te del ganado de la peninsula Ibérica, se adap-
t6 a las condiciones ambientales propias de
la region andina de Suramérica, lo que gene-
16 biotipos caracterizados por su resistencia
a enfermedades, buena eficiencia
reproductiva, facilidad de parto y baja pro-
duccion (Tewolde et al., 1990; Primo, 1992).
En la actualidad, la poblacion de ganado bo-
vino criollo en Ecuador se ha reducido consi-
derablemente, motivo por el cual las iniciati-
vas para la preservacion del germoplasma son
de suma importancia para conservar este
valioso patrimonio genético (Aguirre et al.,
2014). Una de las formas de preservarlo es
la vitrificacion de ovocitos, técnica que, aun-
que no ha alcanzado niveles de eficacia com-
parables con la vitrificacion de embriones,
representa una alterativa viable.

Con el fin de evaluar la factibilidad de
preservar el germoplasma de los bovinos crio-
llos de los Andes ecuatorianos, se establecio
como objetivo de este estudio determinar el
efecto de la adicion de Mt en los medios de
maduracion y/o vitrificacion de ovocitos ob-
tenidos mediante aspiracion folicular guiada
por ultrasonido y de ovarios post mortem so-
bre la produccidn in vitro de embriones bovi-
nos.

MATERIALES Y METODOS

Productos Quimicos

Todos los productos quimicos usados en
este estudio fueron adquiridos en Sigma
Chemical Co. (St Louis, USA), a menos que
se indique lo contrario.
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Localizacion del Estudio

Esta investigacion se llevo cabo en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduc-
cion Animal de la Universidad de Cuenca,
ubicado en la granja de Irquis, parroquia Vic-
toria del Portete, provincia del Azuay, Ecua-
dor, a 2648 msnm.

Ovocitos de Ovarios de Matadero

Los ovarios bovinos fueron obtenidos en
el matadero municipal de Cuenca
(EMURPLAG EP), y fueron transportados
a una temperatura entre 35 y 37 °C en un
tiempo no mayor a tres horas desde el sacri-
ficio al laboratorio. Los ovarios provinieron
de vacas Holstein, de mestizas lecheras con
alta proporcion Holstein y de vacas criollas.

Los tejidos adyacentes de los ovarios
fueron removidos e inmediatamente lavados
con solucion salina fisioldgica estéril (NaCl
al 0.9%) a 37 °C. Los complejos cimulo-
ovocitos (COCs) se aspiraron de foliculos de
2-8 mm de diametro por puncion directa con
una aguja calibre 18G x 1.5 pulgadas conec-
tada a una jeringa desechable de 12 ml. El
pellet recuperado fue colocado en una placa
de blsqueda para identificar y clasificar los
COCs, que fueron lavados tres veces en Flui-
do Oviductal Sintético con Hepes (H-SOF).
Solo se utilizaron ovocitos con citoplasma
homogéneo y con tres 0 mas capas compac-
tas de células del cumulo.

Ovocitos de Vacas Criollas

Se utilizaron 10 vacas con caracteristi-
cas de animales nativos de las alturas de los
Andes ecuatorianos (>3000 msnm), no
lactantes y clinicamente sanas, las cuales fue-
ron sometidas a repetidas aspiraciones
foliculares para obtener los ovocitos. Los
animales estaban alojados en la granja Irquis
bajo condiciones de alimentacion basada en
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pastoreo rotacional en potreros sembrados
con Rye grass (Lolium perenne) y kikuyo
(Pennisetum clandestinum).

Para facilitar la obtencion de los COCs,
las vacas fueron inmovilizadas en un brete y
tranquilizadas con xilacina 2% (0.02 mg/kg
IM), seguido del vaciamiento del contenido
rectal y posterior aplicacion del anestésico
epidural bupivacaina 0.5% (0.3 mg/kg). Para
realizar la aspiracion folicular guiada por ul-
trasonido (ovum pick-up — OPU), se usoé el
ecografo Aloka Prosound 2 provisto de un
transductor convexo de 5 MHz que contenia
la guia de aspiracion con una aguja de calibre
18G x 1% conectado a una bomba de vacio
calibrada a 65 mmHg (WTA BV 003D,
Cravinhos, SP, Brasil).

Se usé un medio de recoleccion de
ovocitos compuesto por PBS (Phosphate
Buffered Saline), 1% de Suero Fetal Bovino
(SFB) y 10 UI de heparina/ml. El producto
de la puncion (ovocitos, liquido folicular y res-
tos celulares) fue colectado en un tubo Falcon
de 50 ml en el medio precalentado a 38.5 °C.
El liquido colectado fue llevado al laborato-
rio, filtrado y lavado con PBS atemperado a
38.5 °C. El filtrado fue vertido en una caja
de busqueda de 95 mm y bajo la luz del
estereoscopio (Nikon, SMZ 745T, Japon) se
aislaron y clasificaron los COCs, utilizandose
unicamente los que tenian citoplasma homo-
géneo y estaban rodeados por tres o mas
capas compactas de células del cimulo.

Maduracion in vitro (M1V)

Los COCs seleccionados fueron incu-
bados en microgotas de 50 ul en un medio de
maduracion TCM 199, suplementado con
10% de SFB, 100 pg/ml de piruvato de sodio,
0.75 mg/ml de L-glutamina, 0.01 Ul/ml de
FSH-rh y 250 ug/ml de gentamicina, en una
estufa (Memmert, INCO 108, Alemania) de
CO, al 5%, humedad del 90% y temperatura
de 38.5 °C por 22 horas.

Vitrificaciéon y Calentamiento

Los ovocitos fueron desprovistos par-
cialmente de las células del cumulo (denuda-
dos) por pipeteo moderado y expuestos a una
solucién de mantenimiento (SM; H-SOF +
20% de SFB) por al menos 1 minuto. Luego
se colocaron por 5 minutos en la solucion de
vitrificacion 1 (SM + 7% de etilenglicol y 7%
de dimetilsulfoxido). Inmediatamente se
transfirieron a la solucion de vitrificacion 2
(Sucrosa 0.5M + 16.5% de etilenglicol y
16.5% de dimetilsulfoxido [DMSO]) por 20
a 30 segundos, al cabo de los cuales los
ovocitos fueron cargados individualmente por
capilaridad, con un volumen minimo de me-
dio, en el dispositivo de vitrificacion Cryotop
(Vajta et al., 1998) y seguidamente sumergi-
dos en nitrogeno liquido.

Los COCs se calentaron sumergiendo
la punta del Cryotop en 800 pul de 0.5M de
sucrosa (S 0.5M) por 2 periodos de 5 mi-
nutos, luego por 5 minutos en un medio de
400 pl de S 0.5M + 400 ul de SM y después
en un medio de 800 ul de SM durante 5 minu-
tos. Finalmente fueron incubados durante
2 horas en TCM 199 suplementado con 20%
de SFB en un ambiente con 5% de CO,,
38.5 °C y humedad de saturacion.

Fecundacién in vitro (FIV)

Transcurrido el tiempo de incubacion,
los ovocitos fueron transferidos al medio de
fecundacion (FIV-SOF) suplementado con
50 pg/ml de heparina, y al cual se le adicio-
naron 1 x 10° espermatozoides por ml. Estos
fueron seleccionados por gradientes de
Percoll (30, 60 y 90), e incubados durante
18-24 horas en un ambiente con 5% de CO,,
38.5 °C y humedad de saturacion.

Cultivo in vitro (CIV)
Luego de la fecundacion, los presuntos

cigotos fueron denudados totalmente en H-
SOF y transferidos al medio de cultivo SOF-
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citrato suplementado con 5% de SFB e incu-
bados a 38.5 °C por 6 dias en la estufa trigas
(Thermo Fisher Scientific, Heracell 1501,
USA) con 5% de CO,, 5% de O, y 90% de
N, y humedad de saturacion. A las 48 horas
de la FIV (24 horas de la CIV) se evaluo el
clivaje y a los 7 dias pos-FIV la produccion
de embriones. Estos fueron clasificados se-
gun los criterios de la International Embryo
Technology Society (IETS) (https://
www.iets.org/) y registrados segun la canti-
dad de morulas y blastocistos.

Diseiio Experimental y Analisis Estadis-
tico

Los ovocitos de ambas fuentes (OPU y
OM) fueron designados aleatoriamente a cin-
co grupos: T1, madurados con melatonina
(Mt) y vitrificados sin Mt; T2, madurados y
vitrificados con Mt; T3, madurados sin Mty
vitrificados con Mt; T4 (control) madurados
y vitrificados sin Mt; T5, madurados sin Mty
no vitrificados. La concentracion de Mt en los
medios de maduracion, vitrificacion 1 y
vitrificacion 2 fue de 0.01 micromolar (10° M).

Los datos fueron procesados mediante
el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System, 2012), utilizdndose la regre-
sion logistica para comparar las proporcio-
nes de clivaje y de produccion de embriones
entre tratamientos. Se consideraron
significantes los valores de p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se muestra el porcenta-
je de clivaje (PC) y de produccion in vitro de
embriones (PIV) de ovocitos madurados y/o
vitrificados con Mt provenientes de OPU de
vacas criollas y de ovarios de matadero. El
PC de T4 y TS fue superior y estadisticamente
diferente a los demas tratamientos. Ademas,
los ovocitos vitrificados produjeron porcentajes
similares de embriones e inferiores a los produ-
cidos sin vitrificacion (p<0.01; Cuadro 1).
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El Cuadro 2 indica el PC y de PIV se-
gun la fuente de los ovocitos. Considerando
los obtenidos por OPU, el PC vario
significativamente entre los grupos T1y T4,
entre T2 y T4, y entre T1, T2, T3 y T4 con
T5; mientras que en PIV no hubo diferencia
estadistica entre T1 a T4, pero si entre estos
y T5. En los ovocitos colectados de OM, tan-
to en PC como en PIV no hubo diferencias
entre T1 al T4, pero se encontrd entre estos
y T5. Al comparar tratamientos similares en-
tre las dos fuentes de ovocitos, se encontra-
ron PC estadisticamente superiores en T1 y
T2 en OM; y con relacion al PIV, tnicamen-
te se observo diferencia estadistica en T2,
que fue superior en OM.

En general, los resultados de este estu-
dio demostraron que la adicion de melatonina
en el medio de maduracion y/o de vitrificacion
no afecto los porcentajes de clivaje y de pro-
duccién de embriones, aunque fueron infe-
riores a los indicados en un estudio similar
(Zhao et al., 2016). En dicho estudio usaron
ovarios de matadero encontrando que la adi-
cion de melatonina mejord los porcentajes de
clivaje y de produccién de blastocistos con
relacion al grupo de ovocitos vitrificados sin
adicion de este antioxidante; ademas, los por-
centajes de clivaje y de blastocistos fueron
mayores a los de este estudio. Aunque las
condiciones experimentales fueron diferen-
tes (grupo racial de los donantes de ovocitos,
altitud de la zona) entre ambos estudios, es
poco probable que hayan sido factores de-
terminantes para estas diferencias.

Se han sefalado que el uso de
melatonina exdgena tiene algunas limitacio-
nes debido a sus propiedades fisicoquimicas
como su baja biodisponibilidad, corta vida
media, rdpida absorcion y metabolismo, y baja
solubilidad en el agua (Lee et al., 1994;
Schaffazick et al., 2006). Asi, el uso de
nanocapsulas de nucleo lipidico con
melatonina en su interior con el fin de mejo-
rar la estabilidad de la molécula de Mt y miti-
gar su aparente reducida solubilidad en agua
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Cuadro 1. Efecto de la melatonina en el medio de maduracién y/o de vitrificacion sobre las
tasas de clivaje y de produccion de embriones

Tratamiento Ovocitos (n) Clivaje y Embriones al dia 7
n % n %

T1 137 30 21.9* 5 3.6°

T2 147 33 22.4* 9 6.1

T3 136 34 25.0* 11 8.1

T4 132 38 28.8° 10 7.6

T5 185 124 65.0° 65 35.1°

abc \alores con letras distintas dentro de columnas son significativamente diferentes (p<0.01)

T1, madurados con melatonina (Mt) y vitrificados sin Mt; T2, madurados vy vitrificados con Mt; T3,
madurados sin Mt y vitrificados con Mt; T4 (control) madurados y vitrificados sin Mt; T5,
madurados sin Mt y no vitrificados

Cuadro 2. Efecto de la melatonina en el medio de maduracion y/o de vitrificacion sobre las
tasas de clivaje y de produccion de embriones, segun la fuente de ovocitos

. Ovocitos Clivaje Embriones al dia 7
Tratamiento
(n) n % n %

Ovum pick-up

T1 59 8 13.6%0¢A 2 3.484

T2 64 7 10.9b<B 0 0B

T3 62 12 19.4044 4 6.5%4

T4 48 14 29.24A 4 7.5%4

T5 87 59 67.8%4 33 37.9%A
Matadero

Tl 78 22 28.1%B 3 3.8%4

T2 84 26 31.0%¢ 9 10.7%¢

T3 74 22 29.7%A 7 9.43:4

T4 80 24 30.0%4 6 7.5%4

T5 98 65 66.3%A 32 32.6%A

Valores con letras distintas en la misma columna para cada fuente de ovarios son significativamente
diferentes: ¢ p<0.05; >4 p<0.02; &b <& de; h<0,01; *° p<0.01

Valores con letras distintas en la misma columna para tratamientos similares entre cada fuente de
ovarios son significativamente diferentes: #8 p<0.05; 8¢ p<0.01

T1, madurados con melatonina (Mt) y vitrificados sin Mt; T2, madurados vy vitrificados con Mt; T3,
madurados sin Mt y vitrificados con Mt; T4 (control) madurados vy vitrificados sin Mt; T5, madurados
sin Mt y no vitrificados
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fue probado en la maduracion de ovocitos bo-
vinos y la subsecuente produccion de embrio-
nes (Mt encapsulada, capsulas sin Mt, Mt ad-
ministrada en una solucion), sin obtener dife-
rencias en la tasa de maduracion entre grupos,
pero el porcentaje de blastocistos derivados de
ovocitos que fueron madurados in vitro en pre-
sencia de Mt encapsulada fue significa-
tivamente superior (Reminido et al., 2016).

La vitrificacion es un método util para
almacenar ovocitos de animales por exten-
sos periodos de tiempo; sin embargo, el de-
sarrollo embrionario es muy bajo comparado
con los embriones obtenidos in vitro de
ovocitos no vitrificados (Wiesak et al., 2017).
Esto pudo comprobarse en el presente estu-
dio, donde la tasa PIV de embriones prove-
nientes de ovocitos no vitrificados fue similar
a lo reportado en estudios en los cuales no se
aplico esta técnica de criopreservacion (Tian
et al.,2014; Rodrigues-Cunha et al., 2016).

En otro estudio, Zhao et al. (2015), eva-
lud el efecto de Mt sobre los eventos
apoptoticos y la produccion de EROs en
ovocitos bovinos provenientes de ovarios de
matadero, encontrando que la adicion de 10°
M de Mt a los medios de maduracion y
vitrificacion resultd en un 88.1 y 48.4% de
clivaje y PIV, en ovocitos con Mt solo en el
medio de vitrificacion fue de 80.3 y 42.3%
respectivamente, mientras que en el grupo
sin Mt en los medios fue de 53.3 y 26.4%,
respectivamente. Por otro lado, en estudios
donde los ovocitos fueron madurados con Mt
sin someterlos a vitrificacion, se obtuvieron
valores mayores de PC y PIV a los obteni-
dos en los ovocitos madurados sin Mt (Tian
et al., 2014; Rodrigues-Cunha et al., 2016),
lo cual demuestra el efecto antioxidante de
este compuesto que actua incluso en ovocitos
no sometidos a criopreservacion (Zhao et al.,
2018), pero que por ser madurados en un
medio artificial producen mayores cantida-
des de radicales libres que los ovocitos que
maduran en forma natural en los oviductos
de las hembras de los mamiferos.
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La comparacién de tratamientos igua-
les entre las dos fuentes de ovocitos (Cuadro
2), demostré en algunos tratamientos una
mayor PC en los ovocitos obtenidos de OM
cuyos valores, en general, fueron superiores
a los obtenidos con ovocitos colectados con
OPU. En general, la calidad de los ovocitos
recuperados mediante OPU es menor debi-
do ala forma en que son obtenidos; es decir,
debido a las multiples fuerzas fisicas a las
que son sometidos en el recorrido entre el
ovario y el tubo de coleccion (Bizarro et al.,
2016).

CONCLUSIONES

e Engeneral, la adicion de Mt al medio de
maduracion y/o de vitrificacion en las
condiciones experimentales de este es-
tudio, no mejord la tasa de clivaje de los
ovocitos vitrificados y la posterior pro-
duccion de embriones in vitro.

e Cuando se consider6 la fuente de los
ovocitos, los obtenidos con OPU y sin
Mt en el medio de maduracion y de
vitrificacion, experimentaron un porcen-
taje de clivaje mayor que los tratados con
Mt, mientras que esta variable fue simi-
lar entre los grupos experimentales de
los obtenidos de OM.

e En ambos casos, los porcentajes de
clivaje y de produccion de embriones de
los ovocitos vitrificados, hayan o no es-
tado expuestos a la Mt, fue
significativamente inferior a los madu-
rados sin Mt y no sometidos a
vitrificacion.
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