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Resumen

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) pueden acumularse dentro de los ovocitos durante la
maduracion in vitro (MIV), lo que esté relacionado con la mala calidad de los ovocitos y la disminucién
del desarrollo embrionario. Se ha demostrado que el resveratrol (R) protege contra el dafio oxidativo,
pero tiene una solubilidad limitada en agua, por lo que sus inclusiones con metil-B-ciclodextrina (CD)
mejoran su solubilidad. Este estudio evalud el efecto del complejo resveratrol-ciclodextrina (R-CD)
durante la MIV sobre el estrés oxidativo y su competencia para convertirse en blastocisto después de la
fertilizacion in vitro. En el Experimento 1, se recolectaron complejos cumulo-ovocito (CCO) de ganado
Bos indicus de un rastro local y se maduraron in vitro sin (control) o con R-CD (1, 10, 20, y 40 uM). La
presencia de ERO se evalud mediante tincidn con 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato, mientras que
los niveles de glutation (GSH) se determinaron mediante tincion fluorescente CellTracker Blue. En el
Experimento 2, los CCO se maduraron in vitro con R-CD, se fertilizaron y se cultivaron hasta el dia 7 para
evaluar el desarrollo embrionario. Todas las concentraciones de R-CD mostraron niveles intracelulares
reducidos de ERO en comparacion con el control (P<0.01). Los niveles intracelulares de GSH fueron
significativamente mas altos con R1-CD y R10-CD (P<0.01) en comparacion con los otros tratamientos.
Por otro lado, los ovocitos madurados con R10-CD tuvieron una tasa de blastocistos significativamente
mayor que otros tratamientos. En conclusion, el complejo R-CD de 10 uM durante la MIV mejora la
calidad de los ovocitos bovinos de Bos indicus al disminuir los niveles de ERO y aumentar las
concentraciones intracelulares de GSH, lo que resulta en un mayor desarrollo de blastocistos.
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Introduccion

A pesar de los grandes esfuerzos para emular las condiciones in vivo durante el cultivo in vitro de
gametos y embriones, estos procesos auln estan expuestos a varios factores potenciales inductores de
especies reactivas del oxigeno (ERQ), como la criopreservacion, la concentracion de oxigeno durante la
manipulacion in vitro, el medio de cultivo y la luz visible, entre otros. La acumulacién de ERO conduce al

estrés oxidativo, impactando negativamente en los ovocitos en comparacion con los producidos in vivot
2

El aumento de los niveles de ERO puede inducir dafio en el ADN y dafio mitocondrial, contribuyendo al
estrés oxidativo metabdlico, inestabilidad gendmica, alteraciones mitocondriales, retraso y detencién del
desarrollo embrionario, y posiblemente apoptosis aberrante?4. Para modular la generacion de ERO
extracelulares, se han utilizado moléculas antioxidantes para complementar los medios de maduracion
in vitro (MIV)2 El glutation (GSH) es un antioxidante natural presente en los gametos y se sabe que
protege las células del dafio oxidativo y regula el equilibrio redox intracelular®. En el ovocito bovino, el
GSH se ha reportado como un marcador bioquimico de calidad®. Por lo tanto, los niveles intracelulares
de GSH y ERO juegan un papel crucial durante la maduracién del ovocito y el posterior desarrollo
embrionario.

El estrés oxidativo se puede evaluar utilizando uno de tres enfoques: medicion directa de las ERO
utilizando sondas especificas, medicion del dafio resultante a biomoléculas, como lipidos, ADN o
proteinas; o evaluacion de las defensas antioxidantes midiendo los niveles de enzimas antioxidantes y
otras moléculas redox que contrarrestan las ERO. Se pueden emplear varias pruebas para evaluar el
dafio oxidativo. Por ejemplo, la medicion de la produccion intracelular de ERO utilizando la oxidacion de
la sonda fluorescente 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato, el ensayo Cometa y los niveles de 8-
hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) para el dafio del ADN. Ademds, los mecanismos de defensa
antioxidante pueden evaluarse analizando la actividad enzimatica de la catalasa, el glutatién, la
superdxido dismutasa, asi como mediante ensayos de capacidad antioxidante, como la capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), la capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés) y la capacidad antioxidante total (CAT)Z.

Las acciones beneficiosas de resveratrol (R) han aumentado debido a su gran variedad de propiedades
bioldgicas. El R (3,4,5-trihidroxi-trans-estilbeno) es un antioxidante que se encuentra en los ardndanos
azules, las zarzamoras y los cacahuates, pero, sobre todo, en las uvas rojast. Varios informes en
ovocitos de cerdos?, bovinos®12 y caprinos!?, indican que el uso de R (utilizando DMSO o etanol como
vehiculo) durante la MIV a concentraciones de 0.1 a 10 uM aumenta los niveles intracelulares de GSH en
ovocitos maduros y disminuye los niveles de ERO, mejorando la calidad de los ovocitos y mejorando las
tasas de blastocistos. Ademas, las concentraciones entre 1y 10 uM durante la MIV parecen promover la
maduracion citoplasmatica, disminuir la expresion de genes relacionados con la apoptosis??4 y las
concentraciones de R entre 2 y 20 uM mejoran la expresion de la proteina SIRT1, mejoran la distribucion
de los granulos corticales y aumentan la tasa de fertilizacion normal'®. Se han reportado diferentes
resultados a 20 y 40 uM de R, donde la suplementacion durante la MIV redujo significativamente el
porcentaje de ovocitos que alcanzaron la etapa MII®. Los resultados anteriores indican la existencia de
diferencias especificas de cada especie en la maduracion de los ovocitos y el desarrollo embrionario en
respuesta a diferentes concentraciones de R, lo que puede atribuirse a la variacion de especie a especie
en la sensibilidad de los ovocitos al R.

Las ciclodextrinas, particularmente la metil-B-ciclodextrina, se han caracterizado por la capacidad de
formar complejos de inclusién con una amplia variedad de especies quimicas y se han utilizado para
mejorar la solubilidad de medicamentos, vitaminas y colorantes alimentarios. La principal propiedad de
la metil-B-ciclodextrina es que su cavidad central es hidrofébica, mientras que los bordes de las paredes
circundantes son hidrofilos!?. Esta cavidad hidrofébica forma complejos de inclusion con una amplia
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gama de moléculas huésped organicas e inorganicas, mejorando la biodisponibilidad y estabilidad del R
en las industrias farmacéutical®, cosmecéutical® y alimentaria.

El R es escasamente soluble en agua y es quimicamente inestable, degradandose cuando se expone a
altas temperaturas?, cambios de pH o ciertos tipos de enzimas?, que pueden ser responsables de su
absorcion limitada tras la administracion oral en algunos experimentos?. Por lo tanto, la formacion de
un complejo de inclusién con R puede representar una estrategia prometedora para mejorar la
produccion de embriones in vitro al mantener la integridad funcional en condiciones de cultivo y mejorar
su solubilidad y absorcion celular.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de R-CD
durante la MIV de complejos cumulo-ovocito (CCO) sobre el estrés oxidativo y su competencia para
convertirse en blastocistos después de la fertilizacion in vitro. Se seleccionaron diferentes
concentraciones debido al efecto dosis-dependiente de R sobre el desarrollo de ovocitos y embriones, y
para determinar si concentraciones mas altas de R con CD durante la MIV tendrian un impacto
beneficioso o perjudicial en el desarrollo embrionario posterior.

Material y métodos

A menos que se indique lo contrario, todos los productos quimicos y medios se adquirieron de Sigma
Chemical Co. Las soluciones madre de R se disolvieron con metil-B-ciclodextrina al 7 % en acetona/
agua (1:1, v/v)2£2%5, La concentracion final de CD en los medios de MIV fue del 0.001 %.

Recuperacion y MIV de complejos ciimulo-ovocito (CCO)

Los CCO inmaduros derivados de vacas Bos indicus con citoplasma homogéneo y células de cumulos
intactas y compactas se obtuvieron aspirando manualmente foliculos de entre 3-8 mm de didmetro de
ovarios post mortem. Un total de 889 CCO se lavaron dos veces con TCM-199 (Gibco, 11150-059, Life
Technologies, Grand Island, NY, EE. UU.) que contenia sales de Hank. Se maduraron grupos de 12-20
CCO en 70 pl de medios de maduracion, suplementados con 0.2 mM de piruvato de sodio, 6 mg/ml de
albumina sérica bovina libre de acidos grasos (BSA EFAF, por sus siglas en inglés), 3 % de suero fetal
bovino (FBS, por sus siglas en inglés, Gibco 25030081, Life Technologies), 100 Ul/ml de penicilina,
100 yg/ml de estreptomicina y 0.25pg/ml de anfotericina-B, 5pug/ml de factor de crecimiento
epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés) y 1 ug/ml de pFSH, cubiertos con aceite mineral y e incubados
a 385°C, 5% de CO, en aire con 90% de humedad durante 24 h. Se utilizaron diferentes
concentraciones de R (1, 10, 20 y 40 uM) en complejo con CD (R-CD) durante la MIV y cada grupo de
tratamiento se maduré en pocillos individuales para evitar la contaminacion cruzada. En una publicacién
anterior, evaluamos un grupo con CD (control*, como vehiculo) y un grupo sin complejo R-CD (control).
No se observo efecto significativo sobre las tasas de blastocistos en los dias 7, 8 y 9 pi entre los grupos
control?. Por ello, en este estudio, se ha comparado los resultados con el control, ya que es el grupo sin
suplementacion antioxidante y disolvente.

Medicion de los niveles intracelulares de ERO y GSH

La produccion intracelular de ERO en ovocitos maduros se determind mediante la oxidacién de la sonda
fluorescente 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
EE. UU.), mientras que el nivel intracelular de GSH se determind mediante 4-clorometil-6,8-difluoro-7-
hidroxicumarina (CellTracker Blue; CMF2HC; Invitrogen Corporation) por los métodos descritos
anteriormente?l3, Brevemente, después de 24 h de maduracion, grupos de 10-12 ovocitos madurados de
cada grupo de tratamiento se agitaron en vortex suavemente durante 2 min en medios de 500 pl para
eliminar las células del cumulo y se incubaron con 10 pM de H,DCFDA y 10 pM de CMF2HC durante
15 min en la oscuridad. Finalmente, los ovocitos se lavaron en PBS de Dulbecco (DPBS, Invitrogen
Corporation) y se colocaron en portaobjetos en gotas de 10 pl en grupos de 4-5 ovocitos, y la
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fluorescencia se observé en un microscopio de fluorescencia Nikon eclipse 80i equipado con un filtro
B-2E/C (AExcitacion: 494nm) y un filtro UV2 (AExcitacion: 370 nm) para H,DCFDA y CMF2HC,
respectivamente.

Las imagenes de fluorescencia resultantes de cada ovocito se registraron como archivos TIFF y se
cuantificaron mediante el software Image-J (version 1.49v; Institutos Nacionales de Salud, Bethesda,
MD, EE.UU.). Para cada ovocito, se definid manualmente una regién de interés (ROI, por sus siglas en
inglés) para incluir toda el area celular. La fluorescencia total se calculd como la suma de las
intensidades de pixeles dentro de la ROIZZ. Los niveles de fondo se determinaron utilizando ovocitos que
no fueron expuestos ni al resveratrol ni a la sonda fluorescente, sirviendo como controles internos. Las
imagenes de intensidad de fluorescencia (IF) se normalizaron calculando la relacion entre cada grupo de
tratamiento y el valor medio de fluorescencia del grupo control (sin R-CD)212,

Fertilizacion in vitro

Después de 24 h de maduracion con diferentes concentraciones de R-CD, se lavé un conjunto diferente
de CCO madurados in vitro y se transfirieron en grupos de 15-20 CCO a 50 pl de medio de fertilizacion
(medio FERT-TALP) suplementado con 6 mg/mL de BSA libre de acidos grasos, 10 ug/ml de heparina,
1 mM de hipotaurina, 250 mM de epinefrina, 2 mM de penicilamina, 100 Ul/ml de penicilina, 100 ug/ml
de estreptomicina y 0.25 ug/ml de anfotericina-B cubierto con aceite mineral. Las pajillas de esperma
congelado comercialmente provenientes de un solo toro criollo previamente analizado para FIV se
descongelaron a 37 ° C durante 60 sec y los espermatozoides mdviles se obtuvieron mediante un
gradiente de densidad All Grad® (Life Global Group, Soundview Rd, Guilford, EE. UU.). Los
espermatozoides se lavaron y la concentracion se ajusto a 2 x 108 espermatozoides/ml. Los gametos se
coincubaron durante 18-22 h a 38.5 °C bajo 5 % de CO, en aire a 90 % de humedadZ.

Cultivo embrionario in vitro

Después del cocultivo de gametos, los presuntos cigotos se desnudaron manualmente y se cultivaron
en 70 pl de liguido oviductal sintético (SOF, por sus siglas en inglés)?, suplementado con FBS al 5 % bajo
aceite mineral. Se cultivaron grupos de 15-20 presuntos cigotos durante 7 dias bajo 5 % de CO,, 5 % de
0, y 90 % de humedad. La renovacion de los medios se realiz6 en los dias 3 y 6 post inseminacion (pi).
La tasa de clivaje (para 2 células y = 4 células) se registro en el dia 3 pi y el rendimiento acumulado de
blastocistos se registré en el dia 7 pi.

Diseino experimental

En el Experimento 1, se probaron cuatro concentraciones diferentes de R (Sigma R5010, Sigma-Aldrich
Inc., St. Louis, MO, EE. UU) durante la MIV: ) sin suplementacion de antioxidantes y disolvente (Control),
) R 1 uM (R1-CD), 1)) R 10 uM (R10-CD), IV) R 20 uM (R20-CD) y V) R 40 puM (R40-CD). Los niveles de
ERO y GSH se midieron a través de la intensidad de fluorescencia de los ovocitos observada por
microscopio de fluorescencia. Para estos, se utilizaron 210 CCO en cuatro réplicas diferentes.

En el Exp 2, se probd el efecto de las mismas concentraciones de R que en el Exp 1 durante la MIV para
determinar la capacidad de desarrollo embrionario posterior. Para este experimento se utilizaron 679
CCO en siete réplicas.

Analisis estadistico

Los niveles de ERO y GSH en los ovocitos se analizaron en unidades de fluorescencia arbitrarias
(pixeles/ovocito) en una escala de 0-1 unidad arbitraria. Todos los datos se analizaron utilizando
Statgraphics Centurion XVI (version 16.2.04, StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA). Antes de las
pruebas estadisticas, se evaluaron los datos porcentuales de clivaje y rendimiento embrionario para
determinar la normalidad mediante el analisis de los valores estandarizados de asimetria y curtosis para
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cada grupo de tratamiento. Los valores dentro del rango de -2 a +2 se consideraron aceptables para
asumir una distribucion normal aproximada. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante analisis de
varianza unidireccional (ANOVA), dada la robustez de esta prueba a las desviaciones moderadas de la
normalidad en disefios balanceados, sequido de la prueba LSD de Fisher. Los datos se presentaron
como media £ EEM y P<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

Resultados

Efecto de R-CD sobre los niveles de ERO y GSH durante la maduracion in vitro de ovocitos
bovinos

Para evaluar si la exposicién a R (0, 1, 10, 20 y 40 uM) durante la maduracion de los ovocitos afectaria
los niveles de ERO y GSH en ovocitos bovinos, se utilizaron 426 CCO. Los niveles intracelulares de ERO
en ovocitos maduros fueron similares entre los grupos tratados con R-CD (R1-CD: 0.66 + 0.04, R10-CD:
0.55 + 0.04, R20-CD: 0.62 + 0.04 y R40-CD: 0.64 + 0.04 pixeles/ovocito), pero todos ellos fueron
estadisticamente diferentes al ovocito del grupo control (1 + 0.04 pixeles/ovocito, P<0.01).

Por otro lado, los niveles intracelulares de GSH fueron significativamente mas altos en el grupo R1-CD
(1.4 + 0.06 pixeles/ovocito, P<0.01) en comparacion con R20-CD (1.2 + 0.06 pixeles/ovocito), R40-CD
(1.27 + 0.05 pixeles/ovocito) y el grupo control (1 + 0.06 pixeles/ovocito, P<0.01). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en los niveles de GSH entre los grupos R1-CD y R10-CD (1.31 + 0.06 pixeles/

ovocito) (Figuras 1y 2).

Figura 1. Fotografias de epifluorescencia de ovocitos bovinos madurados in vitro

a) Sin tratamiento (Control) y R-CD 10 uM; b) tefiido con 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA) para detectar especies reactivas del
oxigeno (ERO). c) Sln tratamiento (Control) y R-CD 10 pM; d) tefiido con CellTracker Blue para determlnar el nivel de glutation intracelular (GSH).
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Figura 2. Efecto de R-CD sobre los niveles intracelulares de ERO y GSH durante la maduracion de ovocitos
bovinos
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Las barras representan el nivel relativo de fluorescencia normalizado respecto al control. Los resultados se expresan como media + EEM.
abC | etras superindices diferentes indican diferencias significativas (P<0.01) entre los grupos.

Competencia de desarrollo de ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia de R-CD

Para examinar el impacto de las concentraciones de R (0, 1, 10, 20 y 40 uM) durante la maduracion de
los ovocitos en el desarrollo embrionario posterior, se utilizaron 679 CCO. R10-CD mostré una tasa de
blastocistos significativamente mayor (51 + 3.3 %) en comparacion con R1-CD (39 + 4.8 %), R20-CD (39
+ 3.3 %), R40-CD (33 + 3.2 %) y el control (38 = 3.6 %). No obstante, las tasas de clivaje en el dia 3 pi no
difirieron significativamente entre los grupos R-CD (P>0.05), excepto para R1-CD (las tasas de clivaje
para 2 células y = 4 células fueron 76.3 + 3.8 % y 80.8 + 3.5 %, respectivamente) en comparacién con el
grupo control (las tasas de clivaje para 2 células y = 4 células fueron 84.9 + 3.6 % y 90.6 + 3.3 %,
respectivamente) (P<0.01, Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de la suplementacion con R-CD durante la maduracion in vitro sobre las tasas de clivaje y
blastocistos

Tasas de clivaje dia 3 Tasa de blastocitos
Tratamiento N Clivaje total (Media * EEM) z 4 -células (Media * EEM) Dia 7 (Media * EEM)
Control 125 106 (84.9+3.6) P° 97(90.6+3.3)2 45(379+36)2
R1-CD 114 87 (76.3+3.8)2 71(80.8+3.5)" 44 (38.8+3.8)2
R10-CD 145 125(92.5+3.3)° 112 (89.8 +3.1) 74(51.3+33)P
R20-CD 142 115(81+3.3)@ 94 (81.7+3.1)2 56 (39.0+3.3) @
R40-CD 153 124 (81.2+3.2) 2 110 (88.3+ 3.0) 2 51(33.2+3.2)2

Tasas de clivaje en los dias 3 pi y embriones que se desarrollaron hasta el estadio de blastocisto en los dias 7 pi (fecundacion in vitro= dia 0)
derivadas de grupos experimentales: I) sin suplementacion de antioxidante y disolvente (Control); Il) resveratrol TuM (R1-CD); Ill) resveratrol 10 uM
(R10-CD); IV) resveratrol 20 pM (R20-CD); V) resveratrol 40 uM (R40-CD).

Los resultados se expresan como media + EEM de siete réplicas. Tanto las tasas de clivaje como las de blastocistos se calcularon en funcion del
numero total de presuntos cigotos cultivados (N).
abe | etras superindices diferentes indican diferencias significativas (P<0.01) entre los grupos.

Discusion

La fluorescencia detectada por H,DCFDA depende de la actividad de la esterasa. Estudios previos
encontraron que la actividad de la esterasa no mostrd diferencias significativas entre los ovocitos
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inmaduros y maduros o con los diferentes tratamientos utilizados. Por lo tanto, las diferencias
observadas utilizando el ensayo H,DCFDA pueden atribuirse a la produccion de ERO%

Los resultados mostraron que la suplementacion de R-CD durante la MIV disminuy6 los niveles de ERO
y aumenté los niveles intracelulares de GSH en ovocitos maduros en comparacion con el control. Se han
reportado resultados similares en bovinos!?3!, porcinos? y caprinos!? implementando de 0.5a 10.0 uM de
R disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) durante la maduracion de los ovocitos, mejorando la calidad de
los ovocitos, lo que consecuentemente conduce a mejores tasas de blastocistos. Estos efectos positivos
de R sobre la capacidad de desarrollo de los ovocitos podrian resultar de su estructura quimica. Su
mayor numero de grupos hidroxilo y la presencia de dobles enlaces en su estructura le permiten
conjugar los electrones mas deslocalizados, permitiendo que R tenga la capacidad de neutralizar
radicales libres como el radical hidroxilo (OH-), el radical superdxido (LOO-), el radical anidnico
superdxido (02:-), el oxigeno singlete (102) y el dxido de nitrégeno (NO+)32,

Por otro lado, se sabe que el GSH protege a las células del dafio oxidativo y regula el equilibrio redox
intracelular. En los ovocitos, el GSH se ha relacionado principalmente con propiedades antioxidantes y
proteccion contra la actividad de las ERO, mejorando la calidad de los ovocitos y aumentando las tasas
de blastocistos3334, Se ha demostrado que la suplementacién con R durante la MIV promueve la
maduracion citoplasmatica en ovocitos maduros al aumentar los niveles intracelulares de GSH, lo que
podria contribuir a efectos beneficiosos de R sobre la calidad de los ovocitos, lo que en consecuencia
conduce a un mejor desarrollo embrionariol®13. Estos resultados también son confirmados por estudios
previos que reportan que R es un buen eliminador de ERO, ya que aumenta los niveles de GSH en
ovocitos madurados in vitrol93, Por |o tanto, los resultados sugieren que los ovocitos madurados in vitro
con R-CD tienen una mejor calidad, lo que contribuird a mejorar el desarrollo embrionario posterior.

Ademas, se observd que la suplementacion de R-CD 10 pM durante la MIV condujo a una tasa de
blastocistos significativamente mayor. Este resultado se respalda con otros estudios que informaron
una mejora de la competencia de desarrollo de los embriones cuyos ovocitos fueron suplementados
durante la MIV con diferentes concentraciones (0.1-10 uM) de R en diferentes especies, incluidos
bovinos!e3l, porcinos? y caprinos®3e, Por el contrario, los resultados del presente experimento difieren de
los reportados por Pocar et al'®, quienes utilizaron ovocitos bovinos. Ellos observaron que
concentraciones de R de 20 y 40 uM redujeron el porcentaje de ovocitos que alcanzaron la etapa de
metafase |l después de 24 h de cultivo, lo que sugirié que altas concentraciones de R podrian tener
efectos perjudiciales en la maduracion de los ovocitos. Curiosamente, el presente estudio reveld que las
concentraciones mas altas de R-CD (20 y 40 uM) mostraron un efecto beneficioso sobre la produccion
de ERO y aumentaron los niveles de GSH, pero no afectaron negativamente ni la tasa de clivaje ni el
desarrollo embrionario. Un resultado similar informé que en ovocitos porcinos tratados con 10 uM de R
disueltos en DMSO durante la MIV, se redujo el nivel de ERO, pero no se encontraron diferencias en la
tasa de blastocistos en comparacion con el control®. Esto sugiere que las posibles diferencias podrian
deberse a las diferentes especies, o al hecho de que algunas especies tienen mas sensibilidad a R, 0 a
variaciones en la mezcla de FBS y BSA del sistema de produccién embrionaria, mientras que otros
estudios reportaron que los medios de maduracion se complementaron solo con FBS101331,

Como se menciond anteriormente, la suma de la reduccion de los niveles de ERO y el aumento de los
niveles de GSH serfa importante para la competencia del desarrollo de los ovocitos, pero no es el Unico
parametro, porque las concentraciones mas altas de R-CD no mejoraron el desarrollo embrionario. Se
ha demostrado que R inhibe directamente las fosfodiesterasas (PDE) especificas de AMPc, aumentando
los niveles de AMPc, lo que conduce a la activacion de AMPK y SIRT12% El uso de inhibidores de PDE
puede retrasar la reanudacion de la meiosis y ralentizar la cinética en la expansion del cumulo,
prolongando la comunicacién de las uniones gap entre la célula del cumulo y el ovocito durante la
reanudacion meidtica. Esto puede mejorar la maduracion citoplasmatica del ovocito y potenciar su
capacidad de desarrollo®.
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Ademas, se ha informado que R regula al alza la expresion de SIRT1, mejora la distribucion de granulos
corticales y aumenta el contenido de ATP y el potencial de membrana mitocondrial en ovocitos
madurados®. SIRT1 desempefia un papel en la regulacion de la proliferacion celular, la apoptosis y el
metabolismo, incluida la biosintesis mitocondrial®. Estos resultados sugieren que R promueve la funcién
mitocondrial, facilitando la disposicion adecuada de los granulos corticales en los ovocitos y mejorando
los resultados de la fertilizacion, lo que se asocia con la competencia y calidad de los ovocitos®?. Las
tasas mas altas de blastocistos observadas en este estudio con el complejo R-CD de 10 pM pueden
atribuirse a sus efectos positivos sobre la calidad citoplasmatica de los ovocitos, mejorando asi el
potencial de desarrollo de los ovocitos. Empero, se requeriran mas estudios para dilucidar
completamente los mecanismos celulares y moleculares de R-CD en los ovocitos durante la MIV.

Ademas, los resultados obtenidos con R en los medios de MIV para la produccién in vitro de embriones
bovinos, no concuerdan con la concentracidon recomendada en base a la literatura previa. Estas
diferencias pueden deberse a diferencias en los diluyentes de R utilizados!24. De forma rutinaria, tanto el
DMSO como el etanol se han utilizado en trabajos anteriores como disolventes organicos para aumentar
la solubilidad del R21342, Sin embargo, se sabe que estos diluyentes tienen efectos embriotdxicos tanto
en condiciones in vivo como in vitro. Las concentraciones normales de DMSO para disolver compuestos
oscilan entre 0.01 y 1 %. Adler et al*® demostraron que el DMSO y el etanol tienen efectos citotoxicos en
concentraciones tan bajas como 0.125 % y 1.07 %, respectivamente. Se sabe que el R es escasamente
soluble en agua; tiene baja biodisponibilidad, es quimicamente inestable y podria degradarse cuando se
expone a altas temperaturas?, cambios de pH o ciertos tipos de enzimas? lo que puede ser
responsable de su limitada absorcién en la administracion oral.

Las propiedades de CD para encapsular R fueron declaradas con anterioridad por nuestro grupo de
investigacionZ, Se observé que los ovocitos tratados con R-CD durante la MIV tuvieron una menor
expresion del gen proapoptético BAX en comparacion con el control, lo que sugiere un efecto
antiapoptdtico sobre los ovocitos. Ademas, se encontré que la inclusion de R-CD aumenta la actividad
antioxidante de Ry proporciona una mayor estabilidad, lo que podria mejorar sus efectos beneficiosos#.
Este fendmeno puede explicar por qué las altas concentraciones de R no tienen efectos perjudiciales
sobre la maduracion de los ovocitos, a diferencia de estudios anteriores en los que se utilizd DMSO
como disolvente. No obstante, esto sugiere que una concentracion de 10 uM de R cuando se usa con CD
durante la MIV de embriones bovinos es adecuada para obtener una mayor produccion de blastocistos.
Esto podria deberse a que el complejo R-CD puede liberar R lentamente, lo que permite que las bajas
concentraciones estén presentes durante periodos mas largos. Ademas, se informé que el complejo R-
CD estimula la lipdlisis en embriones bovinos obtenidos de ovocitos madurados con R, induciendo un
efecto positivo en la expresion de genes relacionados con el metabolismo lipidico?s.

Conclusiones e implicaciones

El presente estudio demuestra que la inclusién del complejo resveratrol-ciclodextrina durante la
maduracién in vitro mejora la capacidad antioxidante de los ovocitos bovinos derivados del ganado Bos
indicus al reducir los niveles de especies reactivas del oxigeno y aumentar las concentraciones de
glutation. En particular, la suplementacion con 10 uM de resveratrol-ciclodextrina durante la maduracion
in vitro mejor6 significativamente la competencia del desarrollo de los ovocitos, como lo demuestra una
mayor tasa de blastocistos. Este hallazgo subraya el papel fundamental de la calidad de los ovocitos en
la produccion in vitro de embriones bovinos. Sin embargo, se necesita mas investigacion para dilucidar
los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos beneficiosos del resveratrol-ciclodextrina
sobre la competencia del desarrollo de los ovocitos.
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