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RESUMEN: El estrés oxidativo es definido como un desbalance entre la produccion de oxidantes y antioxidantes. La induccion
de tolerancia a estrés en los ovocitos conllevaria a un mejor desarrollo embrionario. En bovinos, la incubacion de ouomsteemad
diferentes estresores (térmicos, alta presion hidrostatica, oxidativos) incrementaria la tasa de generacion de blastesitmio Est
evalia el efecto de la modulacion del estado redox incrementando el estrés oxidatiyd, emnadocitos maduros bajo condiciones de
cultivo in vitro y su efecto sobre el potencial de desarrollo embrionario. Para ello, ovocitos procedentes de ovarios de matadero fueron
madurados en medio TCM-199 suplementado durante 22-23 h, €C38,%0 CQy humedadh saturacion. Al final de las 22-23 h se
incubaron los ovocitos maduros con 0, 50, 100 y|#2dMH.0,. La fecundacioin vitro se realizo co-incubando los ovocitos durante 18 h
con una concentracion final de 1XE3permatozoides/mL. Los presuntos cigotos fueron denudados y cultivados en medio KSOM-0,4 %
BSA a 38,5°C en atmdsfera de baja tension dg%% Q, 5 % CQy 90 % N) y humedad a saturacion. El estrés oxidativo inducido con
H,O, a una concentracion de 50 y 100 produce una tasa de division de los embriones similar al control (88,7 %, 83,2 % y 86,4 %
respectivamente, p>0,05), disminuyendo significativamente al utilizar una concentracionjdé &R)8 %, p<0,05). Asimismo, JD,
causo un efecto similar en la tasa de blastocitos ciV5@0,4 % vs. 25,8 % control, p>0.05) pero disminuyd significativamente con 100
y 200uM (10,7 %y 3,3 % respectivamente, p<0,05). Es posible, que estos embriones resistentes al estrés oxidativo puedary@ner una ma
sobrevida durante los procesos de criopreservacion que generan altos niveles de especies reaggens da los embriones.

PALABRAS CLAVE: Fecundacion in vitro; Estrés oxidativo; Tolerancia a estrés; Especies reactivas de oxigeno.

INTRODUCCION

Durante los dltimos afios se ha intentado mejorar §ubproductos de la respiracion celular, especificamente en
calidad de los embriones generados en procedimiéntoSa cadena transportadora de electrones étial, 2002).
vitro. Sin embargo, las condiciones de cultimovitro no  Existe una dualidad en los efectos que generan las EROs,
son similares a las condiciones de culiiveivoy pueden son necesarias en procesos fisiologicos, como por ejemplo
representar una fuente de estrés oxidativo para los emb#ar-el fluido folicular para una adecuada formacion y calidad
nes generados mediante procedimiemostro (Agarwal  del embrion (Dast al, 2006), maduracion de ovocitos (Mo-
etal, 2006). El estrés oxidativo puede ser definido como wadoet al, 2009), en los espermatozoides modulan la capa-
desbalance entre las moléculas oxidantes y los antioxidantgcion, fosforilacion de proteinas y reaccion acrosoma (Roy
lo que genera un estado de estrés en la célula (Ma, 20htreja, 2008). Pero, en procesos patoldgicos los niveles
En el metabolismo celular, las especies reactivas de oxigénerementados de EROs pueden causar alteraciones en el
(EROs) como @-, H,O, y *OH- son generadas comodesarrollo embrionario, apoptosis y arresto embrionario
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(Gotoet al, 1993). Sin embargo, en embriones bovinos & mg/mL albumina sérica bovina (BSA) libre de acidos
incubacion de ovocitos con 50-1QM H,O, resulta en un grasos y 1Qug/mL sulfato de Gentamicina. La concentra-
incremento en el porcentaje de blastocitos (47,3 %) en coaién final fue ajustada para fecundar con 1%10
paracion con el control (31,8 %), mientras que el nimero depermatozoides/mL con TALP-IVF suplementado con 0,2
células apoptéticas fue inversamente relacionado con la camvl piruvato de sodio, 6 mg/mL BSA y 1@/mL sulfato
centracion de KD, (Vandaeleet al, 2010). De la misma de Gentamicina.
manera, la fecundaciéim vitro de ovocitos con
espermatozoides expuestos a R8O H,O, incremento la Fecundacionin vitro: Los ovocitos maduros fueron lava-
fecundacion, la division y la tasa de generacién de blastocitiss en medio TALP-Sperm tres veces y una vez en TALP-
(Rahmaret al, 2012). IVF y luego depositados en la placa de fecundacién. Se adi-
cion6 a esta placa®&y/mL heparina, 8QtM penicilamina,
El nuevo concepto de que la induccién de toleranc#0 uM hipotaurina, 1M epinefrina y en ultimo lugar los
a estrés en los ovocitos conllevaria a un mejor desarrolspermatozoides previamente seleccionados en el gradiente
embrionario, ha creado una nueva oportunidad para estie- densidad. Los ovocitos fueron co-incubados con los
diar estos factores. De acuerdo a esto, el objetivo de estpermatozoides durante 18 h a 3&55 % CQy hume-
estudio es evaluar si la induccion de estrés oxidativo dekd a saturacion.
pués de la finalizacién de la maduracion de ovocitos a tra-
vés de la exposicion a8, genera tolerancia a estrés, me€ultivo in vitro: Luego de la fecundacion, los presuntos
jorando la calidad y el potencial de desarrollo de embricigotos fueron vortexeados para remover las células del cu-
nes bovinos durante el cultivo vitro. mulo y transferidos a gotas de g0 de medio KSOM
(EmbryoMax, Millipore Corp, Billerica, MA, USA) bajo
aceite mineral en grupos de 25-30 cigotos en una atmosfera
MATERIAL Y METODO de baja tension de oxigeno (5 % C®% Q y 95 % N2),
38,5°C y humedad a saturacion. A las 72 h del cultivo, se
suplementé con suero bovino fetal 5 % (v/v).
Reactivos:Todos los reactivos utilizados fueron obtenidos
de Sigma (St. Louis, MO, USA). Evaluacion de desarrollo embrionario:Se evalu6 la tasa
de divisién de los embriones cultivadasvitro 72 h post
Seleccién y maduracién de ovocito®varios bovinos fue- inicio del cultivo, asi como la tasa de generacion de
ron colectados de hembras de un matadero local (Frigorifiastocitos al dia 7 post inicio de cultivo embrionario.
co Temuco, Chile) en una solucion NaCl 0,9 % (p/v) suple-
mentado con 1 % (v/v) penicilina/estreptomicina £87 Modulacion del estado redox por peréxido de hidrége-
En el laboratorio, los ovarios fueron lavados dos veces Ba: Antes de la fecundacidn vitro, los ovocitos maduros
una solucion NaCl 0,9 % (p/v). Los ovocitos fueron aspirdderon incubados con diferentes concentraciones,@g H
dos desde foliculos entre 2-8 mm de diametro utilizandiurante 1 hora: 0, 50, 100 y 2081. Como el piruvato pue-
una aguja calibre 18 acoplada a una jeringa de 10 mL, se-neutralizar el efecto de®l, este fue eliminado del me-
leccionados de acuerdo al criterio de citoplasma homog#ie de maduracion.
neo y al menos cuatro capas de células del camulo. Los
ovocitos seleccionados fueron cultivados en grupos de 4@ralisis estadisticol as diferencias entre los grupos expe-
50 en 50QuL de TCM-199 suplementado con 10 % (v/v) deimentales fueron analizadas mediante ANOVA de una via
suero bovino fetal inactivado (Hyclone Laboratories, Incpara la tasa de division asi como la tasa de generacion de
UT, USA), 0,2 mM piruvato de sodio, 2f/mL sulfato de blastocitos. R0,05 fue considerado estadisticamente signi-
gentamicina, 6 mg/mL hormona FSH (Sioux Biochemicaficativo. Todos los analisis fueron realizados con 9P
Inc., Sioux City, 1A, USA), 6ug/mL hormona LH (Sioux (SAS Institute, Inc.).
Biochemical) y 1 mg/mL estradiol por 22-23 h a 3&55
% CQ, y humedad a saturacion.
RESULTADOS
Preparacion de espermatozoidesSemen bovino
criopreservado con fertilidad probada fue descongelado en
un bafo termorregulado a 3T durante 45 s. Posterior- Los ovocitos bovinos maduros que fueron incuba-
mente, fue separado a través de un gradiente discontinualde con diferentes concentraciones gé,Hnostraron que
PercolP (45 y 90 % (v/v), Pharmacia, USA) y lavados cora induccion de estrés oxidativo con 50 y 100 H,O, no
TALP-Sperm, suplementado con 0,2 mM piruvato de sodigeneré diferencias estadisticamente significativas en la tasa
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de division de embriones bovinos comparado con el contfdl) (Takahashi, 2012). La disminucién de la concentracion
(88,7 % y 83,2 % respectivamente, control: 86,4 %), no ad¢ Q aun 5 % en las condicioniesvitro favorece el desa-
cuando fueron tratados con 30 H,O,, donde la tasa dis- rrollo embrionario (Ariagt al, 2014).

minuy6 significativamente a un 58,8 % (p <0,05). Al eva-

luar la tasa de generacién de blastocitos no se observaron En este trabajo, evaluamos el efecto de las condicio-
diferencias estadisticamente significativas cuando se utities de cultivan vitro que dan lugar a estrés oxidativo utili-
26 50uM H,0O, comparado con el control (20,4 %y 25,8 %zando peroxido de hidrogeno a diferentes concentraciones
respectivamente). Sin embargo, se observé una disminucgobre el potencial del desarrollo embrionario. En nuestro
estadisticamente significativa cuando los ovocitos fuer@studio, la exposicion de ovocitos bovinos maduros a 50
tratados con 100 y 2QiM H,0, (10,7 % y 3,3 % respecti- uM H,0O, no disminuyd significativamente el potencial de

vamente, p <0.05) (Tabla I, Fig. 1). desarrollo embrionario de embriones bovinos, pero no lo-
. gra el incremento en el nUmero de blastocitos con una expo-
1007 = ) 3 Divididos sicion similar de 1 h de los ovocitos maduros a 50£M0
S g0 [F] B I 3 Blastocistos  H,O, reportado por Vandaeke al Asimismo, la alta pre-
S * sion hidrostatica (APH) también genera tolerancia al estrés.
2 601 Ovocitos de porcinos maduros tratados con 20 MPa
é 404 . (Megapascal) durante 130 min incrementa significa-
= a tivamente la tasa de generacién de blastocitos (13,1 %) com-
lg 20- [~ I b . parado con el grupo control luego de la vitrificacion sin APH
B 1 ' . = (0 %). El pre-tratamiento con APH fue eficiente para incre-
° & & S mentar el desarrolio vitro de ovocitos porcinos vitrificados

luego de la activacion mediante partenogénesise{lal,
2008). En blastocitos ovinos generaitogitro pre-tratados
Fig. 1. Desarrollo de embriones bovinos (promedéoror estandar  con 40 MPa la tasa de eclosion de blastocitos tratados fue
de la media) mediante fecundacidwitro Iyego dela modulapién similar con los embriones no tratados (Boglietial,, 2011).
del estado redox porZBZ. Valores con dlf_e_rentes _supt_arin_dlces De manera similar, blastocitos bovinos producidositro
simbolos en las diferentes columnas difieren 5|gn|f|cat|vamen§%metidOS a 60 MPa durante 1 hy luego vitrificados, la eva-
(p<0,05). luacién a las 48 h demostré que los embriones eclosionados
tratados incrementaron el nimero de células en el macizo
Tabla |. Tasa de division y generacion de blastocitos de embriong§lar interno comparado con el control sin tratamiento
b_ovinos generado_s por fecurjdaci[’)rvitro |U_690 de _Ia modula- (50,2 % vs. 38,8 %), indicando una alta calidad embrionaria.
cién del estado oxido-reduccién por peroxido de hidrégeno. La combinacion de tratamiento con APH y vitrificacion re-

Concentracion de H,O, (uM)

H,0, n_ Lisados  Divididos _ Blastocitos o100 o yn incremento en el nmero de células del macizo
(5)0”1:&4 1451(7) ; 1(3)451 gg:‘;ﬁ:g;a ;2 gg:iﬁ:g;a celullar _inte_r,no dg embriones eclosionados 48 h post
100pM 141 4 92 (832£5.8) 16 (10.741.7)b desw.t,nflcamon (Trigalet al, 2013). En gs_permatozmdes

200uM 114 13 48 (58,8487  6(33:1,6p  tambien se ha observado un efecto positivo. Semen fresco

Los datos son presentados como promedioror estandar de la media. de porcmq tratado con 200, 30(,),0 400 bar_c_lurame 90 minu-
Entre columnas, valores con diferentes superindices difierd@S posterior a la descongelacion, la motilidad del semen
significativamente (0,05). N= nimero de ovocitos cultivados. fue incrementada comparada con el control (52, 56 y 56 %
respectivamente; control: 46 %) (Huaggal, 2009). La
alta presién osmatica también genera tolerancia a estrés en
) ovocitos maduros de cerdos cuando fueron tratados con 593
DISCUSION y 1306 mOsm, la tasa de blastocitos generados mediante
“hand made clonirffigfue mayor, comparado con el control

sin tratamiento (64 % y 65 %, respectivamente; control: 45
Existe una disminucion en el desarrollo o arresto e (Lin et al,, 2009).

embriones mamiferos preimplantacionales cultivateisro

cuando son comparados con los embriones que se desarro- El mecanismo por el cual la tolerancia a estrés es
llanin vivo (Thibault, 1972; Funahashi et al., 1994). El facinducido atn no ha sido elucidado, aungue, es posible que
tor méas importante que contribuye a esta diferencia esld& proteinas de shock térmico (HSP) podrian estar
concentracion de Odebido a que en condicioriasr/ivola  involucradas (Dwet al). La suplementacion del cultivo
concentracion de &s menor (2-8 %) que aquella utilizada&mbrionario con anticuerpos anti-HSP afecta negativamen-
para el cultivan vitro de embriones (aproximadamente 2@e el desarrollo embrionario, observandose un incremento
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en las células apoptoéticas en los blastocitos. Asi, las H8Bnscritos relacionados con estrés oxidativo, superdxido

probablemente constituyen un mecanismo de proteccidismutasa, catalasa, glutation peroxidasa e interferén t cuan-

fundamental para evitar que disminuya la sensibilidad d® los embriones son cultivados en un sistema con elevada

las células a eventos que generan dafio celular, permitieteiosion de Q(Corréaet al, 2008).

a la célula escapar del proceso de apoptosis (Esfaatliari

al., 2007). Otra molécula involucrada en la toleranciaa estrés ~ En conclusion, la modulacion redox de ovocitos bo-

es un factor transcripcional, el factor inducible por hipoxiginos maduros mediante,®, en dosis de 5QM no afecta

(HIF-1) (Harvey, 2007). la tasa de division embrionaria, asi como en la tasa de gene-

racion de blastocitos. Es posible, que estos embriones resis-

Blastocitos ovinos expuestos a tratamientos con APkgntes al estrés oxidativo puedan tener una mayor sobrevida

evaluandose 8 genes involucrados en diferentes mecarigrocesos de criopreservacion que genera altos niveles de

mos, produce una menor expresion del gen BAX (gen prespecies reactivas de oxigeno en los embriones. No obstan-

apoptosis) y OCT4 (factor de transcripcion nuclear), conte, se hace necesario determinar cuales son los mecanismos

parados con los embriones control sin tratamiento. La disspecificos involucrados en la tolerancia a estrés.

minucion de BAX en los embriones tratados sugiere una

mejor calidad, y coincide con la disminucién del grado de

picnosis. La disminucién de la expresién de OCT4 podrisGRADECIMENTOS

estar relacionada a un mayor avance en la etapa del desarro-

llo embrionario, lo que se relacioné con un alto nimero de

células, comparado con el control sin tratamiento (Bogliolo Este trabado fue financiado por Proyecto FONDECYT

etal). La tolerancia a estrés también podria estar relaciordd30888, CONICYT, Gobierno de Chile. P. Loren es Becaria

da con un incremento en las defensas antioxidante©NICYT. Los autores agradecen al Frigorifico Temuco por la
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LOREN, P.; CHEUQUEMAN, C.; RISOPATRON, J.; FELMER, R.; ARIAS, M. E. & SANCHEZ, R. Modulation of redox state
by hydrogen peroxide in the stage of oocyte maturation: Effect on embryonic development inloatleMorphol., 34(2%31-435,
2016.

SUMMARY: Oxidative stress is defined as an imbalance between the production of oxidants and antioxidants. The induction of
stress tolerance in oocytes leads to a better embryonic development. In cattle incubating mature oocytes with diffexefihstrasso
high hydrostatic pressure, oxidative) increase the generation rate of blastocysts. The purpose of this study was te@ efidoatd th
modulating the redox state increasing the oxidative stress thro@ytirHmature oocyte undan vitro culture conditions and its effect
on the potential of embryonic development. To do this, oocytes from slaughterhouse ovaries were matured in TCM-199 medium
supplemented for 22-23 h at 38, 5 % CQand humidified atmosphere. At the end of 22-23 h, the treatments with 0, 50, 100 and 200
UM H.O, were applied for 1 h. IVF was performed co-incubating the eggs for 18 h with a final concentratiorf sp&xi®mL. The
presumptive zygotes were denuded and cultured in medium KSOM-0.4 % BSA t€38.&an atmosphere of low concentration gf O
(5% Q, 5% CQand 90 % Iy) and humidified atmosphere. The results show that the induction of oxidative stre&3, lpydduces a
similar effect using a concentration of 50 and 100 mM in the cleavage rate of embryos compared to control (88.7 %, 88,2 % and 8
respectively, p>0.05) and decreasing significantly by using a concentration of 200 mM (58.8 %, p<0.05)lsaused a similar
effect on the rate of blastocysts with 8@ (20.4 % vs. 25.8 control, p>0.05) but decreased significantly with 100 and\2Q00.7 %
and 3.3 % respectively, p<0.05). It is possible that these embryos resistant to oxidative stress may have a higher thervival in
cryopreservation processes that generating high levels of reactive oxygen species.

KEY WORDS: In vitro fertilization (IVF); Oxidative stress; Stress tolerance; Reactive oxygen species.
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