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Efecto del suplemento Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) sobre
la tasa de desarrollo y calidad de embriones bovinos in vitro

Effect of Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) supplementation on development
rate and quality of bovine embryos in vitro
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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del suplemento Insulina-Transferrina-
Selenio (ITS) en el cultivo embrionario sobre la tasa de blastocistos y calidad embrionaria.
Los cigotos de bovino obtenidos por maduracion (MIV) y fertilizacion in vitro (FIV)
fueron transferidos a medio Evolve en 4 grupos (T1: Sin suplemento ITS; T2: ITS las
primeras 48 h de cultivo (CIV1): T3: ITS después del dia 2 de cultivo (CIV2), T4: ITS todo
el tiempo de cultivo (CIV1 + CIV2). Todos los procedimientos se realizaron a 38.5 °C, 5%
de CO, y 90% de humedad relativa. Las tasas de clivaje y de blastocistos se determina-
ron a las 48 h y dia 8 de cultivo, respectivamente. El nimero de células totales y la
produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) en los blastocistos expandidos
fueron determinados por tincion del nicleo con Hoechst y la oxidacion de la sonda
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fluorescente diacetato diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA). Los embriones cultiva-
dos de T4 presentaron la mayor tasa de blastocistos (32.6%) y numero de células totales
(145.6) comparada al grupo control sin ITS (26.2% y 98.6, respectivamente; p<0.05).
Asimismo, la produccion de EROs en los blastocistos de T4 fue menor (p<0.05) que la
obtenida en los demas grupos de estudio. Los resultados demuestran que la adicion del
suplemento ITS durante todo el tiempo de cultivo embrionario tiene efectos benéficos
sobre el porcentaje de blastocistos y calidad embrionaria, valorada por el nimero de
células totales y la produccion de EROs.

Palabras clave: estructuras embrionarias, insulina, transferrina, selenito de sodio, es-
pecies reactivas de oxigeno

The aim of this study was to evaluate the effect of Insulin-Transferrin-Selenium
(ITS) supplementation in embryo culture on the blastocyst rate and embryo quality. The
bovine zygotes obtained by in vitro maturation (MIV) and fertilization (IVF) were
transferred to Evolve medium in 4 groups (T1: Without ITS supplement; T2: ITS the first
48 h of culture (CIV1): T3: ITS after day 2 of culture (CIV2), T4: ITS during all culture time
(CIV1 +CIV2). All procedures were performed at 38.5 °C, 5% CO2 and 90% relative humidity.
The cleavage and blastocyst rates were determined at 48 h and day 8 of culture. The total
cell number and the production of reactive oxygen species (ROS) in the expanded
blastocysts were determined by staining the nucleus with Hoechst and the oxidation of
the fluorescent probe dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA). The T4 cultured
embryos presented the highest rate of blastocysts (32.6%) and total cell number (145.6)
compared to the control group without STT (26.2% and 98.6, respectively; p<0.05). Likewise,
the production of ROS in T4 blastocysts was lower (p<0.05) than that obtained in the
other study groups. The results show that the addition of the ITS supplement throughout
the embryo culture time has beneficial effects on the percentage of blastocysts and
embryo quality, assessed by the number of total cells and the production of ROS.

Keywords: oocytes, embryonic structures, insulin, transferrin, sodium selenite, reactive
oxygen species

INTRODUCCION

En los ultimos afios se han logrado pro-
gresos considerables en la maduracion (MIV),
fertilizacion (FIV) y cultivo in vitro (CIV), y
aunque los sistemas de produccion in vitro
de embriones (PIVE) son aptos para la ge-
neracion de embriones bovinos sigue sin re-
solverse el problema de la baja cantidad y
calidad de desarrollo y supervivencia de los
embriones (Camargo et al., 2006). Se ha

demostrado un retraso o freno en el desarro-
llo de embriones cultivados in vitro cuando
se compara con los embriones desarrollados
in vivo (Rizos et al., 2002), siendo la con-
centracion de oxigeno uno de los factores am-
bientales que puede contribuir a esta diferen-
cia, debido a la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs), lo cual genera
un estrés oxidativo al embrion (Favetta ef al.,
2007; Takahashi, 2012). Ademas, la activa-
cion metabolica del embridn requiere molé-
culas energéticas tales como glucosa, piruvato
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y lactato (Khurana y Niemann, 2000), lo cual
a su vez contribuye a la generacion de EROs
(Dalvit et al., 2005).

Con la finalidad de mejorar las tasas de
produccion y la calidad de los embriones se
han estudiado estrategias en diferentes cam-
pos de investigacion, como es el disefio de
plataformas de cultivo de embriones (Swain
y Smith, 2011; Smith et al., 2012), el control
de la produccion de EROs con el uso de
antioxidantes como el 4cido ascorbico
(Cérdovaet al.,2010) y el a-tocoferol (Olson
y Seidel, 2000), o mediante cambios en los
componentes del medio de incubacion, entre
ellos los suplementos energéticos como
piruvato, lactato, acetoacetato, hidroxibutirato
(Gomez et al., 2002), glucosa y fructosa
(Barcelo-Fimbres y Seidel, 2007), fuentes de
proteina como suero o albumina (Mucci et
al.,2006; Lim et al., 2007), hormonas como
la hormona del crecimiento (Moreira et al.,
2002) e insulina (Augustin et al., 2003) y fac-
tores de crecimiento (Mtango et al., 2003).

El suplemento de insulina, transferrina
y selenito de sodio (ITS) ha resultado exitoso
en el desarrollo de diversos tipos de células
(Vander Valk et al., 2010), incluyendo siste-
mas de PIVE en porcinos (Jeong et al., 2008;
Quan et al., 2008) y en bovinos (Cordova et
al., 2010). Esta combinacion se considera de
gran utilidad en el sistema de PIVE, ya que
la insulina suple la deficiencia de factores
moduladores del metabolismo energético del
embrion. Algunos estudios han demostrado
que la suplementacion del medio con insulina
o con factor de crecimiento insulinoide tipo |
(IGF-I) aumenta la captacion de glucosa
(Riley y Moley, 2000), la sintesis de RNA 'y
proteinas (Santos et al., 2008) y genera una
respuesta mitogénica y anti-apoptotica que
mejora la tasa de desarrollo embrionario
(Augustin et al., 2003).

La transferrina media la disponibilidad
de hierro al interior de la célula para la sinte-
sis de citocromos, enzimas y proteinas como
la mioglobina y la hemoglobina, y gracias a
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su capacidad quelante disminuye la toxicidad
de los iones Fe*3, pero los mantiene disponi-
bles para la célula. Ademas, cumple funcio-
nes antioxidantes al restringir el hierro
catalitico para las reacciones generadoras de
radicales libres (Kell, 2009). El ultimo com-
ponente del suplemento, el selenito de sodio
(Na,SeO,) es un compuesto que hace parte
de varias moléculas biologicas con funciones
antioxidantes, como las proteinas tiorredoxinas
y glutation peroxidasas (GPxs), las cuales tie-
nen actividad reductora sobre peroxidos
(Battin y Brumaghim, 2009). Ante esto, El
objetivo del articulo fue evaluar el efecto del
suplemento Insulina-Transferrina-Selenio
(ITS) sobre el porcentaje de blastocistos y la
calidad embrionaria determinado por el ni-
mero de células totales y produccion de
EROs.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones Eticas

El protocolo del estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin, me-
diante Oficio CEMED 019 del 14 de mayo
de 2012.

Sitio de Estudio

Los complejos oocito ciimulo (COCs)
se obtuvieron de ovarios de bovinos sacrifi-
cadas en la planta de beneficio de Envigado
ENVlIcarnicos (Envigado, Antioquia), mien-
tras que las técnicas relacionadas con la pro-
duccion y evaluacion de embriones se lleva-
ron a cabo en el Laboratorio de Genética de
la Universidad Nacional de Colombia
(UNAL), sede Medellin.

Recuperacion de Oocitos y Maduracion
in vitro (MIV)

Los ovarios colectados se depositaron
en solucidon tampon fosfato salino (PBS) es-
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téril a 35 °C y trasladados durante unos 30
min al laboratorio para su procesamiento. Alli
se procedié al lavado de los ovarios por tres
veces consecutivas con PBS a 35 °C. Lue-
g0, utilizando una aguja N.° 18 en jeringa de 5
mL se aspiraron los foliculos que presenta-
ban un diametro de 3 a 6 mm. El liquido
folicular se deposito en tubos conicos de 15
mL en un bafo seco a 37 °C, donde el liquido
folicular fue decantado por gravedad por 15
min. Se descartd el sobrenadante y el preci-
pitado se resuspendid en 1 mL de medio de
lavado (TCM-199 con sales de Hank suple-
mentado con 275 pug/mL de acido pirtvico,
29.2 ug/mL de glutamina, 1X de la solucion
de antibidticos) (Sigma A5955) (Tsaftiri et al.,
1996), depositandose en una caja de Petri
estéril de 60 x 15 mm.

Se seleccionaron los complejos oocito-
cumulo (COCs) de buena calidad, utilizando
un estereomicroscopio, siguiendo los criterios
de De Wit et al. (2000); es decir, aquellos
con citoplasmas claros y homogéneos y al
menos con tres capas compactas de células
de la granulosa. Se procedié al lavado por
tres veces de los COCs seleccionados en
medio TCM-199 suplementado con sales de
Hank. Grupos de 12 COCs fueron cultivados
a38.5 °C en gotas de 50 pl de medio de ma-
duracion suplementado de acuerdo con el
grupo de estudio, cubiertas con aceite mine-
ral en plato de cultivo de 4 pozos.

Elmedio de maduracion (TCM-199) fue
suplementado con 275 pg/mL de acido
piravico, 29.2 pg/mL de glutamina, 1X de la
solucion de antibidticos, 1 ug/mL de estradiol,
6 mg/mL de albimina sérica bovina libre de
acidos grasos (Bovine Serum Albumin —
Fatty Acid Free, BSA-FAF) 3% de suero
bovino fetal (SBF) y gonadotropinas (1 ug/mL
de FSH porcina [Calder ef al., 2003] y 10
Ul/mL de LH recombinante humana
[Anderiesz et al., 2000]). El cultivo se reali-
20 a38.5 °C, 5% de CO, y 90% de humedad
relativa.

Fertilizacion in vitro (FIV) y cultivo de
embriones (CIV)

Cumplidas las 24 horas de maduracion
in vitro, las unidades de cada grupo fueron
retiradas del medio de cultivo y pasadas su-
cesivamente por tres gotas de 50 pl de medio
TALP-Hepes. Luego, las unidades fueron
transferidas a gotas de 50 ul de medio de fer-
tilizacion (TALP suplementado con 10 pg/mL
de heparina, 1mM de hipotaurina, 250 mM
de Epinefrina, 2 mM de penicilamina, 1X de
la solucion de antibioticos) (Dode et al.,
2002).

Se utilizé semen proveniente de un toro
de la planta de procesamiento San Pablo de
la UNAL, descongelado a 37 °C por 30 s. Se
seleccionaron los espermatozoides viables y
moviles mediante gradiente de AllGradient®
(45 y 90%) a 400 g por 7 min. El sobrenadante
fue descartado y el boton celular de esper-
ma-tozoides se lavo con 1 mL de medio de
fertilizacion sin heparina y fue centrifugado a
200 g por 4 min. La concentracion de esper-
matozoides fue ajustada a 2 x 10%mL de
espermatozoides en el medio de fertilizacion
(Dode et al., 2002). Las gotas de fertiliza-
cion fueron cubiertas totalmente con aceite
mineral y se incubaron durante 18 h a
38.5°C, 5% de CO, y 90% de humedad re-
lativa. Al término de la incubacion los pre-
suntos cigotos fueron transferidos a medio
de desarrollo.

Los presuntos cigotos luego de 18 h de
la inseminacion (hpi) fueron desnudados de
las células del ciimulo y cultivados durante
48 h en gotas de 50 pl de medio de cultivo
Evolve suplementado con 6 mg/mL de albu-
mina de suero bovino libre de acidos grasos
(BSA-FAF), 1X de la solucion de antibidticos
y 3% de suero fetal bovino. Las primeras 48
horas de cultivo se definieron como cultivo 1
(CIV1). Luego de este tiempo se realizé un
recambio del 60% del medio de cultivo y se
mantuvo asi por 144 h adicionales (dia 8 de
cultivo), definido como cultivo 2 (CIV2). Las
condiciones de cultivo fueron 38.5 °C, 5% de
CO, y 90% de humedad relativa.
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En este trabajo se evalud el complejo
ITS en una combinacion de 5 ug/mL de
insulina, 2.74 pg/mL de transferrina y 3.34
ng/mL de selenio (Gibco 41400, Life
Technologies Corporation, USA), suplemen-
to usado en los medios de desarrollo 1 (CIV1)
y 2 (CIV2) in vitro, los cuales se denomina-
ron CIVI-ITS y CIV2-ITS, respectivamente.

Efecto del Suplemento ITS sobre el De-
sarrollo Embrionario

La determinacion de la tasa de clivaje
sobre el total de oocitos inseminados se rea-
liz6 mediante visualizacion en estereoscopio
alas 48 h de iniciar el cultivo de los presuntos
cigotos, contando el nimero de embriones con
dos o mas células. El porcentaje de
blastocistos se determino a los 8 dias de cul-
tivo (210 hpi) identificando los embriones en
estadio de blastocistos por visualizacion en
microscopio invertido de contraste de fase
(Carl Zeiss Microscopy, Espafia). Esta eva-
luacion morfologica se realizo desde el dia 6
hasta el dia 8 de cultivo para corroborar el
avance de embriones en diferentes estadios,
con base al numero de oocitos fertilizados.
Por ultimo, para determinar la competencia
para el desarrollo, se tuvo en cuenta el nu-
mero de blastocistos sobre el total de em-
briones clivados.

Numero de Células Totales

Para determinar el numero de células
por embrion se realiz6 tincidn de los nucleos
de los blastocistos expandidos obtenidos de
los tratamientos entre la 162 hpi (dia 6 de
cultivo) y las 210 hpi (dia 8 de cultivo), incu-
bando cada embriéon en solucion Hoechst
33324 (Sigma® B2261) auna concentracion
de 10 pg/mL durante 5 min en la oscuridad a
38 °C, lavado posteriormente en PBS y trans-
feridos individualmente a un portaobjetos. El
conteo celular se realizo sobre una fotografia
digital obtenida en microscopio de epifluores-
cencia (Nikon eclipse 80i) con filtros UV2E
con una longitud de emision a 352 nm y de
excitacion a 455 nm (Uhm ef al., 2009).
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Produccion de EROs

La produccion intracelular de especies
reactivas de oxigeno (EROs) en los embrio-
nes se determino por la oxidacion de la sonda
fluorescente diacetato 2°,7’-dichloro-dihydro-
fluoresceina (H,DCFDA). Cada embrion in-
dividual fue incubado por 30 min con 10 uM
del fluorocromo en la oscuridad. Luego fue-
ron lavados buffer fosfato salino Dulbecco
(DPBS) (Invitrogen Corporation). La fluo-
rescencia se observo en gotas de 10 ul con
un microscopio de epifluorescencia (Nikon
eclipse 80i) con filtros UV de 460 nm. Las
imagenes fluorescentes se guardaron como
archivos TIFF. La intensidad de fluorescen-
cia de los embriones fue evaluada con el soft-
ware ImageJ (v. 1.41; National Institutes of
Health, Bethesda, USA) y normalizada con
la media de fluorescencia de los embriones
control o tratamiento 1 (You et al., 2010;
Kwak et al., 2012).

Analisis Estadistico

Para las variables porcentaje de clivaje,
blastocistos y competencia para el desarrollo
se realizaron seis réplicas por tratamiento,
mientras que para la determinacion de la
celularidad se utilizaron como unidades ex-
perimentales cada uno de los blastocistos
expandidos de cada tratamiento y sometidos
a tincion. Para la determinacion de la pro-
duccion de EROs se utilizo cada blastocisto
expandido de cada tratamiento para su tincion
con H2DCFDA. Los datos se normalizaron
como una proporcion del promedio de inten-
sidad de fluorescencia del tratamiento con-
trol, siendo por lo tanto igual a 1 para el pro-
medio del mismo control. Los datos de cada
variable fueron sometidos al test de Brown-
Forsythe para homogeneidad de varianzas y
se evaluaron mediante analisis de varianza
de una via. Las medias de los tratamientos
en cada variable fueron comparadas a tra-
vés de la prueba de Tukey. Se utiliz6 el pro-
grama STATISTICA 10.0 (StatSoft, USA)
en todas las pruebas estadisticas.
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Cuadro 1. Porcentaje de embriones bovinos cultivados con el suplemento Insulina-Transferrina-
Selenio (ITS) en el clivaje (48 horas p.i) y en blastocistos (dia 8)

Tratamiento Suplemento ITS " Clivaje Blastocistos / Blastocistos /
CIVI/CIV2* n (%) oocitos (%) clivados (%)

1 -/- 145 121 (83.5+2.3)° 38 (26.2+6.5)* 31.4*

2 +/- 159 137 (86.1£5.4)* 50 (31.5£3.9)® 36.5%

3 -/+ 135 113 (83.7+12.2) 40 (29.6+2.7)® 35.42

4 +/+ 178 136 (76.4+£7.9)? 58 (32.6+4.7)° 42.7°

ab | etras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05)
Cada experimento fue repetido 6 veces. Los datos representan promedio *+ DE
L CIV1: Primeras 48 horas de cultivo in vitro; CIV2: Después de las 48 horas de iniciar el cultivo in vitro

RESULTADOS

Efecto del suplemento ITS sobre la pro-
duccion in vitro de embriones bovinos

Se evaluaron tres parametros: el por-
centaje de embriones en etapa de clivaje so-
bre el nlimero de oocitos inseminados deter-
minado a las 48 h de cultivo, el porcentaje de
blastocistos sobre el numero de oocitos
inseminados, y la capacidad o competencia
de los embriones clivados para alcanzar la
etapa de blastocisto. Se tuvieron 6 repeticio-
nes por tratamiento, 617 oocitos y 186
blastocistos (Cuadro 1).

No se encontro diferencia estadistica en
el porcentaje de clivaje entre los grupos de
estudio (p>0.05) (Cuadro 1). Por otro lado,
en la produccion de blastocistos se observo
que el tratamiento 4 (suplementado con ITS
en CIV1 y CIV2) presento el valor mas alto
(32.6%) comparado con el control (T1, sin
suplemento ITS) (26.2%); sin embargo, no
hubo diferencias significativas (p>0.05) en los
porcentajes de blastocistos de T2 (31.5%) y
T3 (29.6%) (Cuadro 1). La competencia para
el desarrollo (porcentaje de embriones
clivados que se desarrollaron hasta blasto-
cisto) mostrd un comportamiento muy simi-
lar; obteniendo el mayor porcentaje en T4

(42.7%), significativamente superior (p<0.05)
al control (31.4%), sin diferiren T2 y T3 (36.5
y 35.4%, respectivamente).

Cantidad de células totales de embriones
cultivados con o sin ITS

Los embriones en etapa de blastocisto
expandido fueron tefiidos para evaluar el
efecto del suplemento ITS sobre la celula-
ridad. Se revisaron los registros fotograficos
18-28 embriones en estadio de blastocisto
expandido por tratamiento (Cuadro 2), hacien-
do un total de 88 embriones. T4 presento la
mayor celularidad (145.6) en relacion con los
demas tratamientos (p<0.05), mientras que
la celularidad de los otros grupos experimen-
tales fue estadisticamente similar (Cuadro 2).

Produccion de especies reactivas de oxi-
geno (EROs) en embriones cultivados con
o sin ITS

Se evaluaron 10 embriones en estadio
de blastocisto expandido por tratamiento (to-
tal: 40 embriones) incubados con sonda fluo-
rescente de H. DCFDA. Solo T4 (con suple-
mento ITS en CIV1 y CIV2) present6 una
disminucion significativa (p<0.05) en la pro-
duccion de EROs (0.78) cuando se compara
con el control (sin ITS), mientras que los de-
mas tratamientos no presentaron diferencias
(p>0.05) con el grupo control 1 (Figura 1).
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Cuadro 2. Numero de células totales de blastocistos expandidos de bovino cultivados in vitro con el
suplemento Insulina-Transferrina-Selenio (ITS)

Numero de células totales por
Suplemento ITS p

Tratamiento CIV1/CIV2* n blastocisto
n DE
1 -/~ 22 98.6* 20.7
2 +/- 20 119.6* 24.8
3 -/+ 28 105.42 9.6
4 +/+ 18 145.6° 21.1

ab | etras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05)
Los datos representan promedio + DE
1 CIV1: Primeras 48 horas de cultivo in vitro; CIV2: Después de las 48 horas de iniciar el cultivo in vitro
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Figura 1. Efecto del suplemento Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) sobre los niveles de espe-
cies reactivas de oxigeno (EROs) intracelulares en embriones de bovino producidos
in vitro. Embriones cultivados con (+) o sin (-) ITS. CIVI1 (primeras 48 horas de
cultivo) y CIV2 (48 horas después de iniciar el cultivo). Los datos representan
promedio £ EE. Columnas con letras diferentes (a, b) indican presentan diferen-
cia significativa (p<0.05)
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DiScUusION

Las técnicas de reproduccion asistida
tienen una baja tasa de produccion de
blastocistos (Rizos et al., 2002), debido a fac-
tores que pueden disminuir la eficiencia y
calidad de embriones producidos in vitro,
entre ellos el estrés oxidativo generado por la
concentracion de oxigeno, la exposicion a la
luz y el medio de cultivo (Du Plessis et al.,
2008). Si bien la calidad intrinseca del oocito
es fundamental su desarrollo a moérula o
blastocisto en los procesos PIVE, el ambien-
te del cultivo in vitro durante el desarrollo
embrionario influye significativamente sobre
la calidad del blastocisto (Sirard, 2001).

En este trabajo se evaluo el suplemento
ITS sobre varios parametros de calidad
embrionaria, encontrando un porcentaje de
clivaje entre 76.4 y 86.1% durante dos mo-
mentos del proceso (cultivo 1 o cultivo 2)
(Cuadro 1), siendo resultados similares al 69.6
y 77.7 descritos por Makaverich y Markkula
(2002) y al 81y 85% reportado por Augustin
et al. (2003), respectivamente. Sin embargo,
en este estudio no se encontro6 efecto del su-
plemento ITS sobre la tasa de embriones en
etapa de clivaje (Cuadro 1), tal como lo se-
fiala Makaverich y Markkula (2002) al su-
plementar con factor de crecimiento
insulinoide tipo I, aunque Augustin et al.
(2003) han reportado un efecto positivo so-
bre la tasa de clivaje al suplementar con
insulina.

La mejor respuesta porcentual de blasto-
cistos con el suplemento ITS en T4 ha sido
reportada tanto en embriones bovinos produ-
cidos in vitro (Solovera et al., 2003), en em-
briones murinos (Ta-Chin et al., 2003) y
partenogenéticos porcinos (Quan et al.,
2007). Esta respuesta puede explicarse por
las propiedades mitogénicas que presenta la
insulina (Ta-Chin et al., 2003) y la activacion
del metabolismo de la glucosa y lipidos (Tsujii
et al.,2002). Adicionalmente, la insulina fa-
voreceria el metabolismo de la glucosa que
compromete el desarrollo de los embriones

de sexo hembra en bovinos, debido a que se
ha demostrado que la no compensacion de
dosis para la expresion de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PD) ligada al cromosoma
X en embriones producidos in vitro genera
un desbalance en el metabolismo de la gluco-
sa en embriones hembra (Wrenzycki et al.,
2002).

La celularidad es considerada como uno
de los indicadores mas importantes de cali-
dad embrionaria (Ushijima et al., 2009). En
este estudio se encontrd el mayor nimero de
células (p<0.05) por embrion en T4 (145.6)
en comparacion con los demas grupos expe-
rimentales (Cuadro 2). Este efecto benéfico
del suplemento sobre la celularidad también
ha sido reportado en otros trabajos con
insulina (Augustin et al., 2003) e IGF-I (Ta-
Chin et al., 2003).

La produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) esta asociada al estrés
oxidativo (Martin-Romero et al., 2008), al
envejecimiento del oocito (Goud et al., 2008;
Gupta et al., 2010). En el presente estudio se
encontrd que las estructuras en T4 presenta-
ron los niveles mas bajos (p<0.05) de fluo-
rescencia, lo cual refleja una baja produccion
de EROs (Figura 1), tal y como fue informa-
do por Jinyoung et al. (2010) al suplementar
el medio de cultivo con moléculas
antioxidantes antocianinas.

Los resultados obtenidos con el suple-
mento ITS en el desarrollo embrionario son
efectos sumatorios de los componentes
(insulina — transferrina— selenio). Asi, el com-
ponente insulina mejora los pardmetros de
celularidad e indice apoptotico (Augustin et
al., 2003), e inhibe la acumulacion de
triacilgliceroles (Tsujii et al., 2002), aumenta
el transporte de glucosa al interior de la célu-
la a través del estimulo para la translocacion
de los transportadores de glucosa inducibles
por la insulina GLUTS (Carayannopoulos et
al., 2000) y GLUT12 (Zhou et al., 2004) y
aumenta la oxidacion de la glucosa (Foufelle
y Ferre, 2002). Ademas, los efectos suma-
torios de la transferrina, que debido a su pro-
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piedad de unioén al hierro (Kell, 2009) dismi-
nuye la probabilidad de que el ion participe
en la generacion de radicales libres a través
de la reaccion de Fenton, en la cual se forma
el radical hidroxilo (Guérin et al., 2001), y
por el efecto del selenio, que hace parte de
varias moléculas con funciones antioxidantes
como las glutation peroxidasas, participando
en la disminucion del estrés oxidativo del
embrion (Du Plessis et al., 2008; Jeong et
al., 2008).

Bajo las condiciones experimentales del
presente estudio se demostré que el suple-
mento ITS en una combinacion de 5 pg/mL
de insulina, 2.74 pg/mL de transferrina y
3.34 ng/mL de selenio administrado durante
toda la fase de cultivo aumenta la produccion
de blastocistos, promueve el desarrollo desde
el clivaje hasta el estadio de blastocisto y me-
joraparametros de calidad del embrion refle-
jado en el numero de células en blastocistos
expandidos y disminucién de la produccion
de especies reactivas de oxigeno. Los resul-
tados sugieren que la suplementacion de [TS
durante el cultivo (CIV1 y CIV2) favorece
la produccion y la calidad de embriones bovi-
nos producidos in vitro.
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