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produccion in vitro de embriones en mamiferos

J.R. Garcia-Diaz', J. Romero-Aguirregomezcorta', S. AstizBlanco'", S. Ruiz L 6pez"

'Departamento de Medicina Veterinariay Zootecnia. Facultad de CienciasAgropecuarias.
Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas. Carretera a Camajuani km 5,5. Santa Clara (54830), Villa Clara, Cuba.
Correo dectrénico: juanramon@uclv.edu.cu. "Departamento de Fisiologia. Facultad de Veterinaria. Universidad de
Murcia. Espafia. ""Departamento de Reproduccion Animal. INIA. Madrid. Espafia

RESUMEN: Dentro de los factores que afectan @ desarrollo embrionario in vitro se encuentra @ estrés
oxidativo, que ha sido atenuado con la adicion de sustancias antioxidantes a los medios utilizados en la produccion
in vitro. Las Vitaminas A y E, adicionadas a los medios de maduracién y cultivo in vitro favorecieron €
desarrollo embrionario, mientras € acido ascorbico mostré resultados contradictorios. La adicion de cisteina a
la maduracion y fertilizacion in vitro, los factores de crecimiento al cultivo in vitro y la combinacion insulina-
transferrina-selenio a la maduracion in vitro, favorecieron € desarrollo embrionario. Los microd ementos
también se han estudiado como antioxidantes; diferentes niveles de Zn?* afiadidos a medio de maduracion in
vitro incrementaron |os porcentgjes de division y de blastocistos. Diferentes concentraciones de Fe?+ y Cu?*afiadidas
al medio de maduracion in vitro no afectaron la tasa de maduracidn, pero su adicion al medio de cultivo in vitro
aumento los porcentajes de embriones a 8 cdulas, morulas y blastocistos. A pesar de las ventgjas de la
suplementacion de los medios utilizados en la produccidn in vitro con sustancias antioxidantes, en algunas de
estas alin existen aspectos por estudiar que deben congtituir la ruta critica de las investigaciones en este campo,
tales como, € tiempo de exposicion y las concentraciones Optimas de cido ascorbico, las necesidades de
microdementos de los ovocitos y @ embrion en sus diferentes estadios, sus niveles de inclusion adecuados 'y €
efecto de la suplementacion combinada de los mismos y su asociacion con otras sustancias antioxidantes.
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Addition of antioxidant substancesto culture mediaused in thein vitro production of mammal
embryos

ABSTRACT: The oxidative stress is among the factors affecting the embryonic development in vitro. It has
been attenuated by adding antioxidant substances to the media used for thein vitro embryo production. Vitamins
A and E, added to the maturation and in vitro cultivation media, favored the embryo development, while the
ascorbic acid showed contradictory results. The addition of cysteine to thein vitro maturation and fertilization,
the use of growth factors in thein vitro cultivation, and the combination insulin-transferrin-selenium during in
vitro maturation, favored the embryo development. Microelements have also been studied as antioxidants;
different levels of Zn?* added to the maturation medium in vitro increased the percentage of division and of
blastocysts. Different concentrations of Fe** and Cu?* added to the maturation medium in vitro did not affect
the maturation rate, but their addition to the cultivation medium in vitro increased the percentage of 8 cdll
embryas, morulae, and blastocysts. Despite the advantages of the supplementation of the media used in thein
vitro production of embryos with antioxidant substances, there are aspects to be deeply studied that should
constitute the critical route of investigations in this fiedd such as: the exposure time and optimum concentrations
of ascorbic acid, the necessities of microelements by the oocyte and the embryo during the different devel opment
phases, their appropriate inclusion levels, the effect of their combined supplementation, and their association
with other antioxidant substances.

Key words: embryo development, oxidative stress, antioxidants.
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1. INTRODUCCION

La produccién in vitro (PIV) de embriones compren-
de varios procesos fundamentales: la maduracion
ovocitaria, la capacitacion espermética, la fecundacion
in vitro de los gametos masculino y femenino y por
ultimo, el desarrollo embrionario. En todos ellos, con-
curren una compleja serie de procesos fisiologicos,
muchos de los cuales no son aun del todo conocidos.

En la especie bovina, aproximadamente, el 90% de
los ovocitos inmaduros de calidad éptima (tipos 1 y 1)
alcanzan la metafase Il y expulsan el primer corpuscu-
lo polar entre las 16 y 24 horas de comenzada la ma-
duracion in vitro (MIV). De los mismaos, alrededor del
80% es fecundado y comienzan a dividirse, al menos,
hasta el estadio de 2 a 4 células a las 48 horas de
realizada la fecundacion in vitro (FIV); aunque se re-
portaron porcentajes inferiores de division (43%) enigual
periodo con ovocitos obtenidos mediante ovum pick
up (OPU) en laraza Murciano-Levantina (1). No obs-
tante, solo un 25-40% alcanza el estadio de blastocisto
después de 6-7 dias de cultivo (2).

Uno de los problemas que afecta a la PIV de em-
briones es la produccién de radicales libres (RL) y en
consecuencia el estrés oxidativo, con sus efectos ne-
gativos sobre el desarrollo embrionario (3). En general,
durante las diferentes etapas por las que ha transitado
el desarrollo de la PIV de embriones y especialmente
en los dltimos afios, se ha prestado atencion a los
elementos antioxidantes, fundamentalmente, los
microelementos, vitaminas y otras sustancias con esas
propiedades.

Si bien, el suero fetal bovino (SBF) aporta a los
distintos medios de PIV de embriones aminoacidos,
vitaminas y minerales, entre otros componentes, que
pueden estimular y/o inhibir la maduracion de ovocitos
y el desarrollo embrionario (4); éste también presenta
fluctuaciones en sus componentes, dependientes del
animal donante y del lote de procedencia del suero.
Por tal razén, el empleo de algunas sustancias
antioxidantes en los medios de PIV de embriones ha
evolucionado progresivamente hasta los momentos
actuales y requiere de continuas investigaciones para
su perfeccionamiento.

Por ello, el presente trabajo tiene como objetivo
contribuir a la proyeccion de la ruta critica de lainves-
tigacion cientifica sobre la adicién de sustancias
antioxidantes en los medios utilizados en la PIV de
embriones en mamiferos, a partir de los resultados pre-
cedentes y sus expectativas.

11

2.DESARROLLO

2.1. Estrés oxidativo sobrelos resultados delaPIV
de embriones.

Los RL se generan durante el desarrollo embriona-
rio por procesos endégenos, como son el metabolis-
mo celular normal de los embriones y exdgenos como
las sustancias quimicas afiadidas a los medios de
cultivo, hiperoxia, exposicion a luz, cationes metali-
cos y espermatozoides, que las defensas antioxidantes
naturales de los gametos y embriones son incapaces
de neutralizar y que provocan un grave problemaen la
PIV de embriones, el estrés oxidativo (3).

En su ambiente natural, los ovocitos y embriones estan
protegidos contra el dafio oxidativo por los agentes
antioxidantes presentes en los fluidos folicular y oviductal,
ademas de varias enzimas, tales como Cu-Zn superoxido
dismutasa (Cu-Zn/SOD), Mn/SOD (EC 1.15.1.1),
catalasas (CAT, EC 1.16.3.1), glutatién-peroxidasa
(GSH-Px; EC 1.11.1.9) y ceruloplasmina (CP; EC 1.16.3.1)
(5), ademasde las vitaminasA, Cy E (6).

Sin embargo, durante la PIV los ovocitos y embrio-
nes estan expuestos a un ambiente carente de los
sistemas de proteccion descritos y tienden a experi-
mentar mayor estrés oxidativo; originado cuando la
produccion de RL excede a la capacidad antioxidante,
provocando la peroxidacién de lipidos de membrana,
modificacion de lipidos, proteinasy acidos nucleicos a
nivel celular, alteraciones mitocondriales, el bloqueo
de las células embrionarias, el agotamiento del ATP y
la apoptosis celular (7).

Por lo tanto, durante los diferentes procesos de la
PIV de embriones, el estrés oxidativo debe
contrarrestarse mediante la adiciéon de agentes
antioxidantes a los medios de maduracion, fecunda-
ciony cultivo invitro (CIV) (8). Numerosos productos,
biolégicos o quimicos con estas propiedades, se han
agregado como suplemento para medios de PIV de
las células de mamiferos, entre los que se encuentran
proteinas, vitaminas, enzimas y minerales.

2.2. Antioxidantes utilizados en los medios de PIV
de embriones.

2.2.1. Vitaminas, enzimas, aminoacidos y facto-
res de crecimiento (FC).

La suplementacién de los medios de MIV de
ovocitos bovinos con diferentes concentraciones de vi-
tamina A, incubados en atmaosfera con bajo (5%) y alto
(20%) porcentaje de O, demostré que la adicion de la
misma a bajas concentraciones de O, no afecto el
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desarrollo embrionario; en cambio, con una atmdsfera
del 20% de O,, niveles de 5 uM de vitamina A
incrementé el porcentaje de blastocistos (P<0.001), lo
que sugiere un efecto antioxidante de la misma (9).

Al evaluarse el efecto de la adicion de diferentes
niveles de a-tocoferol (0, 50, 100, 200, 400 y 500 uM
en los medios de MIV y CIV en ovinos, se demostrd
gue la concentracién de 200 uM aumento los porcen-
tajes de division (P<0.05), moérulas (P<0.05) y nimero
total de células por blastocisto (P<0.01), y que las
concentraciones de 100, 200 y 400 pM incrementaron
(P<0.05) el porcentaje de blastocistos en compara-
cion con el grupo control (3).

En la especie porcina se evaluaron las concentra-
ciones éptimas de a-tocoferol y &cido ascorbico para
el desarrollo de embriones, procedentes de FIV o trans-
ferencia nuclear de células somaticas (SCNT), afia-
diéndose ambas vitaminas exclusivamente en los me-
dios de CIV. Los mejores porcentajes de blastocistos
se obtuvieron con 100 uM de a-tocoferol, independien-
temente del origen de los cigotos y los indices de
apoptosis con esta misma dosis para ambas sustan-
cias fue similar, aumentando con respecto a los con-
troles cuando fueron combinadas (10).

Para evaluar los efectos adversos de los RL, induci-
dos mediante la administracion exdégena en el medio de
CIV del éster 12-phorbol 13-myristato acetato (PMA),
sobre el desarrollo embrionario en ratones y el efecto
antioxidante que ejercian las vitaminas Cy E (Tabla 1);
se conformaron 4 grupos gue fueron cultivados en dos
periodos de tiempo (3 y 6 horas), trasladandose poste-
riormente los embriones a un medio de cultivo nuevo. La
adicion del PMA redujo, significativamente, la tasa de

TABLA 1. Efectos de los radicales libres inducidos
mediante la adicion exégena de PMA y de la
suplementacién de las vitaminas C y E conjuntamente
con el PMA sobre la tasa de blastocistos, expresadas
en por ciento. [Adaptado de Wang et al. (11)]./ Effect of
free radicals induced by the exogenous addition of PMA
and the supplementation of the vitamins C and E jointly
with the PMA on the blastocyst rate expressed

percentage. [Adapted fromWang et al. (11) ].

Grupos Tiempo exposicion (h)
3 6
Control 86% 86"
PMA 73° 30°
Vit C (50 uM) 90* 91°
Vit E (400 uM) 728 51°
25| etras diferentes en la misma columnaindican
diferencias estadisticas P<0.05.

Rev. Salud Anim. Vol. 35 No. 1 (2013)

blastocistos a las 3 (P=0.02) y las 6 horas (P=0.0001)
con respecto al grupo control; la suplementacion de vita-
minas C y E conjuntamente con el PMA incrementd
(P<0.05) los porcentajes de blastocistos en ambos pe-
riodos de tiempo (11). Estos resultados confirman los
efectos perjudiciales del estrés oxidativo sobre el desa-
rrollo embrionario y la eficacia de las vitaminas utiliza-
das para la reduccion del mismo, especialmente la de
la vitamina C.

El acido ascorbico actia como antioxidante modu-
lando muchos procesos bioquimicos intra o
extracelulares y se introduce a menudo en los medios
de MIV de ovocitos y de cultivo de embriones para
optimizar sus resultados (12); sin embargo, la exposi-
cion de los ovocitos al acido ascorbico por periodos
prolongadosy a altas concentraciones puede provocar
citotoxicidad en los gametos, y en consecuencia, re-
ducir el porcentaje de blastocistos, como ya demos-
traron Cérdova et al. (13).

Los resultados de la utilizacion del acido ascérbico
en los medios de MIV son contradictorios; en ovocitos
de ratas no afect6 la maduracion nuclear (14), al contra-
rio de lo reportado en porcinos (15); por otro lado, con
ovocitos bovinos madurados durante 22 horas, ni el por-
centaje de blastocistos (16) ni el potencial de desarrollo
in vitro de ovocitos denudados (12), se vieron alterados.
Las causas de la variabilidad de los resultados parecen
estar dadas por la especie animal, el tiempo de exposi-
cion y las concentraciones empleadas; por lo que las
investigaciones con esta vitamina deben dirigirse a de-
terminar con precision estos aspectos en las diferentes
etapas de la PIV de embrionesy el efecto de su asocia-
cién con otras sustancias antioxidantes.

También se evalud el efecto de laadicion alaMIV'y
FIV de diferentes antioxidantes [cisteina, N-acetil-L-
cisteina (NAC), CAT y SOD] sobre el desarrollo em-
brionario en bovinos, demostrandose que la cisteina
tuvo un efecto beneficioso sobre el mismo, mientras
gue NAC, CAT y SOD no influyeron sobre el desarrollo
de los embriones (17). Sin embargo, los resultados
anteriores deben ser interpretados con cautela porque
la actividad catalitica de las enzimas evaluadas de-
pende fundamentalmente de los microelementos.

La CAT es dependiente del Fe?* y la SOD del Cu?,
Zn?"y Mn?*, utilizandolos como componentes estruc-
turales y/o cofactores enzimaticos; estos iones meta-
licos no son suplementados sistematicamente en los
medios y su aporte proviene del SFB, que como se
sabe posee una gran variabilidad en sus componen-
tes, determinado, entre otros factores, por el animal
donante y el lote de procedencia del suero (18). La
adicion alos medios de MIVy FIV de la CAT y la SOD



en combinacién con los microelementos mencionados
pudiera tener un efecto beneficioso sobre el desarrollo
embrionario, lo que indica la necesidad de realizar los
estudios para corroborar esta hipotesis.

Mas recientemente, se concluyd que la adminis-
tracion de suplementos de cisteina combinada con FC
durante la MIV de los ovocitos, pese a no aumentar el
namero de blastocistos podria utilizarse como un sus-
tituto del SFB dada su accidn antioxidante, expresada
por la reduccion de los indicadores de estrés oxidativo
en los embriones (8).

En la especie porcina se ha demostrado que el cultivo
de embriones con un 20% de O, afecto el desarrollo
embrionario significativamente (P<0.05), con respecto
alos que fueron incubados con 5% de O,, obteniéndose
tasas de divisién (70.6 vs 65.6%), de blastocistos
tempranos (21.3 vs 18.9%) y expandidos (42.1 vs
37.6%), diferentes entre ambos grupos (19); estos au-
tores comprobaron que con un 20% de O,, la adicion de
20 y 50 pM de B-mercaptoetanol (B-ME) al medio de
CIV increment6 significativamente, los porcentajes de
division y de blastocistos en comparacion con el medio
no suplementado.

Los efectos perjudiciales del aumento de concen-
tracion de O, pueden deberse al incremento y acumu-
lacion de peroxido de hidrogeno (H,0,), provocando un
aumento en la fragmentacion del DNA embrionario.
Estas consideraciones y los resultados anteriores per-
miten explicar que la suplementacion de vitamina E en
concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 400 uM en el
medio de CIV con 5% O,, no afectara el desarrollo
embrionario en bufalos, mientras que la adiciéon de 400
UM, con 20% de O,, produjera un incremento significa-
tivo (P<0.05) del porcentaje de blastocistos y del total
de células por embrion (6).

También se comprobd que la adicién de los FC epi-
dérmico (EGF) e insulinico (IGF-I) a un medio de CIV
de embriones de ratén con 0.1 uM de perdxido de hi-
drégeno (H,0,) fue capaz de protegerlos contra el estrés
oxidativo (20).

En bovinos, la adicion de una combinacion de FCy
Citoquinas al medio de cultivo SOF (Fluido Sintético
Oviductal) aumenté los porcentajes de blastocistos
(P< 0.05) en comparacion con el medio SOF sin su-
plementar (45% vs. 24%) y SOF + 10% de SFB (38%)
al dia 8 posterior a la FIV. Asi mismo, incremento las
células totales, la masa celular interna (MCI) y las cé-
lulas de trofoectodermo, evidenciando que los FC y las
citoquinas poseen accién estimulatoria combinada en
el desarrollo embrionario (21).

La adicion al medio de CIV de 100 o 200 ng/ml de
EGF y IGF-I (50 o 100 ng/ml) incrementaron
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significativamente los porcentajes de embriones bovi-
nos a los 8 dias posteriores a la FIV de ovocitos obte-
nidos de ovarios procedentes de matadero; ademéas
IGF-1 aumento la cantidad de células de la MCl y el
trofoectodermo, mientras que EGF sélo estimulé la
proliferacion en la MCI (22).

2.2.2: Minerales.

Un aspecto que no debemos obviar es el hecho de
gue los medios de MIV y de CIV de embriones inten-
tan asemejar (replicar) la composicion fisioldgica de
los fluidos folicular y oviductal, respectivamente. Aun-
gue estos ultimos difieren en su composicion iénica,
pHy osmolaridad con el suero sanguineo, es de supo-
ner que contengan niveles de microminerales, que aun-
gue pequefios, resulten esenciales para la maduracion
del ovocito y el desarrollo embrionario.

En cuanto a los macroelementos, se conoce que
el fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por ba-
jos niveles de Na*y altos de K*, comparados con los
del plasma sanguineo. Estos dos elementos son cui-
dadosamente balanceados al formular los medios de
cultivo, al igual que Mg*, Ca?, bicarbonato, sulfatosy
fosfatos (2).

Todos estos iones tienen funciones fisiologicas
cataliticas y sus niveles de inclusion en los medios
utilizados en la PIV de embriones se basan en el ana-
lisis bioquimico de sangre o del liquido oviductal (2).
Segun este autor, el déficit de Ca?* en el medio de
cultivo origina reduccién de las divisiones embrionarias
e incapacidad para la compactacién de las morulas, el
Ca?'y Mg? juegan un papel importante en el proceso
de adhesién celular y el i6n fosfato parece ser efectivo
s6lo a una muy determinada concentracion (0.35 mM)
en los medios de cultivo para embriones bovinos.

Esta demostrado en la literatura cientifica que los
minerales trazas tienen una accion importante en la
actividad reproductiva, participando en la sintesis, acti-
vaciony regulacion de hormonas sexuales (23); obser-
vandose en rebafios con carencia de cobre, zincy man-
ganeso una disminucion de la fertilidad (24,25) y una
respuesta beneficiosa de su suplementacién in vivo
(26,27). Por lo que la adicién de estos microelementos
con accion antioxidante alos medios empleados en la
PIV de embriones podria favorecer el desarrollo embrio-
nario y la obtencién de blastocistos de alta calidad.

Sin embargo, no existen datos concluyentes en la
literatura consultada sobre los valores de
microelementos en los fluidos folicular y oviductal, sus
variaciones a lo largo del ciclo estral de la vacay la
relacion que puede existir entre estos nivelesy los que
se encuentran en suero sanguineo. Tales conocimien-
tos serian de gran utilidad tedrica y practica para de-
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terminar los niveles de inclusion méas apropiados de
los microelementos en los medios de PIV de embrio-
nes y el momento optimo del proceso para
suplementarlos.

Diferentes concentraciones de Fe?" y Cu?* afiadi-
das al medio de MIV de ovocitos bovinos no mejoré la
tasa de maduracién, pero su adicion al medio de CIV
aunqgue no produjo un aumento de los porcentajes de
embriones de 2 células, si incrementd los de 8 célu-
las, mérulas y blastocistos; en el caso del Fe*, la
dosis més efectiva fue 1.96 mg/L, mientras que para el
Cu?*fueron 0.46y 0.68 mg/L, sin diferencias entre ellas
(Tabla 2). Se apreci6 ademéas, que en ambos
microelementos, todas las dosis empleadas redujeron
la apoptosis en comparacién con los ovocitos cultiva-
dos en medios no suplementados (28).

Los resultados anteriores sugieren que los ovocitos
necesitan y utilizan pocas cantidades de Fe?"y Cu?
durante la maduracion o que las mismas son satisfe-
chas a partir de sus reservas citoplasméticas de es-
tos microelementos, y por tanto, en esta etapa pare-
cen ser mas dependientes de la administracion
exobgena de otras sustancias, entre las que se inclu-
yen las hormonas foliculoestimulante (FSH) y
luteinizante (LH) (29).

Por el contrario, el efecto beneficioso de la adi-
cion de Fe?' y Cu? sobre los porcentajes de embrio-
nes de 8 células, mérulas y blastocistos en los es-

tadios mas avanzados y la reduccion progresiva de
los niveles de estos microelementos en los medios
de CIV en la medida que avanzaban las horas de
cultivo, observada en el mismo experimento (28),
indica que los cigotos tienen distinta demanda de
estos minerales en los medios de cultivo y que de-
pende del estadio del embridn.

Si bien un consumo insuficiente de microelementos
por parte de los embriones puede conducir a su deficien-
ciay un pobre desarrollo embrionario (30); altas concen-
traciones de Fe? y Cu? pueden provocar la toxicidad de
los embriones. Elevados niveles de Fe?* junto con acidos
grasos insaturados pueden estimular la formacion de RL
e hidroperdxidos y provocar el dafio oxidativo de los em-
briones (31). Esto puede explicar que en el estudio reali-
zado por Gao et al. (28), el porcentaje de blastocistos
obtenido con 3.26 mg/L de Fe?* haya sido menor que el
alcanzado con 1.96 mg/L de este microelemento.

Por otra parte, Anchordoquy et al. (32), trabajando
con ovocitos obtenidos a partir de ovarios recogidos en
matadero, demostraron que la adicion de diferentes
concentraciones de Zn?* al medio TCM-199 ejercié un
efecto beneficioso sobre la capacidad de desarrollo
embrionario hasta el estadio de blastocisto,
obteniéndose unatasa de division superior (P<0.01) y
mayores porcentajes de blastocistos (P<0.01) en los
medios de MIV suplementados con 0.7 mMy 1 mM de
Zn?* con respecto al medio control (Tabla 3).

TABLA 2. Resultados de la suplementacién de diferentes concentraciones de Fe** y Cu®* alos medios de maduracion y
cultivo in vitro de embriones bovinos. [Adaptado de Gao et al. (28)]./ Results of the supplementation with different

concentrations of Fe** and Cu** of maturation medium and in vitro cultures of bovine embryos. [Adapted from Gao et

al. (28)].
Concentracion ~ Ovocitos Maduros Desarrollo embrionario n (%)
(mg/l) n n (%) 2 células. 8 células. Morula Blastocisto
Fe* M1V Fe* CIV
Control 201 158 (78.6) 101 (63.9) 60 (38.0)° 35(22.2)° 22 (13.9)°
0.45 240 209 (77.1) 122 (63.4) 102 (52.3)2 65 (33.7)b 47 (24.3)2
0.81 271 209 (77.1) 128 (61.2) 118 (56.5)2 73 (34.9)ID 55(26.3)2
1.96 243 185 (76.1) 123 (66.5) 114 (61.6)2 94 (50.8)a 78 (42.2)°
3.26 254 208 (81.9) 122 (58.7) 108 (51.9)2 101 (48.6)2 65 (31.2)2
Cu* MIV Cu* CIV
Control 195 148 (75.9) 77 (52.0) 53 (35.8)° 36 (24.3)° 17 (11.5)°
0.093 188 133 (70.7) 74 (55.6) 67 (50.4)% 47 (35.3)° 34 (25.6)°
0.27 184 138 (75.0) 77 (55.8) 66 (47.8)% 48 (34.8)" 33(23.9)°
0.46 191 154 (80.6) 92 (59.7) 84 (54.5)% 67 (43.5) 57 (37.0)
0.68 181 142 (78.5) 88 (62.0) 76 (53.5)% 67 (47.2)° 48(33.8°

abe | etras diferentes en la misma columnaindican diferencias estadisticas P<0.01 (LSD).
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Los resultados obtenidos sobre la adicion de
microelementos a los medios utilizados en la PIV de
embriones son poco concluyentes y alin quedan mu-
chos aspectos por estudiar. Entre los que mayor inte-
rés demanda se encuentran las necesidades de
microelementos de los ovocitos y el embrion en sus
diferentes estadios, sus niveles de inclusiéon adecua-
dos en los medios de MIV, FIVy CIV, y el efecto de la
suplementacion combinada de los mismos y su aso-
ciacion con otras sustancias antioxidantes. El estudio
de estos aspectos contribuira a generar nuevos cono-
cimientos sobre el tema y a obtener una mayor efi-
cienciaen la PIV de embriones.

2.2.3. Otras combinaciones de antioxidantes.

Dada la complejidad del metabolismo de vitami-
nasy mineralesy de las interacciones que se produ-
cen entre ellos en el medio interno del organismo, es
dificil que la adicion de éstos por separado pueda
constituir la mejor solucion; de ahi que en la actuali-
dad en los medios de PIV de embriones se empleen
combinaciones que contienen diferentes proporciones
de los mismos.

La transferrina es una glicoproteina sintetizada en
el higado, posee 2 dominios homélogos de unién para
Fe®**, siendo responsable del transporte de este
microelemento y puede tener actividad antioxidante en
los sistemas biolégicos. La combinacién insulina-
transferrina-selenio (ITS) se ha afiadido a medios de
MIV, libres de SFB para promover el desarrollo de
ovocitos envaca (33) y cabra (34).

Yeong et al. (35) evaluaron el efecto de la adicion
de diferentes concentraciones de ITS a medios de MV,
definidos e indefinidos, sobre los parametros de fecun-
dacién de ovocitos porcinos (Tabla 4). Los resultados
obtenidos en ambos medios fueron similares, ninguno
de los tratamientos afectd al porcentaje de penetra-
cién, pero si redujeron significativamente la polispermia
(P<0.05) y aumentaron (P<0.05) la formacién de
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pronucleos femeninos. Ademas, en el mismo experi-
mento se demostré que en iguales condiciones se
incrementd significativamente la actividad GSH-PX de
los ovocitos.

Basado en los resultados anteriores, se evaluo el
efecto de la adiciéon de ITS (10mg/L1,5.5mg/L Tfy5
Mg/L Se) en diferentes condiciones de maduracion des-
pués de FIV y latransferencia nuclear de células (SCNT)
(Tabla 5). La combinacion de ITS+10% de fluido folicular
porcino (pFF) ofreci6 los mejores resultados después
de la fecundacion y cultivo, aumentando
significativamente (P<0.05) el nimero de embriones
de dos células, el porcentaje de blastocistos y el nu-
mero de células por blastocisto (35).

Estos resultados pudieran explicarse porque la
suplementacion de ITS durante la MIV incrementé los
niveles de GSH-Px sintetizada por los ovocitos duran-
te el proceso de maduracion; el aumento de esta enzi-
ma a nivel intracelular, con un potente efecto
antioxidante, se considera un indicador de buena ma-
duracion citoplasmatica (36), lo que pudo haber propi-
ciado el incremento del niumero de células y del por-
centaje de blastocistos obtenidos.

Recientemente, Cérdova et al. (13), trabajando con
ovocitos procedentes de terneras prepuberes, evalua-
ron el efecto de la adicion durante 12 6 24 horasde ITS
y/o acido L-ascoérbico (ASC) al medio TCM-199 (Tabla
6). Nétese que latasa de division a las 48 horas de los
ovocitos expuestos durante 12 y 24 horas con los
suplementos referidos no se vio afectada por los dis-
tintos tratamientos; pero el porcentaje de blastocistos
a las 12 horas de exposicion fue superior (P<0.05)
en el grupo ITS+ASC en comparacion con los res-
tantes; mientras que a las 24 horas de exposicion
fue inferior (P<0.05) en el grupo ASC con respecto
al grupo control.Recientemente, Cérdova et al. (13),
trabajando con ovocitos procedentes de terneras
prepuberes, evaluaron el efecto de la adicién durante
12 6 24 horas de ITS y/o acido L-ascorbico (ASC) al

TABLA 3. Resultados de la suplementacion de diferentes concentraciones de Zn®* en los medios de MIV sobre la
capacidad de desarrollo posterior de ovocitos bovinos. [Adaptado de Anchordoquy et al. (32)]./ Results of the
supplementation with different concentrations of Zn** of MIV media on the posterior development capacity of bovine
ovocyst. [Adapted from Anchordoquy et al. (32)].

Concentracion Zn? Ovacitos (n) Divididos (%) Blastocistos (%)
Control 313 7717 £ 1.17° 17.83 + 2.15%
0.5mM 339 73.15+ 1.15° 21.95 + 0.95°
0.7mM 309 74.05+ 1.23° 27.65 + 2.61°

1mM 304 72.76 + 2.78° 30.33+2.78°

abe | etras diferentes en lamisma columna indican diferencias estadisticas P<0.01 Student-Newman-K euls (SNK). %
divisiony blastocistos en X+ ESM (1265 COCs en 6 repeticiones).
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TABLA 4. Pardmetros de fecundacion obtenidos tras la adicion de ITS a dos medios de MIV de ovocitos porcinos.
[Adaptado de Yeong et al. (35)]./ Fecundation parameters obtained after the addition of ITS to two MIV medium of

porcine ovocysts. [Adapted from Yeong et al. (35) ].

Medio Ovocitos

Penetracion

Pronucleo

Polisper mia

Maduracién (n) (%) (D) femenino (%)
Medio M1V definido (0.1% PVA)
Control-PV A 144 728+28 56.8 + 1.8% 524+ 2.0°
A 138 84.4+1.2 355+1.3 732+ 32"
B 127 82.1+3.9 327+ 25° 729+ 3.1°
C 142 83.7+3.7 371+19° 714+ 2.9
Medio M1V indefinido (10% pFF)
Control-pFF 135 83.4+ 26 403+ 2.8° 722+ 33
A 123 552+ 45 259+ 2.7 925+ 2.7
B 128 88.8+ 15 255+ 2.6 933+ 24"
C 134 87.6+ 2.8 241+ 3.0° 902+ 2.7°

ab | etras diferentes en la misma columnaindican diferencias estadisticas (Tukey).

% Penetracion segln ovocitos fecundados. % Polispermia y % Proniicleo femenino segiin ovocitos penetrados. pFF:
fluido folicular porcino. A: 10 mg/L deinsulina (1), 5.5 mg/L detransferrina (Tf) y 5 mg/L de Selenio (Se). B: 20 mg/L
I, 11 mg/L Tf y 10 ug/L Se. C: 30 mg/L I, 16.5 mg/L Tf y 15 pg/L Se.

TABLA 5. Efecto delaadiciéon de ITS (10 mg/L 1, 5.5 mg/L Tf y 5 ug/L Se) en diferentes condiciones de maduracién
después de IVFy SCNT. [Adaptado de Y eong et al. (35)]./ Effect of addition of ITS (10 mg/L, 5.5 mg/L Tf 5ug/L Se) in
different maturation conditions after the IVF and SCNT. [Adapted from Yeong et al. (35)].

Medio Ces/Bto
maduracion n (%)
Despuésdel VF
Control-0.1% PVA 188 118 (12.7)2 15 (12.7) 10.6+0.6* 26.1+1.4°
Control-PVA+ITS 155 111 (71.6)® 24 (21.6)° 11.3+0.4% 39.6+1.3"
Control-10% pFF 162 120 (74.1)° 24 (20)° 11.8+0.5% 40.6+1.8°
Control-10% pFF+I TS 153 122 (79.6)° 42 (34.4)° 13.6+0.4° 51.0+2.4°
Despuésde SCNT
Control-0.1% PVA 239 81 (5L9)% 13(8.3)° 8.9+0.6° 21.9+1.0°
Control-PVA+ITS 201 86 (61.4)® 23 (16.4)° 10.6+0.4° 36.1+0.5
Control-10% pFF 205 89 (64.5)® 22 (15.9)° 11.5+0.4% 36.0+2.2°
Control-10% pFF+ITS 212 119 (73.9)° 42 (26.1)° 13.0+0.5° 37.7+2.4°

ab | etras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas P<0.05 (Tukey). Céls: células. Bto: blastocisto.

MCI: masacelular interna. TE: trofoectodermo.

medio TCM-199 (Tabla 6). Nétese que la tasa de divi-
sion a las 48 horas de los ovocitos expuestos durante
12y 24 horas con los suplementos referidos no se vio
afectada por los distintos tratamientos; pero el porcen-
taje de blastocistos a las 12 horas de exposicion fue
superior (P<0.05) en el grupo ITS+ASC en compara-
cion con los restantes; mientras que a las 24 horas de
exposicion fue inferior (P<0.05) en el grupo ASC con
respecto al grupo control.

Este experimento demostré ademas (Tabla 7) que
si bien la organizacién de los cromosomas no resulto
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afectada alas 12 horas por ninguno de los tratamien-
tos, alas 24 horas si se obtuvieron porcentajes supe-
riores (P<0.05) de ovocitos con una alineacién normal
de los cromosomas en el grupo ASC con respecto al
control. Por su parte, los ovocitos madurados en el
medio que contenia ITS+ASC y ASC durante 12 horas
mostraron porcentajes significativamente mas altos de
granulos corticales (GC) en la periferia que los ovocitos
control e ITS. Alas 24 horas no se hallaron diferencias
en el porcentaje de GC en la periferia entre los diferen-
tes grupos.
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TABLA 6. Desarrollo embrionario de ovocitos de hembras prepuberes en el medio de M1V suplementado con ITS y/o
L-&cido ascorbico durante 12 y 24 horas. [Adaptado de Cérdova et al. (13)]./ Embyronary development of ovocyst of
prepubertal females in MIV medium supplemented with ITS and ascorbic acid during 12-24 hours. [Adapted from
Cordova et al. (13)].

12 horas 24 horas
Tratamiento 0 (n) Div n (%) Bto n (%) Div n (%) Bto n (%)
Control 165 115 (69.7) 20 (12.1)2 179 130 (72.6) 29 (16.2)
ITS 200 131 (65.5) 25 (12.5)% 165 106 (64.2) 15 (9.0®
ITS+ ASC 212 144 (67.9) 42 (19.8)° 181 134 (74.0) 15(8.3)®
ASC 167 107 (64.1) 16 (9.6)% 145 99 (68.3) 8(5.5)°

% | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas P<0.05 (Tukey).Control (TCM 199 + 1
mg/ml de PVA + 10 ng/ml de EGF). ITS (5 pl/ml I. Tf. 3 pg/ml y Se 3 ng/ml). ASC (100 pg/ml). O: ovocitos. Div:
Division. Bto: Blastocistos.

TABLA 7. Efecto de la adicion de ITS y/o L- &cido ascorbico durante 12 y 24 horas en € medio de MIV sobre la
alineacion de los cromosomas y la ubicacion de los GC. [Adaptado de Cérdova et al. (13)]./ Effect of the addition of ITS
and/or ascorbic acid during 12-24 hours to the MIV medium on the chromosomealienation and the positioning of the
GC. [Adapted from Cordova et al. (13)].

Tratamiento 12 horas 24 horas
CAN (%) GCP (%) CAN (%) GCP (%)
TCM 22/35 (62.9) 25/35 (71.4) 27146 (58.7) 36/46 (78.3)
ITS 26/35 (74.3) 25/35 (71.4)% 27/40 (67.5)® 31/40 (77.5)
ITS+ ASC 26/36 (72.2) 30/36 (83.3)° 23/35 (65.7)® 28/35 (80.0)
ASC 19729 (65.5) 25/29 (86.2)° 35/48 (72.9)° 38/48 (79.1)

b | etras diferentes en la misma columnaindican diferencias estadisticas significativas (Tukey).
Control (TCM 199 + 1 mg/ml de PVA + 10 ng/ml de EGF). ITS (5 yl/ml I. Tf. 3 pg/ml y Se 3 ng/ml). CAN:
Cromosomas alineados normalmente. GCP: Granulos corticales en la periferia

Los resultados anteriores indican que la combina-
cion de ITS+ASC resultd lamés efectiva, lo que puede
deberse al mayor porcentaje de granulos corticales en
la periferia (GCP) observados en este tratamiento. La
distribucion los GCP es un indicador de maduracion
citoplasmatica y la consiguiente capacidad de los
ovocitos para desarrollar la fase de blastocisto (37).

Sin embargo, los resultados obtenidos por
Cérdova et al. (13) en bovinos no son coherentes
con los reportados previamente en bufalos (38) y en
cerdos (19), quienes comunican que la adicién de
ITS exclusivamente si mejoraba el desarrollo em-
brionario. La falta de concordancia entre estos re-
sultados puede estar dada por la especie animal,
las concentraciones empleadas y los medios utili-
zados en cada experimento.

Se concluye que resultan incuestionables las ven-
tajas de la suplementacion de los medios utilizados

en la PIV con sustancias antioxidantes; sin embargo,
en algunas de estas aln existen aspectos por estu-
diar que deben constituir la ruta critica de las investi-
gaciones en este campo, tales como, el tiempo de
exposicion y las concentraciones empleadas de acido
ascorbico, las necesidades de microelementos de los
ovocitos y el embrion en sus diferentes estadios, sus
niveles de inclusion adecuados en los medios de M1V,
FIVy CIV, y el efecto de la suplementacion combinada
de los mismos y su asociacién con otras sustancias
antioxidantes.

AGRADECIMIENTOS

Proyecto «Biotecnologia de la Reproduccion apli-
cada a la recuperacion de la raza bovina Murciano-
Levantina» (MICINN-INIA, RZ2010-00003-02-00). Agen-
cia Espafiola de Cooperacion Internacional para el
Desarrollo (AECID).

Rev. Salud Anim. Vol. 35 No. 1 (2013)



18

REFERENCIAS

1. Garcia JR, Romero-Aguirregomezcorta J, Astiz S,
Poto A, Ruiz, S. OPU oocyteyidd and early embryo
development after follicular ablation or exogenous
GnRH (Damardin®) in Murciano-Levantina cows.
Libroderesimenesdd 28thAnnual MegtingA.E.T.E.
Saint Malo, France, 7th — 8th September 2012;144-
146.

2. DelaFuente J. Produccion de embriones bovinosin
vitro: Impulso de la eficiencia de los programas
MOET mediante la FIV bovina. XXXIII Curso
Internacional de Reproduccion Animal. Compendio
deconferencias. Ed. Vision Libros. 2010;273-279.

3. Natargan R, Bhawuani M. Effect f a-tocopherol
suplementation on in vitro maturation of sheep
oocytesand in vitro devel opment of preimplantation
sheep embryosto theblastocyst stage. JAsist Reprod
Genet. 2010; 27:483-490.

4, Senbon S, Fukumi Y, Hamakawi A, Yoshikawa M,
Miyano T. Bovine oocytes grown in serum free
medium acquire fertilization competence. J Reprod
Dev. 2004, 50: 541-547.

5. Oyawoye O, Gadir AA, Garner A, Constantinovici N,
Perrett C, Hardiman P. Antioxidants and reactive
oxygen species in follicular fluid of women
undergoing IVF: relationship to outcome. Hum
Reprod. 2003;18: 2270-2284.

6. Thiyagargjan B, Valivittan K. Amdliorating effect of
vitamin E oninvitro development of premplantation
buffalo embryos J Assist Reprod Genet.
2009;26:217-225.

7. Takahashi M, Keicho K, Takahashi H, Ogawa H,
Schultz RM, Okano A. Effect of oxidative stress on
development and DNA damage in vitro cultured
bovine embryos by comet assay. Theriogenology.
2000; 54:137-145.

8. Lott WM, Anchamparuthy VM, McGilliard ML,
Mullarky LK, Gwazdauskas FC. Influenceof cysteine
in conjunction with growth factors on the
development of in vitro-produced bovine embryos.
Reprod Domest Anim. 2011;46:585-594.

9. Livingston T, Eberhardt D, Edwards L, Godkin J.
Retinol improves bovine embryonic development in
vitro. Reprod Biol Endocrinol. 2004;2:83-90.

10.Jeong YW, Park SW, Hossein MS, Kim S, Kim JH,
Lee SH, et al. Antiapoptotic and embryotrophic

Rev. Salud Anim. Vol. 35 No. 1 (2013)

effects of alpha-tocopherol and L-ascorbic acid on
porcine embryos derived from in vitro fertilization
and somatic cell nuclear transfer. Theriogenology.
2006;66:2104-2112.

11.Wang X, FalconeT, Attaran M, Goldberg J, Agarwal
A, Sharma R. Vitamin C and Vitamin E
supplementation reduce oxidative stress-induced
embryo toxicity and improve the blastocyst
development rate. Fertil Steril. 2002;78:1272-1277.

12.TaoY, ChenH, TianNN, Huo DT, Li G, Zhang YH,
et a. Effects of I-ascorbic acid, a-tocopherol and
co-culture on in vitro developmenta potential of
porcine cumulus cells free oocytes. Reprod Domest
Anim. 2010;45:19-25.

13.CérdovaB, Morat6 A, Izquierdo D, Paramio T, Mogas
T. Effect of the addition of insulin-transferrin-
selenium and/or L-ascorbic acid to the in vitro
maturation of prepubertal bovine oocytes on
cytoplasmic maturation and embryo devel opment.
Theriogenology. 2010;74:1341-1348.

14.Takami M, Preston SL, Toyloy VA, Behrman HR.
Antioxidants reversibly inhibit the spontaneous
resumption of meosis. AmJPhysiol. 1999;276:684-
688.

15.TaoY, Zhou B, XiaG Wang F,Wu Z, Fu M. Exposure
to L-ascorbic acid or a pha-tocopherol facilitatesthe
development of porcine denuded oocytes from
metaphase | to metaphase Il and prevents cumulus
cells from fragmentation. Reprod Domest Anim.
2004;39:52-57.

16.Dalvit G, Llanes SP, Descalzo A, Insani M, Beconi
M, CeticaP. Effect of a pha-tocopherol and ascorbic
acid on bovine oocyte in vitro maturation. Reprod
Domest Anim. 2005;40:93-97.

17.Ali AA, Bilodeau JF, Sirard MA. Antioxidant
requerimentsfor bovineoocytesvariesduring invitro
maturation, fertilization and development.
Theriogenolgy. 2003;59:939-949.

18.Herraddn PG, Quintda LA, Becerra JJ, Ruiba S,
Fernandez M. Fecundacionin vitro: Alternativas para
lamejora genética de bovinos. Arch Latinoam Prod
Anim. 2007;15:33-40.

19.Kitagaway, Suzuki K, YonedaA, Watanabe T. Effects
of oxygen concentration and antioxidants on thein
vitro developmental ability, production of reactive
oxygen species (ROS) and DNA fragmentation in
porcineembryos. Theriogenol ogy. 2004;62:1186-97.



20.Kurzawa R, Glabowski W, Baczkowski T,
Wiszniewska B, Marchlewicz M. Growth factors
protect in vitro cultured embryos from the
consequences of oxidative stress. Zygote.
2004;12:231-240.

21.NeiraJA, Tainturier D, PefiaMA, Martal J. Effect of
the association of IGF-1, IGF-1I, bFGF, TGF-b1,
GM-CSF, and LIF on the development of bovine
embryos produced in vitro. Theriogenology.
2010;73:595-604.

22.Sakagami N, Umerki H, Nishino O, Uchiyama, H,
Ichikawua K, Takeshita K, et a. Normal calves
produced after transfer of embryos cultured in a
chemically defined medium supplemented with
epidermal growth factor and insulin-like growth
factor | following ovum pick up and in vitro
fertilization in Japanese Black cows. J Reprod Dev.
2012;58:140-146.

23.Suttle NF. Mineral Nutrition of Livestock. 4th Ed.
CAB International . 2010;39-54.

24.Garcia JR, Cuesta M, Garcia R, Quifiones R,
Figueredo JM, Faure R, et a. Characterization of
the content of microelementsin thesoil-plant-animal
system and its influence on cattle reproduction in
the central region of Cuba. Cuban J Agric Sci.
2010;44:227-231.

25.Garcia JR, Garcia R, Cuesta M, Figueredo JM,
Quifiones R, FaureR, et al. Blood copper levels and
their influence on reproductive indicators of cows
in tropical conditions. Cuban J Agric Sci. 2010;
44:233-239.

26.Griffiths LM, Loeffler SH, Socha MT, Tomlinson
DJ, Johnson AB. Effects of supplementing complexed
Zinc, manganese, copper and cobalt on lactation and
reproductive performance of intensively grazed
lactating dairy cattle on the South Island of New
Zedland. Anim Feed Sci Tech. 2007;137:69-83.

27.GarciaJR, Joseph-Ajakaiye J, CuestaM, Quifiones,
R, Munyori H, Figueredo JM, Mollineda A. Effects
of parenteral supplementation of Cuinfemalecattle
with different levels of cupremia. Archiv Tierzucht.
2012;55:113-122.

28.Gao G Yi J, ZhangM, Xiong J, Geng M, et d. Effects
of iron and copper in culture medium on bovine
oocyte maturation. Preimplantation embryo
development and apoptosis of blastocystsinvitro. J
Reprod Dev. 2007;53:777-784.

19

29.Salgado R, Vergara O, Ramirez L. Efecto de
gonadotropinas sobre la maduracion y desarrollo
embrionario de oocitos bovinos cultivados in vitro.
Rev. MVZ Cérdoba. 2010; 5:1954-1960.

30.Goldhaber SB. Trace element risk assessment:
essentiality vs toxicity. Regul Toxicol Pharm.
2003;38:232-242.

31.Raqud D, Tegra B, Encarnacion S, Adela B. Study
of the effect of different ions salts used to fortify
infant formulas on the bioavailability of traced ements
using ICP-OES. Int Dairy J. 2004;14:1081-1087.

32.Anchordoquy JM, Anchordoquy JP, Mattioli G, Picco
SJ, Rosa DE, Ped P, e a. Importancia dd Zinc
durante la maduracion in vitro de ovocitos:
Consecuencias en el desarrollo embrionario
temprano. Tercera Epoca. 2010;2:1-2.

33.Gardner DK, Lane M, Maybach JM, Hasler JF.
Bovine oocyte maturation in a completely defined
medium: replacing serum with recombinant albumin
and hyaluronan. Theriogenology. 2001;55:471-479.

34.Herrick JR, Behboodi E, Memili E, Blash S, Echdard
Y, Krisher RL. Effect of macromolecule
supplementation during in vitro maturation of goat
oocyteson devd opmentd potential. Mol Reprod Dev.
2004;69:338-346.

35.Yeong YW, HosseinM S, Bhandari DP, KimYW, Kim
JH, Park SW, et al. Effects of insulin-transferrin-
selenium in defined and porcine follicular fluid
supplemented IVM mediaon porcinelVFand SCNT
embryo production. Anim Reprod Sci. 2008;106:13-
24,

36.Yoshida M, Ishigaki K, Nagai T, Chikyu M, Pursel
VG. Glutathioneconcentration during maturation and
after fertilizationin pig oocytes: relevanceto theability
of oocytes to form male pronucleus. Biol Reprod.
1993;49:89-94.

37.Duque P, Diez C, Royo L, Lorenzo PL, Carneiro G,
Hidalgo CO, et a. Enhancement of devel opmental
capacity of meiotically inhibited bovine cocytes by
retinoicacid. Hum Reprod. 2002;17: 2706-2714.

38.Raghu HM, Nandi S, Reddy SM. Effect of insulin,
transferring and selenium and epidermal growth
factor on development of buffalo oocytes to the
blastocyst stagein vitro in serum-free, semidefined
media. Vet Rec. 2002;151:260-265.

Recibido: 24-10-2012.
Aceptado: 8-2-2013.

Rev. Salud Anim. Vol. 35 No. 1 (2013)



