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ARTiCULO DE REVISION

La cisteaminay sus aplicaciones en la produccion in vitro
de embriones

Cysteamine and its applications in the in vitro production of embryos

Ruth Ortega Rojas!>>, Gustavo Palma’, Wilmer Vacacela Ajila*,
Rubén Carrera Durazno'

RESUMEN

La produccion in vitro de embriones (PIVE) es una biotecnologia aplicada a diferen-
tes especies de mamiferos domésticos y silvestres, ademas del humano. La PIVE com-
prende la maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fecundacioén in vitro de ovocitos
madurados (FIV) y el cultivo in vitro de ovocitos fertilizados (CIV). En los procesos de la
MIV y CIV se tiene un incremento de los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS)
que generan mayores niveles de estrés oxidativo, que ante junto a un deficiente sistema
antioxidante en condiciones in vifro se pueden afectar estos procesos. Ante esta situa-
cion, los medios de maduracion se suplementan con compuestos antioxidantes como la
cisteamina (CY'S) que es un amino tiol (HSCH,CH,NH) de bajo peso molecular (77.1 g/mol),
tiene actividad antioxidante propia, promueve el transporte de cisteina al interior de la
célula y favorece la sintesis de glutation (GSH). Investigaciones sobre el uso de la CYS
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en la PIVE indican que se estimula la produccion de GSH, la maduracion ovocitaria y
favorece el proceso de segmentacion y blastulacion; asimismo, tiene efectos sinérgicos
con otros antioxidantes o con factores de crecimiento, de manera que el interés sobre
esta molécula y sus efectos en la PIVE ha ido aumentando a través de los afios. Este
articulo de revision presenta las propiedades y efectos de la cisteamina en el sistema de
produccion in vitro de embriones en rumiantes.
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ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is a biotechnology applied to different species of
domestic and wild mammals, in addition to humans. IVP includes the in vitro maturation
of oocytes (IVM), in vitro fertilization of matured oocytes (IVF) and the in vitro culture
of fertilized oocytes (IVC). In the IVM and IVC processes there is an increase in levels of
reactive oxygen species (ROS) that generate higher levels of oxidative stress, which
together with a deficient antioxidant system in in vitro conditions can affect these
processes. Faced with this situation, the maturation media are supplemented with
antioxidant compounds such as cysteamine (CYS), which is an amino thiol (SCH,CH,NH)
of low molecular weight (77.1 g/mol), has its own antioxidant activity, promotes the
transport of cysteine to the interior of the cell and favours the synthesis of glutathione
(GSH). Research on the use of CYS in IVP indicates that it stimulates GSH production,
oocyte maturation and favours the segmentation and blastulation process. In addition, it
has synergistic effects with other antioxidants or with growth factors, so the interest in
this molecule and its effects on IVP has increased over the years. This review article
presents the properties and effects of cysteamine in the in vitro production system of

embryos in ruminants.
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INTRODUCCION

La produccion in vitro de embriones
(PIVE) en las especies de interés zootécnico
es una biotecnologia reproductiva utilizada
para mejorar el desempefio productivo de los
rebafios mediante la produccion de animales
genéticamente superiores o de elevado méri-
to econdémico (Camargo et al., 2006). La
PIVE comprende un proceso secuencial de
tres eventos en el laboratorio: maduracion in
vitro de ovocitos (MIV), fecundacion in vitro
de ovocitos madurados (FIV) y el cultivo in
vitro de ovocitos fertilizados (CIV) hasta el

estado de blastocisto en el dia 7 en el caso
del bovino (Silva et al., 2010; Quispe et al.,
2018). A través de la MIV el ovocito bovino
avanza desde la etapa de diploteno de la
profase I, cuando el nucleo del ovocito esta
en un estado de vesicula germinal, a la
metafase II, lo cual implica también un pro-
ceso de maduracion citoplasmatica (Rocha-
Frigoni et al., 2016), seleccion y capacita-
cion de los espermatozoides, y el cultivo pos-
terior de los embriones (Wrenzycki, 2016).
Varios factores inherentes al ovocito, al am-
biente fisiologico de la hembra en el momen-
to de ser colectado, al ambiente propio del
cultivo celular, como los instrumentos y equi-
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pos, los quimicos (tipo y composicion de los
medios de cultivo), microambientales (con-
centracion de gases y temperatura en incu-
badoras), asi como el nimero de estructuras
cultivadas en cada gota y de la experticia de
los operadores pueden influir en la eficiencia
de la PIVE y contribuir a las diferencias exis-
tentes entre embriones producidos in vivo e
in vitro (Camargo et al., 2006).

La eficiencia de la PIVE varia entre el
30 y 40% de producciéon de blastocitos
(Ranjbar et al.,2019) y esta relacionada con
los medios de cultivo que se utilizan (Diaz,
2017). La eficiencia se refleja en la obten-
cion de embriones sin alteraciones
morfologicas; y en la expresion génica, por-
que las condiciones en las que se desarrollan
los embriones in vitro no pueden imitar com-
pletamente a las in vivo (Camargo et al.,
2006). Las condiciones estandar de CIV de
embriones aumentan las especies reactivas
del oxigeno (ROS), y constituye una de las
principales causas del reducido desarrollo
embrionario (Rocha-Frigoni et al., 2016). La
produccion de ROS es un proceso normal que
ocurre en la cadena respiratoria mitocondrial
de la célula (Rocha-Frigoni et al., 2016). Los
organismos vivos poseen factores protecto-
res naturales que contrarrestan los efectos
negativos de las ROS, llamados antioxidantes
(Mahmoud et al., 2016).

En condiciones fisioldgicas normales las
ROS y los antioxidantes celulares se encuen-
tran en equilibrio. Las células poseen meca-
nismos fisiologicos para obstaculizar la for-
macion excesiva de radicales libres (H,0,,
O,-, OH,, etc.) incluidas las enzimas especi-
ficas que controlan los niveles intracelulares
(Sovernigo et al., 2017). Los captadores de
oxigeno presentes en fluidos foliculares y
oviductales protegen el estrés oxidativo de
ovocitos y los embriones in vivo, eliminando
o reduciendo el efecto de ROS, ademas de
varias enzimas, tales como Cu-Zn superoxido
dismutasa (Cu-Zn/SOD), Mn/SOD,
catalasas, glutation-peroxidasa (GSH-Px) y
ceruloplasmina, ademas de las vitaminas A,

Rev Inv Vet Pert 2022; 33(1): €20134

Cy E (Garcia-Diaz et al., 2013). Sin embar-
go, en condiciones in vitro los niveles de
antioxidantes son mas bajos que in vivo, por-
que los ovocitos y embriones no se benefi-
cian del sistema de proteccion antioxidante
materna. Las especies reactivas de oxigeno
pueden atravesar facilmente las membranas
celulares, alterando la mayoria de las molé-
culas organicas y afectando el desarrollo tem-
prano de los embriones (Khazaei y Aghaz,
2017).

Durante la PIVE los niveles altos de
ROS inducen el estrés oxidativo (ES), lo que
conlleva al desarrollo embrionario deficiente
(Rocha-Frigoni et al., 2016), si no se
implementan medidas para reducirlo. E1 ES
es producto del desbalance entre la produc-
cion de ROS y el efecto protector del siste-
ma antioxidante, responsable de su neutrali-
zacion y/o remocion (Tsantarliotou y
Sapanidou, 2018). Si en condiciones de culti-
Vo in vitro este sistema es insuficiente para
neutralizar las ROS, entonces los efectos
perjudiciales sobre la calidad de los gametos
y de los embriones es considerablemente
mayor (Ranjbar et al., 2019). Esto ocurre
porque altera y minimiza la funcion y super-
vivencia celular, dafia las proteinas, lipidos,
DNA y acelera la apoptosis celular
(Tsantarliotou y Sapanidou, 2018). Asimismo,
los niveles de ROS superiores a los fisiologi-
cos reducen la transferencia de nutrientes y
afecta los factores de supervivencia de los
ovocitos, desencadenando la apoptosis de las
células de la granulosa (Khazaei y Aghaz,
2017). Los embriones de mamiferos produ-
cen ROS principalmente a través de la
fosforilacion oxidativa, lo que implica un au-
mento gradual en la produccion de ROS des-
de el embrion bovino de dos células hasta la
etapa de morula tardia. Esto puede atribuirse
al consumo de oxigeno, glucosa y captacion
de piruvato durante el desarrollo del embrion,
que luego empieza a disminuir en la etapa de
blastocisto debido a la contribucion de la
glucdlisis a la suplementacion con ATP y ala
induccion de defensa antioxidante
(Tsantarliotou y Sapanidou, 2018).
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El equilibrio entre las ROS y los me-
canismos antioxidantes de defensa celular son
esenciales para crear las condiciones favo-
rables para la PIVE (Rocha-Frigoni ef al.,
2016). Los antioxidantes pueden influenciar
en la maduracion in vitro de los ovocitos y el
consiguiente desarrollo embrionario al ser
adicionados al medio de cultivo (Mahmoud
et al., 2016). El glutation (GSH) es un
antioxidante que protege a las células contra
los efectos nocivos del estrés oxidativo al re-
ducir o eliminar las ROS (Sandal, 2018). El
GSH es sintetizado a partir de tres
aminoacidos constitutivos: la cisteina, glicina
y glutamato (Anchordoquy et al., 2019). El
GSH es uno de los sulthidrilos no proteicos
compuestos, un tiol libre que protege el cigoto
cultivado de estrés oxidativo (Goel et al.,
2017). E1 GSH juega un rol importante en la
maduracion de los ovocitos, la fertilizacion y
desarrollo embrionario temprano, pero en
general, ha sido poco estudiado durante la
PIVE. La adicion de antioxidantes (AO) du-
rante la MIV reduce los niveles de especies
reactivas de oxigeno en el sistema de cultivo
al aumentar el contenido intracelular de GSH
(Nikoloff et al., 2020). Los AO pueden re-
ducir el estrés oxidativo durante la MIV dis-
minuyendo los niveles de ROS directamente
o aumentando los niveles de GSH en los
ovocitos, dependiendo del tipo de AO usado
(Mukherjee et al., 2014; Sovernigo et al.,
2017). Asimismo, el GSH mejora el desarro-
llo del embrion bovino cuando se encuentra
en altas concentraciones durante la madura-
cion in vitro (Anchordoquy et al., 2019).

Se ha comprobado que los compuestos
tiol de bajo peso molecular, como la
cisteamina (CYS), pueden aumentar el con-
tenido de GSH y la absorcion de cisteina por
los ovocitos durante la MIV (Sovernigo et
al.,2017). La CYS actia dentro del embrion
aumentando la sintesis de glutation, otro po-
tente AO (Silva et al., 2018). La CYS es un
pequeiio amino tiol derivado de la degrada-
cion de la coenzima A (Gallego-Villar et al.,
2017) que actia como precursor de GSH.
Aunque no tiene un efecto directo sobre ROS,

contribuye a aumentar los niveles de GSH
(Sovernigo et al.,2017) reduciendo la cistina
a cisteina y mejorando la sintesis de glutation
(Swami et al., 2017). La cisteamina se agre-
ga alos medios de MIV para mejorar la com-
petencia de desarrollo de los ovocitos
(Mahmoud et al., 2016) y promueve el desa-
rrollo temprano de embriones al facilitar la
maduracion citoplasmatica de los ovocitos
(Ranjbar et al., 2019). Los compuestos de
tiol como la cisteamina tienen diferentes efec-
tos cuando se agregan al medio de cultivo de
embriones y depende de la concentracion uti-
lizada, la especie y el tipo de ovocito
(Mahmoud et al., 2016). Dada la abundante
cantidad de informacion publicada sobre el
uso de la cisteamina como antioxidante en la
PIVE de embriones en rumiantes, esta revi-
sion de literatura tiene como objetivo hacer
una actualizacion detallada de los conocimien-
tos sobre este interesante tema biotec-
noldgico.

Importancia de la Produccion in vitro de
Embriones

La produccion de embriones in vitro es
una biotecnologia desarrollada para obtener
crias de animales de produccion de alto valor
genético (Quispe et al., 2018), habiendo con-
tribuido grandemente en la mejora genética
de los rebafios bovinos en el mundo, y a dis-
minuir el intervalo generacional (Kasinathan
et al., 2015). Mientras que en condiciones
normales los bovinos pueden tener maximo
una cria por vaca/afio, el uso de esta
biotecnologia ha permitido multiplicar esta
cifra. A partir de mediados de la década pa-
sada la produccion in vitro de embriones
(PIVE) reemplazo progresivamente al siste-
ma de multiple ovulacion y la transferencia
de embriones (MOET) (Viana et al., 2018),
y para el afio 2018, del total de embriones
transferibles colectados o producidos en el
mundo (n=1 499 367), 31.3% fueron embrio-
nes obtenidos in vivo (n=469 967) y 68.7%
fueron producidos in vitro (n=1 029 400)
(IETS, Embryo Technology Newsletter,
2019).
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La produccion de embriones transferi-
bles in vitro se debid, en primer lugar, a la
implementacion de la aspiracion folicular guia-
da por ultrasonido (Ovum pick up — OPU)
como procedimiento rutinario para la obten-
cion de ovocitos bovinos, que permiti6 lare-
coleccion de ovocitos de varias vacas
donadoras en una jornada de trabajo (Viana
et al., 2018), sin someterlas a protocolos de
estimulacion ovarica o superovulacion. En
segundo lugar, el aumento de la eficiencia en
la produccion de embriones in vitro
(Watanabe ef al., 2017), asi como su aplica-
cion a gran escala en establecimientos co-
merciales bovinos (Morotti et al., 2014;
Sanches et al., 2019) afecto positivamente el
costo de los servicios relacionados y deriva-
dos de esta actividad, convirtiéndola en un
negocio rentable, tanto para las compafiias
prestadoras del servicio como para las em-
presas ganaderas que se benefician de estas
tecnologias (Viana et al., 2018).

La PIVE implica la recoleccion de
ovocitos viables que son obtenidos como com-
plejos ovocito-células del camulo (COC), que
luego son manipulados en condiciones de la-
boratorio a través de tres etapas: MIV, FIV y
CIV. En general, los COCs se obtienen post
mortem de ovarios de matadero, o in vivo,
mediante la OPU. El primer procedimiento
ha sido usado como modelo experimental para
estudiar diversos aspectos relacionados con
las diferentes etapas de la PIVE (Alvarez et
al., 2006; Manjunatha et al., 2008) y poner a
punto la tecnologia, a fin de convertirla a una
escala comercial (Sanches et al., 2019). Este
procedimiento implica que los ovarios deben
ser transportados al laboratorio, preferible-
mente en un corto periodo. Estudios donde
utilizaron ovocitos aspirados de ovarios de
matadero y mantenidos en tubos de
poliestireno con 400 ml de TCM-199 +
HEPES en el aire encontraron que los
ovocitos se pueden retener hasta 12 h sin
perjudicar el desarrollo embrionario. Leivas
(2002) asimismo observo una mejor calidad
morfolégica en embriones derivados de
ovocitos transportados durante 6 h en liquido
folicular antes de [IVM; en tanto que Rauber
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et al. (2002) registraron un mayor rendimiento
de blastocistos en ovocitos contenidos en li-
quido folicular bovino de foliculos grandes
(>8 mm) en lugar de pequenos (3-5 mm).

En el laboratorio, los tejidos que rodean
el ovario son removidos, y los ovarios son la-
vados varias veces en solucion salina fisiolo-
gica. Luego los COC son aspirados de
foliculos de 2 a 8 mm de diametro (Kubota y
Yang, 1998) o por cortes sucesivos de la cor-
teza ovarica o slicing (Gordon, 2003). La
aspiracion folicular se hace usualmente con
jeringas desechables o con una linea de aspi-
racion conectada a una bomba de vacio. En
el segundo caso, la OPU permite obtener
ovocitos de vacas de alto valor genético, hasta
dos veces por semana sin afectar la efectivi-
dad de la técnica (Kruip ef al., 1994), cuyos
embriones producidos in vitro pueden ser
transferidos a hembras receptoras. La pre-
sion de vacio y el calibre de la aguja usadas
en el proceso puede afectar la calidad de los
ovocitos obtenidos (Bols ef al., 1996). Estu-
dios demuestran que aplicando 80 mmHg se
obtuvo una menor proporcion de COCs de
categoria Ay B y de ovocitos maduros com-
parado con 65 y 50 mmHg (Perea et al.,
2017). La calidad de los ovocitos y la compe-
tencia para desarrollarse como embriones se
afecta cuando la aspiracion folicular se efec-
tua a presiones superiores a 50 mmHg (Ward
et al., 2000).

Maduracion in vitro

La MIV es el primer paso de una serie
de tres etapas que culminan con la produc-
cion de embriones transferibles. Eso implica
colocar los COCs en una gota de medio de
cultivo, en un ambiente a 38.5 °C, con un 5%
CO, en aire y humedad de saturacion, que
promuevan su maduracion y los prepare para
la fecundacion (Hernandez, 2001). Durante
esta fase el ovocito progresa desde un esta-
dio de profase I (vesicula germinal) al de
metafase II (MII) de la segunda division
meiotica, en un lapso de 20 a 24 horas
(Gordon, 2003), con la concomitante extrusion
del primer corptisculo polar. Ala vez, se produ-
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ce un proceso de maduracion citoplas-matica
caracterizado por el almacenamiento de
lipidos, distribucion de mitocondrias y
ribosomas, reduccion de aparatos de Golgi y
migracion de los granulos corticales (Heytell
et al., 1997). Por otra parte, se desarrolla un
sistema de liberacion de Ca?*, importante
para el reinicio de la meiosis, fertilizacion y
desarrollo del embrion (Damiani et al., 1996).
En condiciones adecuadas de maduracion in
vitro, 85 a 90% de los ovocitos alcanzan la
MII; no obstante, la maduracion citoplas-
matica y la adquisicion de la capacidad total
de desarrollo ovocitario no siempre ocurre de
manera exitosa en la misma proporcion (Ferré
et al., 2020). La calidad de los ovocitos y su
capacidad de desarrollo posterior determinan
la tasa de produccion de blastocistos (Krisher,
2004) y la habilidad de estos para concluir en
una gestacion exitosa, una vez que son trans-
feridos a hembras receptoras (Sirard et al.,
2006). Asimismo, las condiciones in vitro en
las que maduran los ovocitos influyen en las
etapas subsecuentes de la PIVE (Rizos et
al.,2001).

Fecundacion in vitro

Una vez que los ovocitos han alcanza-
do la MII y han experimentado los cambios
citoplasmaticos que los capacitan para la fe-
cundacion, se les coincuba con esperma-
tozoides por 18-24 horas, en un ambiente a
38.5 °C, con una atmosfera con 5% CO, en
aire y humedad de maxima (Hernandez,
2001). Para ello, los espermatozoides deben
ser sometidos previamente a un proceso de
lavado para eliminar el liquido seminal y el
diluyente, ademas de separar los esperma-
tozoides moviles y viables de los inméviles y
muertos (Hernandez, 2001). Para esto se ha
venido utilizando el método de swim up
(Parrish y Foote, 1987) y el gradiente de
Percoll (Palma, 2001), aunque en la actuali-
dad hay productos comerciales como el
Bovipure® y Puresperm® (Ruiz y Astiz,
2010).

Luego debe inducirse la capacitacion
espermatica para que los espermatozoides
puedan fecundar al ovocito (Palma, 2001).
Varias sustancias han sido utilizadas para in-
ducir la capacitacion espermatica in vitro,
pero la heparina ha demostrado ser muy efec-
tiva, y actualmente es usada en los laborato-
rios comerciales de fecundacion in vitro
(FIV) por su potente efecto inductor de la
capacitacion (Handrow et al., 1982). Por otro
lado, se requiere determinar la concentracion
espermatica final por unidad de volumen, en
dosis entre 1 y 5 millones de espermatozoides
de acuerdo con el método, la raza, la concen-
tracion de heparina, el tiempo de cocultivo, la
aptitud individual del toro (Palma, 2001) y el
tipo de semen usado (convencional o sexado)
(Ferré et al., 2020). A las 48 horas de inicia-
da la FIV, la tasa de fecundacion puede ser
monitoreada por la proporcion de estructuras
clivadas, que normalmente varia entre 60 y
80% (Palma, 2001).

Cultivo in vitro

Al culminar la FIV, las células del cu-
mulo son removidas y los presuntos cigotos
que han sido incubados por seis dias, entre
20 a 40% de embriones alcanzan el estadio
de blastocisto (Lonergan y Fair, 2008). Esta
baja produccion de blastocistos se debe en
primer lugar, a la maduracion citoplasmatica
incompleta de los ovocitos y a las condicio-
nes de maduracion in vitro insuficientes, que
conduce a una activacion alterada del genoma
embrionario (Sirard ef al., 2006). En segun-
do lugar, a que los embriones necesitan una
gran cantidad de sustancias como glicopro-
teinas, antioxidantes y factores de crecimien-
to, y la interaccion con el epitelio oviductal y
endometrio (Lonergan et al., 2016); requeri-
mientos que en condiciones in vitro no pue-
den ser alcanzados en su totalidad.

Los medios de cultivo han ido mejoran-
do con el fin de proveer condiciones cada
vez mas parecidas a las del oviducto y am-
biente uterino, con el proposito de favorecer
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la segmentacion, formacion del blastocele y
el desarrollo normal del embrion (Hernandez,
2001). En general, los medios de cultivo de
embriones son soluciones con 99% de agua
ultrapura, bufferada con el sistema HCO,/
CO,, con una osmolaridad entre 270 y 300
mOsm/L, y con una gran cantidad de consti-
tuyentes inorganicos (NaCl, KCI, KH, PO,,
CaCl,, H,0, MgCl,H,0) y organicos
(piruvato, lactato, glucosa, aminoacidos y
otros) que emulan las condiciones del am-
biente oviductal y uterino materno (Palma,
2001). Asi, el analisis bioquimico del fluido
oviductal de la oveja permiti6 el desarrollo de
un medio usado intensamente en ovinos y
bovinos, denominado fluido oviductal sintéti-
co (SOF) (Tervit et al., 1972) y posterior-
mente mejorado para bovinos (Holm et al.,
1999). Para tratar de compensar las deficien-
cias de los medios de cultivo in vitro, en tér-
minos de constituyentes del fluido oviductal y
uterino, se ha adicionado a los medios suero
fetal bovino (FSC) o la albiimina sérica bovi-
na (BSA) como fuentes proteicas.

Laadicion de 0.1, 0.5 o 1% (Mullaart et
al.,2015; Murillo et al.,2017), 0 2% (Leivas
et al.,2011) de FSC al medio de cultivo au-
mento la cantidad y calidad de blastocistos
producidos. Porcentajes mayores al 10% fue-
ron asociados con efectos degenerativos y
con el nacimiento de crias con el sindrome
de descendencia grande, que se refiere al
aumento del peso de los terneros al nacer,
hidropesia del alantoides, abortos, mortalidad
perinatal, terneros y placenta de gran tama-
fio (Farin et al., 2001; Lazzari et al., 2002).
La adicion de BSA con o sin 10% de FCS en
el medio de cultivo produjo tasas de clivajey
porcentajes similares de blastocistos; sin em-
bargo, el FSC disminuy6 dramaticamente la
criotolerancia de los blastocistos luego de la
vitrificacion (Rizos et al., 2003).

Factores que Influencian la Produccién
in vitro de Embriones

La produccion in vitro de embriones en

términos del nimero y calidad de blastocistos
producidos depende de factores inherentes
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al ovocito, y de los eventos que se desarro-
llan posteriormente una vez que los ovocitos
son colectados del ovario. El primer caso hace
referencia a la competencia del ovocito para
madurar y desarrollarse como un embrion que
alcanza el estadio de blastocisto en el dia 7
luego de la FIV. La competencia ovocitaria
depende a su vez de numerosos factores, al-
gunos de los cuales son descritos a continua-
cion. En el segundo caso, se deben a los me-
dios de M1V, FIV, CIV usados, los aditivos
agregados, las condiciones microambientales
de incubacion de los ovocitos y embriones, y
la experticia en el manejo de las etapas del
proceso in vitro.

Origen del ovocito

El origen del ovocito (colectados de ova-
rios post mortem o mediante OPU) ha teni-
do resultados controvertidos. Karadjole et al.
(2010), colectaron 469y 250 ovocitos de ova-
rios de matadero y por OPU respectivamen-
te, y obtuvieron mayor proporcion de ovocitos
de mayor calidad (grado 1 y 2) de los ovarios
de matadero que de los colectados mediante
OPU (10.8 y 5.7, respectivamente). No obs-
tante, aunque la tasa de clivaje fue similar
entre ambos grupos, una mayor proporcion
de embriones del grupo OPU alcanzé el es-
tadio de blastocisto en el dia 7y 9, y tuvieron
mas blastomeros que los del grupo post
mortem. En otro estudio se comparo la com-
petencia de ovocitos de bufalas obtenidos por
OPU (grupo A) y de ovarios post mortem
(grupo B), y de ovarios de vacas post mortem
(grupo C), obteniéndose mayor tasa de clivaje
en C que en A y B; no obstante, la relacion
de blastocistos obtenidos y ovocitos madura-
dos fue similar entre Ay C, y superior a B
(Gasparrini et al., 2003). Por otro lado, Quispe
et al. (2018) no encontraron diferencias en
el desarrollo embrionario de ovocitos obteni-
dos de ambas fuentes.

Tamario y fase de desarrollo folicular

Lonergan et al. (1994) encontraron que
la mayor proporcion de ovocitos obtenidos de
foliculos >6 mm tenian mas de cinco capas
de células de la granulosa que los de menor
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talla, y que de los primeros se obtuvo casi el
doble de blastocistos que, de los obtenidos de
foliculos menores a 6 mm, aunque la tasa de
clivaje y de eclosion de blastocistos fue simi-
lar entre ambos grupos. En otro estudio, el
numero de foliculos pequeios (2-5 mm), me-
dios (6-10 mm) y grandes (11-15 mm) fue
mayor en la fase de crecimiento que en la de
dominancia folicular. Asimismo, en las tres
categorias de foliculos la tasa de produccion
de blastocistos fue mayor en los colectados
en la fase de crecimiento que en la de domi-
nancia folicular (Machatkova et al., 2004).

Tamario del ovocito

El tamafio del ovocito parece tener re-
lacion con la competencia meiotica, capaci-
dad desarrollo ovocitario y subsiguiente de-
sarrollo embrionario. Fair et al. (1995) en-
contraron que el diametro de los ovocitos
aumentaba en la medida que aumentaba el
diametro de los foliculos (de 98.9 um en los
foliculos <1 mma 117 pm en aquellos >4 mm).
Observaron también que la maduracion nu-
clear aumentaba con el incremento del dia-
metro ovocitario, y los ovocitos desarrollaron
por completo la competencia meiodtica cuan-
do alcanzaron un diametro de 110 pm. Poste-
riormente, Otoi ef al. (1997) indicaron que la
competencia meiodtica se alcanzd en los
ovocitos que obtuvieron un diametrode 115 um,
mientras que la capacidad completa de desa-
rrollo (maduracion nuclear y citoplasmatica)
cuando obtuvieron un didmetro no menor de
120 pm.

Tejido luteal

Seglin las evidencias, la presencia de un
cuerpo luteo (CL) al momento en que se re-
cuperan los ovocitos parece que tiene influen-
cia en el nimero y calidad de los ovocitos
obtenidos (Moreno et al., 1993; Penitente-
Filho et al., 2015). Asimismo, una mayor pro-
porcion de blastocistos se desarrollaron con
mayor rapidez cuando los ovocitos fueron
colectados los dias 14 a 16 del ciclo estral
que en otros momentos del ciclo estral
(Machatkova et al., 1995). Recientemente,

un estudio demostrd que los ovocitos obteni-
dos de ovarios con un CL, con apariencia y
caracteristicas morfoldgicas del diestro, fue-
ron mas grandes y una mayor proporcion de
ellos habian culminado el crecimiento y esta-
ban preparados para proseguir con la madu-
racion, que los obtenidos del ovario
contralateral sin un CL de la misma vaca, y
de los recuperados de vacas sin CL en am-
bos ovarios (Argudo et al., 2020). El enfo-
que experimental planteado en este estudio
permite suponer que la influencia del tejido
luteal en la competencia ovocitaria ocurrio a
través de mecanismos intraovaricos. Asimis-
mo, en vacas lecheras, la concentracion re-
ducida de progesterona durante la primera
onda folicular disminuy¢ la calidad del em-
brion (Rivera et al., 2011) y la tasa de prefiez
pos-servicio (Denicol et al., 2012).

Otros factores

Las condiciones del medio ambiente jue-
gan un papel importante en la calidad de
ovocitos que se recuperan y en la produccion
de embriones que se obtienen. En ambientes
tropicales y subtropicales, y en los meses mas
calurosos en los climas templados, las vacas
experimentan estrés caldrico con mucha fre-
cuencia. En estas condiciones la tasa de pro-
duccion de blastocistos se ve considerable-
mente afectada (Al-Katanani et al., 2002).
Sin embargo, no todos los grupos genéticos
bovinos responden de igual forma a los am-
bientes de estrés térmico. Las razas Bos
indicus producen proporcionalmente mayor
cantidad de blastocistos en condiciones de
estrés caldrico que las razas Bos taurus (Sil-
vaetal.,2013; Sales et al., 2015). También,
algunas razas Bos taurus adaptadas al tropi-
co, como las criollas y el Senepol, con pelaje
de pelo corto y liso, han sido utilizadas para
introducir rasgos que mejoran la termoto-
lerancia de otras razas Bos taurus poco adap-
tadas a las regiones subtropicales y tropica-
les del planeta (Hansen, 2020). El efecto del
estatus nutricional sobre la competencia
ovocitaria y la subsecuente produccion de
embriones también ha sido descrito (Santos
et al., 2008).
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mitocondria

‘ , —> 0, +e- =—>0,-+H+=Hoz-—>2H02-:02

H,0; +0y-=0,+HO,- +

CAT
Bt H,0, + Fe?* = Fe¥* + OH-

Figura 1. Formacion de radicales libres y compuestos oxidantes derivados del oxigeno en la
mitocondria. A través de la cadena respiratoria el oxigeno molecular es transformado en anion
superoxido (O2e-) al adquirir un electron. Este al reaccionar con dos protones (H+) se transfor-
ma en didxido de hidrogeno (HO2) y cuando reaccionan dos moléculas de este compuesto se
origina el peroxido de hidrogeno (H202) mas oxigeno. EL perdxido de hidrogeno puede reaccio-
nar con el anioén superoxido y generar el radical hidroxilo (OHe) altamente toxico. A su vez el
H,0, puede reaccionar con el hierro (Fe2+) y originar mas radicales hidroxilos. Enzimas como
el superoxido dismutasa (SOD) y las catalasas y peroxidasas (CAT, Perox) intervienen catalizando
estas reacciones. En el intermedio de estas reacciones otros radicales como el peroxil (ROOv),
el alcoxil (RO¢) y el 6xido nitrico (ON) estan presentes.

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

El metabolismo oxidativo es un proceso
mediante el cual el organismo facilita la eli-
minacion de sustancias como farmacos u
otros compuestos haciéndolos solubles en
agua para mejorar su eliminacion a través de
la orina. Por otro lado, a nivel celular la parti-
cipacion del oxigeno en la cadena respirato-
ria mitocondrial induce la produccion de ener-
gia necesaria para los procesos celulares. Las
alteraciones en este proceso metabolico pue-
den llevar a consecuencias dafiinas a nivel
celular en diferentes especies animales de
metabolismo aerobico (Cross et al., 1987,
Biller-Takahashi et al., 2015; Dong et al.,
2017; Ulrich y Jacob, 2019).

Los fenémenos de oxidacion y reduc-
cion estan presentes en los organismos
aerdbicos como indispensables en la obten-
cion de energia. El oxigeno molecular repre-
senta uno de los oxidantes mas potentes que
puede inducir el estrés oxidativo. Durante el
metabolismo oxidativo se producen varios
radicales libres (RL) altamente oxidantes que
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se conocen como especies reactivas de oxi-
geno (ROS) que son el resultado del metabo-
lismo normal de la célula y que juegan tam-
bién un papel importante en varias vias
metabolicas. Varios componentes del ROS
son esenciales para la defensa a infecciones
ya que son potentes bactericidas y pueden
destruir organismos patdgenos (Cross et al.,
1987; Biller-Takahashi et al., 2015; Dong et
al.,2017). La produccion de ROS se localiza
principalmente en la mitocondria, en los
peroxisomas, en el citoplasma y en la mem-
brana celular (Halliwell y Gutteridge, 1999).
El proceso de transformar al oxigeno
molecular (poco reactivo) a ROS (altamente
reactivas) involucra la transferencia de un
electrén o la absorcion de energia por esta
molécula. De esta manera se producen RL
como el anion superoxido (O,*-), el radical
hidroxilo (HO¢), el radical peroxil (ROOv), el
radical alcoxil (RO¢) y el 6xido nitrico (ON)
el cual también puede formarse del metabo-
lismo del nitrogeno. También se producen
compuestos no radicales como el peroxido
de hidrogeno (H,0,), el acido hidrocloroso
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(HCIO), y compuestos unidos a metales de
transicion como el Cu y el Fe (Halliwell y
Gutteridge, 1999; Sorg, 2004; Barreiros et al.,
2006; Ulrich y Jacob, 2019) (Figura 1).

Entre los ROS, el radical hidroxilo (HO*)
es el mas dafiino, porque hay una gran difi-
cultad en sacarlo de las células por su muy
corta vida media. Este RL se forma en el
cuerpo por reaccion del H,O, con los meta-
les de transicion y por hidrolisis del agua por
exposicion a radiaciones ionizantes. No exis-
te ningun antioxidante capaz de prevenir la
accion del HOe, siendo solo posible inhibir su
formacion o reparar los dafios causados por
este (Halliwell et al., 1995; Barreiros et al.,
2006) (Figura 1).

El radical anion superoxido (O, *-) sue-
le estar inactivo, y en medios acuosos produ-
ce una molécula de H,O, y una molécula de
oxigeno por dismutacion, accion inducida por
la SOD. Este RL forma parte de varias reac-
ciones quimicas con importantes funciones
biologicas, como la reduccion de la produc-
cion de radicales HOe, al reducir los quelatos
de Fe, asi como el Fe?" liberado de las protei-
nas de almacenamiento (ferritina y aconitasa)
y las sulfoproteinas de hierro, ademas de re-
accionar con el radical HOe produciendo oxi-
geno atomico (estado excitado) y reaccionar
con el ON produciendo peroxinitrito (ONOOe)
(Babior, 1997; Halliwell, 2000; Barreiros et
al., 2006). El radical superoxido, a pesar de
sus efectos nocivos, tiene una funcidén impor-
tante para la defensa inmunolégica, siendo
usado por las células fagocitarias, los linfocitos
y los fibroblastospara destruir patogenos. El
O,*- producido en las células puede ser eli-
minado por la enzima SOD, que cataliza la
dismutacion de dos moléculas de O, - en
oxigenoy H,O,; sin embargo, cuando no hay
eliminacién enzimatica (peroxidasas y
catalasa), esta ultima molécula puede condu-
cir a la formacion de radicales OHe (Babior,
1997, Halliwell, 2000, Barreiros et al., 2006;
Lietal., 2016; Dong et al., 2017).
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EI' H,0O, (peroxido de hidrogeno) es un
compuesto no radical poco reactivo que pue-
de difundirse facilmente a través de las mem-
branas celulares y, en consecuencia, promo-
ver la formacion del radical OHe después de
unirse con los metales de transicion (Fe, Cu),
que suelen estar presentes en el interior de la
célula. Esta molécula se genera por la
dismutacion del O, - por las enzimas oxidasas,
o incluso por la oxidacion de los 4cidos grasos.
El peroxido de hidrogeno en la matriz
mitocondrial se produce en abundancia du-
rante el proceso de reduccion del O,, pero
puede ser eliminado parcialmente por la
catalasa, las enzimas glutation peroxidasa y
las peroxidasas unidas a la tioredoxina, o pue-
de ser liberado mas adelante en el citoplas-
ma de la c€lula. En los fagocitos, el H,O, es
un precursor de los acidos hipoaldgenos que
son fuertes oxidantes contra los patdogenos,
pero también actiia de manera deletérea so-
bre las moléculas del propio organismo
(Husain et al., 1987; Vogt, 1995; Halliwell,
2000).

Los radicales libres tienen diferentes ti-
pos de media vida y grados de reactividad.
En general son muy inestables y pueden in-
ducir oxidaciones no dependientes de enzimas
en varios compuestos celulares tales como
proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos
nucleicos. (Halliwell, 2009; Buonocore et al.,
2010; Hamanaka y Chandel, 2010). La for-
macion de estos RL tiene varios origenes: 1)
el metabolismo oxidativo mitocondrial, a través
del transporte de electrones en la cadena res-
piratoria en donde ocurre la formacion de las
ROS (Barreiros et al., 2006); 2) la «explosion
oxidativa» (del inglés oxidative burst) que ocu-
rre en células del sistema inmunitario (neutrofilos,
monocitos/macrofagos, células dendriticas,
linfocitos B y T) como estrategia para comba-
tir patdgenos oxidando los compuestos de los
microorganismos y llevandolos a su destruc-
cion (Park, 2003; Cathcart, 2004; Klebanoff,
2005; Dale et al., 2008; Biller-Takahashi et
al., 2013); y 3) factores inductores de las
ROS provenientes del ambiente.
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Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es una condi-
cion que refiere al desequilibrio entre los ni-
veles de las ROS y sus antioxidantes. Las
ROS pueden aumentar y dafiar lipidos, pro-
teinas y el ADN. El EO ha sido vinculado a
una gran variedad de enfermedades; sin em-
bargo, las moléculas de las ROS también ac-
tian en la defensa inmunoldgica, asi como en
la sefializacion de las vias celulares y en el
mantenimiento de las funciones fisioldgicas
(Wood et al., 2003; Schieber y Chandel,
2014). Las propiedades quimicas de las ROS
y los RL les dan reactividad a diferentes ob-
jetivos bioldgicos, y cuando estan en exceso
pueden causar la peroxidacion de los lipidos
de la membrana, el deterioro de las proteinas
en los tejidos, de las membranas, las enzimas,
los carbohidratos y el ADN (Cross et al.,
1987; Kiley y Storz, 2004; Finkel, 2011; Dong
etal.,2017). Los RL son 4&tomos o grupos de
atomos altamente reactivos que tienen un
electron no apareado en su ultimo orbital, por
lo que se los define como inestables. La ines-
tabilidad hace que puedan unirse de forma
no especifica con otras moléculas. Los RL
pueden formarse por absorcion de la radia-
cion ultravioleta o luz visible, por redox o por
catalisis enzimatica (Ferreira y Matsubara,
1997).

Estrés Oxidativo en la Produccion in vitro
de Embriones

Uno de los problemas bésicos en los sis-
temas de PIVE es la elevada generacion de
ROS y el consecuente EO que experimentan
los ovocitos (Soto-Heras y Paramio, 2020)
que compromete su competencia para desa-
rrollarse a blastocistos luego de la FIV (Ba-
rros et al., 2019). Una razén fundamental
para que esto ocurra es que la tension de
oxigeno en el oviducto de los mamiferos es
entre 5y 7 puntos porcentuales menor que la
presente en el aire atmosférico, que es de
alrededor de 20% (Amin et al., 2014; Ng et
al., 2018). Los ovocitos estan expuestos al
aire ambiental durante la colecta, manipula-
cion y maduracion, lo cual altera la
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homeostasis oxidativa (Amin et al., 2014,
Barros et al., 2019).

La exposicion de embriones bovinos de
2-16 células a 20% de oxigeno redujo en mas
de 10% la produccion de blastocistos en el
dia 7, disminuy0 la criotolerancia y la expre-
sion de Rnf2 (un factor de transcripcion cla-
ve que regula muchos genes antioxidantes en
células de mamiferos) y aument6 la produc-
cion de ROS en comparacion a los expues-
tos a 5% de oxigeno (Amin et al., 2014).
Otras fuentes potenciales de EO son los cam-
bios de temperatura y exposicion a la luz visi-
ble durante la manipulacion de ovocitos en
un laboratorio (Soto-Heras y Paramio, 2020).
Asimismo, la remocioén del ovocito del inte-
rior de foliculo impide que los antioxidantes
presentes el fluido folicular ejerzan su accion
para conservar la homeostasis oxidativa
(Soto-Heras y Paramio, 2020).

Sistema Antioxidante Celular

El organismo, ante el desequilibrio de la
produccion de los RL, presenta una estrate-
gia para inhibir su formacion o promover re-
acciones quimicas para reducir la alta
reactividad de estos compuestos a través de
componentes antioxidantes, como las enzimas
o los cofactores, obtenidos por la propia cé-
lula (fuente endogena) o a través de la dieta
(fuente exdgena). Los antioxidantes son sus-
tancias que retrasan o impiden de manera sig-
nificativa la oxidacion de un sustrato oxidable
(Sorg, 2004; Wang et al., 2013; Franco y
Martinez-Pinilla, 2017). Los antioxidantes
producidos por el cuerpo actiian enzimati-
camente disminuyendo el exceso de RL a tra-
vés de enzimas como la SOD, la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) y tam-
bién de componentes no enzimaticos como el
GSH, los péptidos de histidina, las proteinas
ligadas al hierro (transferrina y ferritina), el
acido dihidrolipoico y la ubiquinona (CoQH.,)
(Biller y Takahashi, 2018). En algunos
antioxidantes dietéticos como a-tocoferol (vi-
tamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), aci-
do ascorbico (vitamina C), micronutrientes
(selenio) y compuestos fenolicos, como
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flavonoides y poliflavonoides se ha demos-
trado su efectividad en la proteccion celular
contra los elementos oxidantes (Halliwell et
al., 1995; Pietta, 2000; Albuquerque ef al.,
2017).

La SOD se encuentra en el citoplasma
(Cu2+- SOD y Zn2+-SOD) y en las
mitocondrias (Mn2+-SOD), y acttia sobre el
O,e- transformandose en H,O,, evitando la
acumulacion de O,°-, que es altamente
reactivo y perjudicial para la c€lula. EIH,0,
producido puede ser eliminado por las
catalasas, la GPx y las peroxidasas unidas a
la tioredoxina, o puede ser liberado mas ade-
lante en el citoplasma de las células (Lambeth,
2004; Brand, 2010; Schieber y Chandel, 2014;
Li et al., 2016). La CAT (derivada de las
mitocondrias y los peroxisomas) cataliza la
descomposicion del H/O,en HO y O,, la
que es producida en abundancia por los
fagocitos, y mantiene el equilibrio ideal de la
formacion y eliminacion de las ROS, esen-
cial para el funcionamiento del sistema de
defensa innato.

Lamodulacion de la produccion de CAT
es importante para muchos procesos, como
la proliferacion, la diferenciacion, la migra-
cion celular y la apoptosis (Underhill y
Ozinsky, 2002; Oost et al., 2003; Malhotra'y
Kaufman, 2007; Veal et al., 2007; Zamocky
etal.,2008; Wang et al.,2013). EIH,O, tam-
bién puede ser neutralizado por la GPx
citosolica o la mitocondrial en presencia de
GSH. El GSH también contribuye a la elimi-
nacion de los componentes electrofilicos a
través de la reaccion con la glutation-S-
transferasa. El sistema antioxidante basado
en el GSH actua en presencia de selenio, que
es un micronutriente muy importante
(Kieliszek y Blazejak, 2013; Brigelius-Flohe
y Maiorino, 2013). El GPx desempefia un
papel importante en la prevencion de la
peroxidacion de los lipidos, ya que elimina el
H,0, y, por consiguiente, protege las mem-
branas del dafio por peroxidacion (Sies, 1986;
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Gaté et al., 1999; Oost et al., 2003;
Scandalios, 2005; Monteiro et al., 2006).

El 4cido ascoérbico o la vitamina C nor-
malmente aparece en el cuerpo en forma de
ascorbato y es un excelente antioxidante in
vivo, ya que puede ser oxidado por la mayo-
ria de los RL en solucion acuosa, y converti-
do en sustancias poco reactivas. La vitamina
C actta uniéndose a las ROS y restaurando
la concentracion de los RL a través de la do-
nacion de H* (protones) en las membranas
celulares actuando con la vitamina E, rege-
nerandola después de la interaccion con las
ROS. La vitamina C también actia como
agente reductor, principalmente en metales
de transicion disminuyendo los iones de Fe y
Cu que reaccionan con el H,O, para formar
el radical OHe (Buettner, 1993; Babior, 1997).
La vitamina E, in vivo, es un potente inhibidor
de la peroxidacion lipidica. Actiia como un
donador de H* para el radical peroxil (ROO»),
interrumpiendo la reaccion en cadena de la
formacion de los RL. La donacion del H* lle-
va alapérdida de la funcion de la vitamina E;
sin embargo, esta puede ser regenerada con
la vitamina C (Storey, 1996; Theriault et al.,
1999; Monteiro et al., 2006). El selenio (Se)
es un micronutriente esencial que forma par-
te integral de varias enzimas antioxidantes
como la GPx, la yodotironina deyodinasa, la
tiorredoxina reductasa y la selenofosfato
sintetasa. Las Se-enzimas estan incluidas en
el sistema de defensa antioxidante (Hsu y
Guo, 2002; Biller-Takahashi et al., 2015;
Chien et al., 2003).

Los antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos son esenciales para mantener el
equilibrio entre la produccion y la eliminacion
de los RL. Los antioxidantes son una defen-
sa biologica importante contra el estrés
oxidativo, participan en la desintoxicacion de
las células, y son muy importantes para com-
prender los efectos deletéreos de los RL
(Bainy, 1996; Doyotte et al., 1997; Ahmad et
al., 2000; Oruc et al., 2004).
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Uso de Antioxidantes en la Produccion
in vitro de Embriones

Con el fin de reducir el estrés oxidativo
que experimentan ovocitos y embriones du-
rante la maduracion ovocitaria y desarrollo
embrionario in vitro se han probado numero-
sos antioxidantes, entre ellos quercetina,
cisteamina, carnitina, vitamina C y resveratrol.
Se obtuvo reduccion (p<0.05) en ROS en los
grupos de quercetina (27.5 = 3.4), vitamina
C(27.1£3.0) yresveratrol (28.1 £4.7) com-
parado con cisteamina (34.9 £4.5), carnitina
(34.6 +£3.8) y control (sin antioxidante; 36.5
+ 5.2) (Sovernigo et al., 2017). Los niveles
de GSH fueron mayores (p<0.05) en los gru-
pos de ovocitos tratados con cisteamina (63.5
+5.5)y carnitina (60.8 £ 4.4) que en quercetina
(52.7 £ 5.1), vitamina C (53.0 + 3.8), y
resveratrol (53.1 £4.4). Si bien la maduracién
nuclear, la tasa de clivaje y la de blastocistos
eclosionados no vari6 entre grupos, el por-
centaje de blastocistos fue mayor en los gru-
pos tratados con antioxidantes (varid entre
52.1y 54.2%) que en el grupo control (47.2
+2.7%, p<0.05) (Sovernigo et al.,2017).

An Q et al. (2019) encontraron que la
suplementacion del medio de maduracion de
ovocitos con melatonina redujo eficazmente
el estrés oxidativo, disminuy¢ los niveles de
apoptosis temprana, recuper? la integridad de
las mitocondrias, mejord el ensamblaje del
huso y la alineacion cromosomica en los
ovocitos, mejorando ademas el desarrollo
posterior de embriones clonados in vitro.

Otra sustancia, el anetol, compuesto
organico derivado de la planta Croton
zehntneri, fue usado en concentraciones de
30,300y 2000 ug/ml para evaluar su capaci-
dad antioxidante durante la maduracion de
ovocitos bovinos, encontrando que el porcen-
taje de metafase Il fue similar entre trata-
mientos, en tanto que la concentracion de 300
pg mejoro significativamente la tasa de clivaje
y de produccion de embriones (Sa et al.,
2019). Asimismo, estos autores encontraron
que el anetol no redujo la produccion de ROS,
la concentracion indicada incremento los ni-
veles del poder antioxidante reductor férrico
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y el potencial de la membrana mitocondrial,
demostrando su capacidad para regular el
balance de redox y mejorar la funcion
mitocondrial en los ovocitos y embriones.

Por otra parte, Santos et al. (2019) eva-
luaron la capacidad antioxidante del aceite
esencial de Syzygium aromaticum (EOSA)
en cuatro concentraciones (0, 10, 15, 20 pg/ml)
y la compararon con la cisteamina (100 pM)
sin encontrar diferencia en la tasa de madu-
racion ovocitaria ni en la reduccion de los
ROS. Sin embargo, los ovocitos tratados con
10 y 20 pg/ml de EOSA y con cisteamina
tuvieron menor potencial de membrana
mitocondrial que el grupo control, ademas de
mejorar la produccidon de blastocistos y el
numero de blastomeros.

Cisteamina (CYS)
a) Caracteristicas quimicas

La CYS es una molécula simple de
aminotiol que se utiliza para tratar la cistinosis
nefropatica (Elmonem et al., 2016). Esta
molécula también es conocida como 2-
aminoetanoetiol, thioetanolamina y compuesto
60-23-1, entre otros. Su peso molecular es
de 77.15 g/mol y su formula quimica es
HSCH,CH,NH.. La CYS es una amina que
se deriva de una etilamina y estd compuesta
por un esqueleto de etano sustituido por un
grupo tiol en el C-1 y un grupo amino en el C-
2; es decir es una amina y un tiol (Figura 2)
(National Center for Biotechnology
Information, 2020). La CYS se encuentra en
los tejidos del miisculo, bazo y pancreas en el
humano, incluso se ha detectado en la orina,
y anivel de célula se le encuentra principal-
mente en el citoplasma participando en va-
rias reacciones enzimaticas; es asi que el
acido pantoténico y la CYS pueden
biosintetizarse a partir de la panteteina me-
diante la accion de la enzima pantetheinasa
(Cavallini et al., 1963). Ademas, la CYS pue-
de convertirse en hipotaurina, lo que esta
mediado por la enzima 2-aminoetanotiol
dioxigenasa (Emmet, 1958). En los seres hu-
manos, la CYS participa en la via de la
biosintesis del pantotenato y el CoA y en la
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Figura 2. Estructura de la cisteamina. La formula quimica es HSCH2CH2NH?2. Es una amina
que se deriva de una etilamina y estd compuesta por un esqueleto de etano sustituido
por un grupo tiol (circulo) en el C-1 y un grupo amino en el C-2. Fuente. National
Center for Biotechnology Information (2020).

via del metabolismo de la taurina y la
hipotaurina (Emmet, 1958; Cavallini et al.,
1963; Hamilton et al., 1979; Morakinyo et
al., 2012). En el Cuadro 1 se resumen las
propiedades quimicas de la cisteamina.

b) Mecanismos de accion

El efecto antioxidante de la CYS se
debe al grupo tiol de la molécula. Ademas, la
CYS promueve el transporte de cisteina al
interior de las células, favoreciendo la sinte-
sis de glutation. A través de su grupo tiol, la
CYS elimina de la célula al Os-y al HO,,
especialmente cuando estd totalmente
ionizado (Ulrich y Jacobs, 2019). La elimina-
cion del proton del grupo sulfidrilo aumenta
la reactividad del grupo tiol (Ulrich y Jacob,
2019). La oxidacion de los grupos tiol dela CYS
por el O, - puede disminuir las defensas contra
otros grupos de oxidantes y alterar el balance
redox a un estado mas oxidativo (Winterbourn
y Metodieva, 1999). La CYS puede ademas
inhibir la actividad de la transglutaminasa 2
(TG2) al formar un disulfuro mixto (Folk, 1980;
Lorand y Conrad, 1984; Gentile y Cooper,
2004; Jeitner et al., 2018).
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La TG2 ha sido asociada a varias en-
fermedades humanas incluyendo los proce-
sos infecciosos y el estrés oxidativo (Szondy
et al.,2017). La CYS también disminuye la
lipoperoxidacion intralisosomal relacionada
con la arterioesclerosis A este respecto, la
consiguiente acumulacion de cistina en los
lisosomas de todas las células del cuerpo con-
duce a disfuncion progresiva de multiples or-
ganos por incremento del estrés oxidativo in-
cluyendo al endotelio vascular. El aumento
de la concentracion lisosomal de cistina se
asocia al aumento de la apoptosis celular y
del estrés oxidativo, y con alteraciones del
metabolismo del glutation y acido araquidonico
(Levtchenko et al., 2005; Ariceta, 2015). La
CYS reacciona con la cistina para formar el
disulfuro mixto de cisteamina y cisteina, que
puede salir del lisosoma a través del sistema
de transporte de lisina/arginina (Jézégou et
al.,2012), por ende, la extraccion de la cistina
por la CYS constituye un efecto indirecto
antioxidante. Ademas, por efectos directos
antioxidantes CY'S puede prevenir la oxida-
cion intralisosomal de las lipoproteinas de baja
densidad (Ahmad y David, 2019) (Figura 3).
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Peréxido de hidrogeno
Radicales derivados de
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Figura 3. Mecanismos antioxidantes de la cisteamina. La cisteamina puede tener mecanismos
de accion directos o indirectos para disminuir el estrés oxidativo. A través del grupo
tiol (circulo) la cisteamina puede interactuar con el anidon superdxido y el peroxido de
hidroégeno disminuyendo sus efectos oxidantes y la concentracion de los radicales
oxidantes que se derivan de ellos. Por otro lado, puede inducir aumento en la concen-
tracion de glutation que es un poderoso agente antioxidante. A través de efectos indi-
rectos la cisteamina puede disminuir el estrés oxidativo inhibiendo compuestos como
la transglutaminasa 2 y la cistina que estan involucrados en el estrés oxidativo. Fuente:
Adaptada de Cystamine 3D ball.png. (Wikimedia Commons)

c) Efecto en las células reproductivas

El uso de la CYS para mejorar las con-
diciones de las células de la reproduccion de
mamiferos se ha documentado. La CYS
mejora la maduracion in vitro de ovocitos por
mecanismos mediados por el aumento del
glutation (GSH) intra-ovocito y disminucion
de ROS (Zhenwei y Xianhua, 2019). De la
misma manera, la suplementacion con CYS
del medio de cultivo para la maduracion in
vitro de ovocitos aumento significativamente
el nivel de GSH de los ovocitos de primates
Macaca con caimulos intactos y redujo la in-
cidencia de la formacion de fertilizacion anor-
mal, efecto que no se observo en los ovocitos
desnudos (Curnow et al., 2010).
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También se ha demostrado que la adi-
cion de CYS en el medio de cultivo de
ovocitos bovinos mejor¢ la fertilidad, la com-
petencia en materia de desarrollo y la
criotolerancia después de la vitrificacion, pro-
bablemente debido al aumento de la sintesis
de GSH durante el proceso de maduracion
in vitro (Oyamada y Fukui, 2004). Mahmoud
et al. (2016) sefialan que la CYS en el medio
de maduracioén mejora la maduracion nuclear
de los ovocitos de bufalo, aunque no tuvo un
efecto positivo en la criotolerancia durante la
vitrificacion. Estos resultados sugieren que
el uso de la CYS mejora las condiciones de
las células germinales de mamiferos. El me-
canismo de accion seria posiblemente por su
accion antioxidante al promover el incremento
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Cuadro 1. Propiedades quimicas de la cisteamina

Nombre Valor
Peso molecular 77.15 g/mol
XLogP3-AA -0.4
Suma de atomos donadores de H 2

Suma de atomos receptores de H 2
Numero de uniones con rotacion libre 1

Masa exacta 77.02992 g/mol
Masa monoisotipica 77.02992 g/mol
Area de superficie polar topolégica 27 A2
Cuenta de atomos pesados 4

Carga formal

Complejidad 10
Cuenta de atomos isotopicos 0
Cuenta de esterocentros de atomos definidos 0
Cuenta de esterocentros de atomos no definidos 0
Cuenta de esterocentros de uniones definidas 0
Cuenta de esterocentros de uniones no definidas 0
Cuenta de unidades de unioén covalentes 1

National Center for Biotechnology Information (2020). PubChem Compound Summary for CID
6058, Cysteamine. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6058

de un potente antioxidante como el GSH.
También se ha demostrado su efecto benéfi-
co en células reproductivas de pollos, donde
disminuyo la peroxidacion lipidica en
espermatozoides mejorando la fertilidad
(Thananurak et al., 2020). Por otro lado, se
encontro que el tratamiento de macréfagos
cultivados con CY S redujo la generacion ce-
lular de las ROS (Okamura et al., 2014).

Uso de la Cisteamina en la Produccion
in vitro de Embriones en Rumiantes

Se describen los efectos que tiene la

CYS en la PIVE en bovinos, bubalinos,
caprinos y ovinos. En el caso de bovinos se
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tienen cinco trabajos que fueron presentados
en la Conferencia Anual de la Sociedad In-
ternacional de Tecnologia de Embriones en
New Orleans, EEUU, 2019, cuyos resiime-
nes se publicaron en la revista Reproduction,
Fertility and Development. Como muestra
la Figura 4, el interés sobre este tema en ru-
miantes ha ido aumentando y desde 2015 se
han publicado 19 articulos, que representan
el 33.3% de los encontrados y publicados en
los ultimos 27 afios. Es importante sefalar
que el primer articulo publicado sobre el efecto
de la CYS en la PIVE en bovinos fue publi-
cado por Takahashi et al. (1993), y sus resul-
tados son presentados mas adelante en esta
revision.

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(1): 20134
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Figura4. Articulos publicados sobre el efecto de la cisteamina en la produccion in vitro de
embriones en rumiantes. Fuente: base de datos PubMed y Google Scholar

Efectos de la cisteamina en la produccion
in vitro de embriones en bovinos

a) Adicion en el medio de maduracion

Algunos de los primeros articulos que
demuestra el rol antioxidante de la CY'S en la
PIVE fueron publicados por de Matos et al.
(1995, 1996, 2000, 2002) usando varios enfo-
ques experimentales. La adicion de 25 pM
de CYS en la M1V fue suficiente para mejo-
rar la produccion de blastocistos, y tuvo un
rendimiento de embriones similara 50 y 100
uM. Asimismo, se encontrd que la concen-
tracion de GSH, la tasa de clivaje y de
blastocistos fue menor en los ovocitos culti-
vados con CYS y butionina sulfoximina (BSO)
que solo con CYS y que la tasa eclosion de
blastocistos luego de la criopreservacion no
vari6 entre el grupo CYS y el control (de
Matos et al., 1996, 2002).

En otro estudio mas reciente la suple-
mentacion de 50 pug mL"! de CY'S mejoro la
tasa de maduracion de ovocitos en compara-
cién con niveles superiores (100 ug ml') o
menores (0 pg ml") (Guo et al., 2009). Asi-
mismo, la adiciéon de B-mercaptoethanol,
cisteina y cistina al medio de maduracion
incremento significativamente la produccion
de GSH y de blastocistos en el dia 7 con res-
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pecto al control, confirmando el efecto
antioxidante de estos compuestos thiol (de
Matos et al., 2000).

La adicion de 0.5, 5, 50 y 500 uM de
CYS no tuvo efecto en la tasa MIV ni de
FIV, pero una concentracion de 5 uM aumen-
to significativamente la produccion de
blastocistos con respecto al control (Geshi et
al., 1999). Aparentemente, 500 uM de CY'S
en la MIV tuvo un efecto nocivo en los
ovocitos porque, aunque generd el mayor
contenido ovocitario de GSH y, por lo tanto,
de actividad contra el estrés oxidativo, redujo
por debajo del control la tasa de desarrollo de
blastocistos (Geshi et al. 1999). En concor-
dancia con este hallazgo, la adicion de 10 mM
CYS al medio de maduracion redujo cerca
de 6 y 10 veces las tasas de clivaje y de
blastocistos, respectivamente, en compara-
cion a concentraciones menores (0.1, 0.5, 1
mM) (Canel et al., 2015), y este efecto per-
judicial se observo tanto en un ambiente bajo
(5%) como alto (20%) de oxigeno (Canel et
al.,2018).

No obstante las evidencias del efecto
beneficioso de la CYS, algunos estudios no
encontraron mejoras en la tasa de fertiliza-
cion y/o de clivaje (Kelly et al., 2005;
Karadjole et al., 2006; Silva et al., 2010;
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Cys0u1

Figura 5. Blastocistos luego de la ICSI en el
dia 7 de cultivo in vitro. Cys 1 ICSI: los
ovocitos fueron MIV con 1 mM Cys antes
de la inyeccion de esperma. Cys 0.1 ICSI +
co-cultivo: los ovocitos se MIV con Cys 0.1
mM y los espermatozoides se co-incubaron
con COC durante e»3 h antes de la inyec-
cion de esperma. Cys 0.1 ICSI: los ovocitos
fueron MIV con Cys 0.1 mM antes de la in-
yeccion de esperma (control). Cys 1 ICSI +
co-cultivo: los ovocitos fueron MIV con Cys
1 mM y los espermatozoides se co-incuba-
ron con COC durante e»3 h antes de la in-
yeccion de esperma. 40X (Tomado de Canel
etal.,2018)

Gottardi et al., 2012; Merton et al., 2013;
Canel, 2015; Ranjbar et al., 2019), aunque
hubo mejoras en la tasa de produccion de
blastocistos o en el numero total de
blastomeros (Karadjole et al., 2006;
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Balasubramanian y Rho, 2007; Merton et al.,
2013; Anchordoquy et al., 2015; Quintanilla
et al.,2015). Sin embargo, otros estudios no
observaron efectos beneficiosos de la CYS
en la produccion de blastocistos o de
blastocistos eclosionados cuando se adiciona
en la MIV (Kelly et al., 2005; Silva et al.,
2010; Adona et al., 2011; Gottardi et al.,
2012; Canel et al., 2015; Ranjbar et al.,
2019).

En otro interesante enfoque experimen-
tal, la adicion de 100 uM de CY'S al medio de
maduracion mitig6 el efecto dafiino del en-
friamiento por 30 min a 0 °C de embriones
de dos células (30-34 h pos-fertilizacion) con
respecto a los no enfriados, en términos de
porcentajes de blastocistos y nimero de
blastomeras por embrion (Balasubramanian
y Rho, 2007). Asimismo, la adicion de CY'S
en la MIV de ovocitos que luego fueron
vitrificados/calentados, fertilizados y los pre-
suntos embriones cultivados, aparentemente
les confiri6 alglin tipo de crioproteccion dado
que se obtuvo una mayor proporcion en el
estadio de blastocisto en el dia 8, en compa-
racion a los vitrificados no suplementados con
CYS (38.5 vs 5.0%, respectivamente;
p<0.001) (Canel et al., 2015). Por el contra-
rio, la presencia de CYS durante la madura-
cion no mejoro la tasa de reexpansion y de
eclosion de blastocistos derivados de ovocitos
post mortem luego de la congelacion y des-
congelacion (Merton et al., 2013), ni afectod
la tasa de prefiez de hembras receptoras
transferidas con embriones in vitro de
ovocitos obtenido por OPU (Merton et al.,
2013).

Merton et al. (2013) encontraron que si
bien la tasa de clivaje de ovocitos derivados
de matadero madurados con la adicion de
CYS fue similar al control (sin CYS), la de
aquellos obtenidos mediante OPU fue
significativamente mayor. Adicionalmente, la
adicion de CYS mejord la produccion de
blastocistos en el dia 7 en ambos grupos de
ovocitos, con la particularidad que en los de-
rivados de OPU se obtuvieron 1.6 veces mas
embriones transferibles si la CY'S estuvo pre-
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Cuadro 2. Efectos de la cisteamina (50 uM) en ausencia o presencia de butionina sulfoximida
(BSO; 5 mM) y cistina (0.3 mM) durante la MIV sobre el desarrollo posterior del
embrion (Gasparrini et al., 2003, 2006)

Tratamientos Ovocitos Clivaje Blastocistos al dia 7
(n) (%) (n)
Control 99 67.0+85°? 19.5+45°
Control + BSO 100 466 +75° 31+£06°
Control CYS - cistina 286 55.0+14.12 11.8+4.32
Cisteamina 101 66.7+£5.7° 30.1+£2.8°
Cisteamina + BSO 105 51.3+£2.6° 48+1.7¢
Cisteamina 285 66.1£10.6" 22.7+6.6°
Cistina 231 73.5+10.6°¢ 269+6.8°
Cistina + cisteamina 309 784+53°¢ 254+45°

Valores con diferente letra (a,b,c) dentro de cada columna son significativamente diferentes (p<0.05)

Cuadro 3. Efecto de dos antioxidantes en combinacion con cisteamina (CYS) en la tasa de
clivaje y produccion de blastocistos (Fuente: ! El Shima et al., 2017 y ? El Sokary

etal., 2017)
Grupos Tasa de clivaje Embriones Blastocistos
(%) () (%)
Acido ascérbico' 56.8+2.2° 922 72+0.7°
Acido ascorbico + CYS 652+1.0° 80" 123+£0.6°¢
Control? 60.2+24° - 7.4+12°
CYS 66.1£1.9"% - 9.1+1.2%b
Melatonina 70.5+0.9 < - 12.8+1.0¢
Melatonina + CYS 74.0+1.7¢ - 14.8+0.64

Valores con diferente letra (a,b,c,d) dentro de cada columna difieren significativamente (p<0.05)

sente en la MIV. Por otro lado, aunque no se
observaron efectos de la adicion de CYS en
MIV de ovocitos que fueron fecundados in
vitro de forma convencional, los que madu-
raron con 1 mM de CYS y que fueron suje-
tos a inyeccion intracitoplasmatica de
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espermatozoides (ICSI), previamente
coincubados con COC por 3 h lograron de-
sarrollarse a blastocisto en una proporcion
mayor que los no incubados con COC o que
maduraron con mayores concentraciones de
CYS (Canel et al., 2015, 2018; Figura 5).
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Cuadro 4. Efecto de la suplementacion de
cisteamina en el medio de maduracion (100
uM) y de cultivo (200 uM) sobre la tasa de
clivaje y subsecuente desarrollo embrionario
(Modificado de De et al., 2011)

Grupo Control Cisteamina
Ovocitos (n) 190 215
Clivaje (%) 129 (67.9)* 182 (84.6)°
Embriones (%) 47 (24.7)® 99 (46.0)°
Blastocistos (%)
dia 7 BE 73.7)* 13 (6.0)°
dia 8 BE 15(7.9)? 37(17.2)°
dia9 B 17 (8.9)2 29 (13.5)®
dia 9 BE 8(4.2)* 20 (9.3)°

Valores en la misma fila con letras diferentes
difieren (p<0.05)
B: blastocistos; BE: blastocistos expandidos

Recientemente, Chowdhury et al.
(2020) incubaron COCs por 22 h con ARN
secuenciador en presencia y ausencia de
CYS, observando que 59 genes se expresa-
ron diferencialmente en ambos grupos de
ovocitos, donde el grupo tratado con CYS
tenia 36 genes sobreregulados y 23
subregulados. El prime grupo de genes favo-
rece un mayor desarrollo embrionario, mien-
tras que los genes que se subregularon pare-
cian afectarlo.

b) Adicion en el medio de fecundacion o
de cultivo in vitro

Takahashi et al. (1993) compararon el
efecto de dos compuestos thiol, CYS y B-
mercaptoethanol (B-ME), los cuales fueron
agregados al medio de cultivo en dos con-
centraciones (10 y 50 uM en ambos casos)
luego que los embriones alcanzaron el esta-
dio de 6-8 células, encontrando que las dos
concentraciones de antioxidantes produjeron
proporcionalmente mas blastocistos y
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blastocistos expandidos que el grupo control.
Asimismo, la concentracion de 50 uM resul-
t6 en un mayor incremento de GSH en CY'S
que en B-ME y en el grupo control (p<0.01).

Laadicion de 100 uM de CY'S al medio
MIV y luego 0 (0/0; 100/0), 25 (100/25), 50
(100/50) y 100 (100/100) uM de CYS al me-
dio CIV result6 en una tasa de desarrollo de
blastocistos similar entre tratamientos, que
luego mejoro significativamente en la tasa de
eclosion de blastocistos en el grupo CYS
100/50 con respecto al control (0/0; p<0.005)
(de Matos ef al., 2002). La adicion de CYS
al medio de cultivo de embriones no
incremento el porcentaje de blastocistos ex-
pandidos con respecto a adicionarlo tnica-
mente en el medio de maduracion (83.3 vs
72.7%; p>0.05) (de Matos et al., 2002), ha-
llazgo que también fue observado por Merton
et al. (2013). Por el contrario, Silva et al.
(2010) observaron que la suplementacion de
150 uM de CYS al medio FIV y CIV mejoro
significativamente los porcentajes de
blastocistos en el dia 7 y de blastocistos
eclosionados en el dia 9, con respecto al con-
trol (no CYS) o a los COC madurados en
presencia de CYS.

Efectos de la cisteamina en la produccion
in vitro de embriones en bubalinos

a) Adicion en el medio de maduracion

Gasparrini et al. (2000, 2003, 2006) de-
mostraron beneficio de adicionar CYS en la
MIV de ovocitos de bufala. En un trabajo
inicial probaron cuatro concentraciones de
CYS (0, 50, 100 y 200 pM/1) sin encontrar
mejoras en el porcentaje de clivaje con res-
pecto al control, aunque la suplementacion
con 50 uM/l increment6 la proporcion de
moérulas compactas y blastocistos, y de
blastocistos transferibles (Gasparrini et al.,
2000). Luego, en ovocitos suplementados con
CYS, BSO o CYS+BSO demostré que la
presencia de CYS incrementd significa-
tivamente la concentracion de GSH por
ovocito con relacion a los ovocitos inmaduros
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y a los madurados en comparacioén con los
otros grupos (Gasparrini et al., 2003). Asi-
mismo, al igual que en el estudio anterior, la
adicion de CYS al medio MIV no mejoro la
tasa de clivaje, pero aumentd 1.5 veces el
porcentaje de blastocistos en el dia 7 (p<0.01;
Gasparrini et al., 2003). Sin embargo, en un
reporte posterior la CYS incremento
significativamente el porcentaje de clivaje con
respecto al control, y la combinacion de CY'S
y cistina potencio el efecto beneficioso sobre
este parametro, aunque no hubo diferencia
significativa en la produccion de blastocistos
(Gasparrini et al., 2006; Cuadro 2).

La suplementacion del medio de MIV
con IGF-1 + CYS, IGF-1 + B-ME, EGF +
CYS, EGF + B-ME no modificé la tasa de
maduracion con respecto al control (sin fac-
tores de crecimiento y antioxidantes); sin
embargo, IGF-1 + CYS incrementd la tasa
de clivaje (71.9%) con respecto a los demas
tratamientos (IGF-1 + B-ME: 45.2%; EGF +
B-ME: 46.4%), pero no respecto al control
(63.8%) y EGF + CYS (60.7%); asimismo,
la tasa de blastocistos fue significativamente
superior en los grupos tratados con IGF-1 +
CYS o0 IGF-1 + B-ME que en los demaés gru-
pos (Singhal et al., 2009).

Laincubacion de ovocitos con 0 0 50 mM
de CYS y posteriormente vitrificados/calen-
tados mostrd que los que fueron madurados
con CYS experimentaron una tasa de madu-
racion mayor que los no expuestos al
antioxidante, aunque esta diferencia se des-
vanecio luego de la criopreservacion y am-
bos grupos tuvieron igual proporcion de
ovocitos viables (Mahmoud et a/., 2016). La
misma concentracion de CY'S en el medio de
MIV resultd en una mayor tasa de forma-
cion de GSH, de maduracion, de penetracion
de espermatozoides y de formacion de
pronucleos masculinos con respecto al grupo
control, asi como también formacion de mas
morulas compactas y de blastocistos
(Ocampo y Ocampo, 2015).

El Cuadro 3 resume los resultados de

dos publicaciones en las que se usan antioxi-
dantes en la maduracion de ovocitos
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bubalinos, donde la CY'S potencia el efecto
antioxidante de los otros compuestos (El
Shima et al., 2017; El Sokary et al., 2017).

b) Adicion en el medio de fecundacion o
de cultivo in vitro

La adicion de CYS al medio de MIV
(50 uM) y de CIV (100 uM) fue usada como
estrategia experimental para evaluar su efecto
sobre el dafio en el ADN, y sobre la tasa de
clivaje y de produccion de blastocitos
(Mukherjee et al., 2010). En comparacion a
los controles, la suplementacion con CYS
aumento (p<0.01) la tasa de clivaje y la pro-
porcion de ovocitos que se desarrollaron hasta
el estadio de 8-16 células. El dafio de ADN
fue menor de menor magnitud en el grupo
CYS que en los controles de 8 a 16 (19.3 £
4.24 vs 72.0 = 5.22%), pero no en los em-
briones en estadio de dos células (11.7 +5.63
vs 20.8 £5.49%), ni en los ovocitos maduros
(5.3 £3.43 vs 10.3 £4.73%)).

En otro estudio se suplementaron los
medios MIV o CIV con 0, 50, 100 0 200 uM
de CYS. La adicion de 50 pm de cisteamina
en el medio MIV aumento significativamente
el porcentaje y la tasa de eclosion de
blastocistos, pero no afect6 la de clivaje ni el
numero de células por embrion (Anand et al.,
2008). No obstante, una concentracion de 200
uM redujo significativamente el rendimiento
de los blastocistos, pero no en el nimero de
células por embrion, tal como se observo en
ovocitos bovinos tratados con altas concen-
traciones de CYS (Geshi et al., 1999; Canel
etal.,2015). Por otro lado, la suplementacion
de medio MIV con 50 um y de medio CIV
con 100 um de cisteamina aumento al doble
el porcentaje de blastocistos y de blastocisto
que eclosionaron (p<0,01), pero no tuvieron
efecto sobre la tasa de clivaje o el numero de
células por embrion (Anand et al., 2008). El
efecto antioxidante de la CYS adicionada en
el medio de MIV (50 uM) y CIV (100 uM)
se confirmo mejorando la tasa de blastocistos
y, ademas, porque incremento la expresion
de genes anti-apoptosis y disminuyo los que
la promueven (Elamaran et al., 2012).
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Efectos de la cisteamina en la produccion
in vitro de embriones en caprinos

a) Adicion en el medio de maduracion

Urdaneta et al. (2004), utilizando 400
mM de CYS en el medio de MIV y 1 nM de
GSH en el medio de FIV observaron un in-
cremento en el porcentaje de ovocitos que
alcanzaron la MII comparado con los no su-
plementados (82.7 vs 53.6%, respectivamen-
te). La CYS increment6 los porcentajes de
ovocitos con pronucleo, de ovocitos fertiliza-
dos y de embriones totales con respecto al
control, y la adicion de GSH al medio de FIV
potencio el efecto de las CYS; no obstante,
no hubo mejora en el porcentaje de
blastocistos obtenidos. Por otro lado, Zhou et
al. (2008) trabajaron con varias concentra-
ciones de CY'S en el medio MIV (0 a 500 mM),
siendo la de 100 mM la mas efectiva en la
produccion de blastocistos y niimero de célu-
las/blastocisto proveniente de ovocitos que
maduraron con y sin células del camulo. En
este sentido, De et al. (2011) utilizando tam-
bién la concentracion de CYS de 100 mM en
el medio MIV de ovocitos caprinos
incrementaron significativamente la tasa de
clivaje, los porcentajes de embriones totales
y los de blastocistos que eclosionaron a los 7,
8y 9 dias luego de la FIV.

Por otro lado, la concentracion de 100
mM de CYS en el medio MIV, usada como
control para evaluar le efectividad de la
melatonina como antioxidante, mostr6 que fue
tan efectiva como la melatonina, ya que la
tasa de clivaje y la produccion de blastocistos
fue similar entre ambos grupos, y solo el ni-
mero de células del trofoectodermo y de la
masa celular de los blastocistos fue
significativamente menor en CYS que en el
grupo suplementado con melatonina (Soto-
Heras et al., 2018). Asimismo, segin An et
al. (2018), la adicion de 100 mM de CYS al
medio MIV mejoro la tasa de fertilizacion y
duplicé el porcentaje de blastocistos compa-
rado con la no adicién de CYS al medio de
maduracion.
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b) Adicion en el medio de fecundacion o
de cultivo in vitro

De et al. (2011) encontraron que la con-
centracion mas efectiva de CYS adicionada
al medio CIV obteniendo un porcentaje de
clivaje no menos de nueve puntos porcentua-
les que en las otras concentraciones y el con-
trol (p<0.05), ademas de obtener una mayor
proporcion de ovocitos desarrollados hasta
blastocistos luego de la FIV. En el Cuadro 4
se presentan los resultados sobre la PIVE
luego de agregar 100 mM de CYS en el me-
dio MIV y 200 mM en el CIV. No obstante,
Kharche et al. (2016) no encontr6 un efecto
benéfico en la tasa de clivaje ni en el desa-
rrollo de morulas o blastocistos al adicionar
100 mM de CYS al CIV con relacion al con-
trol. De otra parte, la suplementacion de 50
mM de CYS sola o combinada con IGF-1
duplicaron la proporcion de blastocistos ob-
tenidos (Goel et al., 2017).

Efectos de la cisteamina en la produccion
in vitro de embriones en ovinos

a) Adicion en el medio de maduracion

De Matos et al. (2002) probaron varias
concentraciones de CYS en el medio MIV
(0,50, 100,200 mM) de ovinos y observaron
que, aunque el porcentaje de clivaje fue simi-
lar entre los grupos, la concentracion de 200
mM fue mas efectiva para mejorar el por-
centaje de blastocistos en comparacion con
otras concentraciones de b-ME. Ademas, la
concentracion de GSH aument6 significa-
tivamente. Sin embargo, la maduracion de
ovocitos ovinos en otros medios (Fluido
Oviductal Sintético, SOF y Charles Rosen-
crans, CR-1) con y sin CY'S no modificé la
tasa de clivaje (Enginler ef al., 2015) ni la
produccion de blastocistos combinada o no
con células oviductales (Enginler et al., 2016).

Al evaluar el efecto del factor de creci-
miento epidérmico (EGF), el factor de creci-
miento similar a la insulina I (IGF-I) y la
cisteamina (CYS; 100 mM) en un medio de
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Cuadro 5. Efectos de diferentes concentraciones de cisteamina (CYS) sobre la produccion de
glutation (GSH), y tasa de maduracion, clivaje o blastocistos en rumiantes

Conc. Prod. GSH Madurac. Clivaje Emb. Blast. Fuente
2 50 uM T 0 Takahashi et
£ 100 uM 0 al. (1993)
é 25 uM - - - N De Matos et
100 uM — — T )
0.5 uM N - - N Geshi et al.
5 uM ) - - T (1999)
50 pM T — - -
500 uM 1 5 N !
100 uM - - Adona et al.
(2011)
150 uM ! BN N Silva et al
150 uM 2 N 1 (2010)
150 pM 3 N A
50 uM — T Lojkic et al.
100 pM N o (2012)
200 M N 1
0.1 mM N N Canel et al.
0.5 mM N N (2018)
1 mM N N
10 mM l )
2 50 uM N T T Gasparrini et
£ 100puM N N s al (2000)
_‘.; 200 uyM N N -
g  50uM 0 0 T Anand et al.
100 IJM - - — (2008)
200 pM — — \’
10 uM N Ocampo y
50 uM N T 0 Ocampo
100 uM N (2015)
2 400 uM T T - Urdaneta et
g al. (2004)
S M1V
O 50uM N N N De et al.
100 pM 1 N 5 (2011)
200 uM N 1 1
400 M 5 N N
clv
50 uM - - N De et al.
200 uM 1 1 1
400 uM N N N
2 50 uyM - N De Matos et
£ 100puM N 5 al (2002)
©  200uM N 1

T incrementa en relacién al control; —: similar al control; d: similar o debajo del control.

Conc.: concentracién de CYS; Emb.: embriones totales o mérulas compactas; Blast.: produccion de
blastocistos. ! en la maduracién in vitro; 2 en la fecundacién in vitro; 3 en el cultivo in vitro. MIV:
maduracion in vitro; CIV: cultivo in vitro
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maduracion definido (medio de cultivo basi-
co + alcohol polivinilico), semidefinido (me-
dio de cultivo basico + albumina sérica bovi-
na) e indefinido (medio de cultivo basico +
suero fetal bovino) sobre la tasa de clivaje y
la capacidad de desarrollo embrionario de
ovocitos de oveja, pudo comprobarse que la
adicion de CYS al medio definido suplemen-
tado con EGF e IGF-I mejor6 la formacion
de blastocistos en comparacion con el medio
sin CY'S. Asimismo, la combinacion de EGF
+ IGF-I+y CYS en el medio indefinido re-
sulté en una mayor proporcion de clivaje y
mayor produccion de morulas y blastocistos
que el medio definido + EGF + IGF-1+ CYS
o el medio semidefinido + EGF + IGF-I +
CYS (Shabankareh y Zandi, 2010). En otro
estudio, la adicion de IGF-I + EGF al medio
de maduracion, con o sin CYS, aument6 la
tasa de clivaje en comparacion al control y
los grupos de CYS + IGF-I, sin influenciar la
tasa de blastocistos o de blastocistos que
eclosionaron (Kelly et al., 2008). Sin embar-
go, aunque la CY'S no mejord la tasa de ma-
duracion respecto al control, y fue
estadisticamente inferior al grupo que madu-
r6 con EGF (Sofi ef al., 2011; Wani et al.,
2012), el porcentaje de morulas fue similar
entre ambos tratamientos y significativamente
mayor que el grupo que madur6 sin CYS 'y
EGF (Wani ef al., 2012).

En el Cuadro 5 se presenta un resumen
de las concentraciones de CYS mas utiliza-
das y sus efectos en las tasas de madura-
cion, clivaje, produccion de embriones y de
blastocistos.

CONCLUSIONES

e Las evidencias documentadas en este
trabajo demuestran que a través de dis-
tintos enfoques experimentales, la CY'S
tiene un potente efecto antioxidante in-
directo, estimulando las sintesis de GSH
por parte del ovocito. En algunos casos
su presencia en el medio de maduracion
estimul6 la tasa de maduracion nuclear
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y la de clivaje, pero el efecto mas evi-
dente en la mayoria de los articulos revi-
sados fue sobre la produccion total de
embriones y de blastocistos, que con
mucha frecuencia super6 significativa-
mente la del grupo no suplementado con
CYS. En los bovinos, 100 mM en el
medio de maduracion parece ser una
concentracion efectiva, seguido de con-
centraciones de 5 y 50 mM.

e Concentraciones mas altas (200, 500
mM) en los bovinos y bubalinos parecen
tener un efecto adverso sobre la madu-
racion ovocitaria y desarrollo embrionario.

e Enpequefios rumiantes, concentraciones
de 100 y 200 mM fueron efectivas para
mejorar la produccion de embriones com-
parado con el control, aunque hay estu-
dios que no obtuvieron mejora alguna.

e Se comprobd que la CYS acttia en for-
ma sinérgica con factores de crecimien-
to y que fue tan efectiva como otros
antioxidantes para incrementar la produc-
cion de embriones.
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