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Resumen 

 

Evaluación de Isoespintanol y Sericina como suplementos en los medios para la 

producción in vitro de embriones bovinos 

 

 

Una de las biotecnologías que ha tenido mayor impacto en la eficiencia productiva de los 

hatos es la producción in vitro de embriones bovinos. Sin embargo, se han encontrado 

falencias en los componentes utilizados en la preparación de medios en los laboratorios 

como el suero fetal bovino (SFB), que aunque aumenta la producción de embriones, 

genera dificultades en la criopreservación de embriones debido a la acumulación de lípidos 

en el citoplasma. De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo se usó la Sericina, una 

proteína extraída del gusano de seda, como alternativa al SFB. Así mismo, se conoce que 

el estrés oxidativo genera la alteración del ovocito y las células embrionarias en 

condiciones in vitro, por lo tanto, en esta investigación se empleó el isoespintanol, un 

antioxidante natural con gran capacidad de neutralización de las especies reactivas de 

oxígeno, con la finalidad de mejorar el proceso de producción in vitro de embriones bovinos 

y su tolerancia a la criopreservación. Se aspiraron ovocitos de folículos con tamaño de 3 

a 8 mm de ovarios de hembras faenadas. Se seleccionaron los ovocitos viables de calidad 

1 y 2, se pusieron en gotas de 100 ul de medio de maduración y se dejaron durante 22 a 

24 horas en condiciones de 38.5°C y 5% de CO2. Se hicieron tres experimentos 

distribuidos de la siguiente manera: Primero se realizó la maduración in vitro (MIV) de los 

ovocitos con cuatro concentraciones de sericina, 0.1%, 0.5%, 1.0% y 2.5%. Se incluyó un 

tratamiento control con SFB y luego se seleccionaron las dos concentraciones con 

mayores tasas de MIV. Para el isoespintanol se evaluaron tres concentraciones hasta la 

expulsión del primer cuerpo polar: 10 µM, 20 µM y 30 µM.  Para el segundo experimento, 

se seleccionaron las dos concentraciones con mejores resultados, que fueron 0.5% y 

1.0%, para la sericina y 10 µM y 20 µM para el isoespintanol. Se realizó la MIV bajo seis 
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tratamientos: T1 (10 % SFB) - control 1, T2 (Sin fuente de proteína) - control 2, T3 (sericina 

0,5%), T4 (sericina 1%), T5 (isoespintanol 10 µM más 10% SFB), y T6 (isoespintanol 20 

uM más 10% SFB). Después de 24 horas se realizó la fecundación in vitro durante 18–20 

horas, se llevó a cabo la eliminación de las células del cúmulus y finalmente, los posibles 

cigotos se colocaron en medio de cultivo hasta etapa de blastocistos al día 7. Se obtuvo 

respuesta positiva en el reemplazo completo del SFB como fuente de proteína en los 

medios de maduración, obteniéndose mejores resultados con sericina al 1% e 

isoespintanol con 20 µM. Para el tercer experimento, se utilizó la misma combinación de 

las dos concentraciones de sericina e isoespintanol seleccionadas hasta etapa de 

blastocistos al día 7. Se establecieron tres tratamientos en la MIV: T1 (10% SFB) - control 

1, T2 (sin fuente de proteína) - control 2 y T3 (1% de sericina más 20 µM de isoespintanol). 

En este último experimento, se encontró que la combinación de ambos componentes no 

arrojó resultados superiores con respecto a los tratamientos controles.  Este trabajo 

concluye que la sericina podría usarse como fuente de proteína durante la MIV de los 

ovocitos bovinos, en reemplazo del suero fetal bovino. Así mismo, el isoespintanol puede 

utilizarse como suplemento antioxidante en los medios de maduración para la producción 

in vitro de embriones bovinos. 

 

Palabras clave: Seguridad alimentaria, Biotecnologías, Reproducción animal, 

Embriones, Bovinos, Criopreservación. 
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Abstract 

 

Evaluation of Isoespintanol and Sericin as supplements in media for the in vitro 

production of bovine embryo 

 

One of the biotechnologies having the greatest impact on the productive efficiency of herds 

is the in vitro production of bovine embryos. However, shortcomings have been found in 

the components utilized in the preparation of media in laboratories such as bovine fetal 

serum (BFS), which, although it increases the production of embryos, it also generates 

difficulties in the cryopreservation of the embryos due to the accumulation of lipids in the 

cytoplasm. Considering that, this analysis uses Sericin, a protein extracted from silkworms, 

as an alternative to BFS. It has been known that oxidative stress generates an alteration to 

the oocyte and embryonic cells under in vitro conditions, therefore, this research uses 

isospintanol, a natural antioxidant with a the capacity to neutralize oxygen reactive species, 

in order to improve the in vitro production process of bovine embryos and its tolerance to 

cryopreservation. Oocytes from follicles with a size of 3 to 8 mm were extracted from 

ovaries of slaughtered females. Eligible oocytes with quality 1 and 2 were selected, placed 

in 100 ul drops of a maturation medium and left for 22 to 24 hours under conditions of 

38.5°C and 5% CO2. Three experiments were completed as follows: First, in vitro 

maturation (“IVM”) of the oocytes was performed with four different concentrations of 

sericin, 0.1%, 0.5%, 1.0% and 2.5% and a BFS control treatment,  then the two 

concentrations with the highest IVM rates were selected. For isospintanol, three 

concentrations were evaluated to the expulsion of the first polar body, 0 µM (Control), 10 

µM, 20 µM and 30 µM. For the second experiment, the two concentrations with the best 

IVM results were selected, 0.5% and 1.0% for sericin and 10 µM and 20 µM for isospintanol. 

The IVM was performed under six treatments: T1 (10% BFS) – control 1, T2 (without protein 

source) – control 2, T3 (0.5% sericin), T4 (1% sericin), T5 (10 µM isospintanol plus 10% 

BFS), and T6 (20 uM isospintanol plus 10% BFS). After 24 hours of IVM, in vitro fertilization 
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was performed for 18-20 hours, the cumulus cells were eliminated and finally, the possible 

zygotes were placed in a culture medium until day seven. A positive result was obtained in 

the complete replacement of BFS as a protein source in the maturation media, obtaining 

better results with 1% sericin and 20 µM isospintanol. For the third experiment, the same 

two concentrations of sericin and isospintanol were used to the blastocyst stage on day 

seven. Three IVM treatments were performed: T1 (10% FBS) – control 1, T2 (without 

protein source) - control 2, and T3 (1% sericin plus 20 µM isospintanol). In this last 

experiment, it was found that the combination of both components did not yield superior 

results with respect to the control treatments. This work concludes that sericin could be 

used as a protein source during IVM of bovine oocytes, in replacement of bovine fetal 

serum. It also concludes that isospintanol can be used as an antioxidant supplement in 

maturation media for the in vitro production of bovine embryos. 

 

 

 

 

Keywords: Food safety, Biotechnologies, Animal Reproduction, Embryos, Bovines, 

Cryopreservation. 
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Introducción 

Con el constante crecimiento demográfico a nivel mundial, se presiona al sector 

agropecuario a trabajar cada vez más para lograr alcanzar mínimamente la canasta familiar 

y, a su vez sostener la seguridad alimentaria [1]. Para esto es importante continuar con 

investigaciones que conlleven a un mejor desarrollo de biotecnologías en la reproducción 

animal que permita una mayor producción de animales con características fenotípicas y 

genotípicas de interés. Uno de los sectores con un impacto considerable en la alimentación 

es la ganadería [2]. 

La producción in vitro (PIV) de embriones es una biotecnología reproductiva que tiene un 

gran potencial como herramienta en el mejoramiento genético porque permite un 

acortamiento del intervalo generacional y logra aumentar la propagación del material 

genético en los hatos [3]. El proceso de producción in vitro de embriones bovinos puede 

dividirse en tres pasos fundamentales, los cuales, independientemente del protocolo 

utilizado, en orden cronológico son: Maduración de ovocitos, Fecundación de ovocitos 

maduros, Cultivo de embriones [4]. Luego de la maduración in vitro, aproximadamente el 

90% de los ovocitos inmaduros puestos a cultivar, alcanzan la metafase II y expulsan el 

primer cuerpo polar entre las 16 y 24 horas de comenzada la maduración. De estos, 

aproximadamente el 80% es fecundado y comienzan a dividirse, hasta el estadio de 2 a 4 

células. Sin embargo, el 25-40% alcanza el estadio de blastocisto (B) o blastocisto 

expandido (Bex) luego del cultivo durante 6-7 días [4].  

En los últimos años, el objetivo de esta herramienta ha permitido el uso masivo y comercial 

de la técnica. También, se han venido utilizando a los embriones bovinos como modelos 

para la investigación de procesos metabólicos, genéticos y del desarrollo de embriones de 

otras especies, incluso la especie humana [3]. El número de embriones bovinos producidos 

in vitro y transferidos alrededor del mundo, pasó de 797.190 en el 2019 a 878.181 en 2020, 

con un crecimiento del 10,2%, sin embargo para los producidos in vivo se presentó una 

disminución del 7.9%, siendo Sur América con la mayor producción a nivel mundial [5].  A 
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partir de esta técnica, se dio inicio el desarrollo de nuevas biotecnologías como la 

clonación, la micromanipulación de embriones, la inyección intracitoplasmática de 

espermatozoides (ICSI), la utilización de las células madres embrionarias y la transgénesis 

[3]. Además se tiene que, aunque la producción de embriones in vitro ha aumentado 

notablemente en Norteamérica, la mayoría de los embriones han sido transferidos en Brasil 

y Asia (China, Japón y Corea) [5].  

Según la International Embryo Transfer Society (IETS), el número de embriones 

producidos in vitro y transferidos a receptoras ha aumentado en los últimos años, 

representando actualmente el 43,21 % del total de embriones transferidos a nivel mundial. 

Pero, en Europa es diferente, donde este porcentaje representa únicamente un 7,79 % del 

total [6]. 

La adición de suero bovino fetal (SBF) a los medios para la producción in vitro de 

embriones puede proporcionar tasas más altas de blastocistos, sin embargo parece afectar 

la viabilidad de estos [7]. El SBF en el medio de cultivo es responsable de la acumulación 

excesiva de lípidos ya sea, debido al mayor suministro de lípidos por el medio o debido, a 

alteraciones en el metabolismo mitocondrial [91], cambios en la estructura mitocondrial 

[92], inducción de apoptosis [91] y modificaciones en la expresión génica [93]. Se ha 

demostrado que dicha acumulación puede afectar negativamente el desarrollo de los 

embriones PIV (producidos in vitro) y los resultados después de la criopreservación no son 

favorables, pues son menos resistentes a esta técnica de conservación en comparación 

con los producidos in vivo [8].  Por lo tanto, es conveniente proponer otras alternativas en 

los componentes de los medios de cultivo. Se puede evaluar la reducción o reemplazo total 

del suero fetal bovino para disminuir la cantidad de gotas de lípidos dentro del citoplasma 

embrionario. El suero puede contener sustancias que inhiben el desarrollo celular. Algunos 

de esos factores pueden ser artefactos de la preparación, por ejemplo toxinas de 

contaminación bacterianas previas a la filtración [9]. 

Con el fin de mitigar el efecto negativo que causa la acumulación de lípidos producido por 

el suero fetal bovino, se busca alternativas de reemplazar la fuente proteica. Una buena 

opción es la sericina. Esta proteína contiene propiedades físicas y biológicas, tales como: 

Actividad antibacterial y antimicrobiana, protección a radiación solar ultravioleta (UV), 

facilidad para absorción y liberación de humedad, inhibición de actividad de la tirosina y de 

cinasa, actividad celular, propiedades anticoagulantes y anticancerígenas, además, 
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promueve el crecimiento celular y sirve como cicatrizante [10]. En algunos trabajos se ha 

demostrado que la suplementación del medio de maduración in vitro (IVM) con sericina, 

puede mejorar la competencia meiótica de los ovocitos y el desarrollo embrionario 

temprano en ovejas Sanjabi durante la temporada reproductiva [11]. Además la adición de 

sericina en los medios de cultivo promovió la formación de blastocistos ovinos in vitro [12]. 

Por otro lado, dentro de esta manipulación de células, hay exposición de cambios 

repentinos de luz, temperatura, pH, concentración de oxígeno, composición de medios, 

entre otros, que generan especies reactivas de oxigeno afectando la respuesta de los 

mecanismos de defensa antioxidante [13]. Debido a esto, la calidad de los embriones 

producidos, se puede ver afectada. Las especies reactivas de oxígeno (ERO’s) son 

moléculas generadas por la reducción parcial del oxígeno molecular; la mayoría (excepto 

el peróxido de hidrógeno), poseen uno o más electrones desapareados, a lo que se le 

denomina radical libre [14]. Los radicales libres presentan estrés oxidativo, siendo el 

responsable de consecuencias patológicas [15]. La exposición a altas concentraciones de 

oxigeno (20 % en aire), potencia el aumento de los niveles de ERO’s, disminuyendo los 

porcentajes de desarrollo embrionario en murinos, porcinos, caprinos, bovinos y humanos, 

generando arresto en el desarrollo, daño en el ADN, apoptosis y peroxidación lipídica, 

afectando la competencia embrionaria [14]. Los ovocitos y los embriones son células 

aerobias, respondiendo generalmente, igual a la acción de ROS pues el uso del O2 produce 

energía alrededor de la mitocondria en la fosforilización oxidativa, generando estrés 

oxidativo responsable de daños en el embrión como alteraciones mitocondriales, bloqueo 

celular, depleción del ATP, apoptosis, entre otros [16]. Para mitigar el efecto de las ERO’S, 

se ha evaluado el efecto de la suplementación en los medios con antioxidantes y se ha 

encontrado que la L-Carnitina ejerce un importante efecto antioxidante, proporcionando 

múltiples mecanismos de protección celular al ovocito y al embrión en desarrollo [17]. Por 

otro lado, la suplementación en los medios de cultivo in vitro con resveratrol de embriones 

Hartón del Valle, mejora la supervivencia, criotolerancia y el estado oxidativo de los 

embriones es producidos in vitro [18]. 

El isoespintanol es considerado como mejor captador de radicales y mejor reductor que el 

timol en diferentes medios, siendo catalogado como dos veces mejor antioxidante. Inhibe 

en alimentos la peroxidación lipídica y en modelos animales se ha observado su capacidad 

para disminuir la inflamación. [19]. Incluso ha sido usado en aplicaciones biotecnológicas 
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y se encontró que el isoespintanol reduce el estrés oxidativo y las alteraciones 

espermáticas en el semen canino congelado [20]. 

Además la utilización de bajas temperaturas para conservar estructuras reproductivas 

manipuladas mediante estas biotecnologías se ha convertido en una herramienta 

indispensable que permitirá consolidar y aumentar el impacto de estas técnicas en la 

ganadería de cualquier país del mundo [21]. La criopreservación tiene como finalidad 

mantener las estructuras en un estado de animación suspendida, deteniendo los procesos 

biológicos, como actividad enzimática intercelular, respiración celular, metabolismo, 

crecimiento y multiplicación de la célula, logrando sobrevivir después de un período de 

tiempo [22]. 

Los embriones PIV son más sensibles al enfriamiento y la congelación, principalmente 

debido a la proporción de lípidos y proteínas, además de producir mayor cantidad de 

vacuolas, menos células totales y mayor fragilidad de la zona pelúcida [23]. La 

criopreservación de embriones por medio de métodos convencionales de congelamiento 

no ha alcanzado tasas de sobrevivencia satisfactorias, lo que ha llevado a la utilización de 

otros métodos como la vitrificación [24]. Estos presentan un daño morfológico y funcional 

durante la criopreservación. Por esto, los procedimientos de criopreservación buscan 

minimizar dichos daños. [25]. La vitrificación se caracteriza por la utilización de una elevada 

concentración de crioprotectores y el enfriamiento ultrarrápido que previene la formación 

de cristales de hielo dentro y fuera de la célula [26]. 

Por otra parte, se ha demostrado que la adición de suero fetal bovino en los medios de 

maduración, trae beneficios en cuanto a la tasa de producción de blastocistos [27], aunque 

también genera una dificultad y es la de favorecer la acumulación de lípidos en el 

citoplasma, relacionado con bajas tasas de producción de blastocistos [28]. La presencia 

de estas estructuras en los embriones producidos in vitro se ha asociado a su alta 

sensibilidad a los procesos de criopreservación en general [29]. Además, el estrés 

oxidativo puede causar efectos negativos sobre la viabilidad, la expresión génica, la 

síntesis de proteínas, el desarrollo y la señalización molecular de gametos y embriones, 

aspectos de gran importancia para la producción de embriones in vitro [30]. Los medios de 

cultivo tienen un efecto dramático en la competencia del desarrollo y la resistencia a la 

crioconservación de los embriones resultantes [31]. 
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Por lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo se evaluó el efecto del 

isoespintanol como agente antioxidante y la sericina como fuente de proteína 

reemplazando completamente el SFB, ambos como suplementos en los medios de 

maduración para la producción in vitro de embriones bovinos, y a su vez, se evaluó la 

criotolerancia de los embriones producidos con ambos suplementos. 

 

 





 

 
 

1. Objetivo General 

Evaluar el efecto del isoespintanol y la sericina como suplementos en los medios para la 

producción in vitro de embriones bovinos. 

1.1 Objetivos específicos 

 Evaluar la suplementación del medio para la MIV de ovocitos bovinos con 

isoespintanol, sericina y sus combinaciones, y su efecto sobre la maduración in vitro. 

 Evaluar la suplementación del medio para la MIV de ovocitos bovinos con 

isoespintanol, sericina y sus combinaciones, y su efecto sobre el desarrollo in vitro. 

 Determinar la criotolerancia de embriones bovinos producidos in vitro, previamente 

suplementados durante la MIV con isoespintanol, sericina y sus combinaciones. 

 

 





 

 
 

2. Marco Teórico 

2.1 Importancia de la producción in vitro de embriones 

bovinos 

Durante muchos años se ha trabajado buscando reproducir artificialmente los eventos de 

la maduración y fertilización ovocitaria, y el desarrollo embrionario temprano. Así, lo que 

en principio sólo tenía fines de investigación, en los últimos años se ha comenzado a 

utilizar con propósitos comerciales [4]. El desarrollo in vitro de los ovocitos está 

íntimamente relacionado con la aptitud que adquieren durante su etapa folicular previa [32]. 

El desarrollo folicular es un proceso continuo que finaliza con la ovulación y consta de dos 

fases; la primera, conocida como “desarrollo folicular basal” y la segunda fase se conocen 

como “desarrollo folicular terminal” y depende estrictamente de las gonadotropinas [33].  

La producción de embriones in vitro es un procedimiento que consta de varias etapas, 

pueden resumirse en las siguientes: obtención de ovocitos, selección de los ovocitos, 

maduración in vitro, fecundación in vitro y cultivo de los zigotos resultantes hasta 

blastocistos [34]. Entre las aplicaciones de la técnica se encuentra el mejoramiento 

genético con fines productivos, la investigación con fines de conservación y la generación 

de técnicas de reproducción asistida [35]. Uno de los principales factores que limitan la 

eficiencia de esta biotecnología, es la maduración in vitro, ya que aún después de la 

selección cuidadosa de una población homogénea de complejos cúmulo-ovocito, solo poco 

más de la tercera parte alcanzan la maduración citoplásmica completa y poseen la 

capacidad de producir blastocitos viables para su transferencia [36]. Es importante tener 

presente que un embrión producido in vivo es el resultado final de una serie de complejos 

eventos altamente relacionados, integrados y bajo el control de mecanismos 

perfeccionados por miles de años de evolución [37]. 
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2.2 Crioconservación en la producción in vitro de 
embriones bovinos 

A pesar de ser considerada una biotecnología ya establecida, la alta sensibilidad después 

de la criopreservación todavía representa uno de los mayores desafíos a superar para la 

amplia difusión de la transferencia de embriones producidos in vitro [38]. La 

crioconservación de embriones considera, no sólo los estudios en relación a las técnicas y 

crioprotectores a usar para obtener altas tasas de sobrevivencia embrionaria, si no también 

estudia los cambios celulares ocurridos durante estos procesos [39]. 

En los últimos años, el progreso en el campo de la biotecnología reproductiva ha sido 

significativo debido principalmente al mayor entendimiento alcanzado en cuanto a los 

requerimientos y al metabolismo de los gametos y de los embriones [37]. La criobiología 

constituye una rama de la biología cuyo objetivo principal es la conservación de células 

vivas mediante la utilización de bajas temperaturas, logrando detener los procesos de 

envejecimiento y degeneración celular [40]. Dentro de las diferentes técnicas de 

criopreservación desarrolladas destacan la congelación lenta, así como la vitrificación, 

permiten la conservación de este material por tiempo prolongado [41]. La necesidad de un 

entrenamiento riguroso, además de la habilidad técnica precisa, más el tiempo requerido 

para manipular cada embrión inmediatamente antes de la transferencia, son circunstancias 

peculiares que restringen el uso más amplio de este método de crioconservación [42]. 

La vitrificación es la solidificación de un líquido logrado por una elevación extrema en 

viscosidad durante el enfriamiento. Se han obtenido excelentes resultados en la 

conservación de embriones; sin embargo, sus porcentajes de sobrevivencia no son 

satisfactorios [43]. Esta técnica ha sufrido múltiples modificaciones, en el intento por 

simplificar sus procedimientos y mejorar las tasas de viabilidad; como el uso de diferentes 

crioprotectores, sistemas de empaque de los embriones u ovocitos y el uso de nitrógeno 

súpercongelado [38]. La vitrificación es el método de criopreservación más eficiente para 

embriones producidos in vitro, que son más sensibles a las lesiones criogénicas que sus 

contrapartes in vivo porque contienen más gotas de lípidos intracelulares [44].   

Los embriones, al ser congelados, necesitan ser deshidratados parcialmente a fin de evitar 

la formación de cristales que lesionan las estructuras citoplasmáticas. Esta deshidratación 

se logra incorporando un agente crioprotector al medio de congelación [39]. 
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2.3 Fuentes de proteína en la producción in vitro de 
embriones bovinos 

En la composición de los medios de maduración se requiere una fuente de proteína, la cual 

generalmente es suero fetal bovino, siendo responsable de la acumulación excesiva de 

lípidos, ya sea debido al mayor suministro de lípidos proporcionado por el medio, o debido 

a alteraciones en el metabolismo mitocondrial [42]. Con el fin de mitigar el efecto negativo 

que causa la acumulación de lípidos producido por el suero fetal bovino, se buscan 

alternativas de reemplazar la fuente proteica.  

En un trabajo experimental encontraron un incremento significativo en la tasa de 

producción de blastocistos, cuando los ovocitos eran madurados en presencia de PVP40 

(frente a los madurados en BSA-V o PVA) [45]. 

Por otro lado, se ha encontrado que la inclusión de Fluido Folicular al medio de maduración 

in vitro de ovocitos podría jugar un rol clave en la maduración nuclear y citoplasmática para 

adquirir la capacidad fecundante y continuar el posterior desarrollo embrionario debido a 

que este contiene gonadotropinas y factores de crecimiento [46]. 

Una buena opción se trata de la sericina, que es un tipo de proteína hidrosoluble y de 

estructura globular compuesta principalmente por -hoja y espiral al azar [47].  Esta 

proteína contiene propiedades físicas y biológicas, tales como: la actividad antibacterial y 

antimicrobiana, la protección a la radiación solar ultravioleta (UV), la facilidad para la 

absorción y liberación de humedad, la inhibición de la actividad de la tirosina y de la cinasa, 

la actividad celular, las propiedades anticoagulantes y anticancerígenas, además, 

promueve el crecimiento celular y sirve como cicatrizante [10]. 

La sericina puede prevenir el estrés oxidativo durante el cultivo de embriones bovinos y, 

por lo tanto, mejorar la calidad del embrión y aumentar el desarrollo embrionario [48]. 

También que, la adición de sericina, en lugar de suero fetal bovino (FBS), al medio de 

maduración amplió el espacio perivitelino, aumentó la producción de ácido hialurónico (HA) 

y disminuyó la fertilización poliespérmica en los ovocitos bovinos [49]. La suplementación 

con sericina al 0.1% puede mejorar las tasas de maduración y fertilización total de los 

ovocitos de oveja cultivados en un medio de maduración suplementado sin suero fetal 

bovino [48]. Además, la sericina es una glicoproteína que posee propiedades biológicas, 

como antioxidación, inmunomodulación e inhibición de actividades de tirosinasa y elastasa. 
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Además, reduce especies reactivas de oxígeno (ERO’S), protege las células normales del 

daño oxidativo de radiación UVB y H2O2, inhibe la progresión del cáncer y es un agente 

antibacteriano [50]. 

En estudios previos, se encontró que el suplemento de sericina en medios maduros mejoró 

la calidad previa a la implantación y el desarrollo de embriones bovinos cultivados 

individualmente al prevenir el estrés oxidativo [51]. Por otra parte, se halló que la adición 

de sericina durante el cultivo de embriones mejoró la calidad de los embriones cultivados 

individualmente además de la viabilidad de los embriones congelados y descongelados 

después de la transferencia a los receptores [52]. 

2.4 Uso de antioxidantes en la producción in vitro de 
embriones bovinos 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO’S por sus siglas en ingles Reactive oxygen 

species) es un término que incluye radicales centrados o no en oxígeno, los cuales se 

producen constantemente como producto del metabolismo celular normal [53]. Las ERO’S 

incluyen radicales libres como radicales anión superóxido (O2
.-), radicales hidroxilo (OH.) y 

especies radicales no libres como peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno singlete (O2) 

[54]. La cadena respiratoria mitocondrial es susceptible a daño oxidativo; principalmente 

los complejos I y II por la producción de radicales superóxido y nitrilo, los cuales pueden 

afectar proteínas mitocondriales y alterar la función de muchas enzimas metabólicas en la 

cadena transportadora de electrones mitocondrial [13]. 

El estrés oxidativo es uno de los principales factores que afecta el desarrollo de los 

embriones in vitro ya que estas ERO’S ejercen efectos negativos sobre muchas 

biomoléculas, como ADN, proteínas y lípidos, por lo que pueden alterar o modular la 

función normal de la célula. El estrés oxidativo genera alteración de moléculas y rutas 

celulares lo que puede causar un bloqueo e incluso una regresión en el desarrollo celular 

[53] [55]. Para controlar estos efectos se han implementados antioxidantes exógenos para 

incrementar la capacidad antioxidante de los embriones por medio del aumento de 

captadores de E’ROS intracelulares como el glutatión reducido (GSH) [55]. Un compuesto 

con actividad antioxidante es aquel que actúa como un donador de electrones para las 

especies oxidantes y por lo tanto lleva a la inactivación de estas moléculas o a la 

producción de moléculas radicales lo suficientemente estables para no ser reactivas [56].  
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En embriones se ha encontrado diferentes efectos negativos debido al estrés oxidativo. El 

metabolismo de estos genera ERO’S, siendo la producción de estos radicales importante 

durante la manipulación in vitro [57]. Las ERO’S son capaces de difundirse a través de las 

membranas biológicas y alterar diferentes tipos de moléculas como lípidos, proteínas y 

ácidos nucleicos, alterando funciones mitocondriales, bloqueo del desarrollo embrionario, 

disminución de la concentración de ATP e inducción a apoptosis [58]. Por lo anterior el uso 

de antioxidante en los medios de cultivo es considerable debido a que a bajas 

concentraciones, retrasa o inhibe la oxidación del sustrato oxidable presente [59]. Se ha 

demostrado que la adición de antioxidantes en los medios de maduración [60], fecundación 

[61, 62], de desarrollo [63], congelación seminal [64, 65] y de vitrificación [66] mejora las 

tasas de éxito de cada proceso. 

En estudios anteriores se ha encontrado que la adición de vitaminas MEM (Medio Esencial 

Mínimo) como antioxidante en un medio de maduración de ovocitos semidefinido, afecta 

positivamente el desarrollo posterior y la viabilidad de los embriones caprinos [67]. En otros 

estudios, se halló que la suplementación al medio MIV con quercetina y cisteamina, aunque 

el porcentaje de maduración nuclear no difirió entre grupos, el porcentaje de blastocisto fue 

mayor con estos antioxidantes frente al grupo control [68]. También estudios adicionales 

reportan que la suplementación con Ácido  - linoleico (ALA) al medio MIV de ovocitos 

bovinos incrementa la tasa de maduración, la producción, desarrollo y calidad de los 

blastocitos [69]. 

El isoespintanol o 2-isopropIl-3,6-dimetoxI-5-metilfenol, es un monoterpeno sólido, incoloro 

y cristalino de peso molecular 210 g/mol, es extraído de las hojas de Oxandra xylopioides 

con disolventes de baja polaridad [70]. En estudios realizados previamente, se encontró 

que el isoespintanol en diferentes concentraciones tiene un efecto antioxidante en el 

semen equino posdescongelado, produciendo una disminución de la producción de 

especies reactivas de oxígeno [19]. El isoespintanol ha demostrado ser el mejor captador 

y reductor de radicales siendo descrito como dos veces el mejor antioxidante que incluso 

el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT), debido a que poseen efectos 

tóxicos, se bioacumulan en el tejido graso y son posibles carcinógenos [71]. 

 

 





 

 
 

3. Metodología 

3.1 Obtención de complejos cúmulo ovocitos (COCs) 

Los complejos cúmulus-oocito (COCs) se recuperaron de ovarios de hembras sacrificadas 

en la planta de beneficio local. Se trasportaron a 37°C hasta el laboratorio de Biotecnología 

del Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid Sede Bello. Se realizó la aspiración de 

los folículos ováricos con tamaño entre 2 y 8 mm. El líquido folicular se recolectó en tubos 

cónicos de 15 ml a 35°C, dejándose decantar por 20 minutos hasta obtener un precipitado 

el cual se depositó en una caja de petri estéril de 60 x 15 mm, para llevar a cabo la 

búsqueda y selección del COCs. Utilizando estereomicroscopio, se seleccionaron los 

COCs tipo I; aquellos que poseían un citoplasma homogéneo y una capa compacta y 

brillante de células del cúmulo, y tipo II; aquellos que poseían una capa menos compacta 

y más oscura de células del cúmulo [72]. 

Para llevar a cabo los objetivos planteados, la metodología se llevó a cabo en tres 

experimentos. 

3.2 Experimento 1 

Evaluar la suplementación del medio para la MIV de ovocitos bovinos con isoespintanol, 

sericina y su efecto sobre la maduración in vitro. 

3.2.1 Maduración in vitro (MIV) 

El medio de maduración se preparó con TCM 199 (con sales earle′s y L-glutamina, Gibco 

11150-059), Piruvato de sodio (11 mg/mL, Sigma P4562), FSH (129 mg/mL), Antibiótico 

(Amikacina 33 mg/mL), Cisteamina (1.13 mg/mL, Sigma 30078) y como fuente proteica se 

utilizó sericina en diferentes concentraciones (Tabla 3-1), como tratamiento control se usó 

10% (v/v) de suero bovino fetal (SBF, Sigma N4887), en el caso del isoespintanol se usó 

en diferentes concentraciones con SFB (Tabla 3-2), en gotas de 100 µl con 10 - 20 COCs. 
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Las gotas se cubrieron con aceite mineral para evitar su evaporación. Las condiciones de 

cultivo fueron 38.5°C, 5% CO2 en aire a 90% de humedad relativa por 24 horas. Se repitió 

para cada uno 3 veces [96]. 

 

Tabla 3-1. Concentraciones de sericina adicionada al medio de maduración (%) 

Tratamiento 
Suplementación con sericina  durante la maduración 

in vitro de embriones 

Control Sin suplementación con Sericina 

0.1% Suplementación con 0.1% de Sericina 

0.5% Suplementación con 0.5% de Sericina 

1.0% Suplementación con 1.0% de Sericina 

2.5% Suplementación con 2.5% de Sericina 

 

Tabla 3-2. Concentraciones de isoespintanol adicionada al medio de maduración (µM) con 

SFB  

Tratamiento Suplementación con Isoespintanol durante la  

maduración in vitro de embriones 

Control Sin suplementación con Isoespintanol 

10 µM Suplementación con 10 µM de Isoespintanol 

20 µM Suplementación con 20 µM de Isoespintanol 

30 µM Suplementación con 30 µM de Isoespintanol 

 

Luego de 24 horas de maduración, se eliminaron las células del cúmulus con el fin de 

visualizar con facilidad la expulsión del primer corpúsculo polar, como indicador de la 

maduración del ovocito y así, conocer la tasa de maduración para cada tratamiento. 

3.3 Experimento 2 

Evaluar la suplementación del medio para la MIV de ovocitos bovinos con isoespintanol, 

sericina y sus combinaciones, y su efecto sobre el desarrollo in vitro. 

Determinar la criotolerancia de embriones bovinos producidos in vitro, previamente 

suplementados durante la MIV con isoespintanol, sericina y sus combinaciones. 

Se llevó a cabo 3 repiticiones. 
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3.3.1 Maduración in vitro (MIV) 

Se seleccionaron las dos concentraciones con tendencia a la obtención de mejores 

resultados, tanto para sericina como para isoespintanol a partir del experimento 1, además 

se tuvo en cuenta un segundo control en el cual no hubo ninguna fuente de proteína. Los 

tratamientos se clasificaron de la siguiente manera: 

Tabla 3-3. Concentraciones de sericina e isoespintanol (SFB) adicionada al medio de 

maduración 

Tratamiento 
Suplementación de sericina e isoespintanol 

durante la  maduración in vitro de embriones 

T1: Control 1 MIV con suero fetal bovino (SFB) 

T2: Control 2 MIV sin ninguna fuente de proteína 

0.5% MIV sin SFB con sericina al 0.5% 

1.0% MIV sin SFB con sericina al 1% 

10 µM MIV con SFB e isoespintanol 10 µM 

20 µM MIV con SFB e isoespintanol 20 µM 

 

Luego de las 24 horas en medio de maduración, se evaluó el porcentaje de maduración 

mediante la evaluación de la expansión del complejo cúmulos ovocito. 

A partir de esta fase, se realizó el proceso completo hasta estadio de blastocistos de la 

siguiente manera: 

3.3.2 Fertilización in vitro (Día 0) 

Se utilizó el semen de un toro de la raza Holstein, el cual se descongeló a 38°C por un 

minuto y se seleccionaron los espermatozoides viables y móviles mediante gradiente de 

All-Grad® (LifeGlobal AG90-050), se centrifugó a 4500 revoluciones/min durante 5 

minutos. El sobrenadante se descartó y se llevó a cabo el conteo de espermatozoides en 

cámara de Neubaer con el fin de calcular la concentración de espermatozoides y hallar la 

dilución final; con este pellet también se evaluó la motilidad inicial y final.  

Se hicieron gotas de 50 µl de medio de fertilización suplementado con piruvato de sodio 

(2,2 mg/mL, Sigma P4562), heparina (10 µg/mL, Fresenius Kabi LEM00515VS13), PHE 

(Penicilamina, Sigma P4875; Hipotaurina, Aldrich H1384; Epinefrina, Sigma E4250) y 

solución antibiótica (Amikacina 33 mg/mL). Se cubrieron con aceite mineral. En esta etapa, 

se dejó en incubadora durante 18-20 horas a 38.5°C, 5% CO2 en aire a 90% de humedad 

relativa [97].  
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3.3.3 Cultivo in vitro (Día 1) 

Pasadas las 18–20 horas de fertilización, se hizo una denudación con micropipeta dentro 

de la gota de FIV con el fin el fin retirar las células del cúmulus más sueltas. Los posibles 

cigotos se colocaron en un medio de equilibrio y con ayuda de pipeta de vidrio bucal, se 

retiraron las células del cúmulo completamente. Finalmente se hizo lavado en medio SOF 

compuesto por SFB (Sigma N4887) (5%), Glutamina (1.94 mg/mL, Sigma G8540), Piruvato 

de sodio (8 mg/mL, Sigma P4562), Aminoácidos esenciales (3%, Sigma B6766), 

Aminoácidos no esenciales (1%, Sigma M7145) y Amikacina (33 mg/mL) y se pusieron en 

gotas de cultivo de 50 µL cubiertas con aceite mineral. 

Finalmente se colocaron dentro de un recipiente totalmente hermético con una placa de 

petri pequeña con agua ultrapura para garantizar la humedad del ambiente, se agregó 

mezcla de gases (90% N2, 5% O2 y 5% CO2) y se pusieron en incubadora a 38.5°C hasta 

el día 3. 

3.3.4 Cultivo in vitro (Día 3) 

Usando el estereomicroscopio, se seleccionaron los cigotos con división celular. Se hizo 

recambio completo de medio para los cigotos clivados en gotas 50 µL de SOF. Se halló 

tasa de clivaje a partir del total de ovocitos iniciales. Nuevamente se colocaron dentro de 

un recipiente totalmente hermético con una placa de petri pequeña con agua ultrapura para 

garantizar la humedad del ambiente, se agregó mezcla de gases (90% N2, 5% O2 y 5% 

CO2) y se pusieron en incubadora a 38.5°C hasta el día 7. 

3.3.5 Cultivo in vitro (Día 7) 

Se evaluó la producción de blastocisto teniendo en cuenta la clasificación de BI (Blastocisto 

inicial), BL (Blastocisto), BX (Blastocisto expandido) y BE (Blastocistos eclosionado), se 

estimó la tasa de producción de acuerdo al total de ovocitos iniciales. Finalmente se 

seleccionaron los blastocistos y se vitrificaron. 

3.3.6 Vitrificación 

Los embriones se transfirieron en una gota de 200 µl de solución de equilibrio la cual estuvo 

compuesta por 8.25% de EG, 8.25% de DMSO, 20% SBF en Medio TCM-Hepes (Sigma – 

Aldrich) a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego los embriones se transfirieron a 
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dos gotas de 200 µl de solución de vitrificación la cual estuvo compuesta por 16.5% de EG, 

16.5% de DMSO, 0.5 M de trehalosa y 20% de SBF en medio TCM-Hepes (Gibco 12350-

039), este paso se repitió dos veces. Por último, los embriones se cargaron en el soporte 

de vitrificación y se sumergieron en nitrógeno líquido. El proceso completo desde la 

exposición a la solución de vitrificación hasta el sumergimiento en nitrógeno líquido se 

realizó en 1 minuto. A las 24 horas de la criopreservación, las estructuras se desvitrificaron 

utilizando el siguiente protocolo: 

Los embriones vitrificados se calentaron al sumergir los soportes de vitrificación 

directamente en la solución de calentamiento, la cual estuvo compuesta por 1.0 M de 

trehalosa y 20% SBF en TCM-Hepes a 37°C durante 1 minuto, para luego iniciar el proceso 

de remoción de los crioprotectores. Luego los embriones se transfirieron a una segunda 

solución de calentamiento compuesta por 0.5 M de trehalosa y 20% de SBF en medio 

TCM-Hepes y se dejaron allí durante tres minutos. Por último los embriones se transfirieron 

a una tercera solución de calentamiento en medio TCM-Hepes con 20% de SBF y se 

dejaron allí durante 5 minutos. Posteriormente los embriones se colocaron en gotas de 

cultivo sin antioxidante para evaluar los porcentajes de reexpansión y desarrollo. Protocolo 

modificado a partir de investigaciones anteriores (Kuwayama, Vajta, Ieda, et al. 2005; 

Kuwayama, Vajta, Kato, et al. 2005) [85]. 

El medio donde se colocaron para evaluar reexpansión fue el mismo usado durante el 

cultivo. Finalmente se evaluó reexpansión a las 24, 48 y 72 horas. 

3.4 Experimento 3 

Evaluar la suplementación del medio para la MIV de ovocitos bovinos con isoespintanol, 

sericina y sus combinaciones, y su efecto sobre el desarrollo in vitro. 

Determinar la criotolerancia de embriones bovinos producidos in vitro, previamente 

suplementados durante la MIV con isoespintanol, sericina y sus combinaciones. 

Este último experimento se repitió 3 veces. 

3.4.1 Maduración in vitro (MIV) 

Se seleccionaron las concentraciones de sericina e isoespintanol con base a los resultados 

del experimento 2, además se tuvo en cuenta un segundo control en el cual no hubo 

ninguna fuente de proteína. Los tratamientos se clasificaron de la siguiente manera: 

 



20 Título de la tesis o trabajo de investigación 

 
Tabla 3-4. Combinación de sericina e isoespintanol adicionada en el medio de maduración 

Tratamiento 
Suplementación de sericina e isoespintanol 

durante la  maduración in vitro de embriones 

Control 1 MIV con suero fetal bovino (SFB) 

Control 2 MIV sin ninguna fuente de proteína 

1.0% - 20µM MIV con sericina 1% e isoespintanol 20 µM 

 

Luego de las 24 horas en medio de maduración, se evaluó el porcentaje de maduración, 

mediante la evaluación de la expansión del complejo cúmulus-ovocito. A partir de esta 

fase, se realizó el proceso completo hasta estadio de blastocistos de la siguiente manera: 

3.4.2 Fertilización in vitro (Día 0) 

Se utilizó el semen de un toro de la raza Holstein, el cual se descongeló a 38°C por un 

minuto y se seleccionaron los espermatozoides viables y móviles mediante gradiente de 

All-Grad® (LifeGlobal AG90-050), se centrifugó a 4500 revoluciones/min durante 5 

minutos. El sobrenadante se descartó y se llevó a cabo el conteo de espermatozoides en 

cámara de Neubaer con el fin de calcular la concentración de espermatozoides y hallar la 

dilución final; con este pellet también se evaluó la motilidad inicial y final.  

Se hicieron gotas de 50 µl de medio de fertilización suplementado con piruvato de sodio 

(2,2 mg/mL, Sigma P4562), heparina (10 µg/mL, Fresenius Kabi LEM00515VS13)), PHE 

(Penicilamina, Sigma P4875; Hipotaurina, Aldrich H1384; Epinefrina, Sigma E4250) y 

solución antibiótica (Amikacina 33 mg/mL). Se cubrieron con aceite mineral. En esta etapa, 

se dejó en incubadora durante 18-20 horas a 38.5°C, 5% CO2 en aire a 90% de humedad 

relativa [96]. 

3.4.3 Cultivo in vitro (Día 1) 

Pasadas las 18–20 horas de fertilización, se hizo una denudación con micropipeta dentro 

de la gota de FIV con el fin el fin retirar las células del cúmulus más sueltas. Los posibles 

cigotos se colocaron en un medio de equilibrio y con ayuda de pipeta de vidrio bucal, se 

retiraron las células del cúmulo completamente. Finalmente se hizo lavado en medio SOF 

compuesto por SFB (Sigma N4887) (5%), Glutamina (1.94 mg/mL, Sigma G8540), Piruvato 

de sodio (8 mg/mL, Sigma P4562), Aminoácidos esenciales (3%, Sigma B6766), 

Aminoácidos no esenciales (1%, Sigma M7145) y Amikacina (33 mg/mL) y se pusieron en 

gotas de cultivo de 50 µL cubiertas con aceite mineral. 



¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.apítulo 3 21 

 

Finalmente se colocaron dentro de un recipiente totalmente hermético con una placa de 

petri pequeña con agua ultrapura para garantizar la humedad del ambiente, se agregó 

mezcla de gases (90% N2, 5% O2 y 5% CO2) y se pusieron en incubadora a 38.5°C hasta 

el día 3. 

 

3.4.4 Cultivo in vitro (Día 3) 

Usando el estereomicrocopio, se seleccionaron los cigotos con división celular, es decir los  

clivados de los no divididos. Se hizo recambio completo de medio para los cigotos clivados 

en gotas 50 µL de SOF. Se halló tasa de clivaje a partir del total de ovocitos iniciales. 

Nuevamente se colocaron dentro de un recipiente totalmente hermético con una placa de 

petri pequeña con agua ultrapura para garantizar la humedad del ambiente, se agregó 

mezcla de gases (90% N2, 5% O2 y 5% CO2) y se pusieron en incubadora a 38.5°C hasta 

el día 7. 

3.4.5 Cultivo in vitro (Día 7) 

Se evaluó la producción de blastocisto teniendo en cuenta la clasificación de BI (Blastocisto 

inicial), BL (Blastocisto), BX (Blastocisto expandido) y BE (Blastocistos eclosionado), se 

estimó la tasa de producción de acuerdo al total de ovocitos iniciales. Finalmente se 

seleccionaron los blastocistos de mejor calidad y se vitrificaron. 

3.4.6 Vitrificación 

Los embriones se transfirieron en una gota de 200 µl de solución de equilibrio la cual 

contiene 8.25% de EG, 8.25% de DMSO, 20% SBF en Medio TCM-Hepes (Sigma – 

Aldrich) a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego los embriones se transfirieron a 

dos gotas de 200 µl de solución de vitrificación la estuvo compuesta por 16.5% de EG, 

16.5% de DMSO, 0.5 M de trehalosa y 20% de SBF en medio TCM-Hepes, este paso se 

repitió dos veces. Por último, los embriones se cargaron en el soporte de vitrificación y se 

sumergieron en nitrógeno líquido. El proceso completo desde la exposición a la solución 

de vitrificación hasta el sumergimiento en nitrógeno líquido se realizó en 1 minuto. A las 24 

horas de la criopreservación las estructuras, se desvitrificaron utilizando el siguiente 

protocolo: 
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Los embriones vitrificados se calentaron al sumergir los soportes de vitrificación 

directamente en la solución de calentamiento la cual estuvo compuesta por 1.0 M de 

trehalosa y 20% SBF en TCM-Hepes a 37°C durante 1 minuto para iniciar el proceso de 

remoción de los crioprotectores. Luego los embriones se transfirieron a una segunda 

solución de calentamiento compuesta por 0.5 M de trehalosa y 20% de SBF en medio 

TCM-Hepes y se dejaron allí durante tres minutos. Por último los embriones se transfirieron 

a una tercera solución de calentamiento en medio TCM-Hepes con 20% de SBF y se 

dejaron allí durante 5 minutos. Posteriormente los embriones se colocaron en gotas de 

cultivo sin antioxidante para evaluar los porcentajes de reexpansión y desarrollo. Protocolo 

modificado a partir de investigaciones anteriores (Kuwayama, Vajta, Ieda, et al. 2005; 

Kuwayama, Vajta, Kato, et al. 2005) [85]. 

El medio donde se colocaron para evaluar reexpansión fue el mismo usado durante el 

cultivo. Finalmente se evaluó reexpansión a las 24, 48 y 72 horas. 

 



 

 
 

4. Análisis Estadístico 

Se hizo una comparación de dos proporciones binomiales, debido a que las variables 

respuestas resultan ser dicotómicas a partir del n total de oocitos por tratamiento. Es decir, 

se tiene en cuenta el número de oocitos que maduraron, fecundaron y clivaron, llegaron a 

blastocistos en día 7 y finalmente, los que lograron reexpandir pos desvitrificación a las 24, 

48 y 72 horas sobre el número total de oocitos usados. Usando el Método del Score Hibrido 

de Newcombe para cada experimento y tratamiento con un nivel de confianza del 95% (α 

= 0.05) 

El método de Newcombe está diseñado para construir un intervalo de confianza para la 

diferencia de dos proporciones binomiales; no, para contrastar un juego de hipótesis. No 

obstante, la evaluación del intervalo construido, en búsqueda de la diferencia nula, permite 

realizar afirmaciones equivalentes a las de un juego de hipotesis, rechazando la hipótesis 

de igualdad, con un nivel de significancia α, si el intervalo (1 - α) 100% contiene el cero, y 

no haciéndolo, en caso contrario. Puesto que este método no genera un estadístico de 

prueba, no es posible calcular un valor p con base en la definición clásica (Probabilidad de 

obtener un estadístico de prueba igual o más extremo que el observado, bajo la hipotesis 

nula). Sin embargo, si es posible obtener un seudo valor p, mediante la construcción del 

intervalo de menor confianza posible que incluya el cero [73]. 

 

 

 

 





 

 
 

5. Resultados y discusión 

Es relevante mencionar la importancia en la composición de los medios utilizados en la 

maduración in vitro de embriones, debido a que debe brindar condiciones adecuadas que 

sean similares a los nutrientes y ambiente del proceso que ocurre en la hembra de manera 

in vivo [74], además está demostrado que las bajas tasas de desarrollo embrionario están 

relacionadas con este factor [75], por esto es considerable seguir investigando y 

avanzando en la mejora de estos medios, sea buscando reemplazar o adicionando un 

suplemento que permita mejorar el desarrollo embrionario. 

5.1 Experimento 1 

Se ha buscado el reemplazo completo del SFB como fuente de proteína en los medios de 

maduración, al ser un derivado animal considerado como un suplemento parcialmente 

definido o indefinido en composición, siendo una fuente de variación en el desarrollo 

ovocitario hasta etapa de blastocisto [27]. Por otro lado, la presencia de SFB en los medios 

genera acumulación de gotas lipídicas intracitoplasmaticas provocando alta sensibilidad 

en los embriones bovinos producidos in vitro en las técnicas de criopreservación en general 

[76]. 

Se conoce que las ERO’s en exceso generan en las células, estrés oxidativo ocasionando 

daños en las moléculas, baja viabilidad y finalmente apoptosis [75]. Por esto la 

suplementación de agentes antioxidantes a los medios usados en la producción in vitro de 

embriones bovinos, ha demostrado incremento en las tasas de blastocistos [77]. De 

acuerdo a lo anterior, se considera importante hacer ensayos de suplementación de 

antioxidantes, en este caso de Isoespintanol, en los medios usados en esta técnica. 

Además, aún no se han encontrado revisiones ni investigaciones previas usando 

isoespintanol como antioxidante en medios de maduración en la producción in vitro de 

embriones bovinos. 
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Este ensayo se realizó con el fin de definir cuál concentración de sericina e isoespintanol 

agregados en los medios de maduración, tenía un mejor comportamiento en la tasa de 

maduración in vitro. Los resultados fueron los siguientes: 

5.1.1 Para Sericina 

Tabla 5-1. Resultados de maduración in vitro con diferentes concentraciones de Sericina 

Tratamiento n total Maduros % 

Control 198 154 78 ± 5.7 a  

0.10% 171 110 64 ± 3.4 b 

0.50% 179 119 66 ± 3.4 bc 

1% 189 105 56 ± 9.9 bd 

2.50% 215 98 46 ± 14 e 

Se seleccionaron estas concentraciones de Sericina porque en estudios previos en 

porcinos [78] y en ovejas de raza Sanjabi [11] se utilizaron, teniendo en cuenta 

concentraciones bajas, intermedias y altas, demostrando la reanudación meiótica de los 

ovocitos. 

Para el tratamiento de control se halló una diferencia significativa con respecto a los 

tratamientos con sericina, mostrando un mayor porcentaje de maduración oocitaria. No se 

halló diferencia entre Sericina al 0,1%, 0,5% y 1%. Sin embargo, para la concentración de 

2,5% si presentó diferencia respecto a los demás tratamientos, arrojando porcentajes de 

maduración bajos. Por lo tanto, esta última concentración se descartó para los dos ensayos 

siguientes. A pesar de lo anterior, el uso de sericina con las demás concentraciones 

produjo tasas de MIV cercanas a la alcanzada con el control con SFB, mostrando que esta 

molécula tiene un gran potencial para un reemplazo sino total, al menos parcial de dicho 

componente. La acción de la sericina como suplemento proteico para la MIV podría 

explicarse debido a que es el segundo componente proteico principal (además de la 

fibroína) de la seda y se extrae del capullo mediante un proceso de desgomado [86]. La 

sericina consta de 18 tipos de aminoácidos, la mayoría de los cuales tienen grupos 

laterales polares fuertes, como grupos hidroxilo, carboxilo y amino [87]. Además, tiene 

propiedades como la promoción de la viabilidad celular, la producción de colágeno, la 

aceleración de la proliferación celular, la supresión de la tumorigénesis de la piel y la 

carcinogénesis de colon [88]. 
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5.1.2 Para Isoespintanol 

Tabla 5-2. Resultados de maduración in vitro con diferentes concentraciones de 

isoespintanol 

 

 

 

 

 

 

Se tuvo en cuenta resultados encontrados en estudios previos para definir las 

concentraciones utilizadas en este experimento. Se ha reportado el uso de 

concentraciones entre 20 y 60 µM de isoespintanol en el semen equino diluido con fines 

de congelación [79] y en la congelación de espermatozoides caninos [20]. Además dado 

que se desconoce el efecto de concentraciones bajas de isoespintanol, se incluyó el uso 

de 10 µM. No se hallaron reportes previos de uso de esta molécula en la PIV de embriones.  

Estadísticamente, no se encontró diferencia entre las concentraciones evaluadas, sin 

embargo, se observó un aumento en media del porcentaje de maduración oocitaria para 

10 µM en relación al control. Es posible que la presencia de cisteamina en el medio MIV 

enmascare el efecto antioxidante del isoespintanol. Se ha podido determinar que la adición 

de cisteamina al medio de maduración de ovocitos bovinos incrementa los niveles de 

glutatión intracelular, el cual tiene entre sus funciones la protección de las células contra 

el daño oxidativo [89]. La combinación de antioxidantes, puede generar sustancias 

químicas llamadas prooxidantes que inducen estrés oxidativo, normalmente mediante la 

formación de especies reactivas o por inhibición de los sistemas antioxidantes [90]. 

5.2 Experimento 2 

A continuación, se presentan los resultados correspondientes al desarrollo in vitro de 

embriones bovinos producidos con sericina e isoespintanol.  

 

Tabla 5-3. Resultados de desarrollo hasta etapa de blastocisto 

Tratamientos n Maduración Clivaje D3 Muertos 
% Blastocisto 

D7 

Control 1 193 96% ±4.2 a 71% ±4.2 a 8% ±3.7 ab 34% ±7.1 ac 

Tratamiento n total Maduros % 

Control 139 113 81 ± 1.9 a 

10 µM 161 133 83 ± 7.7 a 

20 µM 153 117 76 ± 1.8 a 

30 µM 167 126 75 ± 2.3 a 
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Control 2 172 82% ±11.3 b 62% ±5.5 ab 8% ±3.6 b 21% ±7.8 b 

0.5% 184 88% ±3.7 b 59% ±9.2 b 13% ±5.8 a 26% ±5.0 ab 

1.0% 161 80% ±7.9 b 63% ±5.3 ab 12% ±6.2 ab 26% ±6.3 ab 

10µM 173 97% ±2.1 a 65% ±4.5 ab 14% ±4.6 a 31% ±5.9 abc 

20µM 178 96% ±2.2 a 74% ±4.7 a 12% ±4.8 ab 38% ±7.0 c 

Control 1: MIV suplementado con SFB, Control 2: MIV sin suplementación proteica, 0.5%: 

MIV suplementado con 0,5 % de sericina, 1.0%: MIV suplementado con 1% de sericina, 

10µM: MIV suplementado con 10 µM de isoespintanol, 20µM: MIV suplementado con 20 

µM de isoespintanol. 

 

La concentración de 0.5% de sericina de este experimento se seleccionó basándose en 

estudios previos en ovejas de raza Sanjabi donde se encontró que hubo un efecto 

significativo sobre la maduración nuclear y el desarrollo embrionario temprano [11]. 

Además, en otro experimento, la sericina mejoró la calidad de los espermatozoides 

del epidídimo de ratón congelados y descongelados y resultó en un mayor 

desarrollo embrionario [80]. En embriones producidos in vivo congelados, la 

sericina mejoró los porcentajes de receptoras con gestación y parto normal cuando 

el medio fue suplementado con 0,5% de sericina y 20% de SFB con respecto al 

medio de congelación con 0.4% BSA y 20% SFB (47,3% vs 40,1% y 94,6% vs 

87,3%, respectivamente) [52]. Y la concentración de 1% estuvo basada en el 

hallazgo de Do L et al. donde se encontró que, durante el cultivo de maduración en 

porcinos, mejoró la maduración nuclear de ovocitos y la calidad de los embriones 

en porcinos usando esta concentración de sericina [78]. Por otro lado, en un estudio 

en medios de congelación, donde se evaluó el reemplazo de SFB con 1 % (v/w) de 

sericina, 0,5 % (v/w) de maltosa, 0,3 % (v/p) prolina, 0,3 % (v/p) de glutamina y 10 

% de DMSO, el medio construido con sericina crioconservó con éxito la línea celular 

de mieloma P3U1 y células de ovario de hámster chino tan eficientemente como el 

medio convencional de SFB que contenía 10 % de DMSO y fue superior a otros 

tres medios adquiridos comercialmente [81]. A continuación, se presentan los 

resultados de reexpansión de los embriones vitrificados / desvitrificados. 

 

Tabla 5-4. Resultados de reexpansión posdesvitrificación 

Tratamientos n Reexpansión 24 h Reexpansión 48 h Reexpansión 72 h 

Control 1 193 20% ±6.7 a 17% ±5.9 ac 3% ±2.8 a 

Control 2 172 17% ±13.1 a 10% ±5.6 a 3% ±2.8 ab 

0.5% 184 23% ±8.3 a 27% ±7.2 ac 14% ±14 ab 
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1.0% 161 30% ±14.3 ab 21% ±9.3 abc 13% ±7.3 bc 

10 µM 173 21% ±12.5 a 29% ±10.5 bc 11% ±6.6 ab 

20 µM 178 45% ±7.6 b 37% ±7.2 b 31% ±2.1 c 

Control 1: MIV suplementado con SFB, Control 2: MIV sin suplementación proteica, 0.5%: 

MIV suplementado con 0,5 % de sericina, 1.0%: MIV suplementado con 1% de sericina, 

10µM: MIV suplementado con 10 µM de isoespintanol, 20µM: MIV suplementado con 20 

µM de isoespintanol. 

Respecto al Isoespintanol, se seleccionaron las concentraciones de 10 µM y 20 µM, debido 

a la revisión literaria, donde se ha encontrado que la suplementación con 20 µM al medio 

de congelación de semen equino puede mejorar el potencial de membrana mitocondrial 

del semen congelado-descongelado [82]. En otro trabajo similar, se encontró que con 

suplementación de 20 µM de isoespintanol en medio de congelación hubo un aumento de 

la población de espermatozoides con actividad mitocondrial alta en semen equino [83], y 

el uso de 10 µM de isoespintanol produjo una media superior respecto a los demás 

tratamientos incluido el control.  

Para este segundo ensayo, la evaluación de la maduración se hizo considerando la 

expansión de las células del cúmulus, dado que se ha encontrado que la expansión de las 

células del cúmulo y la maduración nuclear (MII) son factores críticos para determinar el 

potencial de desarrollo de los ovocitos después de la fertilización [11]. Para esta variable 

no se encontró diferencia significativa entre el control 1, 10 µM y 20 µM, lo mismo ocurrió 

entre el control 2, 0.5% y 1.0%. En cambio, sí hubo diferencia significativa entre estos tres 

tratamientos con respecto al control 1, 10 µM y 20 µM (Tabla 5-3).  

Para la variable de clivaje no se presentó diferencia significativa entre control 1, control 2, 

1.0%, 10 µM y 20 µM. Sin embargo el 0.5% no presentó diferencia significativa con 

respecto a control 2, 1.0% y 10 µM, pero 0.5% si presentó diferencia significativa con los 

tratamientos control 1 y 20 µM mostrando porcentajes más bajos para 0.5%. 

En la producción de blastocistos al día 7, no hubo diferencia significativa entre control 1, 

0.5%, 1.0% y 10 µM. El control 1 mostró diferencia significativa con control 2, siendo este 

último más bajo. Además, control 2 también presentó diferencia significativa con respecto 

a 20 µM, donde la suplementación con isoespintanol arrojo mejor tasa de blastocistos. 

A partir de lo anterior, se infiere que la sericina a pesar de generar una tasa de maduración 

inferior al control suplementado con SFB y a pesar de no ser diferente a la MIV del control 

sin suplementación proteica, produjo tasas de clivaje y desarrollo equivalentes a las 

alcanzadas mediante la suplementación con SFB. Por su parte, el uso de isoespintanol no 
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generó cambios en los resultados de las diferentes etapas del desarrollo in vitro en relación 

con el control con SFB, más allá de haber presentado el máximo valor (no estadísticamente 

diferente) en la tasa de blastocistos in vitro.  

Para la reexpansión a las 24 horas no se encontró diferencia significativa entre el control 

1, control 2, 0.5%, 1.0% y 10 µM, sin embargo, si hubo diferencia significativa entre control 

1, control 2, 0.5% y 10 µM con respecto a 20 µM. Entre 1.0% y 20 µM no hubo diferencia 

significativa. 

Para la reexpansión a las 48 horas no hubo diferencia significativa entre control 1, control 

2, 0.5% y 1.0%.  En los tratamientos 1.0%, 10 µM y 20 µM no hubo diferencia significativa. 

En el caso de control 1 y 10 µM no se presentó diferencia significativa, pero si se hubo 

diferencia significativa para el 20 µM con respecto al control 1, control 2 y 0.5%. 

En la variable reexpansión a las 72 horas no hubo diferencia significativa entre control 1, 

control 2, 0.5% y 10 µM. Para 20 µM se evidenció diferencia significativa con control 1, 

control 2, 0.5%, 10 µM. Entre control 1 y 1.0% tampoco hubo diferencia significativa. 

En las últimas tres variables, cabe resaltar que la sobrevivencia y reexpansión de las 

estructuras del blastocisto disminuye a medida que pasa el tiempo, podría decirse que la 

reexpansión más óptima en este estudio es a las 24 horas. En este tiempo se evidencia 

mejores resultados con suplementación de 20 µM de isoespintanol y en el caso de sericina 

hubo mejor reexpansión con 1%, lo que podría indicar menor sensibilidad a la vitrificación.  

5.3 Experimento 3 

En este caso, se usó la combinación de Sericina e Isoespintanol usando las 

concentraciones previamente seleccionadas, con el fin de evaluar el desarrollo y 

criotolerancia en embriones bovinos producidos in vitro. 

 

Tratamientos n total Maduración subjetiva Clivaje Muertos Blastocistos D7 

Control 1 140      118±17.5 a          115±7.6 a 12±3.2 a 58±6.2 a 

Control 2 143 110±20 ab 107±4 a 16±2.8 a 37±3 b 

1.0%-20 µM 213 160±8.7 b 149±5.7 b 9±2 a 41±5.6 b 

Tabla 5-5: Resultados de desarrollo hasta etapa de blastocisto 

Tratamientos n  Reexpansión 24 Reexpansión 48 Reexpansión 72 

Control 1  197 9 ±14.1 a 4 ±5.9 a 3 ±3.8  a 

Control 2  202 4 ±7.2 a 2 ±2.7 a 1 ±2.7 a 

1.0%-20 µM 214 8 ±8.7 a 5 ±7.4 a 3 ±6.3 a 
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Tabla 5-6. Resultados reexpansión posdesvitrificación 

Control 1: MIV suplementado con SFB, control 2: MIV sin suplementación proteica, 1.0%-

20 µM: MIV suplementado con 1% de Sericina y 20 µM de Isoespintanol. 

 

Para este último ensayo, se quiso evaluar si la combinación de sericina con isoespintanol 

genera una mejoría en el desarrollo embrionario, desde la etapa de maduración hasta 

blastocisto. Para esto se seleccionó, basados en los resultados del ensayo anterior, el 

tratamiento para Sericina de 1%, aunque no hubo diferencia significativa entre ambas 

concentraciones en todas las variables de interés, presenta una tendencia en su media a 

mejorar el clivaje, menor número de cigotos muertos y su producción de blastocistos no se 

vio afectada entre ambas concentraciones. Para Isoespintanol se seleccionó 20 µM debido 

a que presentó un porcentaje mayor para clivaje y producción de blastocistos en el día 7, 

a pesar de no ser diferente estadísticamente. No obstante se ha reportado que la 

implementación de antioxidantes a los medios, en este caso de maduración, usados para 

la producción in vitro de embriones bovinos, disminuye las ERO’s en gametos y embriones, 

con el fin de mejorar su calidad y potencial reproductivo [13]. 

Al evaluar los resultados, se evidencia que en la maduración presentó una diferencia 

significativa entre control 1 y 1.0%-20 µM, teniendo este último menos ovocitos maduros. 

Con respecto a control 2, no tuvo diferencia significativa con control 1 ni con 1.0%-20 µM. 

Para la variable clivaje entre control 1 y control 2 no hubo diferencia significativa, sin 

embargo estos dos tratamiento mostraron diferencia significativa con 1.0%-20 µM, este 

último con menor células divididas. 

En la producción de blastocistos al día 7, arrojó diferencia significativa el control 1 con 

control 2 y 1.0%-20 µM, donde control 1 produjo mayor número de blastocistos. Entre 

control 2 y 1.0%-20 µM no hubo diferencia significativa. 

Para las variables de reexpansión a las 24, 48 y 72 horas, no hubo diferencia significativa 

en ninguno de los tratamientos. Otros estudios han encontrado que la sericina se ha 

comportado como buen crioprotector, cuando se ha adicionado 1% al medio de 

congelación de las células madre de tejido adiposo, con una viabilidad superior al 95% 

[84]. 

Los resultados de este trabajo se podrían comparar con estudios previos en donde usaron 

SFB en los medios para el desarrollo embrionario bovino, en los cuales se obtuvo una tasa 

de maduración del 91%, clivaje de 84% y blastocisto de 54% [94]. En otro estudio realizado 
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en 2021, usando 10% de SFB en medio de maduración, se encontró para las tasas de 

clivaje en el día 3 del 87% y con producción de blastocisto al día 7 del 44% [95]. 

 

Basados en lo mencionado, se infiere que la combinación de Sericina con Isoespintanol, 

no mejora las tasas de desarrollo embrionario. Por lo cual sería posible pensar que la 

actividad antioxidante de la Sericina puede influir en el mecanismo antioxidante del 

isoespintanol enmascarándolo o viceversa. Se deja la pregunta de investigación para 

futuros trabajos experimentales ¿por qué la sericina y el isoespintanol usados de forma 

independiente funcionan mejor que cuando se combinan para el desarrollo embrionario in 

vitro en bovinos? 

 

 

 

 



 

 
 

6. Conclusiones 

 La sericina resulta ser una alternativa para un reemplazo parcial de las fuentes de 

proteína en medios de maduración para la producción in vitro de embriones bovinos. 

 El uso de isoespintanol como protector antioxidante, puede mejorar las tasas de 

reexpansión en la desvitrificación de embriones bovinos producidos in vitro. 

 La combinación de sericina con isoespintanol no favorece la maduración y el desarrollo 

de embriones bovinos producidos in vitro. 

  

 

 





 

 
 

7. Recomendaciones 

 Sería interesante evaluar en futuras investigaciones la causa del porqué no resulta 

tasas superiores de maduración y desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro, 

cuando se combina sericina e isoespintanol en los medios de MIV. 

 Debido a que la sericina cuenta con diferentes propiedades y funciones como 

antimicrobiana, antioxidante, fuente de proteína, entre otras, hacer ensayos 

suplementando los medios MIV y de cultivo solo con esta molécula para analizar si en 

combinación, se suprime su efecto en la PIVE bovinos. 

 Se sugiere hacer experimentos suplementando los medios MIV con otras 

concentraciones de isoespintanol, principalmente superiores, con el fin de ampliar el 

conocimiento del comportamiento de esta sustancia en la PIVE bovinos. 
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