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RESUMEN

La maduraciéon in vitro de ovocitos es un proceso crucial para la
produccion in vitro de embriones, tecnologia que aun presenta desafios
para alcanzar su potencial, entre ellos el estrés oxidativo. El objetivo fue
evaluar la adicién de a-tocoferol (vitamina E) en la maduracion in vitro de
ovocitos y en el desarrollo embrionario subsecuente. Se utilizaron 1,019
ovocitos bovinos, clasificados como de alta y baja calidad, suplementados
con etanol y a-tocoferol a 100, 200, y 400 uM/mL durante la maduracion
in vitro, midiendo las tasas de expansiéon de cumulos de los ovocitos,
escision, blastulacion y expansion del blastocito. La maduracién fue mayor
en ovocitos de alta calidad (p < 0.01). La tasa de escision y el porcentaje
de blastocitos expandidos fueron superiores en embriones de ovocitos
de alta calidad (HQOE) adicionados con 400 pL (p < 0.05). La tasa de
blastulacion fue menor en HQOE adicionados con etanol y 100 pM/mL (p
< 0.05). En conclusion, los ovocitos de alta calidad exhibieron mayores
tasas de maduracion y desarrollo embrionario en comparacion a los de
baja calidad. El a-tocoferol a 400 pM/mL increment6 la tasa de escision
y de blastocitos expandidos en HQOE. El etanol redujo la blastulacion de
HQOE, efecto que fue disminuido por la adiciéon de 200 y 400 yM/mL de
a-tocoferol.

PALABRAS CLAVE: Vitamina E, estrés oxidativo, expansion de

cumulos, escision de embriones, blastocito.
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a-tocoferol en maduracioén in vitro y desarrollo embrionario bovino. /
a-tocopherol in in vitro maturation and bovine embryonic development.

ABSTRACT

In vitro maturation of oocytes is a crucial process for in vitro production of embryos, a
technology that still presents challenges to reach its full potential, including oxidative stress. The
objective was to evaluate the addition of a-tocopherol (vitamin E) during in vitro oocyte maturation
and its subsequent effect on embryo development. A total of 1,019 bovine oocytes were used,
classified as high and low quality, supplemented with ethanol and a-tocopherol at 100, 200, and
400 uM/mL during in vitro maturation, measuring rates of cumulus cell expansion, cleavage,
blastulation, and blastocyst expansion. Maturation was higher in high-quality oocytes (p < 0.01).
Cleavage rate and percentage of expanded blastocysts were higher in embryos from high-quality
oocytes (HQOE) supplemented with 400 uM/mL (p < 0.05). Blastulation rate was lower in HQOE
supplemented with ethanol and 100 uM/mL (p < 0.05). In conclusion, high-quality oocytes exhibited
higher maturation and embryo development rates compared to low-quality ones. a-tocopherol
at 400 uM/mL increased cleavage and expanded blastocyst rates in HQOE. Ethanol reduced
blastulation in HQOE, an effect that was diminished by the addition of 200 and 400 yM/mL of
a-tocopherol.

KEY WORDS: Vitamin E, oxidative stress, cumulus expansion, embryo cleavage,
blastocyst.

Introduccién

La capacidad de generar grandes cantidades de embriones bovinos mediante
produccion in vitro (IVP) a un costo relativamente bajo, utilizando ovarios obtenidos en rastro,
ha sido un enorme beneficio para los programas modernos de mejoramiento genético del
ganado (Nogueira da Costa et al.,, 2015). Sin embargo, aun existen desafios importantes
asociados con dicha tecnologia que giran en torno a la calidad de los ovocitos y el posterior
desarrollo del embrion, asi, aunque la produccion in vitro de embriones a nivel mundial ha ido
incrementandose cada afio, aun existe un gran porcentaje (hasta el 75 %) de ovocitos que
son extraidos del entorno folicular y que no alcanzan las condiciones necesarias para ser
fertilizados correctamente y producir embriones de buena calidad (Krisher & Herrick, 2024).
Técnicamente, la IVP de embriones bovinos, es un proceso de tres pasos que incluye la
maduracion de los ovocitos, la fertilizacién y el cultivo de los embriones hasta la etapa de
blastocito (Lonergan & Fair, 2014). En ese marco, la maduracion de los ovocitos mediante
técnicas in vitro es un complejo proceso bioquimico y estructural durante el cual el gameto
femenino adquiere la capacidad de ser fecundado, proceso crucial para mantener un adecuado
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desarrollo del embrién hasta la etapa de blastocito, y el posible desarrollo de un becerro vivo
(Nogueira da Costa et al., 2015).

Uno de los principales inconvenientes de la maduracion in vitro de ovocitos (IVM) es la falta
o funcién inadecuada de los antioxidantes y la presencia de una alta concentracion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que, en condiciones fisiolégicas normales, participan en procesos
de sefalizacién que contribuyen al desarrollo y funcionamiento normal de las células (Khan et
al., 2017). Sin embargo, las ROS son moléculas oxidantes que pueden alterar estructuralmente
muchas moléculas, provocando un mal funcionamiento celular y un envejecimiento prematuro
y se consideran en parte responsables de la baja eficiencia de los sistemas de produccion
de embriones bovinos in vitro (Chowdhury et al., 2017; Khan et al., 2017). En condiciones
convencionales de IVP, los ovocitos y los embriones enfrentan estrés oxidativo, ya que el proceso
implica exposicion a la luz, concentraciones elevadas de oxigeno y concentraciones alteradas de
sustratos metabdlicos (Remido et al., 2016; Rocha-Frigoni et al., 2016). Si no se eliminan de las
células de manera rapida y eficaz, las ROS pueden dafar una amplia gama de macromoléculas,
lo que puede provocar la muerte celular. Por lo tanto, las ROS deben inactivarse continuamente
para mantener niveles fisioldgicamente tolerables que desempefian un papel normal en las
funciones celulares (Jeong et al., 2006; Schoots et al., 2018).

Una alternativa viable a este problema es la adicion de compuestos antioxidantes al
medio de maduracién in vitro. Se ha informado que la adicién de antioxidantes al medio de
maduracién disminuye los niveles de ROS y aumenta la produccién de blastocitos (Remiao et
al., 2016). La vitamina E, un antioxidante no proteico y soluble en lipidos presentes en las células
animales, se considera un importante eliminador de ROS. Especificamente, se ha informado
que la vitamina E aumenta la tasa de desarrollo de embriones producidos in vitro al suprimir el
dafo de la membrana celular causado por un exceso de ROS (Zhang et al., 2012). Su forma
activa homologa, el a-tocoferol, protege las membranas celulares de la oxidacion al reaccionar
con ROS y radicales lipidicos producidos en la peroxidacién lipidica (Dalvit et al., 2005). Esto
se logra mediante el grupo hidroxilo en la molécula del anillo aromatico, que interrumpe las
reacciones en cadena de los radicales y captura los radicales libres (Engin, 2009). Si bien el
efecto del a-tocoferol durante el proceso de criopreservacion de los espermatozoides esta bien
establecido, siendo un conocido protector de membrana que inhibe la peroxidacion lipidica y
elimina los radicales derivados de lipidos (de Vasconcelos et al., 2016; Jiménez-Aguilar et al.,
2021), su efecto sobre la capacidad de fertilizacion de los ovocitos después de la maduracién y
su desarrollo embrionario posterior no esta lo suficientemente claro (Vijayalakshmi et al., 2020;
Azam et al., 2024). Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de la adicién de a-tocoferol al medio de maduracion in vitro sobre la tasa de maduracion de los
ovocitos y su posterior desarrollo embrionario.

Revista Bio Ciencias 12, e1732. 3



a-tocoferol en maduracioén in vitro y desarrollo embrionario bovino. /
a-tocopherol in in vitro maturation and bovine embryonic development.

Material y Métodos

Coleccion de ovarios, recuperacion y clasificacion de complejos ovocito-
cumulo

Se recolectaron ovarios de vacas Holstein Friesian no gestantes, con historial de = 4
partos, en condicion corporal 22.5 y < 3 (Angel & Mahendran, 2024) sacrificadas en el rastro
local de Ciudad Juarez, México, de acuerdo con las pautas nacionales para el trato humano en el
movimiento de animales (Norma Oficial Mexicana NOM-051-ZO0-1995) y el sacrificio humanitario
de animales domésticos y salvajes (Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z0O0-2014). Sélo se
seleccionaron ovarios que no mostraron ninguna estructura patolégica aparente. Dichos ovarios
fueron enjuagados dos veces, colocados en solucion salina al 0.9 % a una temperatura de 37
°C y transportados al laboratorio dentro de las 2 h posteriores a la recoleccion; se procesaron
20 ovarios por cada sesion de coleccién. Se puncionaron todos los foliculos de 2 a 8 mm de
diametro de cada ovario, utilizando una jeringa de 10 mL con una aguja calibre 18, y el liquido
folicular resultante se coloco en tubos de 50 mL previamente calentados, conteniendo 10 uL de
heparina (5,000 Ul/mL, Inhepar, PiSA Farmacéutica, México). En dichos tubos los complejos
ovocito-cumulo (COC) se dejaron sedimentar durante 10 min. Una vez transcurrido este tiempo,
se recolectaron los COC y se lavaron cuatro veces en medio de lavado que contenia 600 uL
de medio TCM-199 (M4530, Sigma-Aldrich, Alemania), 0.5 yL/mL de FSH (500 Ul; Laboratorios
Calier, Argentina), 5 % de suero fetal bovino (SFB, F4135, Sigma-Aldrich, Alemania) y 50 pL/mL
de gentamicina (80 mg/mL; Rayere Pharmaceuticals, México). Se colectaron un total de 1,019
COC.

Después del lavado, los COC se clasificaron visualmente para formar dos grupos segun la
homogeneidad de su citoplasma y el numero de capas de células del cumulo circundantes: grupo
ovocitos de alta calidad, correspondiente a COC con categorias de puntuacion de 1y 2; y grupo
ovocitos de baja calidad, correspondiente a COC con categorias de puntuaciéon de 3 y 4 (Figura
1). Las categorias se establecieron acorde a la clasificacion realizada por Stojkovic et al. (2001).

Maduracion in vitro

Los medios de maduracién se equilibraron en una atmosfera con 5 % de CO, por 2
h antes de la asignacion de los tratamientos experimentales. Los COC de ambos grupos de
calidad se colocaron en medios de maduracion a una densidad de 50 estructuras por 500 pL
y se asignaron a uno de 5 tratamientos experimentales: tratamiento Control (COC alta calidad,
n = 105; COC baja calidad, n = 43), consistente en medio de maduracion comercial BO-IVM
(71001, IVF Bioscience, Reino Unido); tratamiento Etanol (n = 159; COC alta calidad, n = 100;
COC baja calidad, n = 59), consistente en medio de maduracion convencional (medio TCM-
199 adicionado con 5 % SFB, 10 % de liquido folicular, 0.2 % de piruvato de sodio (Gibco,
Estado Unidos) y 50 ug/mL de gentamicina) adicionado con 0.1 % (v/v) de etanol al 90 % (Hycel,
México); tratamiento 100 uM (n = 261; COC alta calidad, n = 185; COC baja calidad, n = 76),
consistente en medio de maduracién convencional adicionado con 100 uM de a-tocoferol (T3251,
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Sigma Aldrich, Alemania); tratamiento 200 uM (n = 233; COC alta calidad, n = 154; COC baja
calidad, n = 79), consistente en medio de maduracién convencional adicionado con 200 uM de
a-tocoferol; y tratamiento 400 uM (n = 218; COC alta calidad, n = 161; COC baja calidad, n = 57)
consistente en medio de maduracién convencional adicionado con 400 uM de a-tocoferol. Las
concentraciones de a-tocoferol utilizadas en el presente estudio fueron seleccionadas de acuerdo
con los resultados obtenidos en experimentos consultados previamente (Naspinska et al., 2023;
Tripathi et al., 2023).

Figura 1. A. Caracteristicas morfoldgicas de los complejos ovocito-cimulo
utilizados para su clasificacion en categorias de calidad. B. Ovocitos maduros
después de 22 horas de incubacion. Basado en Stojkovic et al. (2001).

Categoria 1, citoplasma homogéneo, cimulo compacto y con varias capas de células del cimulo; Categoria

2, citoplasma con solo algunas pigmentaciones irregulares, cimulo mas pequefio que en la categoria 1;

Categoria 3, citoplasma heterogéneo o con vacuolas, cubierto por pocas capas de células del cimulo con

areas pequefas desnudas; Categoria 4, citoplasma con pigmentacion heterogénea, cimulo completamente
ausente o en gran parte ausente.

Los COC fueron madurados a 38.5 °C en 5 % de CO, con aire atmosférico humidificado
(21 % O,) durante 22 h. La maduracion de los ovocitos se evalué mediante la observacion de la
expansion de las células del camulo (Figura 1; Zhang et al., 2010; Caixeta et al., 2013).
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Fertilizacion in vitro

Después de la maduracién, los COC de cada grupo se lavaron una vez en medio de
fertilizacion comercial tibio (BO-IVF, IVF Bioscience, Reino Unido) y se transfirieron a 200
uL de BO-IVF (pre-equilibrado en una atmosfera humidificada con 5 % de CO,, por 2 h). Se
descongelaron pajillas de semen congelado de dos toros con fertilidad previamente comprobada
a 37 °C durante 30 a 40 segundos. Después de la descongelacién, se evalu6 la motilidad de
los espermatozoides utilizando un sistema de evaluacién de semen asistido por computadora
(AndroVision, Minitube, Alemania). EI semen descongelado y evaluado se lavé dos veces
mediante centrifugacion a 328 g durante 5 minutos en 4 mL de medio de capacitacion comercial
(BO-Semen Prep, IVF Bioscience, Reino Unido) a 37 °C. El sobrenadante se eliminé en ambas
ocasiones, quedando aproximadamente 250 uL de suspension de semen, y una vez hecho esto,
se elimino el sobrenadante y se reconstituyo el sedimento de espermatozoides agregando 100 L
de medio de fertilizacién previamente precalentado.

Los COC de cada tratamiento fueron inseminados con el volumen correspondiente de
la solucién final de semen, para obtener una concentracién final de espermatozoides de 2 x
10° células/mL en la gota de medio de fertilizacién correspondiente. Los espermatozoides se
incubaron conjuntamente con los ovocitos maduros durante 18 h a 38.5 °C en 5 % de CO,en una
atmosfera humidificada (21 % O,).

Cultivo in vitro y evaluacién del desarrollo embrionario

Los cigotos se transfirieron del medio de fertilizacién al medio de lavado (BO-Wash, IVF
Bioscience, Reino Unido) previamente calentado y se desnudaron usando un agitador vortex
(Barnstead International, Estados Unidos) durante 90 segundos. Posteriormente, las estructuras
desnudas se lavaron en medio de lavado, se enjuagaron en medio de cultivo (BO-IVC, IVF
Bioscience, Reino Unido) y se cultivaron en 200 L de medio de cultivo cubiertos con una capa de
aceite mineral (BO-Qil, IVF Bioscience, Reino Unido) en una atmésfera humidificada que contenia
88 % de N,, 6 % de CO,y 6 % O, a 38.5 °C durante 7 dias. Se consideré que los embriones
alcanzaron la etapa de escision (clivaje) cuando se observaron al menos dos células en una sola
estructura, aproximadamente 48 h después de la fertilizacién; la etapa de blastulacion cuando
se observo una cavidad clara (blastocele) dentro de la zona pelucida, aproximadamente el dia 6
después de la fertilizacion; y la etapa de expansion cuando se observé un aumento en el diametro
que resultd en un adelgazamiento de la zona pelucida (aproximadamente 7 a 8 d después de la
fertilizacién) (Peippo et al., 2011).

Analisis estadistico

Las proporciones de datos categéricos de ovocitos maduros (ovocitos con células del
cumulo expandido del total de estructuras utilizadas en cada grupo), escision embrionaria (niUmero
de embriones con una divisién celular inicial del total de estructuras fertilizadas en cada grupo),
blastulacion (numero de blastocitos formado a partir de embriones escindidos en cada grupo);
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y la expansién de blastocitos (nimero de blastocitos expandidos sobre el total de embriones
escindidos en cada grupo) se analizaron mediante el procedimiento LOGISTIC con un modelo
bifactorial que incluyé los tratamientos experimentales (a-tocoferol a 100, 200 y 400 yM/mL) y
las clasificaciones de calidad de los ovocitos (alta y baja) como efectos principales, asi como su
interaccion. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software SAS (9.0; Statistical Analysis
System Institute Inc., Estados Unidos). Cuando no se observé interaccion entre estos factores
(p =2 0.05), se ajustd el modelo y solo se consideraron los efectos principales. Los resultados se
consideraron estadisticamente diferentes cuando p < 0.05.

Resultados y Discusion

En el presente estudio se obtuvieron 1,019 ovocitos de 63 vacas (en promedio 16.1
ovocitos por vaca y 8.1 ovocitos por ovario). No se detectaron efectos de interaccion entre los
tratamientos y la clasificacion de la calidad de los ovocitos en las variables evaluadas, incluyendo
la maduracion ovocitaria, la escisién embrionaria, la blastulacion y la expansién del blastocito
(p = 0.29, 0.22, 0.26 y 0.78, respectivamente). Las tasas de maduraciéon de ovocitos entre
tratamientos y grados de calidad se resumen en la Tabla 1. Especificamente, en los ovocitos
de alta calidad, la tasa de maduracion no mostré diferencias significativas entre los tratamientos
(p = 0.88), independientemente del nivel de suplementacion con a-tocoferol. Se conoce que el
a-tocoferol esta presente en las células animales, protegiéndolas de la oxidacién al reaccionar con
las ROS y radicales lipidicos que se producen durante la peroxidacién lipidica, evitando reacciones
en cadena de radicales y aportando su propiedad antioxidante (Engin, 2009; Takahashi, 2012).
Sin embargo, se ha reportado que, en la IVP de embriones bovinos, la cantidad de a-tocoferol
presente en los COC se reduce a cerca del 50 %, lo que indica una pérdida parcial de la capacidad
antioxidante durante el proceso (Dalvit et al., 2005). Ante esto, los investigadores han considerado
adicionar a-tocoferol como un eliminador de ROS y ha sido utilizado en diferentes estudios para
determinar sus efectos en la IVP de embriones. Vasquez et al. (2014) agregaron a-tocoferol a
una concentracion de 100 uM al medio de maduracion y evaluaron su efecto posterior sobre la
produccion de ROS en el medio de cultivo, reportando que en el medio tratado con a-tocoferol,
la produccién de ROS disminuyé en comparacién con el medio Control (sin a-tocoferol). En este
sentido, Vijayalakshmi et al. (2020) reportaron que la adicién de 10 yL/mL (23 uM) incremento
la tasa de maduracién citoplasmatica y nuclear de ovocitos de bufala, aunque la adicién de 20
ML/mL (46 uM) no presento diferencia con el tratamiento control; los autores atribuyen el efecto
benéfico en la maduracion a la proteccion del ADN y de los acidos grasos poliinsaturados presente
en la membrana plasmatica, aunque autores como Azam et al. (2024) reportan que la adicién
de diversas concentraciones de a-tocoferol (50-300 uM) en combinacién con acido a-linoleico
(100 pM) en la maduracion del ovocito y posterior desarrollo embrionario en bufalas no tuvo ningun
efecto, indicando que esto puede ser debido a que lo ovocitos seleccionados tuvieron calidad
suficiente para hacer frente al estrés oxidativo. Sin embargo, en el presente estudio los ovocitos
de baja calidad tratados con 400 uM de a-tocoferol presentaron una menor tasa de maduracion,
en comparacion con los grupos de 100 pM, 200 uM, Control y Etanol (p = 0.02). Estos resultados
coinciden con lo obtenido anteriormente (Wang et al., 2002; Acosta-Pérez, 2020), en donde se
reportan que altas concentraciones de a-tocoferol pueden producir citotoxicidad a los ovocitos y
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reducir la maduracién y desarrollo de los mismos. Sin embargo, esta tendencia no se observo
durante la escision, la blastulacién o la expansién del blastocito.

Tabla 1. Expansién del ciumulo de ovocitos bovinos de alta (categorias
1 y 2) y baja calidad (categorias 3 y 4)" tratados con diferentes
concentraciones de a-tocoferol durante la maduracién in vitro.

Grados de calidad de los ovocitos

Tratamiento Alta calidad (%)  Baja calidad (%)
100 uM 173/185 (93.5)*  60/76 (78.9)*
200 pM 145/154 (94.2)**  52/79 (65.8)*°
400 uM 151/161 (93.8)"  30/57 (52.6)%°
Control 101/105 (96.2)"  32/43 (74.4)*°
Etanol 93/100 (93.0)"a 40/59 (67.8)*
Total 663/705 (94.0) 214/314 (68.1)

* Clasificacion de las categorias segun Stojkovic et al. (2001).
A, B Letras diferentes en la misma columna indican diferencia (p < 0.05)
a, b Letras diferentes en la misma fila indican diferencia (p < 0.01)

Al comparar los ovocitos segun su grado de calidad, se observé que los ovocitos de alta
calidad presentaron tasas de maduracién significativamente superiores en comparacion con los
ovocitos de baja calidad en todos los tratamientos experimentales (p < 0.01). En este sentido,
otros autores (Krisher & Herrick, 2024) coinciden con estos resultados, ya que concluyen que los
ovocitos de calidad 1y 2 son mas aptos para la maduracion y por tanto tienen mas capacidad de
ser fecundados, ya que los ovocitos de calidad 3 y 4 no son aptos ni recomendados para este
proceso (Azam et al., 2024). Varios autores (Farghaly et al., 2015; Kala et al., 2017) mencionan
que se ha detectado actividad de enzimas antioxidantes en ovocitos bovinos y células del cumulo,
lo que sugiere que los ovocitos de calidad 1 y 2 tienen mas probabilidades de regular los niveles
de ROS durante la maduracién in vitro debido a su mayor niumero de células circundantes. Esto
podria proporcionarles un efecto antioxidante adicional, ya que en las células del cumulo existe
una relacion entre la concentracion de un sistema antioxidante, y el mantenimiento y la regulacion
del estado redox del tiol de la célula, protegiendo al ovocito del dafio oxidativo al eliminar los ROS
(Deleuze & Goudet, 2010). Por otro lado, el exceso de radicales libres, por ejemplo, debido a estrés
caldrico o al manejo inherente a la IVP, se asocia a pobre calidad ovocitaria y arresto meiotico
(Fabra et al., 2020; Rakha et al., 2022), lo que también explica por qué en el presente estudio la
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adicion de a-tocoferol en ovocitos de mala calidad no incrementé la tasa de maduracion de los
mismos. No obstante, aunque se indica que se necesita una gran cantidad de células del cumulo
para lograr un alto porcentaje de maduracién meiética en los ovocitos, la actividad metabdlica
del ovocito seria responsable de su propia produccion y control de ROS, por lo que las células
del cumulo no son las unicas responsables de desempefiar un papel protector contra el dafio
oxidativo causado por factores externos, y que si bien la mayoria de las unidades enzimaticas
antioxidantes del ovocito y sus células circundantes dependen de la acumulacion, los ovocitos
desnudos también tienen sus propios mecanismos para prevenir el deterioro por efecto de las
ROS (Cetica et al., 2001). Esto podria explicar por qué, en el presente estudio, algunos ovocitos
desnudos (calidad 3 o incluso 4) son capaces de alcanzar la maduraciéon, aunque en menor
medida que los de calidad 1 o 2.

Basado en los resultados obtenidos por otros autores (Remiao et al., 2016), se podria
esperar que, ademas de las caracteristicas de los ovocitos de grado 1 y 2, que cumplian con los
requisitos morfoldgicos para su completo desarrollo in vitro, la adicion de cualquier concentracion
de a-tocoferol proporcionaria beneficios adicionales a los ovocitos hasta alcanzar la etapa de
blastocito. Esta idea se basa en la nocién de que el efecto antioxidante del a-tocoferol protegeria
a los ovocitos y embriones durante todo el proceso, reduciendo los efectos negativos y la
produccion de ROS durante la manipulacién, exposicion a la luz y diferentes concentraciones de
oxigeno (Reis et al., 2003).

La Tabla 2 presenta la comparaciéon de las tasas de desarrollo embrionario después
de la fertilizacion, considerando los diferentes tratamientos y la clasificacion de calidad de los
ovocitos. Los resultados indican que los HQOE tratados con 400 uM de a-tocoferol exhibieron
una tasa de escision mas alta que los de los tratamientos 100 yM, 200 uM, Control y Etanol (p
< 0.01), lo que coincide con lo reportado por Reis et al. (2003), quienes reportaron un efecto
positivo de la adicion de a-tocoferol al suero fetal bovino sobre la viabilidad de los blastocitos y
con Vijayalakshmi et al. (2020), aunque estos ultimos utilizaron una concentraciéon mas baja en
ovocitos de bufala. Similarmente, un estudio realizado con embriones porcinos demostré que la
adicion de 100 uM de a-tocoferol durante todo el periodo de cultivo 0 48 h después del inicio del
periodo de cultivo produjo un mayor porcentaje de blastocitos en comparacién con el control y
los grupos con a-tocoferol anadido 96 o 120 h después del inicio del periodo de cultivo (Hossein
et al., 2007). Otro estudio realizado con embriones porcinos adicionados con 0, 50, 100 y 200
MM de a-tocoferol obtuvo un mayor porcentaje de blastocitos en el grupo de 50 yM y 100 uM
en comparacion con el grupo control y el grupo de 200 pM (Jeong et al., 2006). Ademas, estos
autores reportaron un aumento significativo en el numero de células de masa celular, células
de trofectodermo y células totales en los embriones tratados con 100 uM de a-tocoferol en
comparacion con el grupo control, teorizando que el efecto positivo de la adicién de a-tocoferol
es consecuencia de un efecto antiapoptotico, disminuyendo el indice de apoptosis (Jeong
et al., 2006).
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Tabla 2. Desarrollo embrionario de ovocitos bovinos con diferentes
grados de calidad tratados con a-tocoferol durante la maduracién in
vitro.

Segmentacion Blastulacion Expansion de blastocitos
Grado de calidad de los ovocitos

Tratamiento 1 and 2 (%) 3 and 4 (%) 1and 2 (%) 3 and 4 (%) 1 and 2 (%) 3 and 4 (%)

100 UM 54/185 (29.2)%  17/76 (22.4)" 39/54 (72.2)% 217 (11.8y*  7/54 (13.0%=  0/17 (0.0)
200 pM 48/154 (31.2)°=  22/79 (27.8y 42/48 (87.5)"  6/22 (27.3y® 4/48 (8.3)*=  0/22 (0.0)=
400 uM 81/161 (50.3y  13/57 (22.8)" 67/81 (82.7)"  1/13 (7.7)*  40/81 (49.4)*= 0/13 (0.0)*
Control 37/105 (35.2)%  11/43 (25.6)* 35/37 (94.6)"  6/11 (54.5y 3/37 (8.1)2  0/11 (0.0)%
Etanol 38/100 (38.0)22  16/59 (27.1)" 27/38 (71.1)%  5/16 (31.3) 4/38 (10.5)>=  0/16 (0.0)
Total 258/705 (36.5)  79/314 (25.1)  210/258 (81.3) 20/79 (25.3)  58/258 (22.4)  0/79 (0.0)

A, B Letras diferentes en la misma columna indican diferencia (p < 0.05)
a, b Letras diferentes en la misma fila indican diferencia bajo el mismo estadio de desarrollo (p < 0.01)

En relacion a los embriones originados con ovocitos de baja calidad (LQOE), estos
mostraron porcentajes de escision similares independientemente de la concentracién de a-tocoferol
adicionado (p = 0.92). Las comparaciones entre los grados de calidad de los ovocitos bajo el
mismo nivel de adicion de a-tocoferol, mostraron diferencias solo en el grupo de adicionado con
400 uM, en el que los HQOE tuvieron tasas de escisién mas altas que los LQOE (p < 0.01). Todas
las demas comparaciones de tasas de escision en relacion al grado de calidad bajo el mismo
tratamiento fueron similares (grupo 100 uM, p = 0.26; grupo 200 uM, p = 0.6; grupo Control,
p = 0.25 y grupo Etanol, p = 0.16). Esto puede indicar que esta concentraciéon (400 uM de
a-tocoferol) proporciona suficiente actividad antioxidante para mejorar los niveles de antioxidantes
requeridos en la mitosis embrionaria. Sin embargo, este efecto entre tratamientos no se observa
durante la etapa de blastulacion, probablemente porque el efecto antioxidante tuvo lugar durante
el proceso de maduracion y las estructuras que no presentaron division celular fueron excluidas
del experimento, ademas de que las ROS producidas durante el proceso de maduracion in vitro
sobrepasan la capacidad antioxidante de los ovocitos de mala calidad, afectando su calidad y
capacidad de desarrollo (Azam et al., 2024).

En los HQOE, la tasa de blastulacion fue mayor en los grupos de 200 yM, 400 uM y Control
que en los grupos de 100 uM y Etanol (p = 0.02). Por otro lado, en los LQOE se observaron tasas
de blastulacion similares en todos los grupos (p = 0.06), semejante a lo reportado por Tripathi
et al. (2023), quienes incluso reportan que el numero de células del blastocito se incrementa,
relacionandolo con la reduccién en la cantidad de ROS causado por la adicion del antioxidante.
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Las comparaciones entre los grados de calidad de los ovocitos bajo el mismo tratamiento
mostraron tasas de blastulacién mas altas en los HQOE, en comparacion con los LQOE en todos
los tratamientos (p < 0.01; Tabla 2). Como previamente se senald, los ovocitos con puntajes de
calidad de 3 y 4 (baja calidad) tienen menos probabilidades de obtener un desarrollo embrionario
completo (Marei et al., 2014); los hallazgos del presente estudio indican que la suplementacién
con a-tocoferol en las concentraciones evaluadas durante la maduracion ovocitaria no genero
efectos citotdxicos sobre la formacion y el desarrollo embrionario.

En HQOE, la tasa de expansion del blastocito fue mayor cuando fueron tratados con
400 uM de a-tocoferol, en comparacion con 100 uM, 200 uM, Control y Etanol (p < 0.01). Otros
investigadores han adicionado el mismo antioxidante (Olson et al., 2000), reportando que una
mayor proporcion de cigotos se desarrollaron a blastocitos expandidos cuando al medio de cultivo
se le afadié 100 uM de vitamina E (el a-tocoferol es una forma especifica de la vitamina E), en
comparacion con su grupo control. Esta etapa de desarrollo de los blastocitos se caracteriza
por una gran actividad metabdlica de los factores de transcripcion, cuya sintesis y produccion
se sabe que son altamente sensibles al estrés oxidativo del entorno en el que se encuentra el
embrién (Kimura et al., 2004). Aunque en el presente estudio, basandose en que previamente
se ha reportado que concentraciones mayores podrian producir citotoxicidad, no se utilizé una
concentracion mayor a 400, es posible suponer que esta cantidad de a-tocoferol utilizada en
el presente experimento disminuyd el estrés oxidativo presente hasta la etapa de expansion
del blastocito.

En LQOE, las tasas de expansion del blastocito fueron similares entre todos los grupos
experimentales (p=1.0), ya que no se observé expansién en ningun tratamiento. Enla comparacién
entre calidades, en el grupo tratado con 400 pL se observé una mayor proporcion de blastocitos
expandidos en HQOE en comparacion con LQOE (p < 0.01). Todas las demas comparaciones
de grados de calidad para la expansion del blastocito bajo el mismo tratamiento fueron similares
(grupo de 100 pL, p=0.13; grupo de 200 uL, p = 0.21; grupo de Control, p =0.44 y grupo de Etanol,
p = 0.23). En este sentido, al ser ovocitos de baja calidad, con pocas células de la granulosa, y
que en si mismo el proceso de cultivo reduce a la mitad la cantidad de a-tocoferol presente en
los COC (Dalvit et al., 2005), la adicion de a-tocoferol suplementario increment6 la calidad del
blastocito, o que coincide con Baez et al. (2021), quienes indican que la adicién de a-tocoferol
afecta el desarrollo embrionario de una manera dosis-dependiente, reduciendo la apoptosis e
induciendo la sobre expresion de genes envueltos en la respuesta al estrés oxidativo como SOD2.
Como sucedi6 en el presente estudio, debido a que conforme avanzan las etapas de desarrollo
de los embriones, el niumero se va disminuyendo (Fabra et al., 2020), en estudios posteriores se
recomienda incrementar el nimero de ovocitos en estudio, para contar con informacion en etapas
avanzadas de desarrollo embrionario.

Un hallazgo interesante del presente estudio fue el efecto del etanol en el desarrollo
embrionario en los HQOE. Se utilizé etanol al 90 % como solvente del a-tocoferol (siguiendo
las indicaciones del proveedor), y de esta forma poder adicionarlo a los grupos experimentales
correspondientes. En el estudio, aun considerando que se utilizé una concentracion de 0.1 % (v/v)
de etanol al 90 %, se encontrd diferencia significativa en la tasa de blastulacion en los HQOE
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entre el tratamiento Control y el tratamiento Etanol (p < 0.05). Usar etanol como solvente es
frecuentemente utilizado en algunas técnicas reproductivas como la IVP de embriones cuando se
desea adicionar compuestos que tienen baja o nula solubilidad en agua; sin embargo, se reconoce
que altas dosis de etanol puede ser dafiinas para el desarrollo embrionario (Avery & Greve, 2000).
Estos autores indican que concentraciones de 0.01 y 0.1 % de etanol (concentracion utilizada en
el presente estudio) no tienen efecto ni en la maduracién de los COC ni en el posterior desarrollo
embrionario; sin embargo, concentraciones de 0.3 y 1.0 % de etanol tienen un efecto negativo
sobre el desarrollo embrionario desde la etapa de mérula hasta blastocito de 9 dias, sugiriendo
que el limite para que tenga efectos negativos es muy pequefio, considerando que el etanol
altera las propiedades fisicoquimicas de las membranas bioldgicas, lo que ocasiona cambios
en la actividad de la membrana. Dado que el a-tocoferol es un compuesto liposoluble, debe
disolverse en sustancias como etanol, cloroformo, acetona o dimetilsulféxido (DMSO), por lo que
se recomienda que en estudios posteriores donde sea necesario utilizar etanol como solvente
de antioxidantes, se utilicen concentraciones de 0.01 % o menores, y de ser posible, diluirlo en
DMSO, ya que este tiene menor citotoxicidad que el etanol (Tsvetkov et al., 2023; Van Nguyen et
al., 2023).

Conclusiones

En conclusion, la tasa de maduracién y el desarrollo embrionario fue mayor en los ovocitos
clasificados como de alta calidad en relacion con los ovocitos clasificados como de baja calidad,
independientemente de la adicion de a-tocoferol; sin embargo, la tasa de escision y el porcentaje
de blastocitos expandidos fue mayor en los ovocitos de alta calidad adicionados con 400 uM
de a-tocoferol. Asimismo, en la etapa de blastulacion de embriones originados con ovocitos de
alta calidad, la adicion de etanol tuvo un efecto detrimental en los embriones, efecto negativo
que fue contrarrestado cuando se adicionaron 200 y 400 uM de a-tocoferol. De acuerdo con los
resultados obtenidos en el presente estudio, es recomendable la realizaciéon de experimentos
que incluyan a-tocoferol en concentraciones diferentes a las utilizadas, asi como en combinacion
con otras moléculas con capacidad antioxidante demostrada con el fin de proponer estrategias
adicionales que incrementen la produccion de embriones in vitro a nivel comercial. Asimismo,
por su menor citoxicidad, se recomienda sustituir el etanol por dimetilsulféxido como solvente
de a-tocoferol.
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