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1. INTRODUCCION

El establecimiento de programas de Produccion in vitro de Embriones (PIVE) se presenta como una
herramienta para de los sistemas de produccién bovina y como una forma de obtener entre un 30 a
40% de crias post Transferencia de Embriones (TE). El estrés oxidativo resultante de la exposicién a
concentraciones elevadas de oxigeno, luz, concentraciones inusuales de metabolitos y sustratos que
inducen reacciones quimicas perjudiciales, que provocan la produccion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (RON/RNS), ponen en peligro la PIVE. Aunque los gametos poseen mecanismos
especializados que le permiten contrarrestar los efectos nocivos de estos radicales, bajo las
condiciones in vitro, esto genera dafios tanto estructurales como funcionales a nivel de mitocondrias,
membrana lipidica, acidos nucleicos, hasta provocar la apoptosis celular (Otoi, Do, Shibata,
Taniguchi, Nii et al., 2015). Una estrategia para bloguear los efectos dafiinos de ROS/ RNS durante la
PIVE, es la suplementacion de antioxidantes al medio de cultivo (Papis, Poleszczuk, Wenta-
Muchalska, & Modlinski, 2007; El-Raey, Geshi, Somfai, Kaneda, Hirako et al., 2011; Rodrigues-
Cunha, Mesquita, Bressan, Collado, Balieiro et al., 2016).

La Melatonina (MLT) es una indolamina secretada por la glandula pineal que posee un poder
antioxidante muy versatil en comparacion con otros antioxidantes. Estudios previos demuestran que
las suplementaciones en los medios de cultivos con melatonina mejoran la tasa de desarrollo de
embriones de raton fecundados. En ovejas, los suplementos de melatonina incrementaron las tasas de
eclosion de blastocistos. La adicion de melatonina durante la maduracion in vitro promueve la
competencia meidtica en ovocitos bovinos (El-Raey et al., 2011). Un Estudio reciente demostr6 que
ovocitos bovinos madurados en medios suplementados con MLT son capaces de mejorar el desarrollo
embrionario in vitro (Tian, Wang, Zhang, He, Ji et al., 2017), asi como también proteger las células
del cimulo de la fragmentacion nuclear y aumentar la expresion génica de las enzimas antioxidantes
(Rodrigues-Cunha et al., 2016). El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la suplementacién
con Melatonina sobre la competencia ovocitaria y la fecundacion de ovocitos bovinos.

2. METODOLOGIA

Los ovarios bovinos fueron obtenidos post-mortem de hembras mestizas Bos taurus x Bos indicus,
transportados al laboratorio en solucién buffer fosfato salina (PBS) a una temperatura entre 30 y 36°C.
Fueron lavados dos veces en PBS y un tercer lavado con PBS + 50mg ml* de gentamicina (G1397,
Sigma). Posteriormente se aspiraron los foliculos (3-7 mm de diametro) con una jeringa provista de
una aguja 19G; seguidamente, bajo el microscopio estereoscopico se seleccionaron los complejos
camulus ovocitos (COC’s) que presentaron mayor tamafio, zona peldcida intacta, citoplasma
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homogéneo y una multi-capa de células del cumulus completas y compactas. Luego, los ovarios
fueron lavados tres veces en medio TCM-199 (M-7528, Sigma EE.UU.) suplementado con 5 pl de 17
B- estradiol (E2758, Sigma), 500 ul de suero fetal bovino (SFB; 26140 Gibco), 5 pl de Hormona
Foliculo Estimulante FSH (500U, pluset), 5ul piruvato sédico (P5280, Sigma), y 50ul de gentamicina
(G1397, Sigma). Posteriormente, los COC’s fueron cultivados en grupos de 20-25 por gota de 100 pl
de medio y cubiertas con aceite mineral durante 24 horas a 38.5°C en una atmosfera con 5% de CO? en
aire saturado de humedad (El-Reay et al., 2011). La Melatonina fue preparada en medio TCM-199,
filtrada con un filtro millipore de 0.22 pum y almacenada a -4°C por aproximadamente 15 dias.

En esta investigacion se utilizaron 4 grupos experimentales: Grupo Control (0), Grupo 1 (10 ng
mi?), Grupo 2 (50 ng mIt) y Grupo 3 (100 ng miI?). La FIV se realiz6 con semen congelado de toros
de probada fertilidad. Las pajuelas se descongelaron en bafio Maria a 37°C durante 30 segundos.
Seguidamente se coloco el semen en una columna formada por un gradiente discontinuo de Percoll
45% y 90% (P4937, Sigma), para realizar dos lavados con medio TL-FIV suplementado con 6 mg ml*
de BSA (A6003, Sigma) y centrifugando: (1) a 5600 rpm x 10 min, (2) a 2500 rpm X 5 min. Luego se
ajusto la concentracion a 1x10° por mililitro de espermatozoides, para proceder a inseminar las gotas
con 5 pL (Papis et al., 2007). Los gametos fueron puestos en co-cultivo en los diferentes grupos por
30 horas bajo condiciones de incubacién antes mencionadas.

Para evaluar el estadio nuclear y de los presuntos embriones, las células fueron fijadas en una
solucion de etanol-acido acético en proporcién 3:1 durante 24 horas a 4°C y tefiidas con orceina
acética al 1%. Posteriormente se determind la progresién meidtica y tasa de fecundacion bajo
microscopio 6ptico (400X, Olympus CX31, Japén). Las muestras de ovocitos y embriones fueron
analizadas mediante el test de 2 Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando
P<0.05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 1,308 ovocitos fueron utilizados en este estudio con el fin de evaluar los efectos de la
melatonina exdgena sobre la MIV de ovocitos. Estos ovocitos fueron distribuidos en cuatro grupos
experimentales. La tasa de MIV de ovocitos del grupo control fue de 68.51%, valor similar al
encontrado en los demas grupos experimentales 1, 2 'y 3 (68.41%; 66.21% y 64.65%, respectivamente;
P>0.05). Hubo similar comportamiento entre tratamientos con respecto al porcentaje de embriones
divididos luego de la FIV.

El papel de la MLT dentro de la PIVE ha sido investigado ampliamente, demostrando su papel
citoprotector, incluyendo funciones antioxidantes y antiapoptéticas, lo cual evidencia un efecto
beneficioso dentro de los sistemas in vitro. En este estudio se evaluo el efecto de la suplementacién en
un medio de cultivo para MIV, sobre la maduracion nuclear, asi como también se valoré el desarrollo
de esos ovocitos en la siguiente etapa del ciclo, es decir, en la FIV.

Bajo las condiciones de trabajo de este estudio la MLT adicionada al medio de MIV no demostré
tener efectos significativos en las dosis empleadas tal como lo reportado por Rodrigues-Cunha et al.
(2016), donde no mostro diferencias entre los tratamientos y el grupo control al adicionarle MLT al
medio de MIV en concentraciones de 1x10° y 1x10°. Incluso se midi6 el efecto durante la division,
blastocisto y eclosion siendo similar este comportamiento.

Tabla 1. Resultados en porcentajes de la maduracion in vitro MIV donde se muestran ovocitos en
metafase Il (M) y porcentajes de embriones divididos resultantes de la Fecundacion in vitro FIV.

Tratamientos Maduraf:ién in vitro MIV Fecundacion in vitro FIV
Ovaocitos en MII (%) Embriones Divididos >2 cel. (%)
Control 68.51 61.43
Grupo 1 (10 ng ml) 68.41 64.71
Grupo 2 (50 ng ml%) 66.21 60.40
Grupo 3 (100 ng ml) 64.65 57.22

uc Facultad de Ciencias Agropecuarias 130



MASKANA, Producciéon Animal-2017

En contraste, otros investigadores han demostrado la mejora de las tasas de maduracion con
MLT, como lo reportado por El-Raey et al. (2011), quienes utilizaron concentraciones similares a las
de este estudio y obtuvieron un incremento en la tasa de progresién meidtica de ovocitos en Ml (93%)
utilizando la concentracién de MLT mas baja (10 ng ml?). EI mecanismo por el cual la melatonina
pudiese estimular la meiosis se desconoce, pero podria estar relacionado con la activacion del factor
promotor de maduracion (MPF). La variacion entre resultados pudiese estar relacionado a cambios a
nivel de sistemas y medios de cultivo, concentraciones de MLT, manipulacion, asi como el uso de
medios quimicamente definidos y adicion de factores de crecimientos.

4. CONCLUSION

Bajo las condiciones en las que se realizo este estudio, la melatonina adicionada al medio de MIV no
demostrd tener efectos significativos en la tasa de progresion meiotica de los ovocitos bovinos e
igualmente en los porcentajes de embriones divididos, se recomienda continuar con la linea de
investigacion para identificar en qué dosis la MLT actiia en los COC’s, de manera que se pueda
aprovechar su versatilidad para mejorar los sistemas PIVE.
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