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Resumen:

La produccion de embriones in vitro (PEIV) es una tecnologia que permite obtener una gran cantidad
de embriones en condiciones de laboratorio. La primera etapa que es la maduracion in vitro (MIV) es
una de las mas imprescindibles para el éxito del potencial embrionario, sin embargo, el estrés
oxidativo es considerado como un interruptor de la competencia del ovocito y para disminuir sus
efectos sobre la viabilidad celular se han probado compuestos conocidos como antioxidantes, los
cuales procuran disminuir los niveles suprafisiolégicos de moléculas oxidantes conocidas como
especies reactivas de oxigeno (ERO). La mayoria de los trabajos en donde suplementan medios de
cultivo con antioxidantes son realizados en especies animales de interés econdmico. Hasta el
momento la mayoria de los suplementos son agregados al medio de M1V esperando que los resultados

positivos se vean reflejados en la calidad del desarrollo embrionario.

Por lo tanto, los programas para la PEIV buscan estrategias que permitan optimizar los medios de
cultivo y disminuir los niveles de ERO para proteger al ovocito y/o embridn del estrés oxidantivo.
Teniendo en cuenta la importancia de este Gltimo y su impacto en la competencia del ovocito, es
trascendente el estudio a profundidad de compuestos que puedan ayudar a establecer mejores

protocolos para la PEIV y la transferencia embrionaria.
Abstract:

In vitro embryo production (IVP) is a technology that makes it possible to obtain many embryos under
laboratory conditions. The first stage, which is in vitro maturation (IVM), is one of the most essential
for the success of the embryonic potential, however, oxidative stress is considered as a switch of the
oocyte's competition and to reduce its effects on cell viability. A myriad of compounds known as
antioxidants have been tested, which seek to lower the supra-physiological levels of oxidant
molecules known as reactive oxygen species (ROS). Most of the works in which the culture media
are supplemented with antioxidants are carried out in species of economic interest. Until now, most
of the additives are added to the IVM medium, hoping that the positive results will be reflected in the

quality of embryonic development.

Therefore, IVP programs seek strategies that optimize culture media and decrease ROS levels to
protect the oocyte from oxidative stress. Considering the importance of the latter and its impact on
the competence of the oocyte. The in-depth study of compounds that can help establish better

protocols for IVP and embryo transfer is conclusive.
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INTRODUCCION

Aungue esta breve introduccién no puede abarcar de manera completa todos los temas acerca de la
reproduccién asistida (RA) en mamiferos domésticos de interés econémico, es importante
mencionar algunos de los aspectos mas relevantes de como obtener embriones en condiciones in vitro.
Durante el transcurso de los afios, se han desarrollado técnicas de RA no invasivas; aunque
inicialmente el desarrollo de estas técnicas empez6 con la implementacion de cocultivos con células
oviductales. No obstante, con la investigacion dedicada a mejorar los medios de cultivo, los cocultivos
se hicieron de lado y se empez0 a efectuar el uso de una amplia variedad de compuestos a diferentes
concentraciones para estandarizarlos. Los principales compuestos que han sido probados son:
hormonas, factores de crecimiento, vitaminas, acidos grasos, oligoelementos y aminoacidos. Lo
anterior, dio lugar al desarrollo y creacién de diversos medios de cultivo para el desarrollo de
embriones semejando las condiciones in vivo. A la fecha se siguen probando varios compuestos

quimicos entre los que se encuentran los antioxidantes (Torres-Osorio et al.,2019).

Los antioxidantes son considerados un recurso prometedor para la mejora de los medios de cultivo,
tomando en cuenta que el exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), son una de
las causas principales por las que no se obtiene un porcentaje alto de embriones con capacidad de ser
transferibles en el Utero de las hembras receptoras. El tracto reproductor tanto masculino como
femenino (fluido oviductal y uterino) cuentan con sistemas antioxidantes enzimaticos que regulan los
niveles de ERO. Pese a ello, existen variaciones entre ovocitos de las diferentes especies animales
acerca de estos antioxidantes y estas particularidades representan el punto de partida para determinar
las cantidades adecuadas de estos compuestos que pueden ser afiadidos al medio de cultivo para la
produccién de embriones in vitro (PEIV), el cual es definido como una serie de procesos fisiol6gicos
emulando en su efecto, las condiciones in vivo para obtener embriones. La importancia de afadir
antioxidantes ademas de disminuir los niveles de ERO, es que producir un efecto favorable sobre el
metabolismo celular, considerando que la mitocondria es el centro principal energético y también
fuente de generacion de la mayor parte de las ERO. Por lo tanto, el metabolismo celular, es clave para
mantener adecuadamente las funciones que permiten al ovocito adquirir su competencia de desarrollo,
misma que se ve reflejado en el potencial de desarrollo embrionario y mantener el equilibrio redox

que es imprescindible para la viabilidad de los embriones.
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1.- La importancia de la obtencién de embriones in vitro en la reproduccion asistida (RA)

La fertilizacion in vivo es un proceso por medio del cual, un espermatozoide penetra al ovocito para
formar el cigoto, mismo que contiene un genoma derivado de ambos progenitores y asi llevar a cabo
el desarrollo embrionario y fetal, hasta que se logre el nacimiento de o individuo. Con los avances de
la ciencia y tecnologia , ha sido posible obtener embriones in vitro, es decir, en condiciones de

laboratorio, haciendo de esta técnica, una herramienta fundamental para la PEIV.

Actualmente, en el campo de la RA hay multiples procedimientos para la PEIV, los cuales son
herramientas que han permitido manipular y modificar el genoma de varias especies, incluyendo a
los mamiferos (Fernandez et al., 2007). Al mismo tiempo, la RA ha llevado consigo sus propios
desafios, esto se debe a que falta mejorar las condiciones in vitro, lo que quiere decir que se necesitan
estrategias para abastecer la demanda de la PEIV. Aun asi, estos procedimientos presentan ventajas

como:

a) Control sobre la cantidad de ovocitos que se desean obtener , este se refleja en un mayor nimero
de embriones producidos en comparacion con los que se obtienen in vivo en promedio de cada especie

animal.

b) Seleccion de ovocitos y espermatozoides con caracteristicas genéticas dominantes, mismas que se
sean reflejadas en la descendencia; por ejemplo, mejor calidad de la carne, mayor produccion de
leche, mayor tiempo de fertilidad. Con ello, se pueden implementar programas de mejoramiento

genético.

¢) Contribucion a los conocimientos base de la fertilizacion in vitro (FIV), hacia otras metodologias
como la transgénesis, sexado de embriones, transferencia nuclear embrionaria (clonacion) y

biparticién embrionaria.
d) Propagacion de semen con carga genéticamente importante (tamafio, fuerza, razas puras).

e) Control de enfermedades reproductivas; lo que implica, que en los descendientes se disminuya el
sacrificio en individuos enfermos (enfermedades como la influenza porcina, diarrea bovina,

criptorquidia etcétera).
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La demanda de PEIV en los Gltimos afios, ha tenido un gran aumento del 23% (Joao., 2018) para su
uso en los distintos ambitos: el econémico, el cientifico y el médico. Las diferentes técnicas
empleadas en RA se requieren para aumentar el nimero de crias con los fines ya mencionados. Estas

especies son generalmente: bovina, porcina, equinay caprina (Torres-Osorio et al.,2019).
1.1.- Definicion de RA y sus aplicaciones

Son todas aquellas técnicas y metodologias que permiten facilitar y/o sustituir los procesos que
ocurren antes, durante y después de la fertilizacion. Estos procedimientos tienen lugar en el
laboratorio para la obtencion de embriones (Alvarez-Lopez.,2018). Finalmente debe traducirse su

aplicacion en la resolucion de problemas para lograr una gestacion y que éste continle a término.
Produccion animal

La poblacion mundial ha aumentado de forma exponencial en los Gltimos 20 afios pasando de 6.06 a
7.50 mil millones de personas, por lo que la demanda del consumo de carne de ganado ha tenido un
crecimiento espectacular (Errecart et al., 2015). Por tal motivo, es importante que las técnicas de RA
se enfoquen especificamente en elevar la produccion de especies animales con importancia
econémica como el ganado porcino, ovino, bovino etcétera, por mencionar algunas especies
(Ducolomb et al., 2012 en Avances en Biologia de la Reproduccién). En consecuencia, el
mejoramiento y estudio de los protocolos para especies domésticas sigue en avance y aunque en la
PEIV existen progresos, los resultados del porcentaje de la PEIVson bajos (<50 %) (Poniedzialek-
Kempny et al., 2020).

Conservacion de especies en peligro de extincién

En la actualidad, a la temética de conservacién de especies no se le ha prestado el interés debido. Sin
embargo, en el ambito ecoldgico y veterinario, las técnicas de RA si mantienen el rumbo para su
implementacion en especies animales silvestres.De acuerdo con Alfonsin y Buceto (2019), la
extincion de las especies ha ido en aumento acelerado; se calcula una tasa de extincion de especies
de 10 a 100 veces superior a la que se considera que seria sin la intervencion del hombre y se prevé
que siga aumentando esta tasa durante los proximos 10 afios. Consecuentemente, con la aplicacion
de estas técnicas, se puede llevar a cabo la reproduccién garantizando la perpetuacion de las especies
amenazadas por causas antropocentricas, tales como el consumo de recursos naturales y perturbacion

del ecosistema (Bernal Sanchez., 2018).
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De las técnicas de RA para la conservacion de las especies que también ha tenido gran impacto, es la
criopreservacion. Pero, a pesar de ello los protocolos establecidos en especies domésticas no son del
todo favorables para usarse como base son su modificacién respectiva en los animales de vida
silvestre en peligro de extincion, ya que pueden existir variaciones en el ciclo reproductivo (duracion,

hormonas, diferencias en la sefializacion celular etcétera) entre especies (Ducolomb et al., 2012).
Infertilidad en humanos

La infertilidad es definida como la incapacidad de lograr un embarazo después de 1 afio de mantener
relaciones sexuales sin proteccion. Se calcula, que afecta entre el 8 y el 12 % de la poblacion mundial
(Vander-Borght et al., 2018) y su aumento ha requerido de alternativas; una de ellas es la FIV, misma
que representa una solucion para tratar las causas y problemas de concepcion. Por ello, ha sido
trascendental el establecimiento de un protocolo utilizando como modelos, animales de importancia

econdmica o de laboratorio, debido a la fisiologia similar (Ducolomb et al., 2012).

Actualmente, la situacién de la obtencidn de embriones en humanos es méas avanzada que en otras
especies. Sin embargo, el desarrollo de patologias disminuye las probabilidades de lograr un
embarazo, situacion que puede ocasionarse por enfermedades como el sindrome de ovario
poliquistico o la endometriosis en la mujer; o bien la calidad seminal o baja viabilidad espermatica
en el varén, por mencionar algunas causas. Las técnicas de RA como la inseminacion artificial (1A),
la FIV o lainyeccién intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), son algunas de las soluciones
propuestas a las parejas que acuden a las consultas de reproduccion con problemas de fertilidad por

las causas ya mencionadas (Alvarez-L6pez., 2018).
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1.2.- Técnicas de RA: FIV (Fertilizacion in vitro), ICSI (Inyeccion intracitoplasmica del

espermatozoide) y PICSI (Inyeccion fisioldgica intracitoplasmica del espermatozoide)
Fertilizacion in vitro

La historia temprana de la FIV hacia el S. IV a.C. esta plasmada en un texto de caracter religioso
llamado el “Kalpasutra”, en donde se relata la idea de “transferir” un feto de una madre a otra. Lo
ultimo fue hecho realidad, por primera vez hacia finales del 1890, donde se traspasaron exitosamente
dos embriones de conejo a un ciervo belga. El proceso de FIV se efectud hacia el afio de 1930 en
ovejas y cabras; en gazapos se lograron los nacimientos en 1959. Para el caso del humano, los
primeros intentos fracasaron, no fue hasta que Robert Edwards y Patrick Steptoe en 1978, lograron
el primer nacimiento de una nifia llamada “Lois Brown”, misma que fue denominada como el “bebé
del siglo” o “bebé probeta”, marcando asi el inicio de las técnicas de RA (Mata-Miranda y Vazquez-
Zapién., 2018).

Actualmente, la FIV en humanos ha tenido relevantes avances en la solucién de los problemas
causantes de infertilidad en las parejas. Sin embargo, existen inconvenientes como la tasa
considerable de aneuploidias en los embriones después de su transferencia (Swain., 2019)(a), ademas
de que, en los laboratorios de FIV, se ha reportado la existencia de tasas de polispermia elevadas y
embarazos multiples (Casillas., 2018). Aunado a a lo anterior, s6lo el 50% de los embriones humanos

alcanza la etapa de blastocisto (McCollin et al., 2020).

En especies de mamiferos domésticos como el porcino, ovino, equino y bovino , los resultados no
han sido tan favorables en cuanto a la calidad y porcentaje de obtencidn de blastocistos que esté entre
10 y 35 % aproximadamente, porcentajes que varian entre laboratorios. Todavia faltan estudios
enfocados al mejoramiento de los medios de cultivo que permitan recrear el ambiente natural para el

desarrollo adecuado de los embriones de mamiferos (Torres-Osorioet al., 2019).
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Inyeccidn intracitoplasmica del espermatozoide (ICSI)

La ICSI, es considerada de las técnicas mas utilizadas y consiste en la seleccion de un espermatozoide
(utilizando micromanipuladores) bajo criterios subjetivos, es decir, realizar la seleccion basandose en
la evaluacién morfologica del ezpermatozoide al microscopio (Figura 1). Esta técnica elimina los
procesos naturales que ocurren in vivo tal como la reaccion acrosomal, la union a la zona pelicida y
la union de membranas de los gametos (Casillas., 2018) seleccionando un espermatozoide
desconociendo la presencia de alguna alteracién en el nlcleo o fragmentacion del material genético
(Castillo-Baso y Garcia-Villafafia., 2012). Aunque lo anterior podria representar desventajas, la
seleccion de un solo espermatozoide evita la polispermia y conjuntamente permite estudiar la

interaccion entre el ovocito y el espermatozoide (Hernandez-Pichardo et al., 2012).

La ICSI es empleada bajo ciertas condiciones entre las que se encuentran: baja fertilidad del
espermatozoide, seleccion de espermatozoides con carga genética importante, obtencion de crias de
determinado sexo, conservacion de especies en peligro de extincion, asi como en el uso de
espermatozoides criopreservados que se caracterizan por haber disminuido su movilidad o incluso
cuando la pierden de manera natural evitando asi la penetracion del ovocito (Hernandez y Fernandez.,
2013) (Hernandez-Pichardo et al., 2016).

Los antecedentes de la ICSI fueron 2 técnicas de RA en humanos: La diseccion parcial de la zona
(PZD) y la inseminacion subzonal (SUZI). La primera consistio en realizar una abertura pequefia de
la zona peldcida para que los gametos masculinos p udieran interactuar directamente con el oolema,
mientras que la segunda, se realiz6 la microinyeccidén de espermatozoides a través del espacio
perivitelino. Ambas técnicas se dejaron de lado por el bajo porcentaje de ovocitos fertilizados (20%),
descartandose la transferencia embrionaria (Devroy et al., 2004). Los reportes indican que la ICSI se
utiliz por primera vez en erizo de mar en 1960 (Hiramoto., 1962). Posteriormente se aplicé la técnica
en mamiferos en 1966 y en 1974 en anfibios (Brun., 1974); los primeros reportes de nacimientos de
crias vivas a través de ICSI fueron en conejos y bovinos. En 1992, se reportd el primer nacimiento en
humanos mediante el uso de esta técnica. A partir de ese momento, el nimero de nacimientos a través
de ICSI en todo el mundo se acrecent6. (Hosoi., 1988; Goto et al., 1990; Iritani.,1991).

Al presente, la ICSI se ha convertido en una herramienta fundamental de la industria ganadera
especialmente en caballos de élite, que ha aumentado en las 2 Ultimas décadas. A pesar de los

resultados poco reproducibles, el caballo se mantiene a la delantera en la utilizacion de la ICSI y

20




protocolos de esta metodologia podrian ser a futuro la base para el rescate genético de equinos
silvestres (Choi et al., 2016).

No obstante, en otras especies domésticas,la ICSI no se aplica a menos que el macho tenga un alto
valor genético. Esto se ve reflejado en la tasa de obtencion de embriones en etapa de blastocisto que
sigue muy por debajo de lo esperado, especificamente en bovinos (13%) y en ovejas (8%) (Hernandez
et al.,2012), lo que se ha buscado paliaar con la activacién artificial del ovocito (Salamone et al.,
2017). Sin embargo, el uso de esta tecnologia reproductiva ha sido prometedora para la procreacion
de animales de alto valor genético del sexo deseado, y mas recientemente en la obtencién de animales
transgénicos (Garcia-Vazquez., 2010). La ICSI se ha desarrollado con éxito, en el humano, ya que se

han logrado mas de 8 millones de nacimientos (ESHRE., 2012).

«

Figura 1. ICSI en ovocito maduro 40x.
(tomado de Casillas., 2018).

Inyeccion fisiolégica intracitoplasmica del espermatozoide (PICSI)

Aunque la ICSI, es de las técnicas de RA mas utilizadas, tiene el inconveniente de desconocer la
calidad del ADN espermatico. En respuesta a este problema se desarrollé la inyeccién fisioldgica
intracitoplasmica del espermatozoide (PICSI) (Castillo-Baso y Garcia-Villafafa., 2012). Para llevar
a cabo el método, se requiere afiadir gotas de &cido hialurénico en una caja petri rehidratadas con
medio de cultivo. Posteriormente, se coloca la muestra espermatica en dichas gotas (Figura 2) donde

los espermatozoides seleccionados quedaran inmdviles facilitando su captura (Casillas., 2018).

El fundamento de esta metodologia se basa en que, durante la fertilizacion in vivo, la cabeza del
espermatozoide presenta una fuerte afinidad por la matriz de &cido hialurénico (polisacéarido presente

en el tracto reproductor de la hembra involucrado en el mecanismo de seleccion del espermatozoide
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méas competente) que envuelve al cumulus oophorus. Esto no ocurre en la seleccion de gametos
masculinos gue son inmaduros porque no han completado su madurez nuclear, extrusion citoplasmica
y remodelacion de la membrana plasmatica, por lo que también se relaciona la influencia del dafio

sobre el ADN espermaético (Castillo-Baso y Garcia-Villafafa., 2012).

En estudios in vitro, se ha reconocido el papel fundamental en el que participa este
glucosaminoglicano para seleccionar un espermatozoide, maduro y disminuyendo el riesgo de
anomalias cromosomicas (Amira et al., 2016). El &cido hialurdnico es menos toxico en comparacion
con la polivinilpirrolidona. No obstante, confiere un control de seleccidén espermatica debido a su

aspecto y composicion viscosa (Simoupolou et al., 2016).

En especies domésticas, la PICSI no se ha utilizado de manera importante (Park et al.,2005; Casillas.,
et al 2018; Menéndez-Blanco et al., 2019).

Figura 2. En el método por PICSI se afiade acido
hialurénico en la caja de Petri para inmovilizar
espermatozoides (tomado de Casillas., 2018).

2.- Produccion de embriones in vitro (PEIV)

La PEIV es definida como una tecnologia de RA cuyo propdsito es la obtencion de embriones aptos
para ser transferibles. Sus aplicaciones han ido aumentando conforme se actualizan tanto los

conocimientos, como la metodologia (Soto-Heras y Paramio., 2020).

Esta metodologia, comprende fundamentalmente 3 pasos:
a) La maduracion in vitro (MIV) de ovocitos inmaduros recuperados de los foliculos ovéricos

b). La FIV que consiste en realizar la unién del espermatozoide con el ovocito.
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¢) El cultivo embrionario (CE). En esta ultima los gametos ya fusionados comienzan el proceso de
division y diferenciacion celular hasta alcanzar el estado de blastocisto, para después ser transferidos
a una hembra receptora para que continle su crecimiento y desarrollo hasta lograr una cria viva
(Granleese et al., 2015; Soto-Heras y Paramio., 2020).

Algunos autores consideran que en la PEIV se aplican 4 pasos, si se toma en cuenta la recoleccion
de los ovarios (Meriem., 2013).

Sin embargo, la PEIV continta en desarrollo, ya que aun falta por comprender los mecanismos que

ocurren in vivo para reproducir el microambiente 6ptimo in vitro (Meriem., 2013).
2.1.- Maduracion in vitro

La maduracion in vitro (MIV), tiene la finalidad de que los ovocitos reinicien la meiosisy maduren.
Del total de ovocitos que inician el proceso de maduracion, sélo el 80 a 90% logran pasar con éxito
esta etapa (Cortés., 2011).

La MIV al igual que en la maduracion in vivo abarca dos eventos, la maduracion citopladsmica y la
maduracién nuclear (Abeydeera., 2002). Ambos sucesos deben alcanzar la sincronia para que los
ovocitos se desarrollen correctamente (Poniedzialek-Kempny., 2020). La maduracion citoplasmica,
corresponde con la adquisicion de la competencia del ovocito que es la habilidad para ser fertilizado
y después dividirse hasta desarrollar el estado de blastocisto. Este evento es visiblemente
caracterizado por la expansion de las células del cumulus; mientras que la maduracion nuclear
involucra la reanudacion de la meiosis, es decir el progreso de la profase | a la metafase 11, distinguida
finalmente por la expulsion del primer cuerpo polar (CP) (Casillas et al., 2014). La meiosis se
completa después de la unién del espermatozoide con el ovocito, con la manifestacion del segundo
CP (Poniedzialek-Kempny., 2020).

La MIV, es considerada una etapa significativa, pues aun después de la seleccion cuidadosa de la
poblacién homogénea de complejos células del cimulo-ovocito (COC's), sélo la tercera parte de los
ovocitos alcanzan la maduracion citoplasmica y adquieren la competencia de producir blastocitos,

gue es considerada como no 6ptima a comparacion in vivo (Tarazona et al., 2010).

Los procesos in vitro se ven afectados por diversos factores que, al no reproducirlos correctamente,
tienen efectos perjudiciales en la competencia del ovocito, entre estos estan la temperatura, la
concentracion de oxigeno y CO- de la incubadora; la composicién de los medios de cultivo
(Poniedzialek-Kempny., 2020) y su posible deficiencia (Eppig et al., 1996) asi como el estrés
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PEIV (Soto-Heras y Paramio., 2020). Por Gltimo, y no menos importante se encuentra la manipulacion
del ovocito, que probablemente no permite alcanzar un porcentaje alto en las tasas de MIV, FIV y
PEIV (Cérdova-Veizaga., 2011); lo cual depende del éxito de la emulacion de las complejas vias de
sefializacion, metabolismo y comunicacion entre los ovocitos junto con las células de la granulosa

circundantes y el liquido folicular, que ocurren en el tracto reproductor femenino (Eppig et al., 1996).
2.2.- Medio de maduracion in vitro y sus componentes

Los medios de cultivo para la MIV han sido formulados con compuestos que el ovocito metaboliza
para cumplir sus necesidades y poder completar los eventos de la maduracion citoplasmica y nuclear.
Para lo anterior, se han afiadido diversos compuestos a los medios como hormonas, factores de

crecimiento, proteinas, aminoacidos y antioxidantes, entre otros (Eppig et al.,1996).
2.3.- Medio de cultivo TCM-199

El medio de maduracién TCM-199, es utilizado de forma tradicional en ovocitos de mamiferos como
porcino, bovino, ovino y equino, ya que se han obtenido porcentajes satisfactorios de maduracion en
comparacién con otros medios (Sutton et al., 2003). Este medio, esta formulado con sales
inorgénicas, vitaminas y aminoacidos que van a metabolizarse en las vias de produccion de
energia.(Miran-Kim., 2011).

2.4.- Compuestos afiadidos al medio

Las tasas de maduracion han ido en aumento, gracias a la adicion de moléculas como el SFB y
hormonas proteicas (LH y FSH), estas Gltimas participan en el reinicio de la meiosis y la formacién
del prondcleo masculino (PM) (Mattioli et al.,1991; Brackett., 1997). La participacion de la glucosa
en la MIV es importante, ya que es considerado el primer sustrato de energia (Barnett y Bavister.,
1996).

Dado que esta bien reconocido que el tipo de compuestos que se afiaden al medio de maduracién
influyen sobre la regulacion del metabolismo de los ovocitos, éstos se deben de escoger
cuidadosamente, ya que pueden afectar los resultados del desarrollo embrionario. Por tal motivo, se
han agregado para que la maduracién citoplasmica y nuclear se sincronicen correctamente. Los
componentes cominmente mas usados para activar la maduracion citoplasmica in vitro son: SFB
(suero fetal bovino), FF (fluido folicular), EFG (factor de crecimiento epidérmico), HG (hormona

del crecimiento) LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculoestimulante), PVA
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(polivinilalcohol) (Fernandez-Reyes et al., 2007). Otro compuesto importante, es la cisteina que
participa en la sintesis de glutation en el ovocito, este Ultimo compuesto va a ser importante para
mantener el estado redox de la célula (mantenimiento de las reacciones de ganancias y pérdidas de
electrones), protegiendo al ovocito de los dafios del estrés oxidativo de la célula (Hernandez-
Fernandez y Herndndez-Fonseca., 2010). La adicién de glucosa junto con piruvato, aumenta los
porcentajes de ovocitos que alcanzan la maduracién nuclear, asi como la obtencion de blastocistos
(31 %) (Yuan et al.,2016), (Lattanzi., 2010).

3.- Fertilizacién in vitro (FIV)

La fertilizacion in vivo se define como la penetracion del espermatozoide en el ovocito para que se
logre la formacién de un cigoto. En la fertilizacién in vitro se busca emular los eventos que ocurren
in vivo desde la capacitacion espermatica hasta la union de los dos pronucleos y la expulsion del
segundo cuerpo polar. La capacitacion espermaética in vivo, se define como un conjunto de eventos
en el espermatozoide, que le proporcionan los cambios bioquimicos necesarios para adquirir su

capacidad de penetrar la zona pellcida y subsecuentemente el ovocito (Leemans et al., 2019).
Las modificaciones que se llevan a cabo en la membrana plasmatica del espermatozoide incluyen:

a) La eliminacion de sustancias adquiridas durante su trayecto en el epididimo y en las glandulas

accesorias.

b) La disminucién de la concentracion de colesterol, que da lugar a la desestabilizacion de la
membrana plasmatica desencadenando eventos como el aumento en la permeabilidad de la membrana
activando los canales de calcio y sodio/potasio, aumentando la generacién de ERO, ademas de la
fosforilacion de tirosina de las proteinas y aumento de pH. En general, los sucesos mencionados
tienen como objetivo el aumento del metabolismo y la hiperactivacion espermatica (Rodriguez-
Martinez., 2008).

La capacitacién espermatica, se lleva a cabo en el tracto reproductor de la hembra. Es alli donde
sucede el contacto entre las proteinas seminales y los fosfolipidos presentes en las secreciones de la
hembra, lo que origina la reaccion acrosomal. Esta se define como la liberacion del contenido del
acrosoma a consecuencia de la interaccion del espermatozoide con el ovocito, debido a la presencia

de moléculas que participan en el reconocimiento especifico (Arenas et al.,2010).
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3.1.- Componentes del medio de cultivo para la FIV

Todos los medios de cultivo estan basados en formulas similares a los medios de maduracién de
ovocitos, que suelen incluir iones, compuestos energéticos (glucosa, lactato o piruvato), aminoéacidos,
alguna macromolécula bioldgica (albimina sérica bovina, BSA) o sintética como el PVA, vitaminas,
agentes quelantes, antioxidantes, hormonas o factores de crecimiento, antibidticos y un sistema

amortiguador para mantener estable el pH (Gardner., 2008).

La comprension de los eventos in vivo de la capacitacion espermatica es vital, ya que es la base para
reproducir dicho proceso en condiciones in vitro utilizando medios como la solucidn salina de fosfatos
amortiguada de Dulbecco (DPBS), suplementada con diversos compuestos que promueven la
capacitacion espermatica in vitro. Posteriormente a la capacitacion, se realiza la FIV utilizando
medios de cultivo suplementados con diversos compuestos. Entre los medios utilizados para hacer el
cocultivo de los gametos estan el medio Tris-buffer modificado (mMTBM), TCM-199, y el medio
tyrode’s alblimina lactato piruvato (TALP). Estos, contienen aminoacidos y proteinas que controlan
la osmolaridad, regulan el pH intracelular, ademéas de que funcionan como sustratos de energia,
precursores de proteinas y acidos nucleicos (Abeydeera., 2002). El papel de estos compuestos es la
participacion en los eventos moleculares antes y durante la fertilizacion. La cafeina, induce
capacitacion espermatica y disminuye la polispermia en un 40%; comunmente los cultivo para FIV

son suplementado con BSA para aumentar la fertilizacion (Romar et al., 2015).
3.2.- Medio TBM

De los medios elaborados para realizar la co-incubacion de los gametos se encuentra el TBM. Este
medio busca reducir las tasas de polispermia y la baja formacion de pronucleos, al ser considerado
amortiguador bioldgico para estabilizar el pH, tiene efectos importantes en el ovocito. Se ha reportado
que influye sobre su maduracion y fertilizacidn especificamente en la distribucién de los organelos;
mientras que su utilizacién en el desarrollo embrionario retarda el crecimiento y metabolismo del
embridn. En el espermatozoide, tiene efectos importantes en la movilidad y, por ende, en su union al
ovocito (Abeydeera et al., 1997).
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3.3.- Compuestos afiadidos al medio

El medio TBM posee cloruro de calcio, cloruro de sodio y cloruro de potasio que sirven para
estabilizar el pH semejando al de los fluidos bioldgicos, mismo que oscila entre 7 y 8. Los compuestos
como el TRIS, se utilizan ampliamente como amortiguadores y éste se caracteriza ampliamente como
componente principal del TBM; ademaés de que también ha sido usado ampliamente como diluyente
en la criopreservacion de semen. El benzoato de cafeina ejerce su funcion sobre la hipermovilidad

espermatica (Barak et al.,2015).
4.- Desarrollo embrionario

Esta conformado por una serie de eventos y mecanismos que participan en la diferenciacion del nuevo
organismo. Los sucesos principales son la segmentacion y la gastrulacion. En la primera se dan los
procesos de division mitdtica hasta lograr un blastocisto que es la etapa transferible, donde los
blastomeros se reparten por todo el citoplasma adoptando una posicion en lo que se conoce como
masa celular interna y trofectodermo. En la gastrulacion culmina con la formacién de la gastrula que
se caracteriza por la formacion de las capas germinales: epiblasto e hipoblasto, a partir de las cuales

se van a diferenciar en ectodermo, mesodermo y endodermo (Plusa y Hadjantonakis., 2016).
4.1.- Medios de cultivo para el desarrollo embrionario

Desde el establecimiento de la FIV, se han formulado medios de cultivo para contribuir al desarrollo
embrionario, aplicado a diferentes especies animales incluyendo la humana. En los ultimos afios, se
ha venido dando un aumento sustancial sobre el conocimiento y bioquimica del desarrollo
embrionario. La funcién de los componentes de los medios de cultivo permite que se lleven acabo los

eventos moleculares durante el desarrollo embrionario (Lane y Gardner., 2007).

La importancia de la composicién de los medios de cultivo tiene una influencia sobre esta etapa al
impactar sobre el nimero de ovocitos fertilizados que se convierten en blastocisto y su fisiologia
celular (metabolismo,expresion de genes y regulacion del desarrollo normal). En la suplementacion
del medio para el desarrollo embrionario se procura disminuir el dafio celular, el cual tiene
repercusion en la viabilidad y calidad del embrién, mismo que se ve reflejado en la compactacion

embrionaria (Lane y Gardner., 2007).

Los cambios que ocurren en la formacién del embridén requieren gran cantidad de energia

considerable; la diferenciacion celular requiere una adecuada expresion de genes para realizar el
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metabolismo y homeostasis celular. Ademas, la finalidad del uso de los medios de cultivo es satisfacer
las necesidades cambiantes del embrion intentando emular lo que sucede in vivo, donde la

composicion del liquido oviductal difiere de la del liquido uterino (Swain., 2019) (b).

Se ha reportado que los cigotos, inicialmente dependen completamente del metabolismo de la
mitocondria para la produccion de ATP y por lo tanto presentan una baja actividad metabolica o
quiescente; esto quiere decir que los metabolitos para mantener las funciones del cigoto son diferentes
a los que generalmente se conocen como la glucosa; siendo los sustratos preferidos los acidos pirtvico
y carboxilico, ademéas del aspartato (Lane., 2006). Es por ello, la importancia de promover el
desarrollo de los embriones en medios de cultivo adecuados, para proveer sustratos y eliminar
subproductos metabolicos potencialmente dafiinos, como el amoniaco, resultado del metabolismo de
la glutamina. Dado lo anterior, se ha optado por los medios de cultivo secuenciales en lugar de los
monocultivos, debido a que se asemeja mas a los eventos metabélicos observados in vivo (Swan.,

2019) (b). Los componentes clave se observan en la Figura 3.

Sistema de cultivo secuencial (sustratos comunes)

Paso 1 (precompactacion) Paso 2 (post-compactacion)
Aminoéacidos no esenciales Aminoacidos no esenciales
Glucosa baja Aminodcidos esenciales
Piruvato Glucosa elevada

Lactato Piruvato

Lactato
Baja tasa anaerdbica ATP/ADP

00 @0

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Aminodacidos no esenciales
Aminodcidos esenciales
Glucosa
Piruvato
Lactato

Cultivo de un solo paso (sustratos)

Figura 3. Componentes clave del sustrato energético de los medios
de cultivo de embriones (modificado de Swain, 2019) (b).

Alta tasa aerdébica ATP/ADP

\
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Los medios de cultivo més utilizados para esta etapa se encuentran: los andlogos de fluido oviductal,
como TALP (Tyrode con albumina, lactato y piruvato), KSOM (“Mouse Embryo Media”), CR1
(“Medio Charles Rosenkrans”) y SOF (“Fluido Oviductal Sintético”) (Cortés., 2011).

El sistema de PEIV limita el desarrollo embrionario, posiblemente por ausencia de algunos
componentes (Yuany Krisher., 2010), los tiempos de maduracion, por ejemplo, en ovocitos porcinos,
es de 42 a 44 h, mientras que en bovinos y ovinos es de 22- 24 h, laFIV es de 5a 6 h y la formacion
de blastocistos hasta 144 h, en condiciones apropiadas de temperatura (38.5 °C), CO; (5 %) y de

humedad (95 %); pardmetros importantes en los protocolos de PEIV (Casillas., 2014)
4.2.- Medio NCSU

Este medio es de los mas utilizados, al mismo tiempo que con su aplicacion se han obtenido embriones
de calidad. Considerado como de més los faciles de preparar y que a diferencia de otros medios como
el medium Eagle’s, se obtiene una mayor cantidad de embriones en etapa de blastocisto (Hashem et
al., 2007).

4.3.- Compuestos afiadidos al medio

Las sales NaCl, KCI, KH;PO4, NaCHO3, CaCl,*2H,0 (fuente de iones de calcio) y Mg SO4-7H,0
funcionan como amortiguadores de pH, se caracterizan por su solubilidad y pH de 7.2 a 7.5. La
glucosa participa en el metabolismo del embridn, aunque varias publicaciones reportan que a altas
concentraciones (4.5 Mm) (Iwata et al,1998), retrasan la division celular de los embriones de humano,
caprino y bovino, atribuyendo que el posible retrasoo puede deberse a la presencia de otros

compuestos que no actuan de manera sinérgica (Lane., 2007).

El SFB y la BSA estimulan la progresién del desarrollo embrionario de la etapa de cigoto a
blastocistos. Las proteinas, son fuente de nutrientes para los embriones en estadios tempranos y
proporcionan factores de crecimiento que estimulan la progresion de su desarrollo, también reducen
la toxicidad de algunos suplementos del medio y productos del metabolismo embrionario. Los
aminoacidos no esenciales (como la cisteina y glutamina), promueven la division celular en etapas
tempranas de desarrollo y promueven la del blastocisto; mientras que los aminoécidos esenciales
(como la metionina y triptofano) desarrollan la masa celular interna de los blastocistos. Abeydeera et
al., (2002) proponen la adicion de piruvato y lactato como sustratos energéticos durante las primeras

72 h de cultivo. En el caso de la hipotaurina, precursor de la taurina, se ha visto su efecto en los
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medios de cultivo sobre la induccion de la capacitacion espermaética, movilidad, fertilizacién y
desarrollo embrionario. Ademéas de que, por el estrés oxidativo, las células pueden sufrir
lipoperoxidacion; tanto la taurina como la hipotaurina participan como “antioxidantes”. La funcion
antioxidante de la hipotaurina en los medios de cultivo de desarrollo embrionario es prevenir la
lipoperoxidacidn espermatica que, y durante este Gltimo proceso se oxida a taurina y esta puede ser
clorinada por medio de la enzima mieloperoxidasa cuando reacciona con el H,O; (Guerin y Menezo.,
1995).

5.- Uso de la solucion tampén HEPES

El HEPES es considerado como un compuesto amotiguador al igual que el TBM, es utilizado para el
lavado y criopreservacion de ovocitos. Ademas de que es una mezcla de amortiguadores, se utiliza
ampliamente en los cultivos celulares. Posee una alta solubilidad, impermeabilidad a la membrana,

limitado efecto en las reacciones bioquimicas y enzimaticamente estable (Swan., 2019).
5.1.- Componentes afiadidos al medio

El HEPES es un amortiguador y juntamente con los compuestos NaCl, KCI, NaH2PQO,, lactato de
sodio, MgCI2*6H,0, piruvato de sodio y CaCl,*2H,0-, va a mantener el pH adecuado, ademas de no
intervenir en las reacciones metabdlicas del ovocito. Aunado a esto, mantienen una osmolaridad
adecuada, ya que en exceso afecta el desarrollo embrionario (Swan., 2019). La gentamicina y

penicilina G son los antibidticos aminoglucosidos mas usados. (Zhou et al., 2000).

6.- Utilizacion de DPBS (solucién tamponada de fosfato Dulbecco’s) como medio de lavado y

capacitacion de espermatozoides

La capacitacién espermatica in vitro requiere medios de cultivo con los que se pueda emular los
eventos in vivo. Yanagimachi y Chang (1963), fueron pioneros en desarrollar un medio para
capacitacion in vitro (Echeverry., 2008). Actualmente se han desarrollado diferentes medios para
apoyar este proceso; de los medios mas utilizados es el DPBS, que es una solucion isétonica
suplementado con agentes capacitantes para mantener la integridad y estructura de las células
(Echeverry., 2008).
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6.1.- Componentes afiadidos al medio

La penicilina y estreptomicina cumplen la misma funcién que en los otros medios de cultivo. El
cloruro de calcio anhidro, promueve la entrada del flujo de calcio para activar la hipermovilidad
espermatica. La BSA, al estar presente in vivo en el tracto reproductor femenino, participa en el

proceso de capacitacién espermatica.
7.- Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El uso de los medios de cultivo para la PEIV requiere de mayor estudio. Sobre todo, el tipo de
componentes que se les afiaden; éstos deben ser cuidadosamente seleccionados ya que influyen
directamente sobre los gametos y en el potencial del desarrollo del embrién (Garcia-Diaz et al., 2013).
Dicho potencial, ademas de ser afectado por la composicion de los medios de cultivo, también se ve
afectado por el exceso de las concentraciones de ERO presentes en la fisiologia normal de un
organismo, especificamente en los procesos reproductivos. En la actualidad los estudios enfocados
en la PEIV determinan que una de las principales causas de la ineficiencia de los medios de cultivo,
que es la produccion de ERO. En los sistemas de cultivo para embriones, es comun la formacion de
estas moléculas y se ha determinado, que tienen efecto en los ovocitos, espermatozoides y embriones,

alterando la fisiologia celular (Martin-Romero et al., 2008).
7.1.- Definicion e importancia de las ERO

Las ERO se caracterizan por ser labiles quimicamente. Son definidas como moléculas inestables y
metabolitos parcialmente reducidos derivados del oxigeno. En consecuencia, su vida media es corta
con la capacidad de reaccionar con todas las moléculas de importancia biolégica (lipidos, acidos
nucleicos y proteinas) (Cdrdova et al., 2018). Las moléculas que consituyen la naturaleza, cuentan
con maximo 2 electrones en su ultimo orbital, pero con espines opuestos confiriéndoles estabilidad
quimica (Camargo y Ramirez., 1999). Sin embargo, existen moléculas que son producto de la
reduccion parcial del oxigeno molecular (O,) durante los procesos metabolicos, llamadas ERO.
Algunas de estas moléculas se caracterizan principalmente, por poseer uno mas electrones sin su par
correspondiente (radical libre), lo que le confiere gran reactividad quimica (Torres-Osorio et al.,
2019).
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En las funciones normales del metabolismo aerdbico celular, se producen las ERO y su participacién
de éstas tiende a ser de gran trascendencia, al actuar como una molécula de sefializacion de varias
vias y de regulacion de ciertos procesos celulares, por ejemplo, en la actividad de las fosfatasas,
quinasas y la expresion de factores de transcripcion, donde alteran su unién a elementos genémicos.
Es aqui donde la concentracion de ERO es dependiente de estos procesos, jugando un papel

importante de modulacién oxidativa (Gonzélez et al., 2007).
7.2.- Principales ERO

Dentro del grupo de ERO, se encuentran al oxigeno molecular (O2), el anién superdéxido (O?), el
perdxido de hidrégeno (H20.), hidroperoxilo (HO>) y el radical hidroxilo («OH). También existe otro
grupo, que abarca ciertos metales de transicion (Fe®* o Cu?*) que pueden actGan como catalizadores

en la formacion del radical hidroxilo. En el Cuadro 1, se describen las caracteristicas de las ERO.
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Cuadro 1. Principales ERO y sus caracteristicas (modificado de Gonzalez et al., 2000).

Radical
O,

(or%

H->0O>

OH

Nombre

Superoxido

Oxigeno

singulete

Peroxido
de
hidrégeno

Radical

hidroxilo

Caracteristicas

Es producido en todas las células eucariotas, principalmente en el reticulo
endoplasmico, NADPHOX (nicotinamida adenina dindcleotido fosfato) citocromo-
P450, y en cadena de transporte coenzima Q) formado a partir de una molécula de
oxigeno, en presencia de una cantidad suficiente de energia para adquirir el electrén
complementario y también como producto de reacciones de xantinas,
catecolaminas, etc. Su eliminacion es a través de la enzima superoxidodismutasa
(SOD) y es la ERO méas comun producida por las células.

Uno de los electrones del O, cambia de giro al captar energia (energia
electromagnética). La dismutacion espontanea del Oz, genera oxigeno singulete.
Esta molécula tiene la capacidad de sustraer un hidrégeno (H*) de un acido graso
insaturado, iniciando de este modo la reaccion de la lipoperoxidacion.

Se forma cuando cada uno de los electrones libres del O, se ha apareado con un
electron de giro contrario. La reaccion de la SOD produce la mayor parte del
perdxido en las células. Se puede difundir a través de los compartimientos celulares.
Tiene la capacidad de formar «OH y O, su toxicidad se debe a que puede reaccionar
con algunos metales de transicion como el Fe, centros Fe-S, con los que produce el
radical «OH.

Participa en la capacitacion espermética y en el reinicio de la meiosis del ovocito,
por lo que se considera que actia como segundo mensajero.

Puede reaccionar con cualquier aminodcido en el sitio donde se origina, que por lo
regular son sitios donde se hallan metales de transicion, por lo que casi todos los
compuestos pueden reaccionar con el *OH que se produce principalmente por la
reaccion de Fenton, en la cual un electrén del metal es captado por el H,O;, Es la
especie mas reactiva y se le ha relacionado con el dafio producido directamente en
el ADN, proteinas y lipidos.
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7.3.- Funciones y mecanismos de accién de las ERO

Las ERO, tienen una multifuncionalidad en diversos procesos celulares, tales como la proliferacion,
diferenciacidn e intervencidn en procesos apoptéticos. Una de las funciones mas conocidas es el papel
gue desempefia en el sistema inmune contra agentes patégenos externos. Por otro lado, se ha reportado
la accién antiinflamatoria, mediante la reduccién de la expresion de mediadores inflamatorios
(prostaglandinas, leucotrienos, citocinas etcétera). Otra de sus funciones, es la inactivacion de las
“fosfatasas de tirosina” por medio del proceso de oxidacion, en el cual ataca a los grupos sulfhidrilos
de los residuos de proteinas, éste es un proceso reversible. Esto da como resultado cambios en el
destino de proteinas, particularmente, inactivando la fosfatasa correspondiente y asi inducir la
difusion de la sefial, mediante receptores tirosin-cinasa asociados a vias de transduccion que incluyen
a la via AMPK. Lo anterior, remarca el papel de las ERO como reguladores de cascadas de

sefializacion intracelulares (Carvajal., 2019).

El mecanismo de accion de las ERO, se conoce como “mecanismo en cadena,” que se define como
el conjunto de pasos en la cual se obtiene méas de una molécula como producto por cada evento de

inicio. Generalmente se divide en tres etapas:
Inicio. Es donde se generan los primeros radicales libres, a partir de moléculas estables.

Propagacion. Consiste en la obtencién de nuevos radicales a partir de otros, caracterizada por
mantener el caracter de radical, y asi sucesivamente se va formando la cadena sin la necesidad
de iniciar nuevamente el mecanismo; la manera en la que esta etapa puede concluir es el

agotamiento del substrato o que se realice la etapa de terminacion.

Terminacion. Esta Gltima esta dada, porque ya no se forman nuevos radicales libres por la
falta de sustrato, perdiéndose asi, dicho caracter por la formacion de moléculas estables
(Konigsberg, 2008).

La lipoperoxidacion es un mecanismo en cadena que ocurre en las membranas bioldgicas, generan|do
productos toxicos que alteran la estructura y funcion de la célula en cuestion; méas especificamente la
actividad de canales, receptores y enzimas presentes. Las moléculas que son susceptibles a la accion
de las ERO son los acidos grasos poliinsaturados (AGP) distinguidos por la presencia de enlaces
dobles conjugados, haciendo de estas moléculas, compuestos de alta reactividad y, por lo tanto, de

propagacion.
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La etapa de iniciacién se establece por la formacion de los radical libres a partir de los AGP, por la
accion de las ERO capaces de abstraer un atomo de H* del grupo metileno; esto se estabiliza mediante
la formacion del dieno que reacciona con el O? formando asi, el radical peroxilo (ROO¢) que, debido
a su gran poder oxidante, tiene la facultad de abstraer otro &tomo de H* del grupo metileno de un
AGP adyacente a otro AGP, donde inici6 la reaccion en cadena. En consecuencia, se genera un
lipoperoxido (ROOH), que puede ser de reciente formacion o por una acumulacion de éste, como
resultado del proceso de lipoperoxidacion anterior. La etapa de propagacion esta dada por la reaccion
en cadena a través de la membrana bioldgica. Al existir metales de transicién como el Cu y Fe, el
ROOH puede reaccionar con ellos formando de nueva cuenta, un radical ROOe<. En caso de la
interrupcion de esta etapa, puede formarse un alcoxilo (RO¢) que también puede reaccionar con
grupos metileno de un AGP de otra cadena adyacente y propagar el proceso. La tercera etapa de
terminacion es donde el radical lipidico reacciona con otra molécula para formar un dimero dentro de
la membrana celular y con ello, alterar la permeabilidad. Otro mecanismo que puede terminar la
lipoperoxidacion es la ciclizacion, proceso poco estable. En él, la molécula oxidante reacciona con la
vitamina E y la Coenzima-Q10, que forman parte de los compuestos antioxidantes. EI primer
antioxidante mencionado tiene la capacidad de convertirse en un radical tocoferilo estable al donar
un hidrogeno, haciendo del ROO+ un ROOH. Al interrumpirse la lipoperoxidacion, el tocoferilo

puede regenerarse a partir de interacciones con la coenzima-Q10 (Kdnigsberg., 2008).
7.4.- Factores que inducen la produccion de las ERO

Las principales fuentes intracelulares, abarcan procesos que forman parte del metabolismo aerébico,
especificamente en los complejos mitocondriales 1 y I11 que forman parte de la cadena de transporte
de electrones, peroxisomas, mono y dioxigenasa, sistemas enzimaticos P450 y xantina oxidasa. Los
factores externos también pueden producir altas tasas de ERO, como la exposicion a xenobidticos,
radiaciones ultravioletas, drogas, toxinas, carcinogénicos, humo de cigarro, pesticidas etcétera
(Huerta et al., 2005).

En la cadena de transporte de electrones, la formacion de ERO se da en los complejos | y Ill. Para
poder producir ATP a partir de ADP y Pi, es necesaria la generacion de un gradiente H* y la
participacion de ATP-sintasa. La ausencia de ADP, modifica el flujo de H* haciendo que se haga méas
lento y, por lo tanto, la cadena de transporte se encontraria mas reducida y surge un aumento del anion
superdxido. Especificamente, en la respiracion celular es la actividad de mayor produccion de ATP y

los componentes gue forman parte en dicho proceso son las mitocondrias (Konigsberg., 2008).
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Estos organelos, al ser acumuladores de calcio y contener algunas de las enzimas de la cadena de
transporte que al mismo tiempo forman parte del ciclo de Krebs, motivan a que exista una relacion
en que las elevadas concentraciones de calcio puedan modificar simultdneamente la actividad
metabdlica, aumentando el funcionamiento de la cadena de transporte y, por ende, una produccion de
ERO maés alla de lo basal. EI exceso de estas propicia la perdida de la funcionalidad a enzimas del
ciclo de Krebs. También las ERO pueden actuar sobre otros organélos como el reticulo endoplasmico,
influyendo en la liberacién de calcio. En el complejo Ill, no se tiene muy clara la formacién de
superdxido, pero se propone que puede ser por la formacion de un intermediario por autooxidacion
de la ubisemiquinona, para la translocacion de H*. La ubisemiquinona es reducida en la parte que esta
en el lado interior de la mitocondria, después “viaja” hacia el exterior sacando dos H*. Estos dos
electrones pasan a transferirse al centro Fe-S y de ahi al citocromo C;, quedando la ubisemiquinona
como *UQ. El electron que contiene lo transfiere a grupos hemo para formar el ciclo y al final la
molécula queda nuevamente oxidada como al inicio, aunque puede surgir fuga de electrones que

pueden unirse con el oxigeno singulete para formar, a su vez, anién superéxido (Konigsberg., 2008).

Otros procesos de formacion de ERO no menos importantes son: la autooxidacion de catecolaminas
que son degradadas por amino-oxidasas que da lugar a la formacién excesiva de electrones.;la sintesis
de prostaglandinas, donde la ciclooxigenasa produce radicales OH; la oxidacion de hipoxantina y
xantina para la produccion de &cido Urico, reaccion mediada por xantina-oxidasa, donde se da la

reduccion de oxigeno molecular a anion superoxido (Konigsberg., 2008).
8.- Fisiologia de las ERO en los gametos

Durante la M1V, la funcién de las ERO es indispensable en el reinicio de la meiosis de los ovocitos
que se encuentran en estado de diploteno. En los espermatozoides, participan en los procesos de
capacitacion espermatica, hiperactivacion y la fusion espermatozoide-ovocito. Los factores in vitro
que contribuyen a una sobreproduccion de ERO son: la criopreservacion, la concentracion de
oxigeno, la fuente de energia, la luz y el tipo de medio de cultivo; este Gltimo en funcién de su
composicion, contribuye a la produccion de ERO (Figura 8). La acumulacion de ERO puede ser
producto del metabolismo, debido a los compuestos que estan presentes en los medios de cultivo
indispensables para las células.Varias rutas metabolicas producen energia, algunas son: la
fosforilacion oxidativa, la NADPH-oxidasa y la xantina-oxidasa. Los medios también pueden

contener iones metalicos (Fe?* y Cu?*) que pueden participar en la generacién de ERO (como el
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radical *OH), a través de las reacciones de Fenton y Habber-Weiss, y por peroxidacién lipidica
iniciada por *OH (Torres- Osorio., 2019).

FUENTES DE PRODUCCION DE LAS ERO

-Concentracién de “Medios de
C0O2 cultivo
-Criopreservacion Luz visble
-Centrifugacion - Temperatura
S ypH

Ovoato Espermatozoide Embrién

-Dafios en el ADN -Fragmentacion del -Fragmentacion del

-Baja calidad del 20K ADH

ovoato -Baja calidad del

-Baja viabilidad izl

-Apoptosis
EFECTOS DE LAS ERO EN LA PEIV

Figura 8. Efectos del estrés oxidativo y las fuentes de ERO
durante la PEIV(modificado de Torres-Osorio., 2019).

8.1.- Fisiologia de las ERO en el ovocito

Las ERO en el tracto reproductivo femenino, funcionan como segundos mensajeros participando en
la fisiologia del foliculo (promoviendo su desarrollo), la ruptura del foliculo, el reinicio de la meiosis,
la apoptosis de los foliculos no dominantes, la disolucion del cuerpo luteo, la union del
espermatozoide al ovocito, la sintesis de progesteronay la angiogénesis del embrién. Se han detectado
importantes cantidades de ERO en el liquido folicular dada la presencia de macréfagos, citocinas y
leucocitos. Esto quiere decir que el contenido del liquido folicular va a apoyar los procesos
involucrados en el desarrollo del ovocito (Lu et al., 2018) (a).

37



El proceso importante que ocurre en la MIV es el reinicio de la meiosis en mamiferos. Se requiere
cierta cantidad de ERO para dicho evento. El incremento de estas induce la fosforilacion de Thrl4 /
Tyrl5 de la cinasa 1 dependiente de ciclina (Cdkl) y reduce los niveles de Cdkl fosforilada con
Thr161y ciclina B1 (Tiwari et al., 2016) y esto activa al factor promotor de la maduracion, este factor
esté involucrado junto con el EGF en la activacion de MAPK disminuyendo los niveles de AMPc por
la fosforilacion de la conexina-43 lo que finalmente da como resultado la reanudacion espontanea de

la meiosis en los ovocitos (Figura 9) (Casillas, 2014; Pandey y Chaube., 2014).
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Figura 9. Diagrama esquematico que muestra la hipotética y posible
participacion de cAMP y H;O;durante reanudacion meiotica
esponténea en el ovocito (modificado de Pandey y Chaube., 2014).

Después de la fertilizacidn, durante el desarrollo embrionario se requiere de una serie de divisiones y
procesos de diferenciacion de los blastomeros para alcanzar el estado de blastocisto. Esta etapa de
desarrollo se ve influenciada por el transporte de iones y los cambios en el pH. Ademas de que se
requiere una mayor demanda de ATP a través de la fosforilacion oxidativa y, por lo tanto, un aumento
en el metabolismo y de la generacion de ERO, como, por ejemplo: el H.O- y el *OH. Estos ultimos
son productos de la secrecion de enzimas peroxisomales, de la actividad de la cadena de transporte
de electrones y del plegamiento de las proteinas del reticulo endoplasmico. Las fluctuaciones de ERO
van a depender en gran medida del estado de desarrollo y su regulacion apropiada. El H,O,, participa
y regula de manera positiva la proliferacion celular, por medio de la regulacion de factores de

transcripcién como el NF-kB e HIF-1; el primero ha sido implicado en la division y proliferacion
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celular, del mismo modo en la activacion del genoma embrionario, mientras que el HIF-1 se expresa
en las células de la granulosa y en el endometrio durante la implantacion, al mismo tiempo que en la
regulacion de vias que permiten expresar los genes involucrados en la supervivencia celular y la

angiogénesis (Jamil et al., 2020).

En el caso del tracto reproductor femenino, la presencia de ERO es de gran importancia tanto en
humanos como en especies animales de interés econémico. Ya que se han reportado diversos estudios
en el ovocito, especificamente en las células del cimulo en los que, al establecer una comunicacion
bidireccional con el ovocito, le confieren una proteccién antioxidante contra las ERO por la expresion
de enzimas. La actividad antioxidante de las células del cimulo al ovocito esté correlacionada con la

calidad embrionaria (Gorshinova et al., 2017).

Los efectos negativos de la ERO se ven reflejados en la calidad y viabilidad del ovocito. Al mismo
tiempo, se ha visto que la comunicacion entre las células de la granulosa con el ovocito se ve reducida
por un exceso de ERO, afectando el suministro de nutrientes que permiten el desarrollo del ovocito.
La detencion del ciclo meiotico, al ser inducida por las ERO por encima de los niveles fisiologicos,
afecta la supervivencia celular mediada por las mitocondrias (Prassad et al., 2016). En el desarrollo
embrionario, los efectos perjudiciales van a estar relacionados con la baja calidad del embrién y la

muerte en estadios embrionarios tempranos (Jamil et al., 2020).

En los perfiles patolégicos, el incremento de las ERO se asocia con diversas enfermedades. Una de
ellas es el sindrome de ovario poliquistico (SOP), que se caracteriza por procesos inflamatorios
relacionados con la obesidad, la hiperglucemia y la resistencia a la insulina. Durante la inflamacion,
se ha visto que factores de crecimiento y células del sistema inmune como los macréfagos, son los
responsables de la produccion excesiva de ERO en el fluido folicular. Las consecuencias de este
incremento se ven reflejadas en alteraciones en el ADN y el metabolismo mitocondrial, al igual que
en las tasas de maduracién de ovocitos, fertilizacion, desarrollo embrionario e implantacién, que se
ven drasticamente reducidas. Otro padecimiento comun es la endometriosis, definida como una
patologia asociada con una inflamacién crénica del endometrio, incrementando la actividad
angiogénica y la proliferacion de las células del endometrio. Esta enfermedad ha sido asociada con
fallas en la actividad del sistema inmunoldgico. El estrés oxidativo generado, provoca lesiones en el
ADN, esterilidad, fallas en la fertilizacion, en el desarrollo embrionario y en la preimplantacional
(Jamil et al., 2020).
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8.2.- Fisiologia de las ERO en el espermatozoide

El estrés oxidante en espermatozoides se refiere al dafio que provocan las ERO en sus componentes,
como consecuencia, puede disminuir la viabilidad, provocar alteraciones en el metabolismo,
incrementar la lipoperoxidacion, la fragmentacion del ADN, ademaés de afectar su calidad y capacidad

de unién al ovocito para formar el cigoto (Cordova et al., 2018).

El exceso de ERO juega un papel predominante en la calidad seminal, lo que trae consigo efectos
nocivos en la fertilidad masculina. Por ello, se le ha prestado atencién en el ambito de la
criopreservacion de semen, debido a que se ha reportado que las bajas temperaturas dan como
resultado una mayor concentracion de ERO que en el semen fresco. La vulnerabilidad ante las ERO
se debe a que la membrana espermatica es rica en fosfolipidos unidos a AGP, haciendo esta estructura
altamente susceptible al dafio oxidativo por la presencia de dobles enlaces, facilitando la sustraccion
de H*, que es el paso inicial de la lipoperoxidacion (Hernandez., 2013). El espermatozoide presenta
una organizacién especial de su material genético. Durante el proceso de espermatogénesis, estas
células tienen que atravesar por una serie de cambios donde las histonas son reemplazadas por
proteinas de transcripcion y posteriormente por protaminas, las cuales al interactuar con el ADN le
confieren una compactacion altamente efectiva y resistente, protegiendo asi la integridad del material
genético durante su paso por el tracto reproductor tanto masculino como femenino. De lo contrario,
por un mal empaquetamiento de la cromatina, el dafio se puede producir en el ADN espermético,
mismo que esta asociado a un exceso de ERO. Siendo éste una de las causas de los problemas de
fertilidad (Arenas et al., 2014).

Las fuentes principales de produccion de ERO en espermatozoides son la NADPH-oxidasa y la
mitocondria. Aunque se ha encontrado que la actividad maxima de NADPH-oxidasa esta presente en
espermatozoides testiculares, es decir, que no han pasado por el proceso de maduracién epididimaria.
Después de este Gltimo proceso, la cantidad de ERO va disminuyendo, concluyendo que la
disminucidn de la actividad de la oxidasa esta asociada y la participacion de ERO es inversamente
proporcional al grado de maduracién (Arenas et al., 2014). Otras fuentes de ERO en espermatozoides,
son los neutréfilos. La funcién que desempefian es la destruccion de patdgenos que afectan la calidad

del semen, mediante la produccion de ERO como respuesta a infecciones (Cérdova et al.,2018).

Los niveles basales y fisiologicos de ERO, juegan un papel importante en la capacitacion espermatica,

ya que intervienen en la fosforilacion de residuos de tirosina-quinasa. Existen estudios que avalan
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que este proceso proporciona estabilizacion al espermatozoide, ésto se debe a que en las fosfatasas
existe un sitio activo en donde radica la existencia de la cisteina, misma que es sensible a reacciones
“redox”. Tras la exposicion a H-O», las cisteina se oxida a acido sulfénico; esto es fundamental para
la inactivacion de ciertas vias o procesos que facilitan que el espermatozoide adquiera la capacitacion

espermatica. Es por ello, la importancia de mantener un adecuado nivel de ERO (Arenas., 2009).
8.3.- ERO en el embrién

Las ERO tienen un papel importante durante la diferenciacion del embrion; sin embargo, se considera
que el estrés oxidativo causado por estas moléculas es una de las principales causas de detencion de
desarrollo embrionario de los mamiferos durante la primera semana del cultivo in vitro. Los excesos
de las ERO como productos del metabolismo celular, tienen efectos nocivos en el embrién como dafio
a biomoléculas y apoptosis, siendo el radical «OH y el anion O .-, las principales moléculas que

provocan dicho dafio (Favetta et al., 2007).

Las ERO al ser un subproducto de la fosforilacion oxidativa de la mitocondria, es de gran importancia
el buen funcionamiento de este organelo para el mantenimiento del equilibrio redox celular, ya que
el embridén es susceptible a los cambios de este, provocando la detencion de la division y
diferenciacién en el momento de la activacion del genoma. Aunque los embriones han desarrollado
un sistema de defensa antioxidante intracelular (NADH, NADPH y GSH) complementada con la
presente en el fluido oviductal (vitamina C, E, A, etcétera), estos son sensibles, posiblemente a que

en condiciones in vivo hay un ambiente hipdxico en el oviducto (Dumollard et al.,2009).

El desarrollo embrionario se lleva a cabo cuando el espermatozoide fertiliza al ovocito y provoca el
aumento de las concentraciones de calcio y de consumo de oxigeno. Esto ultimo se desarrolla con el
aumento en los niveles de las ERO, sugiriendo que estds moléculas tienen un papel fundamental en
el control del ciclo celular, aungue actualmente se desconocen los mecanismos por los que participan
(Han et al., 2018).
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9.- Antioxidantes
9.1.-Breve historia de los antioxidantes

El término “antioxidante” se refiere a un producto quimico que no utiliza el oxigeno para su
obtencion. A finales del sigo X1X, muchos de los estudios sobre antioxidantes fueron aplicados a la
industria, entre los cuales estan: la prevencién de la corrosion del metal y en los procesos de
polimerizacion de combustibles. El primer estudio sobre la funcion que desempefian los antioxidantes
se enfoco en la prevencion de la oxidacion de grasas insaturadas, a la vez que se midio la tasa de
consumo de oxigeno. Los primeros antioxidantes que se identificaron fueron las vitaminas A y E, fue
a partir de ese momento cuando se enfocd una mayor atencion en los antioxidantes, luego de conocer
el papel de la vitamina E en el mecanismo de lipoperoxidacion e identificacion de agentes reductores

gue cumplen la funcién de eliminar el exceso de ERO de la célula (Cérdova et al., 2018).
9.2.- Definicion y tipos de antioxidantes

Los antioxidantes se definen como los compuestos o sustancias que disminuyen la oxidacién del
sustrato y son el principal mecanismo de defensa contra el dafio oxidativo inducido por los radicales
libres. Abarcan un grupo muy diverso conformado por compuestos, vitaminas, minerales y enzimas
gue son necesarias para que el organismo realice sus funciones vitales de manera adecuada. En el
aspecto reproductivo, participan en la prevencién de la oxidacion de moléculas biol6gicas y proveen
las condiciones Optimas para el desarrollo de los gametos masculino y femenino (Barroso-Villa et al,
2015). Su eliminacién va a depender, del sistema antioxidante que poseay de la expresién génica de

estos antioxidantes (Torres-Osorio et al., 2019).

Se debe tomar en consideracion que un antioxidante no siempre seré aquel compuesto que “atrape”
algun radical libre, ya que las ERO al ser consideradas como moléculas que tienen un periodo de vida
corto (nanosegundos) y una facil propagacion, se considera sumamente dificil que un antioxidante
esté presente justo en el momento para evitar los dafios producidos por estos compuestos. Esto quiere
decir que un antioxidante va a prevenir la formacion de los radicales libres y no a “atraparlos” cuando
ya estén formados, esto es realizado por las enzimas antioxidantes que catabolizan reacciones

especificas.

Al haber bajas concentraciones de antioxidantes en comparacion con los sustratos oxidables, la

oxidacidn se previene por medio de cuatro mecanismos:
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a) Agentes que remueven los radicales libres por medio de la reaccion catalitica entre ellos
b) La accién de proteinas que minimizan la actividad prooxidante al contener un metal de transicion
c) La proteccion de biomoléculas en contra el dafio oxidativo por medio de proteinas

d) Antioxidantes que son metabolitos de bajo peso molecular que actian como estabilizadores o

secuestradores de radicales libres

A través de la evolucion, los gametos han ido mejorando su sistema de defensa antioxidante para
disminuir los efectos toxicos de las ERO. Los mecanismos de accion se realizan tanto en medios
hidrofobicos como hidrofilicos donde el antioxidante debe actuar como un donador de electrones,
evitando una reaccion en cadena de oxido-reduccién comprometiendo su estructura al interactuar con

una molécula oxidante; todo lo anterior es para evitar dafios a blancos celulares (Cérdova et al., 2010).
9.3.- Clasificacion de los antioxidantes

La primera clasificacién es la division entre antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Se ha visto
gue se requiere una integracién funcional de ambos grupos para potencializar la proteccion de la
célula frente el estrés oxidativo. La defensa que proporcionan los antioxidantes es la prevencion de
la formacion de ERO, la reparacion de biomoléculas dafiadas por la accion de estos agentes oxidantes
ademas de “secuestrar” y limitar la exposicion a iones metélicos, evitando asi la formacion de

radicales mas toxicos como el *OH (Coérdova et al., 2010).

El grupo de antioxidantes enziméaticos comprende: la superéxido dismutasa (SOD), el glutation
peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT), el glutation reductasa (GR) y la coenzima-Q (Co-Q). Estas
catalizan la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los radicales libres. Posteriormente los
sustratos se regeneran a expensas de la NADPH, y se reciclan para asumir nuevamente su papel como
antioxidantes. Los no-enzimaticos abarcan aquellos compuestos tanto hidrofilicos e hidrofébicos que
arrestan radicales libres, dando origen a moléculas menos nocivas y reactivas para proteger la
integridad celular. Lo anterior se logra donando un electron al radical libre para que se pueda
estabilizar. Los principales antioxidantes no enzimaticos son las vitaminas A, C y E, también estan
incluidos algunos elementos como el glutation reducido (GSH), el &cido alapoico, los carotenoides;
los oligoelementos como la Co-Q vy, los cofactores como: el acido fdlico, &cido Urico, fenoles,

albuminay el complejo B (Cérdova et al.,2018).
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Antioxidantes enzimaticos
e SOD

Esta enzima estéa distribuida en todo el organismo y cataliza de manera eficaz la dismutacion del anion
O2-+ que es generado en la mitocondria. Existen tres tipos, SOD1 o Cu/ZnSOD ubicada en el
citoplasma, el nucleo y en la membrana externa de la mitocondria; la segunda es MnSOD o SOD2
ubicada en la membrana interna de la mitocondria; por Gltimo, esta SOD3 o EC-SOD localizada en
la matriz extracelular. Las tres tienen la misma funcién catalitica s6lo que la compartimentacion de
las diferentes SOD es debida a que O2-+ no cruza con facilidad las membranas, pero puede reaccionar
con otras moléculas generando otras de mayor difusion (Kénigsberg, 2008). Hay que considerar que
la sintesis de esta metaloproteina esta regulada por la cantidad de sustrato sobre el que actua (Blokhina
et al., 2003).

e Clutation peroxidasa (GPx)

Se le considera una selenoproteina, requiere de GSH (donador de equivalentes) para reducir el H20;
a agua. La capacidad reductora se basa en altas concentraciones de GSH, ya que esta molécula al
contener un grupo sulfhidrilo tiene capacidad antioxidante, detoxificando para mantener el equilibrio
oxidorreductivo (Kdnigsberg., 2008). GPx es de localizacion mitocondrial, citosélica y lisosomal.
También realiza la reduccion dependiente de GSH de los hidroperdxidos de acidos grasos. Se han
determinado tres formas de GPx. La forma clasica o celular que tiene mayor afinidad por el H.O; que
por lipoperéxidos, se encuentra casi en todas las células; la plasmaética que presenta afinidad por
ambos sustratos y la llamada fosfolipido hidroperéxido, que tiene afinidad exclusiva para los
lipoperdxidos, protegiendo a la célula de la lipoperdxidacion. GPx actlia de manera conjunta con SOD
y CAT para la degradacion de hidroperdxidos. Adicionalmente, GPx tiene una actividad sinérgica
con la vitamina E, potenciando la capacidad antioxidante principalmente contra la lipoperdxidacion

de los AGP de la membrana plasmatica (Cordova et al., 2010).
e (Catalasa (CAT)

Esta catalogada como enzima tetramera, su localizacién intracelular es en la mitocondria, peroxisoma
y citosol. Tiene dos funciones: catalitica y peroxidativa. Junto a la SOD, es vital para mantener la
homeostasis redox intracelular, eliminando el anién superdxido mediante su transformacion y

catalizacién en H,O; (de origen extracelular y el que se genera durante el metabolismo). La CAT,
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ademas de disminuir los niveles de H,O,, interviene en los procesos de proliferacion, diferenciacion
y muerte celular. Los diferentes tipos de CAT estan basados en los diferentes cofactores metalicos:
Zn, Cu, Fe, Mn, y Ni (Konisberg., 2008). Se tienen reportados tres tipos de CAT:

a) CAT-monofuncionales. Estas exhiben la mayor actividad de CAT con poca actividad peroxidasa,

poseen 3 dominios estructurales (barril-p, dominio de conexion y dominio a-helicoidal).

b) CAT-peroxidasas. Se caracterizan estructuralmente por la presencia de 10-hélices-o conservadas

y estan ampliamente distribuidas en las bacterias y en algunos hongos.

c) Manganeso-catalasas. Estas enzimas pueden ser homohexameros u homotetrameros, cuyo arreglo

presenta inmersos centros cataliticos de dimanganeso.
e Coenzima-Q (Co-Q)

Mejor conocida como ubiquinona, se sintetiza en todos los organismos eucariotas, ademas de que
participa en la cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa; su contenido es del 50%
en la mitocondria y su estructura es parecida a la que tiene el alpha-tocopherol. Su forma reducida, el
ubiquinol tiene funcion antioxidante evitando lipoperdxidacion y al mismo tiempo regenera la

actividad de otros antioxidantes como la vitamina E (Kdnisberg., 2008; Cérdova et al., 2018).
Antioxidantes no enzimaticos
e GSH.

Es considerado un tripéptido, es uno de los tioles no proteicos méas estudiados debido a su funcion en
la bioquimica celular, y por estar presente a altas concentraciones en todas las células, se considera
una molécula multifuncional. Su estabilidad y resistencia a la hidro6lisis, es debida al enlace entre el
glutamato y la cisteina; sin embargo, su efecto antioxidante es debido a la presencia del grupo
sulfhidrilo (SH) reducido en la cisteina. El glutation se sintetiza a partir de tres aminoacidos: glicina,
glutamato y cisteina, no obstante, estd molécula no s6lo se sintetiza en el citosol, sino en varios
organelos celulares como el reticulo endoplasmico (aunque en este predomina el GSSG) y la

mitocondria (Kdnigsberg., 2008).
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El GSH mitocondrial juega un papel critico en la modulacion de vias apoptoticas y funciona como
coenzima para la funcionalidad de otros antioxidantes como las glutarredoxinas y tiorredoxinas. Los
cambios perjudiciales en la expresion de este antioxidante comprometen la homeostasis de esta
molécula, viéndose reflejado en la progresion de enfermedades como el Alzheimer (Konigsberg.,
2008).

La funcién antioxidante de la GSH es la reduccion del H,O, a H,O en presencia de la GPx
(dependiente de Se), la GSH se transforma en GSSG. Para que la GSH recupere su capacidad
antioxidante, tiene que participar la GSSG reductasa a expensas de NADPH, a esto se le conoce como
ciclo redox. Aunque también el H,O, puede ser reducido por actividad de la catalasa, en la
mitocondria eso no es posible, debido a la ausencia de la enzima propiamente dicha. Otra funcién
importante que desempefia la GSH, es el almacenamiento de cisteina, siendo la GSH una fuente de
este aminoacido, lo que se conoce como ciclo de y-glutamil, donde al salir la GSH de la célula por
transportadores, se transfiere un grupo de y-glutamil a la cistina para formar un de y-glutamil-
amino&cido y una cisteinil-glicina. El y-glutamil-aminoacido se transporta al interior de la célula para
liberar al amino&cido y una estructura denominada 5-oxoprolina, que tiene la facultad de convertirse

en glutamato utilizado para formar més cantidades de GSH (Blay., 1989).
e Vitamina E

Es uno de los compuestos conocidos con mayor actividad antioxidante. Es un lipido del grupo de los
isoprenoides, de la familia de los tocoferoles. La forma activa de la vitamina E es el a-tocoferol, el
anillo cromado contiene un hidroxilo fendlico que es el responsable de su reduccion antioxidante.
Los tocoferoles, realizan la transferencia del hidrogeno fendlico a un radical peroxilo libre (que
finalmente resulta en la forma de radical fenoxi), llevando a cabo reacciones intermediarias. Este tipo
de reacciones lo realizan en los AGP; estos son acidos grasos caracterizados por presencia de dobles
enlaces entre sus carbonos. El contenido de AGP de la membrana mitocondrial, del reticulo
endoplasmico, ademas de la plasmatica, es afin a este compuesto. Por lo que la vitamina E, ademas
de estar a altas concentraciones en estos sitios, participa en la reduccion de la formacion de radicales
lipidicos dando lugar a radicales tocoferilo (compuestos menos reactivos) que, mediante reacciones
quimicas, facilmente pueden convertirse en su forma reducida gracias a la participacion de la
Vitamina C. Hay estudios que han concluido que la Vitamina E también neutraliza el oxigeno

singulete, captura el *OH, O-¢, y neutraliza peroxidos (Cordova et al., 2018).
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e VitaminaC

Mejor conocida como &cido ascdrbico, la vitamina C es uno de los antioxidantes mas poderosos
conocidos actualmente. Esta caracterizada por tener un bajo peso molecular, participa como coenzima
en varios procesos enzimaticos en un medio acuoso (Budani y Tiboni., 2020). Disminuye los niveles
de O--, H,O2 y el i6n hipoclorito. Asi mismo, protege contra el dafio oxidativo a moléculas de
importancia biol6gica (ADN, aminoacidos). Se encuentra bajo la forma de ascorbato, su distribucién
es tanto intracelular como extracelular y la manera en la que abate el efecto de las ERO, (O-+, *OH y
varios hidroperoxidos lipidicos) es por la interaccion directa, donando electrones al radical libre y
convirtiéndose en un radical ascorbico, considerado quimicamente estable, pero al mismo tiempo
regenerando la vitamina E. La forma en la que se puede regenerar la vitamina C es mediante la
participacion del NADH y NADPH. Aunque es considerado un antioxidante también puede participar
como un prooxidante siempre y cuando existan metales de transicion como el Fe*3 y Cu*? (reaccion
de Fenton). El resultado de esta reaccion es *OH que se propaga y afecta la estructura y funcion de

las membranas bioldgicas (Cordova et al.,2010).

En la literatura se reporta la existencia de efectos sinérgicos de la vitamina C y E; la actividad
antioxidante en conjunto se ha visto potencializada al doble, disminuyendo la lipoperoxidacion y

regulando la actividad de la enzima NADPH-oxidasa en las células (Kénisberg., 2008).
e Vitamina A

Pertenece al grupo de antioxidantes lipofilicos. Para llevar a cabo sus funciones, requiere
oligoelementos como Cu, Fe, Zn, Se y Mn. Neutraliza el oxigeno singulete, capturas radicales *OH
ademas de que uno de los papeles fundamentales en la actividad antioxidante es que participa
eficazmente en la regeneracion de la vitamina E. El mecanismo antioxidante es evitando la interaccion

entre los enlaces dobles conjugados de la cadena de los lipidos y los radicales (Cérdova et al.,2010).
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9.4.- Mecanismos de accién de los antioxidantes

Vitamina E

Su mecanismo de accion esta considerado como una de las barreras de la lipoperoxidacion en &cidos
grasos. Los tocoferoles (que es otro nombre con el que se le conoce a vitamina E) act(an
interrumpiendo lo que se conoce como “reaccion en cadena” (Benitez., 2006). En comparacion con
otras vitaminas, no reacciona acoplado a otra enzima, su mecanismo de accion esta dado a través de

su sitio activo “~-OH” (K&nisberg., 2008), que esta sefialado en la Figura 4.
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Figura 4. Estructuras de (I) d-a-tocoferol y (11) d- a-tocotrienol;
ubicacion del sitio activo (tomado de Konisberg., 2008).

La forma en la que vitamina E inhibe la lipoperoxidacion, es a través de una reaccion con el radical
peroxilo (ROQe¢), resultado de la uniéon de un lipido radical (Re) que reacciona rapidamente con el
oxigeno, formando el radical a- tocoferilos. Es aqui donde surge la deslocalizacion de un electron
sobre el anillo aromatico donde se encuentra el sitio activo, por tanto, el electron se vuelve
insuficientemente reactivo para abstraer al hidrogeno del grupo metileno de los &cidos grasos
poliinsaturados que forman parte de la membrana plasmatica. Al ser el a- tocoferilos un producto de
terminacion, lo que lo hace menos reactivo es la deslocalizacién del electron desapareado del oxigeno
en su anillo aromatico. En este anillo se da su regeneracion, gracias a la vitamina C que dona dos
electrones; esta ultima a su vez se regenera por la accion de la NADH, resaltando el efecto cooperativo
del a- tocoferol y el acido ascorbico. El otro mecanismo que puede ocurrir es que, el a- tocoferiloe
puede unirse a otro radical libre o actuar nuevamente como antioxidante al ceder un segundo atomo
de hidrégeno, convirtiéndose en una forma estable denominada tocoferil-quinona (Kdnisberg., 2008).

Esto se representa en la Figura 5.
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Figura 5. Mecanismo de accién de la vitamina E y su efecto
cooperativo con el &cido ascorbico (modificado de: Kdnisberg., 2008).

Vitamina C

La denominacion “ascorbato” alude a la presencia de dos grupos -OH, los cuales le otorgan el caréacter
acido que influye en las funciones bioldgicas dependientes del potencial de oxidorreduccion. Al
reaccionar con las ERO, el ascorbato da lugar al radical ascorbilo (A¢). Un mecanismo bastante
estudiado es su capacidad de poder regenerar a otros antioxidantes como el 3-caroteno, el glutation
(GSH) y el a-tocoferol, distinguidos por su bajo peso molecular. El ascorbato posee un potencial
redox bajo, lo que hace que pueda ceder electrones a otras moléculas radicales de mayor potencial.
Al igual que el ascorbato, el radical ascorbilo es poco reactivo debido a la resonancia de su electron
desestabilizado. Otro evento importante es la dismutacién donde dicho radical se convierte en
ascorbato o &cido dehidroascdrbico (DHA). La regeneracion del ascorbato puede ocurrir por procesos
tanto enziméaticos como no enzimaticos, dependiendo del sustrato. A partir del radical ascorbilo, la
reduccidén es por la accion de las enzimas tiorredoxina redutasa o semidehidroascorbato reductasa
dependientes de NADPH; mientras que a partir del DHA, la reduccion puede ocurrir de forma
enzimética por la participacion de las enzimas tiorredoxina reductasa o glutarredoxina, ambas
dependientes de GSH. La forma no enzimatica es gracias al GSH y una molécula de &cido lipbico
(Figura 6). Lo anterior significa que el ascorbato se caracteriza por una menor reactividad en
comparacién con otras ERO, ayudando a mantener el potencial reductor celular en la célula y el

equilibrio entre prooxidantes y antioxidantes (Kdnisberg., 2008).
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Figura 6. Esquema representativo del reciclaje
intracelular del ascorbato (tomado de Konisberg., 2008).

El ascorbato tiene otro mecanismo sinérgico con el a-tocoferol que se lleva a cabo en la membrana
celular, donde se genera un lipido radical (R¢) como producto del ataque de un radical (X¢) a una
molécula lipidica, misma que reacciona con el oxigeno formando peroxilo (ROs>), iniciando la
“reaccion en cadena”. Esta ultima es interrumpida porque el a-tocoferol reacciona con el peroxilo,
formando el a-t * que puede reaccionar con otro radical peroxilo para dar lugar a un aducto terminal
(TocOOR). Seguido de ello se regenera por la accion del ascorbato, para formar un radical ascorbilo
(A*) el cual se convierte en DHA Yy, por Gltimo, en ascorbato (Konisberg., 2008). Este mecanismo

esta sefialado en la Figura 7.
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Figura 7. Regeneracion del a-tocoferol a partir del
radical a-Tocoferil® (tomado de Konisberg., 2008). 50




Vitamina A

Para proteger la integridad celular del estrés oxidativo, los carotenoides tienen un mecanismo para
suprimir el oxigeno singulete (*O,) mediante la absorcion de energia, transformando esta molécula
en su estado fundamental (302), caracterizado porque en su configuracién electrénica hay dos
electrones desapareados. Cuando el carotenoide absorbe energia, ésta se disipa en forma de calor, lo
que hace que la célula retorne a su estado basal. La capacidad de suprimir a las ERO (como el 0,)
estad relacionada con el nimero de anillos presentes en los carotenoides, denominados sistema de
anillos dobles conjugados, que es el que le confiere la actividad antioxidante; ademas de que influye
en el modo en que son incorporados a las membranas bildgicas y se puede realizar de tres formas
(Kdinsberg., 2008):

e a) Latransferencia de un electron. Aqui se forman como producto los carotenoides radicales
(CAR®) en forma de cation, anion o radical alquilo. La reaccion es: ROO+ + CAR — ROO- +
CAR+

e b) Laremocion de iones de hidrégeno. La reaccion es: ROO* + CAR — ROOH + CAR+

e () La adicion de especies radicales: se da la interaccion especialmente entre los peroxilos y
cualquier punto del carotenoide, formando un aducto terminal estabilizado por resonancia
(ROO-CAR?®) y, por lo tanto, sea menos reactivo. La reaccion es: ROO* + CAR — ROO-
CAR-

La vitamina A tiene una actividad sinérgica junto con otras vitaminas (C y E) para ayudar en su
regeneracion que ocurre mediante la conversion del caroteno en un radical CARe al transformar un
radical TOH++, CAR® es eliminado por la acciéon de ASCH2 donde este Gltimo se transforma en
radical ASCe. La transformacion de ASCe es mediante l0s procesos tanto enzimaticos como no
enzimaticos ya descritos.La sinergia de los antioxidantes es considerada como un “sistema”, ya que
el exceso o falta de las concentraciones adecuadas promueve la accion prooxidante aumentando los

niveles especificamente de carotenos que reaccionan con radicales CARe (K0Onisberg., 2008).

e Polifenoles

Los polifenoles, proporcionan proteccion al ADN dado su mecanismo quelante de metales pesados
como el Cu y el Fe. Las estructuras de los muchos tipos de polifenoles son determinantes importantes
en la potencia antioxidante, formando complejos con los iones metélicos caracterizados por ser menos

reactivos debido a la resonancia (Nimse et al., 2015).
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10.-ANTECEDENTES

Los antioxidantes no solamente se han utilizado en especies animales de interés econémico sino
también en raton, bufalo, perro entre otros. Como los resultados entre especies son variables, la
investigacion de la funcionalidad de los gametos es una tarea complicada. Algunos de los resultados

obtenidos son los siguientes:

Dentro de los antioxidantes que se han empleados en los medios de cultivo, esta la vitamina A (5
M) utilizada en bovino (Livingston et al., 2004), y en porcino (100 uM) (Jeong et al., 2006) y la
vitamina E en el raton (Farzollahi et al.,2016). Estas vitaminas adicionadas a los medios de
maduracién in vitro favorecen el desarrollo embrionario. Otros compuestos utilizdos como el acido
asclrbico en bovino, mostrando resultados discordantes provocando citotoxicidad, ningin aumento
en la MIV ni en el desarrollo embrionario (Coérdova et al., 2010), mientras que en el raton mejoré los

porcentajes en la maduracion citopldsmica y nuclear de ovocitos (Tao et al., 2004).

La suplementacién con cisteina al medio de maduracién y fertilizacion in vitro y los factores de
crecimiento al cultivo in vitro en bovino beneficiaron el desarrollo embrionario , al igual que la
combinacion de insulina-transferrina-selenio afiadida durante en la MIV en ovocitos porcinos que
optimizo6 la calidad de desarrollo embrionario (Jeong et al., 2006). Los microelementos que se han
afladido al medio de MIV de bovinos como el Zn?*, aumentaron el porcentaje de blastocistos y
disminuyeron la produccién de ERO (Anchordoquy et al., 2010); lo mismo se observ6 en el
porcino(Jeong et al., 2006). La utilizacion de diferentes concentraciones de Fe?*y Cu?*en el medio
de MIV en bovinos, no afectaron la tasa de maduracion, pero aumentaron los porcentajes de
embriones de 8 células, moérulas y blastocistos (Herradon et al., 2007). La suplementacién con
sustancias antioxidantes en los medios de cultivo utilizados en la PEIV, han aumentado el porcentaje
de desarrollo embrionario, aungue no de una manera considerable. En el Cuadro 2, se resumen los

efectos antioxidantes de algunos compuestos utilizados.
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Cuadro 2. Antioxidantes en la PEIV de especies animales productivas

Compuesto

Concentracion

Especie

Resultados

Autor (es)

a-tocoferol y
L-acido

ascorbico

L-carnitina

Quercetina

Acido félico

Acido

Lisofosfatidico

Melatonina

Jalea real

Extracto de té

verde

Acido lipoico

100 puM

5 mg/mL

1 pg/ml

100 uM

10 uM

25 ng/ mL

10 mg/mL

0.3 mg ml-1

25 uM

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Porcino

Caprino

Caprino

Caprino

-Aumentan la calidad y porcentaje de desarrollo
embrionario: 32.4% con respecto al grupo control,
17.6 %.

-Aumenta el porcentaje de embriones respecto al
control utilizando L-acido ascorbico: 25. 9% > 15
%. Aunque se recomienda utilizar como primera
opcion el a-tocoferol.

-Disminuyen la apoptosis

-Reduce los niveles de las ERO en blastocistos y
mejora del desarrollo potencial de ovocitos.
-Aumenta el contenido del GSH.

-Después de la activacion partenogenética se
obtuvieron 44.5 % de blastocistos que es menor
con respecto al grupo control, 37.4%.
-Disminuye el nimero de células apoptdticas
durante el desarrollo embrionario respecto al
control: 9.2 % > 5.6 %.

-Incrementa las tasas de blastocistos después de

la activacion partenogenética respecto al control:
24.3 % > 16.8 %.

-Reduce los niveles de ERO.

-Concentraciones elevadas son tdxicas.

-Reduce las ERO y mejora la calidad de
desarrollo embrionario.

-Aumenta el porcentaje de desarrollo embrionario
después de la activacion partenogenética con
respecto al control: 5.6 % > 12.7 %.

-Aumento de la tasa de blastocistos respecto al
control: 37.5 % > 26.9%.

-Disminucioén de la polispermia; 23% > 14 %.
-Aumenta la cantidad de ovocitos maduros.

-En el medio de MIV no incrementa el desarrollo
embrionario.

-En el medio de cultivo embrionario produce
mayor tasa de blastocistos respecto al control:
10.7 % > 4.02%.

-Incrementa la tasa de maduracion de ovocitos y
de blastocistosin vitro respecto al control: 15.5 %
> 33.8%.

-Favorece la expresion de genes apoptoticos
como BAX, STAR, PTGS2 y HAS2.

-Aumenta la tasa de ovocitos en metafase 11 y de
blastocistos respecto al control, 30.90 % > 15.
78%.

-Incrementa la concentracion de GSH en ovocitos
maduros.

-Disminuye la tasa de apoptosis en los
blastocistos.

-Favorece la expresion de genes antioxidantes en
ovocitos.

-Aumenta el porcentaje de blastocistos con
respecto al control: 24 % > 18.4%.

Jeong et al.,
2007

Wuetal.,
2011

Kang et
al.,.2013

Sato et al.,
2013

Zhang et al.,
2015

Do et
al.,2015

Valiollahpo
oretal.,
2015.

Barakat et
al., 2014.

Zhang et al.,
2013.
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|
Cobalamina 200 -Mejora la calidad y la maduracion de los Zacchini et
pM ;
0VOCitos. _ ) _ al 2017
-No se observan diferencias en la produccién de "
blastocistos: 44.32% vs 36.7%.
Piridoxina 250 uyM Bovino -Mejora la calidad embrionaria e incrementa el Aboelenain
ntmero total de células. ctal. 2017
-Aumenta el porcentaje del desarrollo " )
embrionario: 32.4 % > 17.6 %
-Inhibe la actividad de la catepsina .
Resveratrol 1.0 uM Bovino -Incrementa los niveles de GSH. Wang et al.,
-Mejora la expansion de las células del cimulo y 2014
la formacion del primer cuerpo polar.
-Aumenta la tasa de blastocistos: 30 % > 21%.

Ovino
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11.- OBJETIVOS GENERALES

-Analizar el efecto de los antioxidantes en el medio de M1V, asi como su impacto en la fertilizacion

y desarrollo embrionario de diferentes especies domésticas de interés econémico.

-Realizar una revision bibliogréafica del estado actual de los estudios sobre el uso de los antioxidantes
en la PEIV.

12.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Lasuplementacion con antioxidantes en el medio de MIV mejoraré la calidad, viabilidad y potencial

de los embriones e incrementara el porcentaje del desarrollo embrionario?
13.- JUSTIFICACION

Actualmente, la demanda de especies productivas ha aumentado de manera importante, con fines de
consumo de alimentos de origen animal y de investigacion. En gran medida, el aumento de la
produccion depende de los avances cientificos y tecnoldgicos que se alcanzan en el campo de la
reproduccidn, cuyos logros se consideran significativos, prestando mayor atencion a los programas
de manejo reproductivo. Por lo tanto, se busca mejorar los protocolos de PEIV, proponiendo
alternativas que cumplan con la peticion tanto econémica como de investigacion, ademas de ampliar

el conocimiento acerca de los eventos que suceden en la reproduccion.

Las tasas reportadas de desarrollo embrionario de diferentes especies domésticas no son
suficientemente altas ya que no alcanzan el 50%, atribuyendo estoa diversas causas, una de las
principales: el estrés oxidativo. Para disminuir las consecuencias de esta Gltima, se han realizado
estudios con diferentes antioxidantes afiadidos al medio de M1V en las especies de interés econdémico.
Los resultados apuntan a una mejora en la calidad embrionaria y in aumento en la tasa de blastocistos,
pero no ha sido lo suficientemente alto como para estandarizar algun antioxidante en los protocolos
de la PEIV, haciendo necesario méas estudios para la comprension de los mecanismos celulares y
bioguimicos de los gametos masculino y femenino, asi como de la accion y toxicidad de los

antioxidantes en los medios de cultivo.

El enfoque de esta tesis pretende resaltar la importancia de la suplementacion de los antioxidantes,
para potencializar los resultados de la PEIV; ademas de resaltar la importancia y su aplicacion en

investigaciones donde se destacan resultados prometedores.
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14.- METODOLOGIA

Este trabajo se baso en la revision bibliografica de la funcion e importancia de los antioxidantes en
los medios de cultivo para la produccién de embriones in vitro en especies domésticas. El orden de

la recopilacion y el analisis de la informacién fue el siguiente:

1. Busqueda de los medios de cultivo para la produccién de embriones, misma que se llevé a cabo
mediante el uso de palabras clave en los buscadores : Production of mammalian embryos, culture

medium, preimplatantion embryos, oocyte development, fertilization, embryo development.

2. BUsqueda de informacién acerca de antioxidantes y estrés oxidativo en buscadores utilizando las

siguientes palabras clave: antioxidants, ROS in reproduction, oxidative stress.

3. Busqueda de articulos de investigacion, tesis y libros mediante Google Schoolar en PubMded,
también se utilizaron otros buscadores como: Scielo, Redalyc, Dianelt y RefSeek. EI nimero de
articulos seleccionados fue de 50 publicados del 2016 al 2020.

4. Recopilacion y anélisis de la informacion.

5. Descripcion de la revision bibliogréfica
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15.- Estado actual de los estudios sobre el efecto de las ERO en la maduracion, fertilizacion in
vitro en diversas especies animales de interés econdmico (porcino, bovino, ovino, caprino) y en

humano

Los resultados exitosos para cada una de las especies animales de interés econémico dependen de
muchos factores ya mencionados en la introduccion, aunque los estudios reflejan que uno de los
principales factores es el estrés oxidativo, producido por un exceso de ERO. Ademas, la propia
manipulacion de los gametos y embriones en condiciones de laboratorio altera su funcionalidad,

manifestandose en un mecanismo de defensa antioxidante ineficiente (Torres-Osorio et al., 2018).
15.1.- Antioxidantes afiadidos a los medios de cultivo para la PEIV

Los antioxidantes en la reproduccion animal regulan las funciones y la sobreproduccion de ERO. Un
sinfin de compuestos siguen probandose actualmente entre las diversas especies para determinar las
diferencias en cuanto a concentraciones, farmacocinética, toxicidad; pero, sobre todo, efectividad.
Ademas de que cumplen una funcién importante en el mantenimiento del equilibrio redox del
metabolismo reproductivo. Los sistemas antioxidantes, estan presentes también en el ambiente
reproductivo y células germinales, su efectividad ha sido probada en modelos como el ratén, en donde

los ovocitos mejoran su calidad (Lian et al.,2013).
15.1.1.- Antioxidantes utilizados en el ganado porcino

El valor biomédico de la especie porcina como modelo de estudio para enfermedades y la aplicacién
sobre la edicion de genoma, es indiscutible. Con el constante crecimiento de la poblacién ha ido en
aumento la demanda de la carne , debido a que es sumamente accesible para la poblacion. La RA
(definida como conjunto de técnicas que sustituyen los procesos naturales de fecundacion) para la
obtencion de embriones a gran escala, en esta especie especificamente, alin no es una realidad. Los
protocolos no estan del todo estandarizados ya que existe una baja tasa de embriones monospérmicos

gue no rebasa por mucho el 45% (Romar et al., 2019).

En su ambiente in vivo, los ovocitos se encuentran protegidos contra el dafio oxidativo, mientras que
en in vitro tienden a experimentar un mayor estrés oxidativo por la carencia de sistemas antioxidantes,
ya descritos. La adicion de agentes antioxidantes contrarresta los efectos perjudiciales de las ERO;
numerosos compuestos han sido afiadidos a los medios de cultivo en el porcino, entre los cuales hay

proteinas, acidos grasos, vitaminas y oligoelementos. Tomando en cuenta que los ovocitos requieren
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compuestos para inhibir los efectos de las ERO, la informacion que se presenta es el avance de la
suplementacion en los medios de cultivo con diversos antioxidantes; muchos han sido los compuestos
a los que se les ha atribuido un potencial antioxidante, con base en los estudios quimicos realizados.
Sin embargo, aun existen diversos compuestos con caracteristicas antioxidantes que se pueden
agregar a los medios de desarrollo embrionario. Estos van desde compuestos presentes en algunas
algas hasta extractos de plantas, y que incluso, algunos pueden interactuar con otros antioxidantes y

potencializar la proteccion del ovocito frente a las ERO (Torres-Osorio et al., 2019) .

Un compuesto utilizado del que existen pocos reportes es la ficocianina, considerada como un
antioxidante que es obtenido de las microalgas o algas verde-azules como la espirulina. Se evalu6 la
maduracion y la competencia de desarrollo embrionario después de la activacién partenogenética,
aunque se observé que la concentracion de 5 ug / mL no increment6 la maduracion de los ovocitos,
es decir, no se obtuvo mayor desarrollo de blastocistos activados partenogenéticamente. Ademas,
aumentd la expansion de las células del cimulo y en blastocistos clonados la proliferacion celular y,
por ende, la expresidn de genes implicados en la pluripotencia celular (SOX2 y NANOG). Por tltimo,
se observd mayor actividad mitocondrial y disminucion en la actividad de la catepsina B (implicada
en la apoptosis) (Liang et al.,2018).

La proteccion de la actividad mitocondrial por parte de la ficocianina ya se habia comprobado en un
estudio previo, donde se concluyé que la dosis de 5 pg/mL aument6 significativamente la formacion
de blastocistos y la tasa de eclosion. Ademas, la adicion del H,O, que indujo la disfuncion
mitocondrial fue reducida por la presencia de la ficocianina; también evito la apoptosis, el dafio al
ADN, la autofagia y conscuentemente mejord la calidad del ovocito. Asi se concluyé que la

ficocianina tiene efectos benéficos y potencial antioxidante (Niu et al.,2017).

Otro compuesto presente en algas es la laminarina, polisacéarido de reserva especificamente en algas
pardas y algunas plantas. Se le han atribuido propiedades anticancerigenas, reduce el grado de estrés
oxidativo inducido por lipoperdxidacion. Si bien los antioxidantes son agregados durante la MIV,
cuando la laminarina fue agregada en el medio de desarrollo de embriones a una concentracién de 20
pg/mL se obtuvieron resultados positivos. Se adquirié un mayor potencial mitocondrial, un aumento
en la sintesis de GSH y la induccion de la expresion del gen de activacion del genoma (YAP-1) (Jiang
etal., 2018).
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Se ha detectado un compuesto presente también en frutos citricos, denominada B-criptoxantina, esta
es una vitamina del grupo de los carotenoides. Su potencial antioxidante se ha atribuido en estudios
de anticancerigenos y estudios donde se observé que suprime la lipoperdxidacion. Adicionada en el
medio de MIV, en concentracion de 1 pM disminuye el estrés oxidativo, incrementa el contenido

GSH, mejora la extrusion del cuerpo polar y aumenta la tasa de blastocistos (Park et al.,2018).

Otro antioxidante que se encuentra en los frutos citricos es la hesperetina. Este es un flavonoide
glicosado que al suplementarlo en el medio de MIV de ovocitos a 100 uM, disminuyo los niveles de
estrés oxidante y se incrementan los niveles de GSH y la expresidn de enzimas antioxidantes. En el
caso del desarrollo embrionario, se mejoran los porcentajes de blastocistos en comparacién con el

grupo control (Kim et al., 2019).

Un estudio similar al de la ficocianina, fue llevado a cabo con &cido clorogénico que es un éster
derivado del &cido cafeico. Este también presenta efectos antioxidantes similares a los de la
ficocianina. Este al igual que los compuestos ya mencionados, esta presente en muchos frutos. En la
evaluacién realizada, usando medio de MIV suplementado con este fitoquimico, se hallé que una
concentracion de 50 uM, incrementa las tasas de MIV, FIV y blastocistos. Al agregarlo en la etapa
de MIV, se observé que previene el dafio al ADN inducido por tratamientos con 1 pM de H,O;
(Nguyen et al., 2017). Otros trabajos experimentales, han permitido acumular evidencia del efecto
antioxidante del acido clorogénico; en una publicacion, se demostro que al afiadirlo al medio de MIV,
repercute en las subsecuentes etapas de la PEIV, principalmente en el desarrollo embrionario donde,
después de la FIV, los ovocitos sometidos a electroporacion y previamente suplementados en la
maduracion con 50 pmol/L, presentan mejoria significativa en la tasa de ovocitos que se desarrollaron
en blastocistos al mismo tiempo que mejora su calidad (Nguyen et al., 2018). Un estudio mas reciente
en el que se evalud la MIV en presencia de acido clorogénico, determind que los ovocitos sometidos
a estrés por calor alcanzaron una mayor etapa de desarrollo en comparacion con el grupo control,
ademéas de una mayor cantidad de células por blastocisto. Lo anterior, comprueba de manera

incuestionable el potencial antioxidante del &cido clorogénico.

Otrode los antioxidantes, adicionado durante la M1V, es el resveratrol. Catalogadocomo un polifenol
con propiedades antiapoptoticas y antiinflamatorias, este compuesto ya ha sido utilizado también en
otras especies para la PEIV. Especificamente en el porcino, se han hecho varios estudios del impacto
de este fenol, encontrdndose que incrementa la cantidad de GSH, a la par que disminuye los niveles

de ERO, mismos que se ven reflejados en el incremento del porce ntaje de ovocitos maduros; ademas
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de que aumenta la expresion de genes implicados en la sintesis de factores de transcripcion de la
mitocondria (TFAM, POLG y PGCla) (lto et al.,2020).

Otra sustancia que previene la oxidacion es la melatonina, una hormona definida como multifuncional
debido a la variedad de funciones bioldgicas en las que se desempefia. Por sus propiedades
antiapoptoticas, estd comprobado que reduce los niveles de formacion de ERO, provee proteccion al
ovocito porcino del estrés por calor y de la toxicidad de compuestos como la aflatoxina B1 (Cheng et
al.,2019), regula la maduracion y preimplantacién del embrion, mejora la sintesis del GSH
(Poniedzialek-Kempny et al.,2020), disminuye apoptosis mitocondrial depurando el anion SOe-
(Park et al., 2018) y el metabolismo de lipidos (Jin et al., 2017).

La vitamina C, fue de los primeros antioxidantes en utilizarse en los medios de cultivo para la PEIV.
A pesar de sus muy conocidas propiedades y potencial antioxidante, se ha buscado evaluar otras
variables con la adicién de esta vitamina. Entre sus efectos ya conocidos, la vitamina C incrementa
los niveles de GSH, reduce los niveles de ERO y mejora la competencia de desarrollo del ovocito
después de la activacion partenogenética. La suplementacion del medio de cultivo para el desarrollo
embrionario con este compuesto incrementa significativamente el desarrollo embrionario
(Poniedzialek-Kempny et al., 2020). Se ha visto que interviene en la regulacion del estado epigénetico
de la cromatina, debido a su funcidn catalitica, actuando sobre los iones ferrosos que intervienen en
los procesos de hidroxilacion y desmetilacion. Estos realizan multiples funciones celulares, entre las
cuales estan: el metabolismo de lipidos, la expresion de genes como la BMP15 (proteina
morfogenética del hueso, que en el ovocito participa en la proliferacién de las células del cimulo),
entre otros (Yu et al., 2018). Los efectos anteriores se observaron cuando se dieron tratamientos de
250 UM (Yu et al., 2018).

De los elementos més recientemente estudiados, estan los que figuran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Antioxidantes utilizados en la maduracion in vitro de ovocitos porcinos.

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)

Mogrosida V 20 uM -Extracto de una planta de | -Reduce de los niveles de las | Nie et al.,
origen chino, glucésido | ERO. 2020
derivado del curcubitano. -Mejora el potencial de

membrana mitocondrial.
-Aumenta el porcentaje de
blastocistos (29 % > 42%).

Baicalina 0.1 pg/ mL ! -Flavonoide y antioxidante | -Aumenta la tasa de | Guo et al,,
que es extraido de una planta | maduracion y de expresion de | 2019.
de origen oriental. genes relacionados con la

expansion de las células del
cumulo, contenido de ATP y
del potencial de membrana
mitocondrial.

-Incrementa el porcentaje de
desarrollo embrionario (49.5
% > 27.2 %).

Timosina 1 mg/l mL Péptido formado por 28 | -Mejora el desarrollo | Poniedziale
aminodcidos, se desconocen | embrionario (122 % > | k-Kempny
muchas de sus funciones | 6.25%). La transferencia de | etal., 2020
reproductivas, pero se le | los embriones en etapa de
atribuye su papel en la | blastocisto fue exitosa; los
esteroidogénesis en las | lechones nacieron vivos (16
células de la granulosa. lechones).

Acidos grasos | 50.0 uM Forman parte de la familia | -Aumenta las tasas de division | Hoyos-

poliinsaturados de omega-3 y de los | ynUmero de células. Marulanda
fosfolipidos de la | -Disminuyen los lipidos en | etal., 2019.
membrana, participan en las | ovocitos y embriones.
vias de sefializacion celular, | -Disminuye el porcentaje de
el metabolismo de | blastocistosl: 4cido
prostaglandinas y hormonas | eicosapentanoico (25.4 % <
esteroides y la transcripcion | 37.8 %), mientras que el acido
de genes implicados en el | docosahexanoico (36.4 % >
metabolismo de lipidos. 27.3%).

10 uM Triterpeno en extracto de la | -Mejora el potencial del | Qi et al,

Acido asiatico hierba Centella asiatica. desarrollo embrionario 2020.

-Disminuye la cantidad de
H20: inducido

-Aumenta el contenido de
GSH y atenua la disfuncidn
mitocondrial

-En el cultivo de desarrollo
embrionario  aumenta el
porcentaje de blastocistos (31
% > 20 %).

Leonurina 40 pM Pseudoalcaloide con | -Disminuye las ERO. Luo et al,
propiedades -Incrementa los niveles de | 2020.
antiinflamatorias que | GSH.
protege la funcién | -Promueve la expresion de

antiapoptotica mitocondrial.
Extraido de la agripalma
china.

genes relacionados con la
pluripotencia  (NANG) vy
regulacion de la autofagia en
blastocistos.
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-Aumenta el porcentaje de
blastocistos partenogéneticos
(70 % > 43%).

Acido 1mg/mL Glucosaminoglucano, -Promueve la viabilidad de los | Sato et al.,

hialurdénico presente en fluidos y tejidos | ovocitos. 1990
de mamiferos, producido | -Adicionado en el medio para
por las membranas | el desarrollo embrionario,
plasmaticas de las células. | mejora del potencial
Participa en el proceso de | embrionario.
capacitacion espermética y | -Disminuye el nivel de ERO. | Romek et
en la expansion de las | -Aumenta el porcentaje de | al., 2017.
células del cimulo. embriones  partenogenéticos

(53.1 % > 77.3 %).

Cianidina 100 uM Antioxidante de la planta de | -La adicion en el medio de | Hicks et al.,
Sauco. Participa en la | MIV, mejora el desarrollo | 2020.
prevencion de la oxidacion | embrionario (44 % > 21 %).
de lipidos y proteinas. Por | -Disminuye las ERO y la
deficiencia de electrones | incidencia de la polispermia.
puede reaccionar facilmente | -Aumenta la actividad de la
con ERO. CAT y contenido de GSH .

Icariina 5 uM. Flavonoide, extraido de una | -Promueve la expresién de | Yoon et al.,
planta medicinal de origen | genes antiapoptéticos. 2020.
oriental del género | -Aumenta el porcentaje de
Epimedium, Posee | blastocistos (22.9 % > 37.8
propiedades antioxidantes e | %o).
inflamatorias. Actla como | -Disminuye los niveles de
un fitoestrégeno que activa | ERO.
los receptores estrogénicos.

Imperatorina 40 uM Derivado de furanocumarina | -Durante el cultivo de | Luo et al.,
y extraido de plantas | embriones in vitro,reduce la | 2020.

orientales como Angelica
dahurica, posee actividad
antiinflamatoria y
antimicrobiana.

apoptosis y autofagia.
-Aumenta el porcentaje de
desarrollo embrionario (49.40
% > 38.5 %).

-Mejora la actividad
mitocondrial en embriones de
4 células.
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En la Cuadro 3, muchos de los compuestos fueron afiadidos en el medio de MIV. Esto debido a que
se ha relacionado la competencia del ovocito con el desarrollo embrionario. Durante la maduracion
del ovocito se dan dos eventos importantes: la maduracién citoplasmica y la maduracion
nuclear,eventos estan relacionados con la calidad del embrion subsecuente. El término “competencia
del ovocito” abarca varios aspectos, la mayoria estan enfocados en alcanzar dicha etapa embrionaria,
es decir, la capacidad para reanudar la meiosis, la division celular después de la fertilizacidn hasta
desarrollarse a la etapa de blastocisto, inducir un embarazo 6ptimo y que llegue a término. Tanto en
la maduracidn citoplasmica como en la nuclear, ocurren eventos importantes que apoyan el desarrollo
embrionario posterior, por ejemplo: la modificacion de la maquinaria de transcripcion de moléculas
importantes para promover las cascadas de sefializacion para la activacion del genoma embrionario
(Sirad et al., 2006).

15.1.2.- Antioxidantes utilizados en el ganado bovino

La MIV de ovocitos de bovino, también es considerada una etapa crucial que apoya el desarrollo
embrionario, a diferencia de los ovocitos madurados in vivo, los ovocitos madurados in vitro, tienen
menor competencia de desarrollo. Al ser una especie poliéstrica continua, se busca obtener embriones
de calidad para distintos fines: clonacidn, investigacién médica, alimento (leche y carne) y produccion
de lana, entre otros. Particularmente las vacas lecheras han perdido fertilidad, esto debido a cambios
metabdlicos para satisfacer la demanda de la produccion lechera. Las pérdidas embrionarias son altas

lo que se le atribuye a la disminucién de la competencia del ovocito (Lonergan et al., 2016).

En los bovinos se han utilizado antioxidantes que van desde vitaminas y oligoelementos como la L-
carnitina, el &cido lipdico y la L-cisteina, que confieren beneficios como la disminucién de ERO. Por
las multiplés propiedades de los antioxidantes, se han combinado para observar si se potencializa su
efecto. Tal es el caso de la combinacion de a-acido lipoico, acetil-L-carnitina, N-acetil-L-cisteina, en
donde las concentraciones respectivas de 10 uM, 5M p y 10 uM, reducen el estrés oxidante y por lo
tanto incrementan los niveles de GSH. También se han afiadido otros compuestos conocidos como
las vitaminas C, E y A, y el resveratrol (tanto en la MIV con desarrollo embrionario) (Hassan et al.,
2020). En los Gltimos 4 afios, los estudios sobre el efecto de los antioxidantes en la M1V de ovocitos
estan enfocados principalmente al uso de extractos herbales, a los cuales se les concede la propiedad
antioxidante, que como ya se ha visto en otras especies, estos compuestos tienen efecto,
principalmente en la disminucion de ERO que afecta a los gametos y, por ende, al desarrollo

embrionario. En la Cuadro 4 se muestran los antioxidantes utilizados recientemente.
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Cuadro 4. Compuestos antioxidantes utilizados en la PEIV de embriones bovinos.

eicosapentaenoico

de la serie omega 3 (w-3).
Precursor de
algunos eicosanoides:

la prostaglandina-3 (un
agregador plaquetario),

el tromboxano-3 'y

el leucotrieno-5.

-A  concentraciones altas
altera la produccion de SOD
y GSH.

-En combinacion  con
cisteina mejora el desarrollo
embrionario de 8 a 16
células.

-Aumenta el porcentaje de
blastocistos (15 % > 6.3 %6).

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)
Acido 100 nM Acido graso | -Reduce la acumulacion de | Nikoloff et
poliinsaturado no esencial | lipidos al., 2020

Quercetina 2 uM Quercetina: flavonol, | -Todos los grupos con | Sovernigo et
Cisteamina 100 uM potente antioxidante y | antioxidantes tuvi_eron al., 2017.
buen quelante de metales. | mayor tasa de blastocistos
Carnitina 0.5mg/mL Cisteamina: derivada de la | en comparacion con el grupo
. . mercaptamina, que actla | control, la mas alta fue con
Vitamina C S0 pg/mb sobre el metabolismo de la | carnitina y resveratrol (54.2
Resveratrol 2 uM cistina impidiendo su | % > 47.2 %).
acumulacion. -La cantidad de células en
Vitamina C: antioxidante | los blastocistos con el
que previene la formacion | tratamiento fue mayor que el
de radicales libres. | grupo control y el de la
Resveratrol: estilbenoide, | quercetina.
un tipo de fenol natural y | -Disminuye la cantidad de
una fitoalexina que se | ERO e incrementa la
produce en varias plantas. | cantidad de GSH.
Aceite de 20 pg/mL Posee propiedades antibac | -Promueve el desarrollo | De Oliveira
Syzygium teriales, anestésicas, | embrionario Santos et al.,
aromaticum afrodisiacas, analgésicas, | partenogenético (37.2 % > | 2019.
antiespasmadicas y | 22.7 %) y disminuye el
estimulantes. Su | potencial de membrana
compuesto clave es el | mitocondrial.
eugenol, que previene la | -Aumenta la viabilidad de
coagulacion de la sangre. | las células del cimulo.
Plasma rico en | 5y10% Fraccion -No se recomienda agregar | Ramosetal.,
plaquetas de plasma gbtenido . de | plasma r_ico en plaquetas, ya 2020.
sangre autologa que tiene | que tiene un  efecto
una concentracion | inhibidor, debido a que el
de plaquetas superior a la | plasma contiene una elevada
del plasma en condiciones | concentracion de factores de
basales. EI PRP contiene | crecimiento que pueden
factores de crecimiento | afectar los porcentajes de la
que  son  secretados | tasa de blastocistos (50 % <
activamente por | 86 %).
las plaguetas. -Baja expansion de las
células del cimulo.
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https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graso_poliinsaturado
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https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cidos_grasos_omega_3
https://es.wikipedia.org/wiki/Eicosanoide
https://es.wikipedia.org/wiki/Prostaglandina
https://es.wikipedia.org/wiki/Plaqueta
https://es.wikipedia.org/wiki/Tromboxano
https://es.wikipedia.org/wiki/Leucotrieno

Lupeol . . -Protege contra el estrés | Khan et al.,
20 uM Tr|te_rpen0|de €O 1 oxidante y aumenta los | 2018.
pro_pledades . porcentajes de la tasa de
ant!nfl_amatorlas Y| blastocistos (41 % > 274
antioxidantes. _ Se %).
encuentra en una variedad -Participa en la sefializacion
de plantas, COmMO | o]  NF-xB (este  factor
e! mango, L Acacia interviene en la proliferacion
visco o Abronia villosa. celular).
Anetol 300 pg/ml Es un compuesto | -La suplementacion en el | Anjos et al.,
aromatico al que se debe el | medio de desarrollo | 2019.
sabor distintivo del anis, el | embrionario aumenta los
hinojo y el anis estrellado. | porcentajes de blastocistos
También se le conoce | (35.7 % > 25.4 %), reduce
como parapropenilanilosa. | las ERO por el incremento
de la sintesis de GSH.
Licopeno 0.2 uM Pigmento carotenoide | -Aumenta el porcentaje de | Chowdhrory
responsable del color rojo | blastocistos (34.7 % > 25. 4 | etal., 2017.
de los tomates, la sandia, | %0).
el durazno o el pomelo | -Aumenta la expresion del
rosado. gen antiapoptoticoBCL2 y
Posee efectos | regula la expresion de genes
antioxidantes, NFkB, COX2, iNOS,
antiinflamatorios y | caspasa-3/BAX.
quimioterapéuticos sobre | -Disminuye los niveles de
las enfermedades | ERO.
cardiovasculares,
neurodegenerativas y
algunos tipos de cancer.
Melatonina 10°M Participa en la sincronizacion | -Disminuye la apoptosis | An et al.,
de los ritmos circadianos, se | temprana y los niveles de | 2019.
sintetiza en muchos tejidos | ERO en la MIV.
diferentes donde se ha | -Mayor expresion de genes
descubierto que tiene una | contra el estrés oxidantivo
funcion antioxidante | (GTPSL1,
neutralizando los radicales | POLG y ATP5F1E).
libres que se producen en la | -Aumenta la cantidad de
mitocondria celular. ATP gracias a una mejor
expresion de la ATP sintasa
mitocondrial.
-Aumenta los porcentajes de
blastocistos (45 % > 31%).
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Los compuestos mencionados en el Cuadro 4, son en su mayoria de origen vegetal y se han afiadido
en la PEIV, enfatizando que hace falta adentrarse en el estudio de elementos que faciliten obtener
embriones de calidad superior, incluso a los que se dan de forma natural. Las investigaciones en
bovinos deben ser méas focalizadas y minuciosas, ya que los bovinos son una especie monotoca (en
general tienen nacimientos de una sola cria por gestacion). Tomando en cuenta que los embriones de
esta especie tienen importancia econémica y biomédica, los medios de cultivo para la PEIV deben
ser objeto de exploracion para afiadir concentraciones de compuestos con actividad antioxidante que
eleven los porcentajes de embriones en etapas transferibles y lograr nacimientos de crias sanas, con
gran potencial genético en cuanto a la produccion de leche y carne, libres de anomalias o

enfermedades (Garcia-Diaz et al.,2013).
15.1.3.- Antioxidantes utilizados en el ganado caprino

En la industria de la PEIV de caprinos, los medios de cultivo para MIV son de gran importancia al
igual que en el porcino y bovino. Algunas especies de cabras tienen la capacidad de producir leche y
sus derivados para consumo humano; la PEIV se realiza con mayor enfoque en especies europeas por
la calidad de éstas para los programas de mejoramiento genético. Tomando en cuenta que el tiempo
de productividad es de 6 a 8 afios, no se aprovecha el recurso para un mayor nacimiento de crias.
Siendo una limitacion para la propagacion del material genético y su aprovechamiento, las técnicas
para la PEIV en caprinos buscan aprovechar las células reproductivas para elevar el nimero de crias
por hembra reproductora. Asi mismo, esto permitiria aprovechar las razas que presentan las mejores
caracteristicas heredables e incrementar rapidamente la descendencia, en comparacion con la

duracion del tiempo los procesos naturales de reproduccion (Menchaca et al.,2018).

La propuesta del uso de antioxidantes en la PEIV en caprinos no es privativa de esta especie. Los
estudios en este tema se presentan en la tabla 5. Destacando una vez mas, que son una prometedora
herramienta para incrementar la eficiencia reproductiva al semejar los eventos in vitro asociados con

el exceso de produccion de ERO.
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Cuadro 5. Compuestos con actividad antioxidante utilizados en el ganado caprino.

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)
Jalea Real 5 mg/mL Producido por las abejas obreras. | -Aumenta la concentracion del | Veshkini
Compuesto por | GSHy latasa de ovocitos en MII etal.,
agua, azUcares, proteinas, -Disminuye la expresion de 2018.
lipidos, vitaminas B1, B2, B6, | genes proapoptoticos.
acido folico, A | e d
antibidticos, gammaglobulina Blaléigi?sﬁ)s (e33 1%2:262?3? % )e
alblimina y aminoéacidos : : :
(arginina  valina, lisina
metionina, prolina , serina y
glicina ). También contiene
minerales como Fe, Ca,
Na, Mn,Cu, K'y Zn.
Nanoparticul 100 ug /' m La moringa es un arbol con | Al afiadir las nanoparticulas en | Saadah et
as de hoja de valiosos recursos nutricionales | el cultivo embrionario: al., 2020.
moringa y energéticos. Destaca por sus | -Aumenta los ovocitos en Mil y
propiedades medicinales, | se relaciona con una mayor
desde combatir la fatiga, el | expresion de genes implicados
colesterol 0 procesos | en la division celular, sintesis de
inflamatorios para evitar las | proteinas y  factores de
infecciones. crecimiento.
-Aumenta el porcentaje de
blastocistos (21 % > 8%).
Resveratrol 1uM Entre las propiedades de esta | Al adicionarlo en el MIV: Piras et
sustancia se destaca su | -Aumenta el porcentaje de | al., 2019.
actividad como  protector | blastocistos (20.1 % > 6.8%).
cardiovascular, -Aumenta el contenido de ATP.
anticancerigeno, antiagregante | -La activacién de SIRT mejora
plaquetario, antiinflamatorioy | la actividad mitocondrial.
antialérgico. -Aumenta el nivel de GSH.
*Melatonina -10 pg/mL La melatonina se produce a | -La  melatonina y  acido | Gocher.,
*L-4cido -50 pg/mL partir del triptéfano, mediante | ascorbico  producen  mayor | 2020.
ascorbico la transformacion de | expansion de las células del
*Taurina -1mM serotonina a melatonina. El | camulo.
acido ascorbico o vitamina C | -Los porcentajes de ovocitos que
es un 4&cido organico, con | alcanzaron MIl se dan con
propiedades antioxidantes. La | melatonina (61.76 % > 37.60
taurina es un aminoéacido | %).
importante en varios procesos
metabélicos, tiene
propiedades antioxidantes.
Crocetina -La adicién al medio de | Menéndez
1uM Es un prOdl,JC_tO natural maduracion de los ovocitos | -Blanco et
d'.e carote’n_0|de, acido disminuye los niveles de ERO. al., 2020.
dicarboxilico que se encueptra -Aumenta la division
en la flor d_el az_afrgn Y| embrionaria.
en Gardenia Jasm|n9|Qes -Incrementa ligeramenteel
(frutas). La_estructura quimica porcentaje de obtencion  de
de la crocetina fofma el nucleo blastocistos por medio de ICSI
central de la crocina, que es el (19.5 % > 12.2 %).
compuesto responsable del
color del azafran.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Crocina

Hay pocos estudios reportados en la literatura acerca del uso de antioxidantes medios de MIV en
cabras, en comparacion con otras especies de interés econémico. Principalmente en paises europeos
se les de mayor importancia para obtener embriones de calidad, ya que son la base primaria de
alimentacion, principalmente en regiones rurales. Muchos de los compuestos antioxidantes no estan

probados en las cabras, por lo que se debe dar la importancia por igual a esta especie.
15.1.4.- Antioxidantes utilizados en el ganado ovino

Los ovinos son una especie de ganado importante a nivel mundial, ya que al igual que los porcinos,
caprinos y bovinos, tienen un grado relevante en el consumo de su carne, leche y lana para la industria
textil. Es por ello por lo que se requiere implementar mejores protocolos de PEIV, considerando que
ésta es una especie estacional; aunque hay algunas razas poco estacionales que pueden reproducirse
en cualquier época del afio y generalmente tiene partos simples o dobles, son importantes los
esfuerzos para aumentar la oferta de ganado ovino (siendo también un modelo de estudio para otras
técnicas de reproducciéon como la clonacidn) y para generar nacimientos de un mayor ndmero de crias
por hembra al afio. Sin embargo, el avance en el conocimiento y progreso en la PEIV en ovinos es

considerada lenta a diferencia de otras especies (Zhu et al., 2018).

Aunque existen varias soluciones para el mejoramiento de la PEIV en ovinos, como es el uso de
compuestos que sincronizan los eventos de maduracion citoplasmica y nuclear del ovocito, se han
obtenido resultados muy variables (Zhu et al., 2018). Por tal motivo, el uso de antioxidantes en la
PEIV de ovinos, podria ser una alternativa para aumentar el porcentaje de embriones transferibles.
Muchos han sido los compuestos con dicha actividad que, al afiadirlos a un medio de cultivo para la
PEIV, se ha visto que la mejoran considerablemente. Entre los compuestos utilizados de efecto
antioxidante, se encuentra el a-tocoferol. Este antioxidante al afiadirlo al medio de cultivo para
embriones se observé que aumenta la tasa de division, la formacion de mérulas y de blastocistos, al
afiadirlo al medio de MIV. Otro compuesto de efectos en la PEIV es el extracto de Papaver rhoeas
(Flor silvestre), que a una concentracion de 50 pug/mL en el medio de MIV, incremento la tasa de
ovocitos que alcanzaron MII, por la presencia de polifenoles, antocianinas y flavonoides en dicha
planta (Rajabi-Toustani et al.,2013).

La L-carnitina, al afladirla a 10 mM en el medio de cultivo, aumenta la GSH, disminuye las ERO y
mejora el potencial del desarrollo embrionario (Mishra et al., 2016). Entre los compuestos novedosos

con excelentes resultados, esta la jalea real, con propiedades y acciones farmacéuticas, antioxidantes,
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apoptoticas y nutritivas. Al estar compuesta por vitaminas, proteinas, acidos grasos y carbohidratos,
propicio que a 10 mg/mL en el medio de MIV, aumentara la tasa de ovocitos madurados, disminuyera
la expresion de genes involucrados en la apoptosis e incremenetara el desarrollo embrionario
(\Valiollahpoor et al.,2016). Los compuestos antioxidantes que se encuentran en la naturaleza,
especificamente de extractos botanicos como los extractos de la semilla de fenogreco, tienen
propiedades antioxidantes y anticancerigenas. Al ser afiadido al medio de MIV (10 pg mL)
incrementa la tasa de maduracion nuclear y aumenta el porcentaje de blastocistos (Barakat et al.,
2014).

Los antioxidantes poseen multiples propiedades que, al utilizarlos en la investigacién de la
biomedicina, favorecen los procesos celulares. La PEIV de ovinos se ha visto beneficiada por la
capacidad de los antioxidantes que podrian en un futuro, ser estandarizados en los medios de cultivo.
Por ello es relevante enfocar los estudios a favor de la busqueda de las concentraciones Gptimas de
acuerdo con la especie, fisiologia metabdlica, requerimientos energéticos, disminucion de ERO y la
mayor expresion de enzimas antioxidantes intracelulares. En los Gltimos afios, en los ovinos, la
utilizacion de diversos compuestos ha ido en aumento y aunque se le ha dado una importancia menor
en comparacion con otras especies; la busqueda de cuéles antioxidantes podria mejorar el potencial
del desarrollo embrionario sigue vigente. En el Cuadro 6, se muestran, las sustancias mas

recientemente utilizadas.
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Cuadro 6. Compuestos con accion antioxidante en el ganado ovino.

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)

Polen de abeja 1ug Contiene alto valor | -Aumenta las concentraciones | Barakat et

nutricional en contenido de | de GSH, expresién de genes | al., 2020.
proteinas, vitaminas, | implicados en el crecimientoy
minerales y carbohidratos. | diferenciacion celular (GDF-
Contiene  vitamina  C. | 9y CMOS).
Propiedades: antioxidante, | -Aumenta los ovocitos en MiI
antiinflamatorio y | (45.5 % >3 %).
anticancerigeno. -Disminuye la expresion del
gen proapdptotico BAX.

Extracto de miel 5% Posee mas de 100 | -Aumenta los niveles de GSH. | Kaabi et al.,

de abeja de la componentes, entre los | -Mayor nimero de ovocitosen | 2020.

Nigella sativa cuales contiene vitaminas, | MIl (40 % > 3 %) vy la

minerales, &cidos grasos, | expresion de genes GDF-9,
hierro y fosfato. MPF, C-MOSy IGF-1.

*Melatonina *107'M (Se) Proteina que participa | -La  suplementacion  con | Tian et al.,

*Sericina *0,5% en la produccion de seda. | sericina y / o FLI podria | 2021.

*Combinacion de | *10 7 My 0,5% (FIL) Citocina que participa | mejorar la competencia de

MyS en diferenciacion, | desarrollo de los ovocitos,

*FLI *20ng/ mL LIF crecimiento y proliferacion | aumentando el rendimiento de

*ITS *1.0 mg / mL de | celular. (IGF1) Péptidos que | blastocisto en comparacion

*ITS + FLI insulina, 0.55 mg / | participanenlaproliferacion | con el del medio IVM

*FGF2 mL de transferrina | celular y estimulan el | convencional.

* IGF1 y 0.5 ug / mL de | crecimiento. (FGF2) Factor | -El porcentaje de desarrollo
selenio proteico que aumenta la | embrionario es mayor con
*40 ng / mL FGF2 | actividad mitdtica y la | melatonina (46.5 % > 194
*20ng/ mL IGF1 | sintesis de ADN. %).

Resveratrol *0.5 uM durante el -Aumenta el nimero total de | Zabihietal.,
cultivo de MIV y células de los blastocistos | 2019.
cultivo del (54.53 % > 29.91 %).
desarrollo
embrionario

Interleucina-7 -Aumenta las tasas de | Javvaji et
*1ng/mldurante | Citocina producida por las | maduracion (78 % > 60.2 %). | al., 2019.
la MIV células del estroma de la

médula dsea y de los
fibroblastos. Suprime la
apoptosis de las células de la
granulosa.

Coenzima Q10 -Aumenta la tasa  de | Heydarneja

*30 uM Forma parte de la cadena | blastocistos (39 % > 28 %). d et al,
respiratoria y transporta los | -Mejora  la  distribucién | 2019.
electrones entre el NADH y | mitocondrial y el potencial de
Succionato Des. También se | membrana mitocondrial.
le ha atribuido la capacidad | -Disminucién de la expresion
antioxidante debido a la | de genes proapdptéticos.
presencia de ubiquinona.
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15.1.5.- Antioxidantes utilizados en el ganado equino

Muchas han sido las modificaciones efectuadas a los medios a la PEIV para obtener altas tasas de
MIV de ovocitos equinos. Las propuestas para poder llevarlo a cabo estan en direccion hacia el uso
de inhibidores de la maduracidn, especificamente de las fosfodiesterasas que participan en el reinicio
de la meiosis. En este Gltimo suceso, las ERO participan en las vias de sefializacién y para nivelar los
posibles dafios causados por su produccion excesiva, la accion de las enzimas antioxidantes presentes
en el fluido folicular como el acido ascorbico, elimina los radicales libres. La eficiencia de la MIV,
FIV y DE esta muy atras en cuanto a avances de optimizacién de medios de cultivo, a diferencia de
otras especies. El uso de algunos compuestos antioxidantes ha sido lento, debido a factores como:
bajo numero de ovocitos obtenidos, medios de capacitacion parcialmente eficientes y tasas de

maduracion variables (Metcalf et al., 2020).
En el Cuadro 7 se muestran los antioxidantes utilizados en la PEIV del ganado equino.

Cuadro 7. Antioxidantes utilizados en la PEIV del ganado equino

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor(es)
Sal de ascorbato | 50 mg mL? Compuesto antioxidante | -Mayor tasa de divison de | Metcalf et
de sodio proteccion contra | embriones (44 % > 36 %). al., 2020.

radicales libres derivado
del ascorbato.

B- 0.1mMy0.7mM | Compuesto creado a | -No se obtuvienen mayores | Merlo et al.,

mercaptoetanol partir del etilenglicol que | tasas de maduracion respecto al | 2016.
reduce  los  puentes | grupo control (55.1 % =51.9
disulfuro. %).

Cisteamina 100 p™m Compuesto orgéanico que | - Aumenta los ovocitos en MII | Deleuze et
disminuye la | (55 % > 47 %) al., 2010
acumulacion de cistina -El' ndmero de embriones

recolectados fue de 10 (17%)
en el grupo de control y cinco
en el grupo de cisteaminas
(9%0).

Zinc 1.5 pg/ mL Metal que participa en la | -Las tasas de maduracién no | Choi et al.,
sintesis de ADN y | son significativamente | 2016.
mantenimiento de la | diferentes entre los
membrana celular. tratamientos (63 % = 70%).

-No hay diferencias en las tasas
de escision (81 % <92%) o
tasas de blastocistos (20 % <
31%,).
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15.1.6.- Antioxidantes utilizados en humanos

Los antioxidantes utilizados en la FIV para humanos han sido especialmente estudiados para ayudar
a solucionar los problemas de la baja calidad de los gametos y evitar la fragmentacion de los
embriones. Esta confirmado que los factores ex6genos como la alimentacion, el estrés diario, el
consumo excesivo de alcohol, fumar, el sobrepeso y diversas enfermedades afectan los procesos
reproductivos, alterandolos, dando lugar a la generacion excesiva de ERO vy, por ende, la esterilidad
(Budaniy Tiboni., 2020).

Los estudios encaminados a resolver los problemas de fertilidad en el humano apuntan al uso
decompuestos con accion antioxidante, como en otras especies, ya que en el tracto reproductor esta
confirmada la presencia de sistemas antioxidantes que proporcionan proteccion para que las etapas
de la fertilizacion in vivo se lleven atérmino. Sin embargo, por los factores ya mencionados, el sistema
antioxidante resulta ineficiente e incluso las enzimas que participan en los procesos de eliminacion
de ERO pueden expresarse inadecuadamente. También la edad estd asociada como un factor sobre el

buen funcionamiento del sistema antioxidante (Prasad et al.,2016).

Anteriormente se han utilizado antioxidantes para mejorar la calidad de los ovocitos durante el cultivo
in vitro. Aunque aln faltan estudios para mejorar la calidad de los gametos. Se han obtenido
resultados favorables en los ultimos afios. En el Cuadro 8 se resumen los resultados obtenidos
utilizando antioxidantes propios de la célula como los afiadidos a los cultivos para la PEIV para
especies de interés econdmico. En realidad, no hay muchos estudios sobre la utilizacién de
antioxidantes en los medios de cultivo, sino que estdn mas enfocados en suplementacion oral y el
dafio a los gametos por enfermedades como el Sindrome de ovario poliquistico o diabetes, esto se

evidencia en la Figura 10.
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Cuadro 8. Antioxidantes / compuestos de suplementacion oral en mujeres.

Componente Dosis Especificaciones Resultados Autor (es)
Resveratrol Oral -La dosis se aplicé durante | -Aumenta el porcentaje de | Ochiai et
(200 mg /dia) los ciclos de transferencia | embriones (52.0 % > 28.6 %). | al.,2019.
de embriones por FIV. -Aborto espontaneo
Coenzima- Q10 | Oral (200mg/dia) | -La administracion oral | -La calidad del liquido | Giannubilo
fue dos veces por dia folicular es mayor en mujeres | etal., 2018.
con suplementacion (0.22 % >
0.08 %0).
Vitamina C Oral (1000 | -La ingestion de vitamina | -No hay diferencias en las | Lu et al.,
mg/dia) C fue dos meses antes del | tasas de fertilizacion (78.0 2018. (b)
tratamiento de FIV y hasta | % > 77.7 %).
2 semanas después de la | -La tasa de embriones es mas
transferencia embrionaria. | alta (66.8 % > 58.3 %).
*Vitamina E (400mg /dia) -La suplementacion oral | -Las tasas de implantacion son | Fatemi et
*Vitamina D3 (50,000 1U) fue  combinada  con | mas altas que en el grupo | al.,2017
Oral contraceptivos orales, se | control (33 % > 8 %0).
suministro hCG. -Aumenta la tasa de
embarazao (69 % > 25.8 %).
*Mioinositol *2 g de MI + 800 | -Las mujeres evaluadas | -Tasa de implantacion mas | Canosa et
*Acido mg de ALA +400 | presentaban sobrepeso sin | alta en MI+ALA+FA que FA | al., 2020
Lipdico mg de FA SOP. solo (33.3 % > 10.7 %).
*Acido Félico *400 mg FA -Se tomo 3 meses antes de | -Aumenta el porcentaje de
la estimulacion ovarica. nacimientos vivos (30 % >0
%).
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Figura 10. Factores exdgenos que influyen sobre la calidad del ovocito.

(tomado de Prasad et al., 2016).
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15.2.1.- Antioxidantes utilizados en espermatozoides

Las tecnologias reproductivas en el espermatozoide de las especies productivas ofrecen la posibilidad
de mantener la calidad del gameto y aumentar la productividad ganadera. Una de estas tecnologias
para la reproduccion de especies domésticas aplicadas al manejo del semen es la inseminacion
artificial (1A), que en la actualidad sigue en mejora de sus protocolos para adaptarlos a cada especie.
En los protocolos de IA, se utilizan diluyentes de semen que cumplen la funcién de mantener la
fisiologia de los espermatozoides, regular del pH, controlar la presion osmotica, inhibir el crecimiento
bacteriano, mantener un nivel de fertilidad adecuado, estabilizar la membrana y el aporte de
nutrientes; ademas de que aumenta el volumen del semen (Oliva-Trejo., 2004). El contenido y la
temperatura del diluyente reducen la actividad metabolica de los espermatozoides, aumentando por
mas tiempo su viabilidad; esto quiere decir que, cualquier modificacidn realizada en cuanto a la
composicion del diluyente va a afectar el metabolismo de los espermatozoides, lo que implica una
generacion excesiva de ERO. Para atenuar su efecto, en los diluyentes se han afiadido antioxidantes
y se han obtenido diferentes resultados entre especies. Los antioxidantes no solamente tienen la
capacidad de proveer beneficios a los ovocitos cuando son afiadidos al medio de M1V, sino también
en los espermatozoides. Su uso exitoso en el semen podria estar relacionado con las concentraciones
adecuadas, partiendo del conocimiento de las caracteristicas biofisicas de la membrana plasmatica
del gameto y la composicion seminal. Esto proporcionaria informacién para propuestas de
compuestos que disminuyan el dafio celular y fragmentacion del ADN, que es una de las principales

moléculas afectadas (Membrillo et al.,2003).

Otra de las tecnologias en la que se aplica la suplementacion con antioxidantes en el semen de especies
animales de interés econdmico, es la criopreservacion. El fundamento de esta técnica es preservar la
capacidad fertilizante del semen después de la descongelacién, ya que, durante el proceso, los
espermatozoides sufren cambios bioquimicos y funcionales que derivan en una disminucion de la
funcionalidad y exceso de ERO, caracteristica que comparte con el uso de diluyentes en la IA. Estas
afectaciones en los gametos masculinos los hace susceptibles a eventos como la lipoperoxidacion que

dafia la membrana plasmaética, cabeza y cola del espermatozoide (Cordova et al., 2018).

Los espermatozoides de mamiferos son sensibles al dafio por ERO, siendo la membrana plasmética
uno de los componentes con mayor dafio, debido a su composicion de &cidos grasos poliinsaturados
que, en el caso de estas células, es mayor el contenido a diferencia de otras (Tvrda et al.,2019), lo que
los hace més susceptibles a peroxidacion. Lo anterior tiene efectos perniciosos sobre la viabilidad,

capacidad fecundante y en el desarrollo embrionario. Sin embargo, al igual que los ovocitos, poseen
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un sistema de defensa antioxidante que les permite evitar el ataque y los efectos nocivos de las ERO.

Sin embargo, este sistema de defensa antioxidante es bajo debido a la presencia de escaso citoplasma,

haciendo al espermatozoide vulnerable al dafio por radicales libres (Cordova et al., 2018). Las causas

por las que se pueden generar ERO, no solamente estan relacionadas con la IA 'y la criopreservacion,

sino también con la manipulacién in vitro que se realiza en otras técnicas de RA, como ICSl y FIV,

donde los espermatozoides son expuestos a factores que acentan la produccién de ERO vy, por tanto,

de estrés oxidante (Santos et al.,2019), las cuales se describen en la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de las causas del exceso de ERO (tomado de Baldi et al., 2020).
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15.2.2.- Antioxidantes utilizados en espermatozoides de porcino

La IA se ha convertido en una técnica importante para la PEIV de porcinos de manera intensiva, ésto
depende en gran medida de la calidad del semen; por esta razén se utilizan extensores que permitan
mantener la viabilidad y calidad de éste por mas tiempo. Por tal motivo, la utilizacién de compuestos
antioxidantes que mantengan la funcionalidad del semen sigue en etapa de investigacion para ser

adicionados en los diluyentes y/o en los procesos de criopreservacion (Tvrda et al., 2020).

El papel de los compuestos antioxidantes en semen de porcinos ha sido investigado y uno de estos
elementos con mas investigacion es el a-tocoferol, ya que el dafio en el espermatozoide que se da
principalmente en el ADN por las ERO producidas durante la criopreservacion, puede disminuirse
con la adicién de compuestos antioxidantes durante la refrigeracion y congelacién. De los elementos
gue se tiene reportado con resultados exitosos estan las vitaminas C y E (Cdrdova-lzquierdo et al.,
2018).

Para mejorar la produccién porcina, se ha utilizado la suplementacion exdgena del semen con
antioxidantes, ya que se ha visto que mejoran la movilidad, el potencial de membrana mitocondrial,
la integridad del acrosoma, la viabilidad y la supervivencia del espermatozoide. Aunque hay reportes
contradictorios como el que indica Marin-Guzméan et al., (2000), resultando en un minimo o nulo
aporte de los antioxidantes a los espermatozoides del cerdo. De esta manera, se puede resaltar que la
eficacia de los antioxidantes en el espermatozoide va a depender de la concentracion, tipo de

antioxidante e incluso caracteristicas especificas del gameto (Pefia et al., 2019).

A pesar de los pocos reportes sobre antioxidantes, existen estudios que no solamente se enfocan a los
procesos de criopreservacion, sino también a la proteccién que proporcionan durante el estrés por
calor tropical. Durante el verano, el porcino se expone a altas temperaturas y humedad, lo que en el
espermatozoide provoca la ruptura de las cadenas de ADN por las ERO. Una disminucion de los
sistemas antioxidantes para proteger los espermatozoides afecta el rendimiento reproductivo por el
exceso de ERO (Pefia et al., 2019), debido a los cambios en la temperatura y a la manipulacion de los
espermatozoides in vitro. No hay suficientes informes que afirmen los efectos beneficiosos de los
antioxidantes en el semen porcino, pero si en otras especies como el bovino y humano (Cérdova-
Izquierdo et al., 2018).

Los elementos utilizados mas recientemente en los protocolos de 1A y criopreservacién, incluyen

compuestos de origen botanico evidenciados en el Cuadro 9, en donde en cada estudio se evaluaron
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diversas variables relacionadas con la calidad de los espermatozoides, asi como la disminucion de las

ERO vy la liperoxidacion. Se requieren mas estudios en torno al uso de antioxidantes en el

espermatozoide, ya que los resultados obtenidos como una opcion para abatir los efectos de las ERO,

son contradictorios. Aunque est4 siendo una novedad el uso de antioxidantes al poseer multiples

beneficios, podrian estar actuando en las vias metabodlicas, en la activacion de la accion de factores

de crecimiento, la sintesis de metabolitos importantes etc., promoviendo eficientemente la energia

gue se necesita para cumplir su papel biolégico vy, en el caso de los espermatozoides, apoyaria el

rendimiento de su capacidad de fertilizacion.

Cuadro 9. Antioxidantes afiadidos a los protocolos de preservacion del semen porcino.

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)
Quercetina 10 uM Qy de5 | (Q) Flavonoide triciclico que tiene | -La quercetina mantiene unaalta | Tvrdd et
a 25 uM Nar efectos inhibidores sobre algunas | actividad mitocondrial | al., 2020.
enzimas como la xantina-ox Yy | relacionada con la motilidad.
ciclooxigenasa. Inhibe la | -La naringenina reduce de
oxidacion de lipoproteinas de baja | lipoperoxidacion.
densidad a través de la vitamina E | -El porcentaje de motilidad es
impidiendo que esta seaoxidadao | mayor a las 72 h de
regenerandola. almacenamiento (59 % > 46 %0).
-Aumenta la integridad de la
Naringenina (Nar) Flavonoide que promueve el | membrana (78 % > 50.67 %).
metabolismo de los carbohidratos.
Tiene efectos antioxidantes y
antiinflamatorios.
Astaxantina | 0.5 uM -Carotenoide con propiedades | -No hay diferencias en las | Basioura et
antioxidantes y antiinflamatorias. | variables de calidad seminal: | al., 2020 .
motilidad (40 % = 42 %),
-Elimina radicales hidroxilos Y | yiapilidad (50 % = 48 %) y
protege los &cidos grasos de la espermatozoides con
peroxidacion. peroxidacion.
Honeybush 12.5ug/ mL Planta de propiedades | -En ninguna concentracién hay | Ros-
(Cyclopia medicinales, que posee | efectos toxicos. Santaella et
ssp) propiedades antimutagénicas, | -Aumenta la motilidad | al., 2020.
antioxidantes y microbianas. espermatica (88.05 % > 66 %) ,
Sus compuestos activos son | integridad de la membrana (68
flavonas e isoflavonas. % < 73%) y el potencial
mitocondrial.
-Disminuye la lipoperéxidacion.
Aceite  de | -0.2 mg/L de | Metabolito vegetal que contiene | -Concentraciones de 2 mg/L de | Elmi et
arbol de té aceite de arbol | sesquiterpenos 'y  compuestos | aceite de té de arbol causan lisis | al.,2019.
-0.08 y 0.17 | arométicos como terpinen-4-enol. | de la membrana espermética; las
mg/L de | Posee mas de 100 compuestos y | concentraciones mas altas (0.4-2
Terpinen-4-ol actua como antioxidante, | mg/L) afectan la viabilidad (9 %
antiinflamatorio y antiibacteriano. | < 90 %) y motilidad (5 % < 77
%).
-El terpinen a la mas alta
concentracion  disminuye la
Terpinen-4- motilidad (60 % < 80 %)
ol mientras que en la viabilidad con
la concentracion alta se afecta
(76 % < 90 %).
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Orujo de | 2y4 % Residuo de vinificacion que | -Disminuye la lipoperoxidacion | Gloria et
uva (suplementacié | contiene alto contenido de | (concentracion de | al., 2019.
n oral) polifenoles con efectos | malondialdehido)
antioxidantes, antimicrobianos y | -Aumenta la motilidad (83 % >
antienvejecimiento. 44 %).
Aminoguani | 1 mM Inhibidor selectivo del oxido | -Ambas concentraciones (1y 10 | Pintus et
dina nitrico  sintasa,  proporciona | mM) protegen a los | al., 2018
proteccion  antioxidante  por | espermatozoides del  estrés
eliminacion del peréxido de | oxidativo.
H20 2, HOCI,*OHy ONOO* -Aumenta la integridad de la
membrana (78.3 % > 68.3 %),
motilidad (78 % > 65 %)
-Disminuye la lipoperoxidacion.
Taurina 15, 7 y 125 | Aminoacido que forma parte del | -No se registra algun efecto con | Paal et al.,
mM sistema antioxidantes de las | la  adicion de  diversas | 2018.
células, neurotransmisor, | concentraciones de taurina en la
formador de sales, estabilizador de | motilidad (63 % =58 %) y en la
las membranas bioldgicas viabilidad (81 % = 79.2 %).
Aunque hay antecedentes que
reportan que promueve la accion
de enzimas antioxidantes como
la tioredoxina reductasa.

15.2.3.- Antioxidantes utilizados en espermatozoides de bovino

La membrana espermatica de los espermatozoides de bovinos estd caracterizada por una alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados. Esto conlleva a que la membrana sea un blanco facil
para la lipoperoxidacién iniciada principalmente por el H,O, (Cérdova et al., 2018). Sin embargo,
éstos poseen un sofisticado sistema de proteccion antioxidante que se encuentra en el plasma seminal
con la finalidad de mantener un microambiente ideal. En los bovinos, se han utilizado compuestos
antioxidantes tanto solos como en mezclas. Actualmente no se ha definido alguno que se pueda
utilizar especificamente para esta especie, ya sea en los métodos de criopreservacion, 1A, entre otros.
Aunque se han estudiado los efectos de los antioxidantes méas conocidos y los resultados que se han
reportado son positivos. Durante los ultimos afios, el enfoque del tipo de antioxidantes que podria
poseer mayores propiedades de “scavenger” o que pueden tener un papel fundamental en la fisiologia
espermatica, ha sido hacia compuestos organicos como los aceites esenciales o extractos botanicos
ricos en polifenoles, lo cual esta bien documentado que atentan el impacto nocivo de las ERO (Santos
etal., 2019). Ademaés de que los efectos de estas sustancias han sido evaluados en problemas de salud
como parte de la herbolaria medicinal tradicional (Tvrda et al., 2019). Algunos de los antioxidantes

estan representados en el Cuadro 10.
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Cuadro 10. Antioxidantes en los protocolos de inseminacién y criopreservacion en el semen

de bovino

Compuesto | Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)

Extracto de | 5y50pug/mL. Es una planta enredadera | -A las 2 h aumenta la motilidad | Tvrdd et

Omija caduccifolia originaria de | (55.54 % > 20.44 %). al.,2020
China que posee un | -Concentraciones superiores
sesquiterpeno  a-Cadinol | inhiben la viabilidad.
ademéas de carotenos, | -Disminuye los niveles de
flavonoides y polifenoles. | superéxido.

Actla como antibiotico y
antioxidante

Sygozium 15 pg/ mL Mejor conocido como | -La incubacion de | Santos et

aromaticum “clavo de olor”. Posee | espermatozoides durante 1 h con | al., 2019.
propiedades la esencia de clavo disminuye los
antibacterianas y | niveles de ERO.
antiinflamatorias. Se | -Aumenta la integridad de
compone de: eugenol, | membrana (59 % > 48 %),
acetil  eugenol 'y B- | actividad mitocondrial.
caryofenol. -No aumenta significativamente la

motilidad ( 40. 4 % > 36.2 %).

Epicatequina | 100 pmol/L Flavonoide natural con | -Aumenta la motilidad de los | Tvrd4 et al,
propiedades espermatozoides (44 % >25 %) y | 2019.
antibacterianas, actividad mitocondrial.
antiinflamatorias y | -Disminuye los niveles de ERO
antioxidantes, por lo que | (aunque no de forma
elimina las ERO y actia | completamente reversible, pero se
como quelante de metales. | observé una disminucién a las 2

h), peroxidacion de lipidos y dafio
al ADN.

Catalasa 20 Ul/ Ml Enzima antioxidante | -Aumenta la motilidad de los | Arslan et
oxidorreductasa que | espermatozoides (25 % > 2%) y | al., 2019.
cataliza la dismutacién de | mantiene la integridad de Ia
H202 en oxigeno y agua. | membrana plasmética.

Utiliza como cofactor al | -Aumenta el potencial de
grupo  hemo y al | membrana mitocondrial.
manganeso.

Extracto de | 5y 10 pg/mL Alga que contiene un | -Puede preservar el semen hasta | Tvrda et al.,

Chlamydomo conjunto de antioxidantes | 24 h, aumenta la viabilidad (52.03 | 2016.

na reinhardtii como carotenoides, fenol | % > 41.15 %).
flavonoides y astaxantina. | -Disminuye la produccion de
En su composicion hay | H20:2
proteinas, carbohidratos y | -Aumenta la motilidad (66.99 % >
minerales. Es considerado | 41.15 %).
como un antiinflamatorio,
antioxidante y antibiético.
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Los efectos del uso de las técnicas de RA tienen consecuencias en la viabilidad y calidad de los
espermatozoides. Dada la importancia de la diseminacion de dosis de eyaculado de toros que poseen
una alta calidad genética para inseminar hembras y generar decendencia con caracteristicas deseadas,
es necesario el continuo estudio de aquellos elementos que apoyen el mejoramiento de las

metodologias para la preservacion del semen (Tvrda et al.,2019).
15.2.4.-Antioxidantes utilizados en espermatozoides de caprino

El semen caprino, al igual que el de otras especies, tiene importancia en cuanto a la utilizacion de
sementales con carga genética importante. La preservacion de las caracteristicas del semen para
realizar IA 'y criopreservacién, ha adquirido mucho interés para su traslado a granjas lejanas o centros
de mejoramiento genético. El problema que persiste en el semen de los mamiferos es que la calidad
disminuye conforme transcurre el tiempo; en caprinos la viabilidad de los espermatozoides
permanece hasta 48 h en el diluyente. Por lo que, en esta especie, se tiende a utilizar la
criopreservacion como una técnica para la reproduccion de esta especie, dando buenos resultados a

nivel de tasas de concepcién (Moradi et al.,2020).

El uso de antioxidantes también se ha implementado en semen de caprino y muchos de los compuestos
también ha sido probados en la MIV. Con base en lo anterior, hay indicios de que pueden cumplir un
papel importante en la proteccion de los espermatozoides contra las ERO que se producen durante
estos dos métodos. Por tal motivo, se ha propuesto a los antioxidantes como una alternativa para
mejorar las variables que determinan la calidad seminal. Hay que enfatizar que se deben realizar
estudios profundos en cuanto a la bioquimica redox, farmacologia y toxicologica, sin olvidar que los
caprinos son una especie estacional y que esto repercute en la calidad seminal (Moradi et al.,2020).

El Cuadro 11, muestra los resultados de los antioxidantes que se han utilizado en esta especie.
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Cuadro 11. Antioxidantes afladidos a protocolos de 1A y criopreservacion de semen caprino.

Compuesto | Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)

Zinc 40 mg Oligoelemento que participa | -Aumenta el volumen del | Liu et al,
en el metabolismo de los | semen, asi como de los niveles | 2020. (b)
acidos nucleicos, | de GSH peroxidasa, CuZn-SOD
mantenimiento de las células | y CAT.
germinales, progresion de la | -Mantiene el porcentaje de
espermatogeénesis y regulacion | motilidad (59.3 % = 60.7 %).
de la motilidad. -Disminuye la concentracién de

malondialdehido.

Crocin 1mM Carotenoide soluble en agua, | -Aumenta el porcentaje de | Longobardi
protege a las membranas | motilidad (74 % > 60 %). et al., 2020.
celulares contra la oxidacion. | -Disminuye los niveles de las

ERO

Nano 10 ppm/mL Metal resistente a la corrosion | -Aumenta la actividad de la | Ismail et al.,

particulas y oxidacion. Con un didmetro | catalasa, la integridad de la | 2020.

de oro de >10 nm vy actividad | membrana, la viabilidad (62 %

sintetizado antioxidante. Se caracterizan | > 55 %) y motilidad (42 % >

verde por permeabilidad a la | 26.4 %).
membrana, baja toxicidad, alta | -Disminuye la apoptosis, células
biodisponibilidad y actlan | espermaticas  necréticas y
como catalizadores. niveles de malonaldehido.

Resveratrol | 10y 50 uM Polifenol flavonoide que se | -Aumenta la actividad | Lv et al,
encuentra principalmente en | mitocondrial, la integridad de la | 2019
las uvas, provee proteccion | membrana (55 % > 45 %) vy la
antioxidante y tiene | motilidad (88 % > 78 %0).
propiedades antiapoptoticas y | -Aumenta la cantidad de
antiinflamatorias. espermatozoides viables con

estrés oxidativo

L-arginina | 4mM Aminodcido que se sintetiza | -Disminuye de la concentracion | Susilowati et
en el ciclo de la urea; forma | de malondialdehidoy el nivel de | al., 2019
parte de las proteinas yesta | apoptosis y necrosis.
involucrada en la sintesis de | -Aumenta la viabilidad (47.83
poliaminass y del ADN. % > 39.33 %) y motilidad

(46.53 % > 38.3 %).
-Induce metabolismo de la
glucosa.

Quercetina | 10 uM -Es parte de los flavonoides. | -Disminuye la concentracion de | Seifi-Jamadi
Posee varias  actividades | malondialdehido y anomalias | etal., 2017.
biolégicas como antioxidante, | morfoldgicas.
antiinflamatorio y | -Aumenta motilidad (61.33 % >

antimicrobiano

53.41 %) ademas de viabilidad
(6352 % > 5736 %) e
integridad de la membrana.
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15.2.5.- Antioxidantes utilizados en espermatozoides de ovino

El uso de las tecnologias de preservacion de semen se ha enfrentado a muchos desafios, y la especie

ovina no es la excepcion. Las agresiones tanto fisicas como quimicas a las que son sujetos los

espermatozoides, provocan la disminucion de su funcionalidad, dando como consecuencia problemas

de infertilidad. El uso de antioxidantes, el conocimiento de su multifuncionalidad y su presencia en

el plasma seminal, son puntos que considerar en su favor y que éstos sustituyan aquellos compuestos

toxicos en los protocolos de congelacion e IA en los machos de esta especie. Se debe resaltar una vez

mas que, en los procesos de preservacion de semen de mamiferos en general, se demanda el

refinamiento de medios /soluciones que promueven el mantenimiento de la calidad seminal, tomando

en cuenta que también existen factores externos que alteran la estructura de la membrana, movilidad,

metabolismo y capacitacion espermatica; promoviendo un exceso de formacion de ERO

(Zamiri., 2020). En el Cuadro 12, se muestra algunos antioxidantes utilizados recientemente en

protocolos de preservacion del semen de ovino.

Cuadro 12. Antioxidantes utilizados en el semen de ovino.

Compuesto

Concentracion

Caracteristicas

Resultados

Autor (es)

Oregonina

100 uM

Compuesto fenélico que
se caracteriza por la
presencia de 2 anillos
aromaticos unidos por
una cadena de heptano.
Posee propiedades
antiinflamatorias y
antioxidantes e inhibe la

-Aumenta la motilidad (27 %
> 23.2 %) y viabilidad (64.6
% > 60.13 %0).

-Los defectos de la cola y gota
citoplasmica, aumentan a las
24 h de almacenamiento, pero
a las 48 h disminuye.
-Aumenta el porcentaje de

Abadjieva et al.

2020.

enzima  Glutation-Px.
Las nanoparticulas de
este elemento se
caracterizan por  ser
compuestos de baja
toxicidad y por generar
efectos antioxidantes.

viabilidad (77.92 % > 59.47
%) y motilidad (74.81 % >
56.22 %).

-Disminuye el nimero de los
espermatozoides dafiados y la

concentracion de
malonaldehido.
-Durante el tiempo de

almacenamiento, aumenta la

adipogénesis reduciendo | espermatozoides con
la  acumulacién  de | mitocondrias activas.
lipidos.
Extracto de | 0.5mg/mL Arbol caducifolio con | -Disminuye el dafio a la | Carrera et al.,
semilla semillas ricas  en | membrana. 2020.
Moringa flavonoides, -Aumenta la viabilidad (51.33
olifeira. carbohidratos, proteinas | % > 41.44 %), ademas de la
y vitaminas, yodo, | actividad mitocondrial.
selenio, zinc; acido | -Aumenta la motilidad (45.61
palmitico y estedrico. Se | > 35.84 %).
le atribuye actividad
antioxidante.
Nano-Selenio | 1pug/mL Cofactor que activa la | -Aumenta los porcentajes de | Nateq et al.,2020.
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cantidad de espermatozoides
con poca estabilidad del
acrosoma.

minerales tiene como
componentes: azlcares,
anetol, limoneno, vy
pineno.

Glutation 100y 200 mM Compuesto de tiol no | -Protege a los transportadores | Shi et al.,2020.
proteico con la | de glucosa (GLUT).
capacidad de reaccionar | -Mejora la viabilidadde los
directamente con los | espermatozoides (45.5 % >
radicales libres. El | 38.2 %), la motilidad (83.0 %
GSH-Px usa GSH como | > 77.3 %) vy actividad
cofactor para reducir el | mitocondrial (a las 72 h).
H202 a H20 vy los
lipoperdxidos a
alcoholes de alquilo.
Melatonina 0.05,1y 0.2 mM Molécula -Aumenta la motilidad de los | Dai et al., 2019.
multifuncional y | espermatozoides (49.36 % >
antioxidante con | 3846 %), la actividad
propiedades lipofilicas e | mitocondrial y la capacidad
hidrofilicas, que | antioxidante total a los 5 dias.
participa en la | -No se observan alteraciones
regulacion del ciclo | en laintegridad del acrosoma.
suefio-vigila.. -Disminuye el contenido de
malonaldehido a los 5 dias.
Hinojo 10 mg/ mL Planta con propiedades | -Mejora la motilidad (60.4 % | Najafi et al., 2019.

> 51.3 %), integridad de la
membrana y la viabilidad de
espermatozoides (56.6 % >
47.0 %).
-Aumenta la
mitocondrial.

actividad
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15.2.6.- Antioxidantes utilizados en espermatozoides de equino

La cria de equinos ha ido mejorando gracias a los avances en las técnicas que permiten y preservar la
fertilidad de los espermatozoides. Entre las técnicas mas utilizadas para mantenerla estad la
criopreservacion, pero el estrés oxidativo que se genera en los espermatozoides produce dafio que
tiene efecto en la motilidad, viabilidad e integridad de la membrana, lo que produce las ERO. Los
espermatozoides de equino son susceptibles al dafio oxidativo, por lo tanto, el uso de antioxidantes
durante la manipulacién in vitro es una alternativa (Ghallab et al., 2017). Ante la ineficiencia de los
protocoloes de criopreservacion de semen de equino, se opta por realizar la inseminacion artificial.
Este presenta desventajas como la disminucidn de la viabilidad del semen imposibilitando el traslado

del material genético a grandes distancias (De Albuquerque et al.,2020).

Los espermatozoides del equino no contienen suficientes enzimas antioxidantes para mantener el
equilibrio de ERO. Durante el procesamiento del semen se elimina la mayoria de la proteccion
antioxidante que esta en el plasma seminal, aumentando en un 200% los niveles de las ERO después
de la descongelacion del semen. Con lo anterior, se destaca que el estudio e identificacion de
antioxidantes que sean utilizados en las técnicas in vitro de manipulacion de espermatozoides
(Contreras et al., 2020).

En el Cuadro 13 se muestran los resultados de los antioxidantes utilizados, ademas de que se resalta

la importancia de la continua investigacién de estos compuestos para la PEIV de ganado equino.

Cuadro 13. Antioxidantes utilizados en la preservacion del semen de equino.

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)
Coenzima Q-10 | 25 uM CoQ10 o ubiquinona es un | -Disminuye las | De
antioxidante 'y portador de | concentraciones de | Albuquerque
electrones en la  caena | NOy H20.. et al., 2020.
respiratoria que participa enla | -Aumenta los
sintesis de ATP produciendo | porcentajes de la
energia. Se encuentra en las | motilidad (305 % >
mitocondrias y es un compuesto | 21.7 %) y la
de origen natural ampliamente | integridad de la
distribuido  en  organismos | membrana
animales y humanos. espermatica.
L-carnitina ly2mM Aminoacido cuaternario que | -Preserva la motilidad | Nery et al.,
cumple la funcion de transportar | (76.3 % > 68.2 %), la | 2020.
acidos grasos para su oxidacion. | integridad de la
membrana acrosomal
y plasmaética.
-Los parametros
espermaticos  no se
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afectan, pero hubo una
disminucién de los
niveles de las ERO

superoxido en agua y r H20o;
CAT es una enzima que cataliza
la descomposicion del H202 en
agua, oxigeno y agua. En esa
reaccion utiliza como cofactor al
Manganeso y al grupo hemo.
GSH-px es una enzima selenio-

caspasa-3).

-Aumenta la motilidad
(51 % > 35 %) y la
viabilidad (75 % > 63
%) alas 72 h.
-Disminuye la rotura
de la cadena de ADN.

Acido 20 mM Es la parte funcional del | -Disminuye los | Bahrami etal.,
nicotinico dinucleétido de nicotinamida y | niveles de | 2020.

adenina (NAD) vy el fosfato de | malonaldehido.

NAD, que son coenzimas en las | -Mejora de la calidad

reacciones de oxidacién y | espermatica y

reduccion del  metabolismo | morfologia, aumenta

celular. Posee  una  potente | la viabilidad (83 % >

capacidad antioxidante y de | 75 %).

proteccién contra el dafio | -Mantiene durante 6 h

oxidativo. el almacenamiento de

forma exitosa.

*SOD 15Ul/mLdecada | -SOD es uno de los | -Inhibe parte de la via | Del prete et
*CAT antioxidante. antioxidantes mas poderosos, | intrinseca apoptética | al., 2019.
*GSH-Px cataliza la dismutacion de | (activacion de la

dependiente, que cataliza la
reacciéon de oxidacion del GSH
al GSSG, utilizando el H202.

-La proporcién de
espermatozoides
moviles aumenta a las
48 h.

15.2.7.- Antioxidantes utilizados en espermatozoides de humano

De los problemas de infertilidad en humanos, el 50% se atribuye factor masculino. Desde hace afios
se tiene la evidencia de que la infertilidad masculina est& asociada con un nivel alto de ERO y el dafio
considerable al ADN, lipoperoxidacion y dafio a las proteinas; considerados como blancos de
radicales libres. Para la infertilidad en el hombre no existe una cura como tal, ni agregando algun
compuesto en procesos in vitro para mejorar la calidad y funcién de los espermatozoides (Da silva.,
2019).

Aunque las tecnologias de RA de punta como la ICSI han sido una buena alternativa, ain estan en
constante investigacion. EI motivo es que las tasas de nacimientos no rebasan el 30%, ademas de que
los costos son altos. La utilizacion de antioxidantes ofrece, entre otras cosas, una posible solucién no
invasiva, econdmica y natural para una disminucion del excedente de productos del metabolismo
espermatico. Otra de las ventajas que tiene el utilizar antioxidantes, es que se ha detectado su
presencia en el semen, como las vitaminas C, D, carotenoides, coenzima-Q, carnitinas, acido félico e
incluidos oligoelementos con poder antioxidante, como el zinc y el selenio. Los metaandlisis con
estos compuestos administrados por via oral en humanos determinaron la relacién existente entre el

aumento den la tasa de embarazo y la terapia con antioxidantes (Da silva., 2019).
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En la Cuadro 14, se describe los resultados obtenidos del uso de distintos antioxidantes o formulas

comerciales y su efecto en la fertilidad masculina y calidad del semen.

Cuadro 14. Evaluacion de uso de antioxidantes en la calidad del semen del hombre.

Compuesto Concentracion Caracteristicas Resultados Autor (es)
Acido a-lipdico 0.02y 0.5 mM -Regula el equilibrio celular. | -Mejora la expresion de | Asaetal.,
Es un 4&cido graso que se | genes 2020.
produce de forma natural en el | BCL2 , HSP70 e iNOS.
cuerpo  se  ha  Visto | -Aumenta la viabilidad (33
determinado que tiene | op > 22%), motilidad (25 %
propiedades antioxidantes y | > 16 96) y morfologia
anticancerigenas. espermatica.
-Disminuye la
fragmentacion de ADN,
expresion del gen NAX y
ERO.
Péptido Bioactivo | 60 pg/ mL Aislado de hierbas naturales | -Aumenta la viabilidad | Liuetal.,
con efectos antibacterianos, | (57.53 % > 42.41 %) y | 2020. (a)
antitromboticos y antivirales. | motilidad (65.33 % > 65.33
Caracterizado por su bajo peso | %) de los espermatozoides.
molecular,actia como | -Aumenta el porcentaje de
mediador del metabolismo | los espermatozoides con
celular mediante AMPK acrosoma intacto y
expresion  de  proteinas
GTPasas.
*Coenzima-Q *20mg (Se  describiran  algunos | -Mejora la calidad del | Nazari et
*L-carnitina *1500 mg compuestos como las | semen, concentracion y | al.,2020
*Vitamina C *60 mg vitaminas del complejo B | morfologia de los
*Vitamina E *10 mg debido a que ya se abordd su | espermatozoides
*Vitamina B12 *1ug descripcion en cuadros ant) -Aumenta la  motilidad
*Vitamina B9 -Vitamina B9- é&cido folico | después de la
*Zinc *200 mg indispensable para la | suplementacion (35 % > 28
*Selenio *10 mg maduracion de  proteinas | 96).
*50 ug mientras que la vitamina B12
“Androferti” participa en la descomposicion
(2 veces al dia x3 de proteinas.
meses)
N-acetilcisteina 600 mg/ dia Es considerado un | -Aumenta la concentracién | Jannatifar et
antioxidante derivado del | de espermatozoides, su | al., 2019.
aminoacido L-cisteina | motilidad (42 % > 35%),

quecontribuye a la sintesis de
GSH y apoya la restauracion
de este; en caso de
agotamiento a  menudo
causado por el estrés oxidativo
e inflamacion. Se  ha
encontrado que mejora la
concentracion de
espermatozoides.

los niveles de testosterona
(asociada con niveles bajos
de FSHy LH).

-Disminuye la
fragmentacion de ADN y
morfologia anormal.
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16.-Futuras tendencias de suplementos antioxidantes en la PEIV

Existen sustancias en los medios de cultivo que pueden proporcionar otras posibilidades de obtener
una alta tasa de embriones (Garcia-Diaz et al., 2013). Entre estos compuestos esta la piridoxina
(vitamina B6), una vitamina hidrosoluble que forma parte del complejo B, a la cual, se le atribuye
gran relevancia por su intervencion en el metabolismo de los aminoacidos y carbohidratos, absorcion
de la vitamina B12, sintesis de &cidos nucleicos, equilibrio de la entrada de Na y K, participacion en
la catalizacion y liberacidn de la glucosa; ademas de que atraviesa las membranas celulares facilmente
por difusion facilitada. Estudios demuestran que esta vitamina actia como un cofactor requerido por
numerosas enzimas en todos los organismos. EI metabolito activo es el piridoxal 5” fosfato, implicado
en la ruta del metabolismo para la formacion de cisteina, que es el precursor limitante de la velocidad
en la sintesis del GSH que es un antioxidante importante dentro y fuera de la célula, al mismo tiempo

de ser responsable del equilibrio del estado redox de la célula (Matxain et al., 2006).

Aunque no esté clasificado como un compuesto antioxidante, se ha demostrado que tiene una gran
efectividad . Se ha observado que la piridoxina en células endoteliales aumenta la viabilidad hasta en
un 60% (Endo et al., 2007) y en ensayos realizados con sangre, se observé que la vitamina B6 tiene
tres veces mas actividad antioxidante que la vitamina C y se demostré que inhibe la produccion de
superoxidos (Pierre et al., 2003) En otro estudio se determiné que previene la oxidacion de proteinas
en células de lentes de conejo (una causa de formacion de cataratas) (Jain et al., 2002) y revirtio la
respuesta inflamatoria elevada y la peroxidacion de lipidos, caracteristica de las ratas deficientes en
este compuesto (Lakshmi et al., 1991). Estudios realizados en criopreservacion de espermatozoides
de caprino utilizando piridoxina, se observé una mejoria en la viabilidad y simultineamente se
redujeron los parametros de estrés oxidativo (Daramola et al., 2017). Otro estudio similar realizado
en la cabra africana mostro que la vitrificacion de espermatozoides suplementados con piridoxina
mejord la reaccion acrosomal y la viabilidad (Daramola et al., 2016). En el embrién de pollo, se tiene
reportado que mejora el desarrollo embrionario y que es esencial para el crecimiento del embrién
(Cravens., 1949).

Otro estudio sobre el efecto de la piridoxina en la MIV registré un aumento de blastocistos de 17%
an 32% (Aboelenain et al., 2017). Esto sugiere gque la suplementacién con este compuesto y sus
derivados se obtienen tienen tasas similares o mayores en la eliminacion de ERO, comparados con
los de las vitaminas C y E, que son dos de los antioxidantes biol6gicos mas eficientes conocidos. Un

estudio tedrico realizado por Matxain et al (2006), menciona la posible via para abatir el efecto nocivo
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de ERO, mediante la abstraccion de H* con carga en diferentes carbonos del anillo de piridoxina.
Actualmente no esta bien dilucidado el mecanismo por el que actla, pero se ha determinado que la
accion de esta vitamina acompafiada de otras vitaminas del Complejo B al medio de MIV no produce
un cambio en la maduracién nuclear y citoplasmica ni desarrollo embrionario en bajas
concentraciones (Kinyuru., 2010).

Otro de los compuestos con actividad antioxidante eficaz, es el resveratrol. El cual durante los ultimos
afios ha apuntado a ser considerado como terapia contra diversas enfermedades por sus multiples
funciones ademés de antioxidantes, inmunomoduladores, antiplaquetarios y antiinflamatorias.
Aunque esta reportado que tiene efectos adversos cuando las dosis/ concentraciones son elevadas. En
el caso de las mujeres, su consumo ha sido util en el tratamiento de trastornos ginecoldgicos como
SOP y endometriosis (Rodriguez-Varela y Labarta., 2020). Como ya se ha detallado, el resveratrol es
un polifenol estilbeno presente en muchos frutos como uvas, bayas y cacahuate. Su uso se ha vuelto
muy popular, debido a su potencial anticancerigeno al mediar la tumerogénesis, ademas de que se ha
revelado su papel cardioprotector (Colica et al., 2018). Se ha informado que los mecanismos de accion

estan centrados en varios mecanismos relacionados con factores de crecimiento y cinasas.

La adicidn de resveratrol en los medios de MIV de varias especies animales, esta relacionado con el
mejoramiento del potencial embrionario y a la vez con el aumento de las tasas de ATP, proponiéndose
que este polifenol pudiera actuar mejorando la homeostasis mitocondrial, a la vez que tiene efecto
anti apoptoético sobre las células de la granulosa (Sugiyama et al.,2015) al contrario de las células de

la teca donde sus efectos son proapoptéticos (Wong et al.,2010).

La coenzima Q es considerado un antioxidante prometedor a futuro, ya que esté reportado que actlia
como protector de lipoproteinas, ademas dentro de las mitocondrias juega un papel importante en la
produccion de energia y como antioxidante fuera de las mitocondrias al erradicar los radicales libres
por lo anterior se le ha atribuido un papel en la salud ya que ha Ilamado la atencion por minimizar los
efectos de algunas enfermedades degenerativas como la diabetes, cancer, alzhaimer y enfermedades
vasculares. Lo anterior, esta reportado en pacientes que ha ingerido este antioxidante (Rodick et al.,
2018).
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17.- DISCUSION

De acuerdo con la revision y busqueda de informacion en la literatura, los estudios de las tecnologias
de RA en donde se han utilizado antioxidantes han ido en aumento en los dltimos 5 afios. En las
especies de interés doméstico y en el humano los resultados son variables, debido a que, en los
gametos, la fisiologia y la estructura celular son diferentes. Por tal motivo, cada protocolo para la
PEIV es especifico en cada especie; incluso en compuestos que se utilizan en los medios de cultivo,

cumpliendo asi las necesidades metabolicas para la obtencion de energia.

La modificacion de los medios de cultivo y la influencia de las moléculas tiene un efecto importante

en la modulacién de los eventos que ocurren en la interaccion ovocito-espermatozoide. La
preparaciéon especifica de los medios, sigue en investigacion. La clave para continuar con la
investigacion es el conocimiento y caracterizacion de las secreciones en el tracto reproductor
femenino que tienen contacto con los gametos y que influyen en el metabolismo celular (Romar et
al., 2019).

El metabolismo es uno de los focos de atencion para la investigacion con la finalidad de afiadir
compuestos en cantidades precisas s a los medios de cultivo, con el objetivo de que al término de la
PEIV el embridn sea de calidad, viable y transferido en las mejores condiciones a una hembra
receptora. EI mal funcionamiento de cualquier via, podria verse implicado laPEIV; de este modo no
se proveeria la energia suficiente para los eventos de gametogénesis, foliculogénesis, detencion y
reinicio mei6tico, ovulacion, fertilizacioén, capacitacion espermatica, reaccion acrosomal,
fertilizacion y el progreso del desarrollo embrionario, asi como su implantacion y diferenciacion
celular, en los cuales el aporte de ATP proporcionado por la mitocondria y el nivel de ERO tiene un

impacto imprescindible en los resultados de PEIV.

La mitocondria al ser el organelo donde se produce la mayor cantidad de ATP esta vinculada con la
produccion de ERO. Es un organelo multifuncional involucrado en varios aspectos de la biologia
celular como la homeostasis de calcio, metabolismo de acidos grasos y en una gran variedad de
sefiales; su nimero y estructura son variables en funcion del tamafio de la célula y su requerimiento
energético. No obstante, la composicion limitada de los medios y condiciones de cultivo afectan el
metabolismo celular provocando lo que se conoce como estrés oxidante (Almansa-Ordofiez et al,
2020). La produccion de ERO es comun y necesaria, por la participacion que tiene en las vias de

sefializacién, por lo tanto, la reproduccion tiene un costo, es decir que los organismos al reproducirse
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“pagan el precio” por la inversion de energia y produccion de ERO que se lleva a cabo, afectando en
gran medida la calidad de vida (Alonso-Alvarez et al., 2017), cualquier especie que se reproduzca
tiene una tasa metabdlica mas alta por lo que el equilibrio redox debe mantenerse ya que a nivel in

vitro es limitado.

Los antioxidantes al ser compuestos multifuncionales que previenen la oxidacion han sido objeto de
estudio a través de los afios, con la posibilidad de que, al estudiar minuciosamente sus caracteristicas
guimicas y mecanismos de accion, puedan ser utilizados en los procedimientos para la PEIV. Estos
representan muchas ventajas entre las cuales estan el bajo costo y el uso de una gama de compuestos

de origen natural.

El equilibrio entre antioxidantes y ERO es considerado un requisito indispensable para la maduracion
y desarrollo del ovocito. Recientemente se ha determinado que la mitocondria puede “tomar” lipidos
del citoplasma y realizar con ellos la p-oxidacion de acidos grasos, ya que existe evidencia de que los
ovocitos de mamiferos requieren acidos grasos para el potencial de su desarrollo, pero esto puede
suponer una desventaja debido a que la presencia de ERO puede desencadenar lipoperoxidacién
(Bradley y Swann., 2019), misma que puede contrarrestarse con el uso de antioxidantes. El
metabolismo los lipidos se ve reflejado en la coloracion del citoplasma, y este difiere entre especies
al verse reflejado en la coloracion del citoplasma, ademas de la expresion de factores secretados por
el ovocito (Dalbies-Tran et al., 2020).

Aungue los resultados no son lo suficientemente altos, los antioxidantes al estar presentes en los
fluidos y el tracto reproductor, estarian garantizando, que el afadirlos a los medios de cultivo, estos
se estarian optimizando viéndose reflejados en los resultados de la PEIV, aunque hay que reconocer
que faltan numerosos compuestos por evaluar, pero al desconocer parte de la bioquimica,
farmacocinética, toxicologia y demas mecanismos celulares, no se puede precisar qué antioxidante es
el més efectivo e incluso cuales podrian actuar sinérgicamente, considerando que faltan muchos
estudios de factores que podrian estar involucrados en la sobreproduccion de ERO. Los actuales
tratamientos con antioxidantes para disminuir las ERO se han vuelto populares y novedosos y se han
realizado tanto in vivo aplicAndolos por via oral como in vitro, suplementando los medios de cultivo
para gametos y embriones, aunque la mayoria de las investigaciones son realizadas in vitro

garantizando el control de las variables.

Los reportes de la literatura apuntan a que los antioxidantes preferentemente se afiaden en los medios
de cultivo para la PEIV, especificamente en la MIV del ovocito. Durante su desarrollo sintetiza

factores de crecimiento, ATP, GSH y moléculas que son imprescindibles para el desarrollo
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embrionario posterior; la falla de la MIV (tanto la fase citoplasmica como nuclear) se ve reflejada en
el potencial de desarrollo lo cual estd bien documentado (Sirad et al.,2006). La competencia de los
ovocitos esta intimamente relacionada con el éxito y la calidad del desarrollo embrionario, en el
sistema in vitro no es la excepcion. El emular el ambiente uterino y del oviducto utilizando elementos
energéticos en los medios de cultivo, repercute especialmente en la mitocondria en cuanto a su forma,
funcion y distribucion, afectando el metabolismo de manera global y el respectivo aumento de ERO,
considerando que las condiciones de cultivo no se han podido reproducir de forma exacta. Para
mejorar los medios de cultivo, los antioxidantes son candidatos ideales, ya que se ha visto que
aumentan la maduracién citoplasmica y nuclear, por tal motivo los resultados exitosos de la FIV
dependen de la competencia de la maduracion dada por la suplementacion de antioxidantes (Agarwal
et al., 2008).

En cada una de los cuadros donde se resumen los resultados con diferentes antioxidantes en diversas
especies de mamiferos con importancia econdmica, se muestra el potencial de estos compuestos para
regular los niveles de ERO, viéndose reflejado en variables como viabilidad, tasa de blastocistos,
calidad embrionaria, potencial de membrana mitocondrial, concentracion de GSH, expresion de genes
antiapoptoticos entre otros; demostrando la multifuncionalidad de los antioxidantes y la ventaja que
representa ante otro tipo de moléculas. Aunque hay algunos estudios que revelan que altas
concentraciones son toxicas o no tienen efecto positivo, por lo que se deben establecer las

concentraciones fisiologicas requeridas (Torres-Osorio et al.,2019).

En el caso del Cuadro 3, la mayoria de los compuestos de accién antioxidante de aplicacién reciente
para la PEIV porcinos son de origen botanico, y en las caracteristicas que se mencionan podria decirse
que estas son multifuncionales. En general, los resultados muestran principalmente una relacion entre
el aumento de la tasa de blastocistos y el mejoramiento del potencial de membrana mitocondrial. No
obstante, también se aprecia que se disminuyen las ERO en los estudios en los que se mide el nivel
de estas moléculas oxidativas. El porcino, es una de las especies con mas estudiadas respecto a
antioxidantes seguida del bovino, donde también muchos de los antioxidantes han tenido resultados
similares a los del porcino. El antioxidante que presentd mayor porcentaje de la tasa del desarrollo
embrionario es el acido hialurénico con 77.3 % respecto al grupo control que es de 53. 1%
; esto podria ser una alternativa para poder suplementar los medios de M1V, y aunque no hay estudios
posteriores referente a su estandarizacion, los resultados de la obtencion de embriones sefialan que
una mejora de los medios de cultivo en su adicién de otros compuestos podria mejorar las tasas de
fertilizacion. En el caso del Cuadro 4, la combinacion de varias vitaminas provee a la célula una

actividad antioxidante sinérgica, pero solamente la carnitina y resveratrol presentaron altos
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porcentajes respecto a su grupo control del estudio (54.2 % > 47.2 %), en el cual se aprecia la relacion
que hay entre el potencial del desarrollo embrionario y la eficaz accion antioxidante al evaluar
expresion de genes antioxidantes y antiapoptéticos, contenido de GSH y viabilidad celular. Aunque
los efectos de algunos compuestos como el plasma rico en plaquetas no fueron exitosos, no quiere
decir que su aplicacion en gametos de otras especies no pueda serlo. En el Cuadro 5, los componentes
utilizados son diferentes respecto a los dos cuadros anteriores, con esto se comprueba una vez mas la
gran variedad de estos elementos, que podrian sustituir las funciones de aquellos factores de
crecimiento, elementos, proteinas o sustancias que faltan por dilucidar en los fluidos oviductal y
uterino de cada una de las especies. Los porcentajes mas altos los representa la suplementacién con
la combinacién de melatonina, acido ascorbico y taurina, aunque especificamente la melatonina
aumentd los porcentajes de maduracion (61.76 % > 37.60 %). Respecto al Cuadro 6, los antioxidantes
utilizados en ovinos son pocos, pero algunos de ellos como el resveratrol y la coenzima Q-10 ya
habian sido evaluados en otras especies, con resultados positivos. Los Gltimos reportes, apuntan a un
uso mas sofisticado de extractos de plantas medicinales; a pesar de que se han realizado pocos
estudios, los resultados han sido favorables al contener una mezcla de diversos antioxidantes,
minerales e incluso vitaminas, que actdan sinérgicamente; la desventaja es la existencia de muchas
plantas medicinales en las que no se podido caracterizar su composicion quimica total. EI mayor
porcentaje de blastocistos es de 46. 5 % (mientras que la tasa mas baja en ese estudio es de 19.4 %).
Este porcentaje es comparativamente bajo a los que se presentan en otras especies con otros
antioxidantes. En el Cuadro 7 en equinos los resultados son los méas pobres, pocos han sido los
estudios relacionados a la suplementacion con antioxidantes en el medio de cultivo. Los resultados
de maduracion son bajos en comparacion con otras especies, al igual que el desarrollo embrionario
del cual la tasa de division fue de 44 %. Por Gltimo, en el Cuadro 8, para el caso de los humanos los
problemas de fertilidad por diversas causas plantean una suplementacion via oral, miden diferentes
variables, pero se considera que la mas importante es el porcentaje de nacimientos vivos que esta
representado por una combinacion de mioinositol, acido lipdico y &cido folico que en comparacion

con su grupo control del mismo estudio aument6 de manera considerable (30 % > 0 %).

En cuanto a técnicas de reproduccion en el espermatozoide como la inseminacion artificial y la
criopreservacion el uso de antioxidantes ha sido una alternativa para la disminucion de las ERO y
contribuir al desarrollo de éstds técnicas. Los esfuerzos destinados a esto Ultimo han sido
prometedores e incluso estan reportados en las tablas; combinaciones de antioxidantes podrian
resultar en un aumento a diferencia de la accion de un antioxidante. Nimerosos son los profesionales

enfocados a la preservacion del semen de cada especie; sin embargo, los resultados son variables por
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la fisiologia del gameto masculino. Ademas de gque la modificacion de cada protocolo con el fin de

evitar los altos niveles de ERO sigue en pie de estandarizarse (Vichas et al.,2018).

Las ERO dafian los parametros espermaticos y esta reportado que las afectaciones a la estructura de
la mitocondria se ven reflejado en la motilidad espermatica, lo cual esta documentado. Hay pocos
estudios sobre la terapia antioxidante sobre el potencial de membrana mitocondrial siendo este uno
de los parametros principales relacionados con el metabolismo espermatico y a su vez con la
produccion de ERO (Barbagallo et al.,2020); aunque el mecanismo de accion de los antioxidantes
aln no esta claro, se propone también su uso en espermatozoides, pero al no haber suficientes estudios

comparativos no se puede establecer algin compuesto especifico.

Las ERO producidas por los espermatozoides son generadas principalmente por la actividad de la
NADPH. Esta enzima al formar parte de los procesos de fertilizacion y desarrollo embrionario se
destaca que hay que nivelar las concentraciones estas mediante la utilizacién de antioxidantes, ya que
ademas de que ofrecen la ventaja de ser natural, econdémica disponibilidad a diferencia de terapias

hormonales de las que ain no estan bien establecidas (Vessey et al.,2020).

En el Cuadro 9, el uso de antioxidantes para la conservacion de semen de porcino es variable. Los
resultados son prometedores; para fines practicos se tomaron en cuenta los porcentajes de viabilidad
y motilidad. EIl porcentaje que mas destaca de dicha tabla es de 83 % , el cual casi duplica respecto
al valor del grupo control; lo anterior se logrd con la suplementacion via oral del orujo de uva.
Mientras que la vibilidad lo representa la adicién de taurina al diluyente con un 81 %, no hubo un
aumento significativo respecto al grupo control (79.2 %). Para el Cuadro de semen de bovino (Cuadro
10) el porcentaje mas relevante de motilidad se representa con el extracto de Omija, el cual
practicamente se duplicd después de la congelacion con suplementacion previa; el resto de los
antioxidantes reportados también evalGan parametros espermaticos y relacionan el aumento de estos
con la disminucion de los niveles de ERO y lipoperoxidacion. En el caso de del Cuadro 11, son dos
los compuestos que aumentan la motilidad: el resveratrol (88 % > 78 %) y la quercetina (61.33 % >
53.41 %). Que, aungue son porcentajes diferentes, las diferencias entre sus grupos tratamiento y
control con aproximadamente del 10 %. En esta tabla también se evalua la expresion de enzimas
antioxidantes, en las que la adicion de ciertos compuestos en los protocolos de congelacion/
criopreservacion podrian participar en la expresion adecuada de dichas enzimas. Para el Cuadro 12,
el nanoselenio tuvo un efecto importante en los porcentajes de viabilidad y motilidad (77.92 % >
59.47 %) a comparacion de los otros compuestos, posiblemente por su participacion como cofactor.
En el caso del Cuadro 13, se destaca el uso de combinaciones de antioxidantes; tal es el caso de la

suplementacién con SOD, CAT y GPX ya que su eficacia se demuestra en los porcentajes de la
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especies, pero adn asi siguen siendo deficientes. Para el caso de los humanos, los porcentajes con
cualquiera de los compuestos presentados en la tabla son los més bajos de todas las especies que se
mencionan. Aunque el compuesto que aumenta de manera considerable los parametros espermaticos
es el péptido bioactivo (viabilidad -57.53 % > 42.41 % y motilidad - 65.33 % > 65.33 % );

concluyendo que muchos de los resultados favorecedores provienen a partir de extractor herbales.

Los extractos herbales podrian estar implicados en el metabolismo, promoviendo la activacion de vias
de sefializacion. Al tener conocimiento de que las condiciones de cultivo afectan a la mitocondria de
manera directa y que conlleva a una alteraciéon en la produccién de ATP; la alteracion de los
mecanismos metabolicos en el interior del organelo afecta en general a todo el metabolismo
pertubando drasticamente el ciclo celular, movilizacion del calcio, las vias de sefializacion y la
expresion de factores. Del mismo modo al alterarse el pH, se crea un ambiente propicio para la

generacion de ERO vy la induccion del metabolismo anormal (Camargo et al., 1999).

Las preguntas que quedan en el aire son: 1) ¢Cuales son los parametros mas importantes del ovocito,
espermatozoide y embrién para tomarlos en cuenta al momento de evaluar el efecto positivo de los
antioxidantes en la PEIV; 2) A partir de esta revision realizada, ¢se puede establecer alguna propuesta

de concentracion de antioxidanfes para mejorar la PEIV?
18.- CONCLUSION

Se ha realizado una extensa revision bibliografica con la finalidad de resaltar la importancia del
estudio el efecto antioxidante para mejorar la PEIV de importancia econémica.En general, a partir de
esta revision , se observa con el uso de antioxidantes una clara mejoria en la calidad embrionaria,
ademas de una importante reduccién de ERO tanto en ovocitos como en espermatozoides. Sin
embargo, para poder establecer el uso de algln antioxidante en los métodos in vitro hacen falta mas
estudios bioquimicos acerca del ambiente redox en el interior de los gametos para facilitar el

tratamiento antioxidante adecuado, debido a la fisiologia diferente de los gametos entre especies.
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