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Resumen 
 

Evaluación del efecto antioxidante del Resveratrol sobre la criotolerancia de 

embriones bovinos de la raza Hartón del Valle producidos in vitro 

 

La raza Hartón del Valle pertenece al conjunto de razas bovinas criollas colombianas 

adaptadas a las condiciones del trópico, la cual, ha sido sometida a constantes 

cruzamientos con razas introducidas, reduciendo la población pura y ubicándola en la 

categoría de “vulnerable”, es decir, que se está enfrentando a un riesgo de extinción alto. 

En consecuencia, se buscan alternativas para conservar el material genético de la raza. 

La criopreservación de embriones se ha convertido en un método altamente utilizado en 

embriones comerciales, debido a la similitud de supervivencia entre los embriones es 

frescos y los criopreservados (Shaw et al., 2000). La cualidad más relevante de la 

criopreservación de embriones, es lograr el almacenamiento en condiciones de bajas 

temperaturas (-196ºC), tratando de mantener la integridad general del embrión (Rodríguez 

& Jiménez, 2011). Para lograr esto, es necesario eliminar las dos causas principales de 

muerte celular asociada con la criopreservación, esto es, la formación de cristales de hielo 

y las concentraciones letales de solutos, mientras se mantiene la integridad de los 

orgánulos intracelulares (Edgar & Gook, 2012). La vitrificación es un método ideal para 

criopreservar oocitos y embriones de mamíferos, debido a las altas tasas de enfriamiento 

y, el corto tiempo de exposición de las células embrionarias a temperaturas críticas y a los 

crioprotectores, factores que minimizan los efectos tóxicos y el daño a la membrana de las 

células embrionarias. Lo anterior, perfila la técnica de vitrificación como una alternativa 

para criopreservar la variabilidad del material genético bovino, sin embargo, se conoce que 

tiene algunos efectos nocivos sobre la calidad de los embriones. El objetivo de este estudio 

fue evaluar el efecto de la suplementación del Resveratrol en los medios de cultivo in vitro 

(CIV) y de atemperado, sobre el desarrollo embrionario, criotolerancia y estado oxidativo 

de embriones producidos in vitro. Se realizó un primer estudio utilizando oocitos obtenidos 
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de una planta de faenado, se maduraron y fertilizaron in vitro mediante un proceso 

estandarizado. Los presuntos cigotos se cultivaron en medio SOF suplementado con 0.5 

μM de Resveratrol (CR) y sin Resveratrol (C-). El día 7 post fertilización, se evaluaron las 

tasas de blastocistos y se vitrificaron usando el método de mínimo volumen. 

Posteriormente, ambos grupos fueron atemperados con Resveratrol 0.5 μM. (C-VR, 

CRVR) y sin Resveratrol (C-V-: control, CRV-) y fueron cultivados 48 horas para evaluarlas 

tasas de reexpansión y eclosión. Finalmente, los embriones se sometieron a una doble 

tinción para medir los niveles de ROS y contenido de GSH intracelular utilizando la sonda 

2,7- Diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA; Invitrogen®) y la sonda 4-clorometil-

6,8-difluoro-7-hidroxicumarina (Cell Tracker Blue; CMF2HC; Invitrogen®) respectivamente. 

El contenido de GSH fue significativamente más alto (p <0.05) en el grupo CRVR en 

comparación con el grupo control (129.28 ± 8.46% y 100 ± 5.28%, respectivamente). 

Basados en estos resultados, se realizó un segundo estudio con oocitos obtenidos de 

aspiración folicular transvaginal guiada por ultrasonografía en hembras Hartón del Valle. 

Los oocitos se maduraron y fertilizaron in vitro mediante un proceso estandarizado. Los 

presuntos cigotos se cultivaron en medio SOF suplementado con 0.5 μM de Resveratrol 

(CR) y sin Resveratrol (C-). El día 7 post fertilización, se evaluaron las tasas de blastocistos 

y se vitrificaron usando el método de mínimo volumen. Consecutivamente, el grupo 

cultivado sin Resveratrol se atempero sin Resveratrol (C-V-: control) y el grupo cultivado 

con Resveratrol se atempero con Resveratrol (CRVR) y fueron cultivados 48 horas para 

evaluarlas tasas de reexpansión, eclosión, niveles de ROS y contenido de GSH 

intracelular. Los resultados mostraron un efecto significativo (p <0,05) del Resveratrol 

sobre las tasas de reexpansión y eclosión embrionaria comparado al grupo control 

(reexpansión: CRVR= 96.43  3.57% y C-V-= 60.91  4.18%; eclosión CRVR= 37.50  

12.84% y C-V-= 17.05  8.51%). Además de una reducción significativa de los niveles de 

ROS (p <0,05) con respecto al control (CRVR= 73.15 ± 6.01% y C-V-= 100 ± 10.55%). En 

conclusión, la suplementación simultánea de 0.5 μM Resveratrol en el medio de cultivo in 

vitro y de atemperado de embriones Hartón del Valle, mejora la supervivencia, 

criotolerancia y el estado oxidativo de los embriones es producidos in vitro. 

 

Palabras clave: Biotecnología, Bovinos Criollos, Atemperado, Estrés Oxidativo, 

Vitrificación.  
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Abstract 
 

Evaluation of the antioxidant effect of Resveratrol on the cryotolerance of bovine 

embryos of the Hartón del Valle breed produced in vitro 

 

The Hartón del Valle breed belongs to the set of Colombian Creole bovine breeds adapted 

to tropical conditions, which has been subjected to constant crossbreeding with introduced 

breeds, reducing the pure population and placing it in the category of "vulnerable", or facing 

a high risk of extinction. Consequently, alternatives are being sought to conserve the 

genetic material of the breed. Embryo cryopreservation has become a highly used method 

in commercial embryos, due to the survival similarity between fresh and cryopreserved 

embryos (Shaw et al., 2000). The most relevant attribute on embryo cryopreservation is to 

achieve storage in low temperature conditions (-196ºC), trying to maintain the general 

integrity of the embryo (Rodríguez & Jiménez, 2011). To achieve this, it is necessary to 

eliminate the two main causes of cell death associated with cryopreservation, that is, the 

formation of ice crystals and lethal concentrations of solutes, while maintaining the integrity 

of the intracellular organelles (Edgar & Gook, 2012). Vitrification is an ideal method to 

cryopreserve oocytes and mammalian embryos, due to the high cooling rates and the short 

time of exposure of embryonic cells to critical temperatures and to cryoprotectants, factors 

that minimize toxic effects and damage to the embryonic cell membrane. The foregoing 

outlines the vitrification technique as an alternative to cryopreserve the variability of the 

bovine genetic material, however, it is known to have some harmful effects on the quality 

of the embryos. The objective of this study was to evaluate the effect of resveratrol 

supplementation in in vitro culture (IVC) and tempering media on embryonic development, 

cryotolerance and oxidative state of in vitro produced embryos. A first study was carried 

out using oocytes obtained from a slaughter plant, they were matured and fertilized in vitro 

using a standardized process. The presumed zygotes were cultured in SOF medium 

supplemented with 0.5 μM of Resveratrol (CR) and without Resveratrol (C-). On day 7 post 

fertilization, blastocyst rates were evaluated and vitrified using the minimum volume 

method. Later, both groups were warmed with Resveratrol 0.5 μM. (C-VR, CRVR) and 

without Resveratrol (C-V-: control, CRV-) and were cultured for 48 hours to evaluate the 

re-expansion and hatching rates. Finally, the embryos were subjected to double staining to 

measure ROS levels and intracellular GSH content using the 2,7-

Dichlorodihydrofluorescein diacetate probe (H2DCFDA; Invitrogen®) and the 4-
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chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin probe (Cell Tracker Blue; CMF2HC; 

Invitrogen®), respectively. The GSH content was significantly higher (p <0.05) in the CRVR 

group compared to the control group (129.28 ± 8.46% and 100 ± 5.28%, respectively). 

Based on these results, a second study was carried out with oocytes obtained from 

transvaginal follicular aspiration guided by ultrasound in Hartón del Valle females. The 

oocytes were matured and fertilized in vitro using a standardized process. The presumed 

zygotes were cultured in SOF medium supplemented with 0.5 μM of Resveratrol (CR) and 

without Resveratrol (C-). On day 7 post fertilization, blastocyst rates were evaluated and 

vitrified using the minimum volume method. Consecutively, the group cultured without 

Resveratrol was warmed without Resveratrol (C-V-: control) and the group cultured with 

Resveratrol was warmed with Resveratrol (CRVR) and were cultured for 48 hours to 

evaluate the re-expansion rates, hatching rates, ROS levels and GSH content. The results 

showed a significant effect (p <0.05) of Resveratrol on re-expansion and embryo hatching 

rates compared to the control group (re-expansion: CRVR= 96.43 ± 3.57% y C-V-= 60.91 

± 4.18%; hatching = CRVR= 37.50 ± 12.84% y C-V-= 17.05 ± 8.51%). In addition to a 

significant reduction in ROS levels (p <0.05) with respect to the control (CRVR = 73.15 ± 

6.01% and C-V- = 100 ± 10.55%). In conclusion, the simultaneous supplementation of 0.5 

μM Resveratrol in the in vitro culture medium and the warming medium of Hartón del Valle 

embryos improves survival, cryotolerance and the oxidative state of embryos produced in 

vitro. 

 

Keywords: Biotechnology, Creole Bovines, Warming, Oxidative State, Vitrification. 
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Introducción 
La raza Hartón del Valle (HV) es una de las siete razas criollas que habitan en el trópico 

colombiano, el cual se caracteriza por una alta temperatura y humedad, así como por una 

intensa luminosidad solar (Campos et al., 2004), demostrando las bondades de la raza a 

través de factores como resistencia a enfermedades como la leucosis bovina (Hernandez 

et al., 2016) e infección por Babesia bigemina (Bolaños et al., 2017), mejor respuesta 

fisiológica a los cambios durante el periodo de transición (Hernández et al., 2011), mayor 

tolerancia al estrés calórico (Casas & Valderrama, 1998), niveles mas bajos de 

concentraciones séricas de triyodotironina (T3) en comparación a otras razas extranjeras, 

indicando una posible tasa metabólica menor como mecanismo de adaptación para 

disminuir el calor corporal (Campos et al., 2004), piel pigmentada de negro, gruesa (12 

mm), pelo corto y graso; haciéndolo menos susceptible a parásitos como el nuche 

(Dermatobia hominis) (De Alba, 1985), proteínas de plasma seminal relacionadas a la 

calidad superior del semen frente a razas cebuinas (Saavedra, 2018), fertilidad y 

longevidad superiores a razas especializadas (Salazar & Cardozo, 1977), entre otros. Sin 

embargo, el HV al igual que todas las razas criollas de ganado bovino, ha sido sometido a 

cruzamientos absorbentes con razas introducidas, ocasionando una reducción en la 

población pura (Ruiz, 2010; Ossa, 2004), generando que la población de HV se ubique en 

la categoría de ‘vulnerable’ (Martínez, 2004a), es decir, que se está enfrentando a un riesgo 

de extinción alto. Debido a esto, se evidencia el riesgo de perder el material genético de 

las razas criollas, por lo que diferentes entidades públicas han elaborado programas de 

conservación in situ y ex situ con la intención de conservarla, logrando establecer bancos 

de germoplasma para razas criollas, donde se cuentan con grupos de animales con 

especímenes de la raza in situ o se almacena material genético in vitro como semen, 

oocitos y embriones (Martínez et al., 2005a). Por ende, existe la necesidad de realizar 

procesos de conservación en la raza HV para empezar a entender la respuesta de esta a 

las nuevas biotecnologías reproductivas que pueden ayudar a conservar el material 

genético de una raza que cuenta con genes importantes de adaptación al trópico 
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colombiano y que, además, tiene los índices más elevados de producción láctea entre las 

razas criollas colombianas, con promedios por encima de 5 litros/animal/día (Quintero y 

Ospina, 2017) comparados con promedios de 2,9 y 2,5 litros/animal/día de las razas Blanco 

Orejinegro y Sanmartinero, respectivamente (Onofre et al., 2015), con composición 

química de altos sólidos totales: 5% grasa, 3,6% de proteína y 4,7% de lactosa, para una 

media de 13,5% de sólidos (Casas, 1998) y alta frecuencia de alelos de genes (BB de β-

Lactoglobulina y B de α–Lactoalbúmina) relacionados con un alto porcentaje de proteínas 

y grasa en la leche (Rosero et al., 2011). 

 

La criopreservación de embriones se ha convertido en un método altamente utilizado en 

embriones comerciales, debido a la similitud de supervivencia entre los embriones frescos 

y los criopreservados (Shaw et al., 2000). La primicia más relevante de la criopreservación 

de embriones, es lograr el almacenamiento en condiciones de bajas temperaturas (-

196ºC), tratando de mantener la integridad general del embrión (Rodríguez & Jiménez, 

2011). Para lograr esto, es necesario eliminar las dos causas principales de muerte celular 

asociada con la criopreservación, esto es, la formación de cristales de hielo y las 

concentraciones letales de solutos, mientras se mantiene la integridad de los orgánulos 

intracelulares (Edgar & Gook, 2012). La vitrificación es un método ideal para criopreservar 

oocitos y embriones de mamíferos (Castillo-Martín et al., 2014b) debido a las altas tasas 

de enfriamiento y, el corto tiempo de exposición de las células embrionarias a temperaturas 

críticas y a los crioprotectores, factores que minimizan los efectos tóxicos y el daño a la 

membrana de las células embrionarias (Gonçalves et al., 2008). Sin embargo, las 

condiciones del proceso de vitrificación pueden causar daños estructurales y moleculares 

que deterioran la capacidad de desarrollo y criotolerancia de los oocitos y embriones (Piras, 

2019; Hara et al., 2018), un aumento del estrés oxidativo debido a los radicales libres 

excesivos (Len et al., 2019) y un decrecimiento del contenido de glutatión (GSH) (Fang et 

al., 2017). De hecho, después de la fertilización in vitro de oocitos vitrificados/atemperados, 

se ha reportado una reducción de la capacidad de alcanzar el estadio de blastocito (Ito et 

al., 2020; Wang et al., 2018), una disminución de las tasas de supervivencia 

preimplantación (Yao et al., 2017) y un aumento de los niveles de las especies reactivas 

de oxígeno (ROS) (Menéndez-Blanco et al., 2020), producto de la alteración de los 

mecanismos implicados en la regulación del estado oxidativo del embrión. 
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Los radicales libres son moléculas con un número impar o no apareado de electrones de 

valencia. Aunque son vitales para diferentes funciones fisiológicas de los organismos, los 

radicales libres son dañinos cuando se encuentran en grandes cantidades y están 

involucrados en la fisiopatología de diversas enfermedades (Rakhit et al., 2013) como 

cáncer, diabetes y alteraciones cardiovasculares. Las especies reactivas de oxígeno (ROS 

de las siglas en inglés Reactive Oxygen Species) están compuestas de moléculas 

reactivas derivadas de la reducción del oxígeno, en su mayoría poseen un radical libre 

(Covarrubias et al., 2008).  

 

Las ROS se generan como parte de la vida aeróbica normal, durante la reducción de 

oxígeno a lo largo de la cadena de transporte de electrones mitocondriales y como un 

subproducto de la respiración celular (Agarwal y Allamaneni, 2004). Las ROS tienen 

efectos benéficos actuando como moléculas de señalización en procesos fisiológicos 

como: la regeneración de tejidos, la señalización hormonal, la regulación redox intracelular 

y la embriogénesis (Zhong & Zhou, 2013). Las ROS se neutralizan mediante un sistema 

de defensa que consiste en antioxidantes enzimáticos como catalasa, superóxido 

dismutasa y glutatión peroxidasa o reductasa, y numerosos antioxidantes no enzimáticos 

como vitamina C, vitamina E, vitamina A, piruvato, glutatión, taurina e hipotaurina (Sikka, 

2004). En condiciones fisiológicas normales, los ROS y los antioxidantes mantienen una 

relación estable, no obstante, cuando se genera un desequilibrio entre estos dos factores, 

como es el caso de la producción in vitro y criopreservación de embriones (Gupta et al., 

2009), se puede oxidar cualquier molécula celular como lípidos, carbohidratos, 

aminoácidos y ácidos nucleicos, modificando así sus funciones y comprometiendo la 

supervivencia celular, a este proceso se le llama estrés oxidativo (Agarwal y Saleh, 2002). 

Por lo tanto, 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 (Zullo et al., 2016). 

 

El Resveratrol es un polifenol natural, el cual se puede encontrar en una gran variedad de 

plantas y frutos secos, sobre todo, en la uva y el vino tinto (Gambini et al., 2013). Los 

hallazgos de diferentes propiedades, tanto a nivel in vivo como in vitro, tales como 

cardioprotección, antiinflamación, quimioprevención, efectos positivos en enfermedades 

metabólicas y capacidad antioxidante (Gambini et al., 2015), ha permitido realizar varios 
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estudios con el objetivo de identificar funciones biológicas del Resveratrol en la 

reproducción de mamíferos (Longobardi et al., 2017; Mendes et al., 2016; Liu et al., 2013).  

 

En la especie bovina se ha estudiado la suplementación del medio de cultivo de embriones 

con Resveratrol, logrando concluir que bajas concentraciones (0.25 a 1 μM) de este 

compuesto mejora la criotolerancia embrionaria (Salzano et al., 2014) y la calidad de los 

embriones mediante la reducción de los niveles de ROS (Chinen et al., 2020), el aumento 

de la concentración de glutatión reducido (Wang et al., 2014), el aumento de los niveles de 

la beta-oxidación (Abe et al., 2017), el aumento de la expresión de genes relacionados con 

lipólisis y la supresión de genes relacionados con lipogénesis (Torres et al., 2018).  

 

Se ha demostrado que el proceso de atemperado tiene características de mayor 

determinación para la supervivencia de oocitos de ratón, que el proceso de vitrificación 

(Seki & Mazur, 2012, 2009). Algunos autores han utilizado antioxidantes como el ácido 

ascórbico para suplementar los medios de atemperado, logrando mejorar la criotolerancia 

de embriones bovinos sometidos a la vitrificación (Nohalez et al., 2018; Castillo-Martín et 

al., 2014b). Sin embargo, no se encuentran reportes del uso del Resveratrol como 

antioxidante en el medio de atemperado. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue 

evaluar si la suplementación del medio de cultivo in vitro y la solución de atemperado con 

Resveratrol, mejora el desarrollo, la criotolerancia y la calidad post atemperado de 

embriones bovinos producidos in vitro en oocitos aspirados de ovarios obtenidos de una 

planta de faenado y en oocitos de la raza Hartón del Valle (Bos taurus) obtenidos mediante 

aspiración folicular transvaginal guiada por ultrasonografía, estos últimos, se consideraron 

procesos iniciales en la raza, los cuales pueden servir de información base para futuras 

investigaciones con la misma.  

 

 



 

 

Hipótesis 
La suplementación de Resveratrol en los medios de cultivo y de atemperado, mejoran las 

tasas de desarrollo, la calidad y la criotolerancia de embriones bovinos de la raza Hartón 

del Valle producidos in vitro.  

  

 



 

 

Objetivo general 
Evaluar el efecto de la suplementación simultánea del medio de cultivo y la solución de 

atemperado con Resveratrol, sobre el desarrollo, calidad y criotolerancia de embriones 

bovinos de la raza Hartón del Valle (Bos taurus) obtenidos mediante aspiración folicular 

transvaginal guiada por ultrasonografía.  

Objetivos específicos  
 Evaluar el efecto del Resveratrol durante el cultivo in vitro sobre las tasas de clivaje 

y tasas de blastocistos de la raza Hartón del Valle. 

 

 Analizar el efecto del Resveratrol durante el atemperado de embriones de la raza 

Hartón del Valle producidos in vitro, sobre las tasas de re-expansión y eclosión 

embrionaria post vitrificación/atemperado. 

 

 Determinar el efecto del Resveratrol en el medio de cultivo y atemperado, sobre los 

niveles de especies reactivas de oxígeno y el contenido de glutatión intracelular 

medidos 48 horas después del atemperado de embriones Hartón del Valle 

producidos in vitro. 

 

 



 

 

1 Marco conceptual 

1.1 Razas bovinas criollas colombianas 

Las raz1as bovinas criollas deben su origen a un largo proceso de adaptación y selección 

natural de animales procedentes de Europa, los cuales fueron introducidos en el año de 

1493 por Cristóbal Colón y mediante cruzamientos entre sí dieron origen a las razas criollas 

actuales (Pinzón, 1984). Colombia cuenta con siete razas bovinas criollas y dos razas 

sintéticas (Figura 1-1), lo que lo convierte en el país suramericano con mayor diversidad 

de bovinos criollos (Sanchéz, 2005). Estas razas están distribuidas por todo el país, en la 

costa Atlántica se encuentran el Costeño Con Cuernos (CCC) y el Romosinuano (ROMO); 

en la región Andina el Blanco Orejinegro (BON) y el Chino Santandereano (CS); en los 

valles interandinos (Valle del Cauca) el Hartón del Valle (HV); en las planicies inundables 

y altillanura de la Orinoquia colombiana el San Martinero (SM) y el Casanareño (CAS) 

respectivamente (Sanchéz, 2005; Martínez, 2004b; Moreno et al., 2001; Pinzón, 1991).  

Adicionalmente, entre los años 30 y 50, se formaron dos razas bovinas colombianas: el 

ganado Lucerna, en el Valle del Cauca y la raza Velásquez, en el Valle del Magdalena 

(Pinzón, 1991). 

 

Las razas criollas colombianas son de vital importancia para lograr los objetivos de una 

ganadería sostenible, ya que estas evolucionaron en condiciones adversas, con pocas 

prácticas de manejo, y se adaptaron a gran variedad de entornos en Colombia, donde 

adquirieron características únicas de gran importancia que deben ser conservadas, como 

el uso eficiente de forrajes y subproductos de baja calidad nutricional típicos del trópico, 

resistencia a enfermedades tropicales y, un alto grado de longevidad y fertilidad (Anzola, 

2005). Además, el valor genético de las razas criollas colombianas radica en la capacidad 

de comportarse fisiológicamente como animales Bos indicus pero con base genética Bos 

taurus, siendo esta una característica única de las razas criollas (Hernández, 1996), 

generándoles rusticidad, mayor tolerancia al estrés calórico y menores costos de 

producción en condiciones adversas (Núñez et al., 2016).  

 

Todas las características mencionadas son transferibles a la siguiente generación, 

permitiendo usar estos recursos genéticos en programas de cruzamiento en sistemas de 

producción con modelos sostenibles. De igual manera, se pueden implementar 
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producciones en modelos extensivos, reduciendo la inversión y los costos de producción, 

y además logrando promedios de producción aceptables en zonas geográficas difíciles que 

generen sostenibilidad a los pequeños y medianos productores (Anzola, 2005). 

 
Figura 1-1 Razas Criollas Colombianas y su distribución en el país. 

 
Tomado de (Hernández, 1996) 

1.2 Hartón del Valle 

1.2.1 Origen 

El origen de la raza criolla Hartón del Valle (Figura 1-2 y 1-3) se vincula a los vacunos 

ibéricos traídos por los españoles durante la época de la colonia (González & Arango, 

1974). Llegaron al valle geográfico del río Cauca por dos rutas: Por el sur, donde los 

ganados eran descendientes de especímenes traídos de Quito por Belalcázar a Cali 

(Pinzón, 1984). Por el occidente, llegaron ganados traídos por el camino de Dagua 

procedentes de la otrora isla de la española y de Nicaragua, por la vía Panamá - 

Buenaventura (Pinzón, 1984). Según Álvarez et al. (2011) las razas de origen ibérico más 

cercanas al HV son: Rubia Gallega, Tudanca, Murciana, Negra Serrana, Garvonesa, 
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Pajuna, Avileña y Mertolenga, esto lo concluyeron mediante un estudio de ADN 

mitocondrial, además confirmaron que el árbol filogenético presenta ancestralidad ibérica 

e influencia africana en las razas criollas de América Latina (Álvarez et al., 2011). El 

cruzamiento entre sí de estas razas dio origen a la raza HV, la cual, después de varios 

años de adaptación a la región y seleccionada más de forma natural que por el hombre, 

desarrolló ciertas características ventajosas para la región a la que debe su nombre, en 

donde siempre ha vivido bajo modelos de cruzamiento de endogamia cerrada (Álvarez, 

1999). El origen del término “Hartón” tiene dos teorías; para González y Arango (González 

& Arango, 1974) se da debido a que en la región este término es utilizado para designar 

cosas o animales que resaltan por su buen tamaño, mientras que Casas y Valderrama 

(Casas & Valderrama, 1998) explican que el término se da por la semejanza de los cuernos 

de los animales con el plátano hartón y a partir de 1976 se decide llamarlo “Hartón del 

Valle”. El Hartón del Valle tiene como zona de influencia el Valle del río Cauca con 

precipitación promedio de 900 mm, alturas sobre el nivel del mar entre 950 y 1450 metros 

y con clima cálido seco (65 - 70 % humedad relativa) (Valderrama, 2003). 

 

Figura 1-2 Hembra representativa de la raza Hartón del Valle. Tamaño y longitud media, 

de conformación angulosa. Ubre de buen volumen, simétrica y de profundidad moderada. 

Pelaje de amarillo claro (bayo) al rojizo (cereza). Pelos finos, cortos o medianos. Piel negra 

u oscura. 

 
Fotografía de Daniela García Rosero (Valle del Cauca, Colombia. 2020):  
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Figura 1-3 Macho representativo de la raza Hartón del Valle. Tamaño y longitud media, de 

conformación angulosa. Bolsa escrotal y testículos simétricos, de buen tamaño, bien 

conformados, pigmentados o no. Prepucio reducido o mediano. Pelos finos, cortos o 

medianos. Piel negra u oscura. 

 
Fotografía de Daniela García Rosero (Valle del Cauca, Colombia. 2020):  

 

1.2.2 Bondades de la raza 

Son varias las bondades de la raza HV que resaltan su importancia, ya sea en animales 

puros como en sistemas de cruzamiento con razas de alta producción (Casas & 

Valderrama, 1998). Bondades fisiológicas y anatómicas adecuadas para el trópico 

colombiano ,el cual se caracteriza por una alta temperatura y humedad, así como por una 

intensa luminosidad solar (Campos et al., 2004), algunas de estas ventajas son: tolerancia 

al estrés calórico (Casas & Valderrama, 1998); piel pigmentada de negro, gruesa (12 mm), 

pelo corto y graso; haciéndolo menos susceptible al nuche (Dermatobia hominis) (De Alba, 

1985); respuesta fisiológica de mejor comportamiento a los cambios durante el periodo de 

transición (Hernández et al., 2011) y niveles mas bajos de concentraciones séricas de 

triyodotironina (T3) en comparación a otras razas extranjeras, indicando una posible tasa 

metabólica menor como mecanismo de adaptación para disminuir el calor corporal 

(Campos et al., 2004). Bondades productivas y reproductivas como mejores tasas de 
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servicios por concepción e intervalo de parto a concepción, que razas especializadas, las 

comparaciones se muestran en la tabla 1-1 (Casas & Casas, 1982); peso al nacer reducido 

para facilitar el parto (Tobar & Varela, 1989); mortalidad reducida (Casas & Valderrama, 

1998) y proteínas de plasma seminal relacionadas a la calidad superior del semen frente 

a razas cebuinas (Saavedra, 2018). Por último, variabilidad de genes relacionados con 

resistencia a diferentes enfermedades como el gen Nramp1, conocido como proteína del 

macrófago asociada a resistencia natural, se localiza en el cromosoma 2 en bovinos e 

influye en la tasa de replicación intracelular de diferentes micobacterias y parásitos en el 

macrófago, mostrando la posibilidad de la raza Hartón del Valle de tener genes adaptados 

a resistencia de enfermedades producidas por patógenos intracelulares en bovinos (Trujillo 

& Valderrama, 2006) y alta diversidad genética en el locus BoLA-DRB3 (Hernández et al., 

2015)., el cual, ha sido asociado con resistencia y/o susceptibilidad a una gran variedad 

de enfermedades como la mastitis (Rosero et al., 2012), la leucosis viral bovina (Hernandez 

et al., 2016; Panei et al., 2009) y la infección con Babesia bigemina (Bolaños et al., 2017), 

y a enfermedades transmitidas por garrapatas (Rastislav & Mangesh, 2012; Juliarena et 

al., 2009; Martínez et al., 2005b). 

 

Tabla 1-1 Comportamiento reproductivo de las razas Holstein, Hartón del Valle y Mestizo, 

según las variables servicios por concepción e intervalo de parto a concepción.  

Concepciones por servicio1 

Raza Total animales 
Animales preñados al tercer 

servicio 

Porcentaje de animales preñados al tercer 

servicio 

Mestizo 21 18.00 85.71% 

Hartón 86 73.00 84.88% 

Holstein 455 345.00 75.82% 

 

Intervalo parto a concepción2 

Raza 
Total 

animales 

IPC de 

41-60 

días 

Porcentaje 

de preñez 

a los 41-

60 días 

IPC de 

61-90 

días 

Porcentaje 

de preñez 

a los 61-

90 días 

IPC de 

91-120 

días 

Porcentaje 

de preñez 

a los 91-

120 días 

Porcentaje 

de preñez 

Total a los 

120 días 

Mestizo 21 6 28.57% 7 33.33%% 5.00 23.81% 85.71% 

Hartón 86 6 6.98% 33 38.37%% 19.00 22.09% 67.44% 

Holstein 455 51 11.21% 153 33.63%% 85.00 18.68% 63.52% 

1Comparación de los porcentajes de preñez al primer y segundo servicio, y el porcentaje de preñez 
acumulado Servicio. 2IPC: Intervalo Parto a Concepción. Se evaluaron los porcentajes de preñez 
de acuerdo con diferentes IPC. Tomado de: (Casas & Casas, 1982). 
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1.2.3 Estado actual 

En el último censo oficial, la población del HV era la más numerosa de las razas criollas, 

con 5.120 animales (Martínez, 1999). Sin embargo, Asocriollo en el 2003 presentó una 

cifra de 2.049 animales de HV, expresando la preocupación que existe sobre la 

identificación de la raza en categoría “vulnerable”. Esta disminución en el inventario es 

causada, principalmente, por el desconocimiento de los beneficios raciales, lo que lleva a 

cruzamientos absorbente con razas importadas, lo que conlleva a la sustitución de la raza 

criolla por la raza introducida mediante cruzamientos sucesivos (Ossa, 2004). Esto ha 

llamado la atención de las entidades estatales, generando que en el 2017 se lograra la 

Ordenanza 451 que declara el ganado Hartón del Valle como patrimonio genético, social y 

económico del departamento del Valle del Cauca (Asamblea de Valle del Cauca, 2017). 

Además, el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), en alianza con La 

Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) y con recursos del 

Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), crearon el banco de germoplasma in vivo de la 

raza criolla Hartón del Valle (BGHV), el cual funciona desde el año 2014 en el Centro de 

Investigación de Agrosavia - Palmira, permitiendo la conservación de la variabilidad 

genética de la raza (Quintero & Ospina, 2017). 

1.3 Producción de embriones in vitro 

La producción in vitro de embriones (PIVE) es una biotecnología con gran potencial en el 

proceso de mejoramiento genético debido a que, al complementarse con la transferencia 

de los embriones, permite reducir el intervalo generacional, además de aumentar el 

número de crías genéticamente superiores y permite generar progenie de animales 

genéticamente superiores pero incapaces de concluir gestaciones con éxito (Rodríguez-

Martínez, 2012).  

 

Desde hace unos años se viene realizando importantes avances en el sistema de PIVE, 

los cuales buscan mejorar la viabilidad y rendimiento de las distintas etapas del proceso 

(Ferre & Cattaneo, 2013) las cuales son: colecta y selección de los oocitos, maduración 

(MIV) y fertilización (FIV) de oocitos, y desarrollo embrionario (CIV) (Gonçalves et al., 

2001). En cuanto a la colecta de oocitos, en los últimos 10 años la PIVE se ha venido 

acompañando de la aspiración folicular transvaginal guiada por ultrasonografía (Ovum 
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pick-up - OPU) generando un avance significativo de la técnica (Stroud, 2011), siendo esta 

última de utilidad para lograr aumentar la progenie de animales de gran valor genético sin 

comprometer la integridad de la donante.  

 

Diferentes reportes indican que el uso de la PIVE ha venido creciendo de manera 

considerable. Según la International Embryo Technology Society (IETS) en su informe 

anual de datos recogidos a nivel mundial, el aumento en el número de embriones de PIV 

del año 2017 al 2018 (+2.6%) fue menos drástico que la cifra observada del año 2016 al 

2017 (+48%), sin embargo, fue suficiente para que la industria mundial de embriones 

alcanzara un nuevo nivel de alrededor de 1.5 millones de embriones producidos por año, 

donde los embriones obtenidos por PIV representaron 2/3 del total de los embriones 

bovinos (Viana, 2019). Debido a este incremento se ha generado la necesidad de 

criopreservar los excedentes de embriones de dicha producción (Rodríguez & Jiménez, 

2011).   

1.4 Criopreservación de embriones  

La criopreservación de embriones se ha convertido en un método altamente utilizado en 

embriones comerciales, debido a la similitud de supervivencia entre los embriones frescos 

y los criopreservados (Shaw et al., 2000). Además, en algunos países la producción de 

embriones superó el número de receptoras, obligando a criopreservar los excedentes 

(Cutaia & Bó, 2007). De igual forma, la opción de conformar bancos in vitro, ha permitido 

el almacenamiento, transporte y la programación de actividades para el uso de dichas 

estructuras (Luster, 2004). 

 

La cualidad más relevante de la criopreservación de embriones, es lograr el 

almacenamiento en condiciones de bajas temperaturas (-196ºC), tratando de mantener la 

integridad general del embrión (Rodríguez & Jiménez, 2011). Para lograr esto, es 

necesario eliminar las dos causas principales de muerte celular asociada con la 

criopreservación, esto es, la formación de cristales de hielo y las concentraciones letales 

de solutos, mientras se mantiene la integridad de los orgánulos intracelulares (Edgar & 

Gook, 2012).  
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Los métodos de criopreservación se pueden clasificar de acuerdo con la velocidad de 

congelamiento, dos de los más importantes son el método de congelación lenta y la 

congelación ultrarrápida o vitrificación (Ávila-Portillo et al., 2006). 

 

En el primer método, la congelación lenta logra mantener un equilibrio entre los elementos 

que pueden ocasionar daño a la célula, como la fracturación de la zona pelúcida del 

embrión, la formación de cristales de hielo, el daño tóxico y osmótico, así como las 

variaciones de los orgánulos intracelulares y del citoesqueleto (Jang et al., 2017; Almiñana 

& Cuello, 2015; Seidel, 2010). Esta técnica, fue la primera en ser implementada para la 

crioconservación de embriones bovinos, permitiendo las primeras transferencias directas 

de embriones (Voelkel & Hu, 1992). Sin embargo, los resultados de este método durante 

la criopreservación de embriones in vitro han sido menos eficaces en comparación a los 

obtenidos en embriones in vivo (Alvarenga et al., 2007; Dinnyes & Nedambale, 2009). Lo 

anterior se debe, principalmente, a la composición lipídica de los embriones producidos in 

vitro, la cual parece afectar el proceso de criopreservación (Baldoceda et al., 2014) y a una 

masa celular interna relativamente menor (Iwasaki et al., 1990). El segundo método 

corresponde a la vitrificación, la cual se ha convertido en una alternativa para la 

criopreservación de este tipo de embriones (Vanderzwalmen et al., 2015). 

1.5 Vitrificación de embriones 

La vitrificación es una técnica de congelación ultrarrápida que tiene como base el contacto 

directo de los embriones y la solución crioprotectora con el nitrógeno líquido (N2L) (Rall y 

Fahy, 1985). El principio fundamental de la vitrificación consta de la solidificación de un 

líquido sin alcanzar la cristalización, debido a un incremento de la viscosidad (Rall y Fahy, 

1985). La solución vitrificante contiene concentraciones elevadas de crioprotectores que al 

ser enfriados no se cristalizan, sino que se tornan viscosos logrando un estado similar al 

vidrio fundido (Rall y Fahy, 1985).  El estado vítreo se consigue habitualmente por la 

exposición de los embriones a concentraciones elevadas de crioprotectores. 

Posteriormente, se carga en un empaque con bajo volumen (0.1 -2 µl) para facilitar un 

enfriamiento rápido (≈25.000 °C / min), el cual se consigue mediante la exposición 

inmediata a N2L, ya sea en un sistema abierto o cerrado. (Edgar & Gook, 2012; He et al., 

2008). La tasa de enfriamiento es de suma importancia para transformar el líquido a vidrio 
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sin formar cristales de hielo (Liebermann et al., 2003). De igual manera, también se 

requiere altas tasas de atemperado para garantizar que el sistema no se convierta de vidrio 

a hielo durante el atemperado (Seki & Mazur, 2009).  

 

Son varias las ventajas que la vitrificación presenta ante la congelación lenta convencional, 

entre las más importantes están: No hay cristalización del embrión, poco tiempo de 

exposición a crioprotectores, mayor velocidad de enfriamiento, protocolos sencillos y 

rápidos, técnica menos costosa (Liebermann et al., 2003). Gracias a estas ventajas, la 

técnica de vitrificación ha adquirido gran valor en los procesos de criopreservación tanto 

de embriones in vitro como oocitos y embriones in vivo (Rodríguez & Jiménez, 2011). Gran 

variedad de protocolos de vitrificación se han implementado para la criopreservación de 

embriones, estos varían en el tipo y concentración de crioprotectores, el sistema de 

empaque, el número de pasos de equilibrio y la suplementación del medio de cultivo para 

la producción de embriones, siendo el protocolo de Cryotech® (Figura 1-4) uno de los más 

estudiados y utilizados de manera comercial en el área de biotecnologías reproductivas, 

gracias a sus procesos estandarizados y resultados eficientes (Gutnisky et al., 2013). 

 

Figura 1-4 Esquema sugerido por casa comercial para vitrificación de oocitos y embriones. 
ES: Solución Equilibrio; VS1: Primera Solución de Vitrificación; VS2: Segunda Solución de 
Vitrificación; LN2: Nitrógeno Líquido. 

 
Tomado de: (Cryotech®, 2019) 

1.5.1 Dispositivo de empaque 

A través de los años se han desarrollado diferentes sistemas de empaque para embriones 

vitrificados, con el fin de lograr altas velocidades de enfriamiento con el mínimo volumen 

de crioprotectores, para así reducir la embriotoxicidad y lograr con éxito el estado vítreo 

(Rios et al., 2010). El primer método utilizado para almacenar embriones vitrificados fue la 

pajilla plástica convencional de volúmenes mayores a 20 µl y solo lograba tasas de 
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enfriamiento de 2000°C/min. Debido a esto, han surgido nuevos dispositivos donde el 

embrión entra en contacto directo con el N2L, logrando aumentar las tasas de 

congelamiento (Ha et al., 2014b, 2014a). Entre los dispositivos desarrollados para 

aumentar las tasas de enfriamiento en embriones vitrificados están: La “Pajilla Abierta 

Estirada” o con la abreviatura de OPS por sus siglas en inglés (Open Pulled Straw) (Vajta 

et al., 1998); las rejillas para microscopio electrónico (EM) (Park et al., 1999); la “Pajilla 

Cerrada Estirada” o “Closed Pulled Straw” (CPS) (Yu et al., 2010); el uso de papel 

contenedor para el almacenamiento de la solución crioprotectora y los embriones (Kim et 

al., 2012); la OPS modificada (Ha et al., 2014a); KVS de sus siglas en inglés “Kitasato 

Vitrification System”  y Closed-KVS (Momozawa et al., 2019); CPIL de sus siglas en inglés 

“Calibrated Plastic Inoculation Loop” (Marco-Jiménez et al., 2016); . Sarah® (Arav et al., 

2018; Ledda et al., 2018); E. Vit (Ledda et al., 2019); VitTrans (González et al., 2019); 

MVAC de sus siglas en inglés “Micro Volume Air Cooling” (Punyawai et al., 2015); entre 

otros dispositivos que han sido motivo de estudios, buscando perfeccionar el proceso de 

vitrificación de embriones desde el componente del dispositivo de almacenamiento.  No 

obstante, la mayoría de los estudios recientes, que publican nuevos dispositivos para la 

vitrificación de embriones, utilizan el dispositivo Cryotop® como control de los 

experimentos, debido a que es el método más utilizado mundialmente, ya que tiene 

procesos estandarizados y resultados satisfactorios (Takahashi et al., 2020; Gonzalez et 

al., 2019; Marco-Jiménez et al., 2016; Punyawai et al., 2015). Además, el método Cryotop® 

ha sido aplicado en más de 1.500.000 casos clínicos en más de 90 países y 2.200 centros 

de reproducción asistida (Kitazato®, 2020). 

1.5.2 Soluciones vitrificantes 

Las soluciones de vitrificación con bajas concentraciones de crioprotectores (menos de 

10%) se añaden en un solo paso, ya que bajas concentraciones no generan ningún 

problema de osmolaridad. Sin embargo, soluciones para vitrificación con concentraciones 

cerca o superior al 50% no se pueden añadir en un solo paso debido a que la respuesta 

de concentración osmótica inicial sería demasiado extrema (Wowk, 2007). Por lo que 

normalmente el tejido o las células a vitrificar se exponen sucesivamente en varias 

soluciones que contienen concentraciones de crioprotectores en aumento.  Lo ideal es 

hacer la adición lo más cerca a la temperatura 0°C para minimizar toxicidad, 
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posteriormente se debe lograr el enfriamiento lo más rápido posible (Bajo & Coroleu, 2009). 

Las soluciones vitrificantes están compuestas de una solución vehículo, crioprotectores y, 

en algunas ocasiones, bloqueadores de hielo.  

1.5.2.1 Solución vehículo 

El papel de la solución vehículo es proporcionar soporte básico y mantener la integridad 

de las células a temperaturas cercanas al punto de congelación. Contiene sales, agentes 

osmóticos, tampones de pH e ingredientes nutritivos. Los ingredientes se encuentran en 

una solución isotónica evitando la crenación o lisis de las células (Bhattacharya, 2018; 

Fahy et al., 2004). El suero fetal bovino (SFB) es uno de los suplementos más utilizados 

en las soluciones vitrificantes, el cual está compuesto de componentes como proteínas, 

oligoelementos, vitaminas, glucosa y factores de crecimiento vitales para el crecimiento, 

mantenimiento y proliferación celular (Lee et al., 2003).  

 

En la actualidad se ha tratado de sustituir el SFB por compuestos más económicos y de 

similar comportamiento. Mori y colaboradores (2015), demostraron el uso de la 

hidroxipropilcelulosa (HPC) como sustituto para suplementar las soluciones vitrificantes, 

siendo una opción más rentable y de más fácil acceso (Mori et al., 2015). Coello y su equipo 

corroboraron el uso de la HPC como sustituto en la suplementación de la solución 

vitrificante, adicionalmente reemplazaron la sucrosa por trehalosa, concluyendo que la 

combinación de estos dos componentes funciona como sustituto (Coello et al., 2016). 

También se ha probado la adición de Calcio a la solución de vehículo sin encontrar efectos 

significativos (Marques et al., 2018).  

 

Se pueden utilizar diferentes concentraciones de crioprotectores en las soluciones 

vitrificantes, pero solo se utiliza una concentración de solución de vehículo, esto significa 

que las soluciones vitrificantes siempre van a utilizar una misma solución de vehículo sin  

importar la concentración de los crioprotectores (Wowk, 2007).   

1.5.2.2 Crioprotectores 

Los crioprotectores son sustancias utilizadas para la protección de células o tejidos del 

daño que se produce durante los procesos de congelación y descongelación, debido 

principalmente a la formación de hielo (Bajo & Coroleu, 2009). Un de los pilares de la 
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vitrificación consiste en la criopreservación mediante el aumento de la viscosidad de la 

solución crioprotectora, por lo cual, requiere de elevadas concentraciones de 

crioprotectores (4-8 M) comparadas con las utilizadas en la congelación lenta (1-2 M) 

(Woods et al., 2004).  

 

Cuando el medio inicial de congelación sólo contiene sales (electrolitos), las 

concentraciones de sal en la fracción no congelada llegarán a niveles extremadamente 

altos una vez que la temperatura disminuye. En contraste, en un medio que contiene una 

gran proporción de solutos no electrolitos, la concentración total de solutos a temperatura 

bajo cero será la misma que un medio que contiene sólo sales, sin embargo, la 

concentración de sal será mucho menor en la primera (FAO, 2012).  

 

Existen sustancias que se pueden utilizar como solutos no electrolitos, estas se dividen en 

dos grupos: las permeables y las no permeables. Las primeras son sustancias de bajo 

peso molecular, tienen como función reemplazar el agua intracelular, logrando transformar 

las características fisicoquímicas y la respuesta frente al descenso de la temperatura 

mediante la reducción del punto de congelación de la suspensión evitando la formación de 

cristales de hielo (Izquierdo et al., 2015). Las más comunes son los glicoles como el 

etilenglicol (EG) (Aye et al., 2010; El-Shahat & Hammam, 2014; El-Shalofy et al., 2017; J. 

Souza et al., 2018); el propanodiol (PROH) (Lawson et al., 2011; Aye et al., 2010); 

propileglincol (PG) (J. F. Souza et al., 2018) y el glicerol (El-Shahat & Hammam, 2014; El-

Shalofy et al., 2017; Phillips y Jahnke, 2016). Otros crioprotectores que han mostrado 

resultados alentadores son: Dimetilsulfóxido (DMSO) (El-Shahat & Hammam, 2014; El-

Shalofy et al., 2017; Lawson et al., 2011; Phillips & Jahnke, 2016; J. Souza et al., 2018); 

Dimetilformamida (DMF) (Giraldo et al., 2012); Poli-carboxilado L–lisina (Fujikawa et al., 

2018); L-Prolina (Zhang et al., 2016); glutatión (Pereira et al., 2019) y etilenglicol monometil 

éter (Madeira et al., 2015). 

 

Los no permeables son compuestos que pueden ser de alto o bajo peso molecular y, que 

normalmente se utilizan en asociación con las sustancias permeables, estos se encargan 

de reducir el agua intracelular por efecto osmótico. Cuando la célula entra en contacto con 

una solución de crioprotectores no permeables, comúnmente utilizados en la 

criopreservación, la célula se deshidrata para contrarrestar la diferencia de presión 
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osmótica (Izaguirre, 2012). Las más utilizadas son azúcares como la trehalosa, la 

sacarosa, la glucosa (Lestari et al., 2018; Rodríguez  et al., 2008; J. Souza et al., 2018).   

Adicionalmente, se ha investigado la adición combinada de crioprotectores de bajo peso 

molecular (permeables) con crioprotectores de alto peso molecular (no permeables), ya 

que al adicionar estos últimos se reduce la toxicidad debido a que disminuye la 

concentración de crioprotectores dentro de la célula (Liebermann et al., 2003). Algunos 

autores han combinado ambos tipos de crioprotectores encontrando que la mejor 

combinación sobre las tasas de eclosión y expansión in vitro fue la que contenía 

EG+DMSO+sacarosa (Fujikawa et al., 2018; Souza et al., 2018).  

1.5.3 Atemperado 

Durante el proceso de atemperado se produce un rápido aumento del contenido de agua 

intracelular, lo que puede ocasionar un choque osmótico, por lo cual, se utiliza un buffer 

osmótico, no tóxico e impermeable como la sacarosa para reducir este evento (Kondo et 

al., 2014). La velocidad de calentamiento se relaciona a los crioprotectores implementados 

y su concentración (Fahy et al., 1984).  Para atemperar una muestra vitrificada se deben 

exponer los embriones a diferentes soluciones hipertónicas y rehidratantes con 

concentraciones decrecientes de soluciones no permeables (sacarosa), todo este proceso 

dura entre 3 y 5 min y se hace a temperatura media de 37°C, con el fin de rehidratar los 

embriones y retirar los crioprotectores utilizados (Hlavicová et al., 2010).   

 

Durante la fase de calentamiento, se ha tratado de adicionar agentes que mejoren los 

efectos producidos durante la vitrificación. La adición de la glicoproteína anticongelante 8 

(AFGP8) durante la vitrificación ha demostrado que puede ayudar a proteger los blastocitos 

bovinos contra las lesiones inducidas por el frío (Liang et al., 2017). Otro agente que se ha 

utilizado con éxito es la melatonina, la cual añadida durante la maduración de los oocitos 

o en la solución vitrificante, logró disminuir los niveles de especies reactivas de oxígeno e 

inhibió los eventos apoptóticos de los oocitos bovinos vitrificados, aumentando en 

consecuencia su potencial de desarrollo (Zhao et al., 2016). Al igual que los protocolos de 

vitrificación, existen protocolos estandarizados para el calentamiento con excelentes 

resultados, siendo el de Cryotech uno de los más utilizados para el proceso de atemperado 

con resultados satisfactorios, tanto en investigación como comercialmente. La Figura 1-5 

muestra el procedimiento para el atemperado usando el método de Cryotech. 
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Figura 1-5 Protocolo de Cryotech® para atemperado de oocitos y embriones. TS: Solución 
de calentamiento; DS: Solución de dilución; WS: Solución de lavado. 

 
Tomado de (Cryotech®, 2019). 

1.6 Estrés oxidativo y especies reactivas de oxígeno  

Los radicales libres son moléculas con un número impar o no apareado de electrones de 

valencia. Aunque son vitales para diferentes funciones fisiológicas de los organismos, los 

radicales libres son dañinos cuando se encuentran en grandes cantidades y están 

involucrados en la fisiopatología de diversas enfermedades (Rakhit et al., 2013) como 

cáncer, diabetes y alteraciones cardiovasculares (Beckman et al., 1990). Las especies 

reactivas de oxígeno (ROS de las siglas en inglés Reactive Oxygen Species) están 

compuestas de moléculas reactivas derivadas de la reducción del oxígeno, en su mayoría 

poseen un radical libre (Covarrubias et al., 2008). Las ROS se generan como parte de la 

vida aeróbica normal, durante la reducción de oxígeno a lo largo de la cadena de transporte 

de electrones mitocondriales y como un subproducto de la respiración celular (Figura 1-6) 

(Agarwal y Allamaneni, 2004). Tres de los miembros de las ROS más comunes incluyen el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el anión superóxido (O2
−) y el radical hidroxilo (OH−) 

(Agarwal & Allamaneni, 2004). 

 

Las ROS tienen efectos benéficos actuando como moléculas de señalización en procesos 

fisiológicos como: la regeneración de tejidos, la señalización hormonal, la regulación redox 

(reducción-oxidación) intracelular y la embriogénesis (Zhong & Zhou, 2013). Las ROS se 
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neutralizan mediante un sistema de defensa que consiste en antioxidantes enzimáticos 

como catalasa, superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa o reductasa, y numerosos 

antioxidantes no enzimáticos como vitamina C, vitamina E, vitamina A, piruvato, glutatión, 

taurina e hipotaurina (Sikka, 2004). En condiciones fisiológicas normales, los ROS y los 

antioxidantes mantienen una relación estable, no obstante, cuando se genera un 

desequilibrio entre estos dos factores, se puede oxidar cualquier molécula celular como 

lípidos, carbohidratos, aminoácidos y ácidos nucleicos, modificando así sus funciones y 

comprometiendo la supervivencia celular, a este proceso se le llama estrés oxidativo 

(Agarwal y Saleh, 2002). Por lo tanto, 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 (Zullo et al., 2016). 

 

Por otra parte, la mitocondria es susceptible al daño oxidativo, principalmente los 

complejos I y II los cuales hacen parte de la cadena de transporte de electrones de la 

mitocondria encargada de la producción de ATP en la célula (Selivanov et al., 2011). El 

daño es generado por la producción de radicales superóxido, los cuales pueden afectar 

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

transportadora de electrones mitocondrial (Selivanov et al., 2011).  
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Figura 1-6 Diagrama esquemático de la producción de ROS en la célula y sus efectos. 

 
Tomado de (Takahashi, 2012).  

1.6.1 Especies reactivas de oxígeno durante la PIVE 

Cuando los gametos y embriones son producidos mediante procedimientos in vitro, se 

exponen a factores inductores de ROS, generando mayor riesgo de desarrollo de estrés 

oxidativo que durante la producción in vivo (Gupta et al., 2009) y su impacto negativo puede 

amplificarse debido a la falta de mecanismos de defensa fisiológicos y la ausencia de 

antioxidantes naturales (Lampiao, 2012). Estos factores o fuentes de ROS, pueden ser 

endógenos originados a partir de los gametos o embriones, o por factores ambientales 

exógenos (du Plessis et al., 2008).  

1.6.1.1 Factores endógenos  

El embrión produce energía a través de la generación de ATP mediante el mecanismo de 

fosforilación oxidativa mitocondrial y la glucólisis (Agarwal et al., 2014b). El metabolismo 
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aeróbico está relacionado con la generación de ROS, este metabolismo puede generar un 

exceso de ROS en el sistema del embrión (Thompson et al., 2000). A medida que se 

desarrolla, el embrión es capaz de producir ROS mediante tres sistemas enzimáticos: 

fosforilación oxidativa, sistemas de NADPH oxidasa y xantina oxidasa (Guerin et al., 2001). 

Los embriones sometidos a elevados niveles de ROS son de menor calidad y desarrollo 

(Agarwal et al., 2003). La producción de ROS se incrementa en los embriones cultivados 

in vitro en comparación con los in vivo, debido a la presencia de factores externos y a la 

ausencia de la protección enzimática antioxidante que se encuentra en el proceso natural 

(Agarwal et al., 2014a). 

1.6.1.2 Factores exógenos  

Durante la producción in vitro de embriones, la generación excesiva de ROS puede darse 

en diferentes etapas, lo que lleva al estrés oxidativo. La exposición del oocito al estrés 

oxidativo puede causar reducción de su calidad y afectar la interacción con los 

espermatozoides, afectando la implantación. Además, la exposición de ROS durante el 

desarrollo embrionario puede causar apoptosis y fragmentación del embrión, lo que 

conlleva a la muerte embrionaria previa a la implantación (Jana et al., 2010).  Las 

principales fuentes de estrés oxidativo durante la producción in vitro de embriones se 

muestran en la Figura 1-7. 
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Figura 1-7 Efectos del estrés oxidativo y las fuentes de especies reactivas de oxígeno 
durante la producción in vitro de embriones. 

 
Tomado de (Torres-Osorio et al., 2019). 

1.6.2 Criopreservación y estrés oxidativo en la PIVE 

Aunque la optimización de crioprotectores y protocolos ha mejorado la viabilidad celular, 

el proceso de congelación y descongelación es un factor que genera estrés oxidativo el 

cual puede cambiar la estructura e integridad celular (Agarwal et al., 2014b). Las ROS, que 

se difunden a través de las membranas lipídicas, alteran la estructura y la función de las 

macromoléculas celulares, lo que puede producir peroxidación lipídica, inactivación de 

proteínas, fragmentación de la cadena de ADN, entre otros (Guerin et al., 2001). Las ROS 

pueden dañar el ADN mitocondrial, afectando la expresión de proteínas importantes para 

la cadena de transporte de electrones. Esto generalmente aumenta la producción de ROS 

y termina en un círculo vicioso de ROS y disfunción mitocondrial, lo que contribuye a la 

apoptosis celular inducida por ROS (Van Houten et al., 2006). Los embriones producidos 

in vitro, especialmente los embriones vitrificados, son altamente sensibles a los ROS 

debido a la disminución de las defensas antioxidantes intracelulares a causa de la 

vitrificación y la falta de captadores de radicales libres en el ambiente extracelular (Habibi 

et al., 2010). La principal desventaja de la vitrificación, en el caso de oocitos, es la tasa de 

retraso en el desarrollo embrionario preimplantación atribuida a la elevación de los niveles 
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de ROS (Gupta et al., 2010), las cuales están implicadas en la detención del desarrollo 

embrionario (Salzano et al., 2014) y en las fragmentaciones embrionarias o muerte celular 

programada (Yang et al., 1998).  

 

La producción de ROS en forma de O2
− se ha detectado en células reproductivas 

sometidas al proceso de criopreservación, estas son de corta duración y debido a su carga 

no cruzan con facilidad las membranas lipídicas o mitocondriales (Mumbengegwi et al., 

2008). El O2
− puede transformarse en H2O2 mediante tres isoformas de superóxido 

dismutasas localizadas en el citosol, en la mitocondria y extracelularmente (Fukai y Ushio 

Fukai, 2011). El O2
− participa en la reacción de Fenton y Haber-Weiss en presencia de un 

catalizador de hierro ferroso (Fe2+) generando un radical hidroxilo (OH−). El OH−, difiere del 

O2
−, ya que es especialmente reactivo.  El OH− es considerado la ROS con mayor 

capacidad de daño (Dickinson y Chang, 2011) y puede originar la oxidación de los 

aminoácidos (Yoshikawa et al., 1991), lo que provoca la fragmentación y modificación de 

las proteínas (Liu et al., 2017). En cuanto al H2O2, tiene una reactividad particularmente 

selectiva de solo ciertas moléculas y puede causar la oxidación de grupos tiol. El H2O2 es 

tóxico a elevadas concentraciones ya que puede reducirse, en presencia de Fe2+, en OH− 

mediante la reacción de Fenton (Thomas et al., 2009). 

 

Diferentes estudios han demostrado el aumento de los niveles de ROS intracelular durante 

el proceso de vitrificación de embriones bovinos (Gutnisky et al., 2020; Hara et al., 2018; 

Zhao et al., 2012), porcinos (Castillo-Martín et al., 2014a; Gupta et al., 2010; Somfai et al., 

2007), ovinos (Succu et al., 2018) y ratones (Wang et al., 2018; Somoskoi et al., 2015; Gao 

et al., 2012) en comparación a embriones frescos y embriones congelados 

convencionalmente mediante la técnica de congelación lenta (Somoskoi et al., 2015; Zhao 

et al., 2012). Además, se ha evidenciado una relación entre el retardo del desarrollo 

embrionario, el aumento en los niveles de ROS y la disminución del antioxidante 

intracelular glutatión (GSH) con los embriones vitrificados (Wang et al., 2018; Gao et al., 

2012; Gupta et al., 2010; Somfai et al., 2007). Sin embargo, otros autores han reportado 

no encontrar diferencias significativas entre el desarrollo de embriones frescos y vitrificados 

de bovinos (Madrid et al., 2019b; Yashiro et al., 2015); ratón (Youm et al., 2017); ovinos 

(Saraiva et al., 2018). La discrepancia en los estudios puede ser atribuida a las diferencias 

entre los crioprotectores, las soluciones de atemperado, los procedimientos de 

criopreservación y a las diferencias biológicas entre las especies utilizadas en los estudios 
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(Castillo-Martín et al., 2014a; Zhao et al., 2012). Una muestra de lo anterior es lo 

argumentado por Yashiro et al. (2015), quienes no encontraron diferencias en los niveles 

de ROS entre embriones bovinos frescos y vitrificados, atribuyen estos resultados a la 

utilización de un dispositivo Cryotop, lo que podría concentrar el estrés oxidativo en la 

membrana plasmática. Otro ejemplo de lo anterior, lo reportaron Saraiva et al. (2018), 

quienes utilizaron embriones in vivo de ovinos y no encontraron diferencias significativas 

de los niveles de ROS entre el grupo control o embriones frescos y los embriones 

sometidos a la vitrificación, estos resultados pueden atribuirse a la alta calidad de los 

embriones de origen in vivo los cuales cuentan con una baja cantidad de lípidos en 

comparación a los embriones producidos in vitro (Saraiva et al., 2018). Sin embargo, gran 

cantidad de estudios han obtenido resultados favorables al utilizar diferentes tipos de 

antioxidantes como suplementos en los medios para la producción de embriones in vitro o 

en los medios de vitrificación-calentamiento (Gutnisky et al., 2020; Wang et al., 2018; 

Castillo-Martín et al., 2014a; Gao et al., 2012), demostrando que los efectos desfavorables 

de la vitrificación producidos debido al incremento en los niveles de ROS intracelular 

pueden ser reducidos al adicionar antioxidantes exógenos que fortalezcan el sistema de 

defensa antioxidante propio de las células y mitiguen el estrés oxidativo ( Agarwal et al., 

2014a). 

1.7 Antioxidantes en la PIVE 

Los organismos cuentan con mecanismos de defensa antioxidante para mantener los 

niveles fisiológicos de ROS y evitar el estrés oxidativo (Tsantarliotou & Sapanidou, 2018). 

Los antioxidantes son moléculas capaces de donar electrones a oxidantes, eliminando su 

reactividad volviéndolos inofensivos para las macromoléculas celulares (Lykkesfeldt & 

Svendsen, 2007), logrando así, mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante y, en 

consecuencia, protegiendo la célula y su microambiente del daño oxidativo (Lampiao, 

2012). Los mecanismos de defensa antioxidante están presentes en el plasma seminal, 

líquido folicular, así como en los embriones y el líquido oviductal (Guerin et al., 2001). Los 

antioxidantes se subdividen en dos categorías: enzimáticos como superóxido dismutasa 

(SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasas (GPx) (Al Gubory et al., 2010); y una 

variedad de no enzimáticos como vitaminas (complejo E, C, B), polifenoles (flavonoides), 

carotenoides y minerales traza, entre otros (Agarwal et al., 2014c). La diferencia clave 
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entre los antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos es que los primeros destruyen o 

apagan los radicales libres en el entorno celular, mientras que los segundos tienen varias 

funciones, incluida la estimulación de los antioxidantes enzimáticos y la eliminación de 

radicales libres (Mariaca et al., 2016).  

1.7.1 Antioxidantes enzimáticos  

Los antioxidantes enzimáticos poseen un centro metálico, que les da la capacidad de 

asumir diferentes valencias a medida que transfieren electrones para equilibrar las 

moléculas en el proceso de desintoxicación (Agarwal et al., 2012). Neutralizan el exceso 

de ROS y evitan el daño de la estructura celular. Los antioxidantes enzimáticos están 

compuestos de superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) 

y glutatión oxidasa, Las enzimas SOD catalizan la dismutación del anión superóxido (O2
−) 

en O2 y H2O2 mientras que CAT convierte H2O2 en O2 y H2O y la GPx reduce los peróxidos 

en agua y alcohol (Gupta et al., 2009; Agarwal et al., 2005). 

 

La GPx se encuentra dentro del epitelio glandular del endometrio en las mujeres, así como 

en el plasma seminal de los hombres (Chi et al., 2008; Formigari et al., 2007). Si bien es 

un antioxidante enzimático esencial tanto en hombres como en mujeres, ningún estudio ha 

examinado los efectos de la adición de GPx a los medios de cultivo de embriones (Rakhit 

et al., 2013). 

 

La CAT se encuentra en el plasma seminal, en el cuerpo lúteo y en el líquido tubárico de 

los humanos (Kobayashi et al., 1991), se ha demostrado que la adición de CAT aumenta 

la motilidad, tasas de reacción del acrosoma y disminución de la fragmentación del ADN 

en espermatozoides humanos (Chi et al., 2008). 

 

 La enzima SOD existe en tres isoformas (Fujii et al., 2005): SOD1, SOD2 y SOD3. SOD1 

contiene cobre (Cu) y zinc (Zn) como cofactores metálicos en el citosol. SOD2 es una 

isoforma mitocondrial que contiene manganeso (Mn), mientras que SOD3 codifica la forma 

extracelular. Los nutrientes como Se, Cu y Zn, aunque no tienen acciones antioxidantes 

directamente, son necesarios para las actividades de algunas enzimas antioxidantes 

(Tripathi et al., 2011).  
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1.7.2 Antioxidantes no enzimáticos  

Los diferentes antioxidantes enzimáticos se fortalecen con otras sustancias exógenas 

como los carotenoides, flavonoides, vitamina E y C (Makker et al., 2009). Los antioxidantes 

no enzimáticos, participan en la primera línea de defensa (Agarwal et al., 2005), también 

están presentes en la segunda línea de defensa contra ROS que involucra moléculas 

caracterizadas por la capacidad de inactivación rápida de radicales libres tales como 

melatonina, carotenoides, etc. Algunos de los antioxidantes no enzimáticos estimulan 

antioxidantes enzimáticos lo que indica que ambos tipos de antioxidantes actúan 

sinérgicamente para mantener o recuperar la homeostasis redox (Saraswat et al., 2016).  

Entre los antioxidantes no enzimáticos más estudiados se encuentran:  

 El GSH es el principal antioxidante no enzimático que se encuentra en los oocitos 

y los embriones de mamíferos (Behrman et al., 2001). Su composición es la de un 

tripéptido hidrosoluble sintetizado por tres aminoácidos; ácido glutámico, cisteína y 

glicina por el ciclo y-glutamil (Pastore et al., 2003). El GSH puede estar en forma 

libre o unido a proteínas, la suma de ambas se conoce como concentración total 

de glutatión (GSHt). La fracción libre está conformada por la forma reducida o 

(GSH) y la forma oxidada o disulfuro, llamada glutatión oxidado (GSSG) 

(Takahashi, 2012). El GSH actúa como un potente agente reductor y sirve como 

donante de electrones para la glutatión peroxidasa (GPx) (Takahashi, 2012) (Figura 

1-6). El GSH elimina O2
−, H2O2 y OH− (Chi et al., 2008), lo que le permite desarrollar 

funciones de protección celular al daño oxidativo y mantener el balance redox 

intracelular (Battin y Brumaghim, 2009). La familia enzimática de glutatión 

comprende (GPx), glutatión-S transferasa (GST) y glutatión reductasa (GR). El 

GSH es oxidado a GSSG por GPx (Agarwal et al., 2014a), este logra nuevamente 

transformarse en GSH por efecto de la GR a expensas de NADPH (Agarwal, 2004). 

Se ha comprobado que la adición de compuestos de tiol de bajo peso molecular, 

como la cisteína y β-mercaptoetanol, a los medios de maduración, mejoró la 

maduración citoplasmática de los oocitos y el desarrollo embrionario, aumentando 

la síntesis de GSH (Nakamura et al., 2011; Choe et al., 2010). Por lo que, el 

contenido de GSH intracelular es catalogado como indicador de calidad del oocito 

y del embrión (Torres-Osorio et al., 2019). 

 La vitamina C (ácido ascórbico) es un catalizador redox conocido que puede reducir 

y neutralizar las ROS. Su forma reducida se mantiene a través de reacciones con 
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GSH (Agarwal et al., 2012). Tiene dos papeles bioquímicos diferentes: cofactor 

enzimático y antioxidante (Khazaei et al., 2017). Se concentra en las células de la 

granulosa, las células de la teca, las células lúteas y los oocitos (Devine et al., 

2012). 

 La hormona melatonina es un antioxidante que, a diferencia de la vitamina C y E, 

es producida por los mamíferos. Sin embargo, a diferencia de otros antioxidantes, 

la melatonina no puede realizar ciclos redox (Rodríguez -Cunha et al., 2016). Una 

vez oxidada la melatonina no puede regresar a su estado reducido debido a la 

formación de productos finales estables después de la reacción (Shkolnik et al., 

2011).  Diferentes autores han demostrado los beneficios de la melatonina, 

destacando la capacidad de: reducir la expresión de enzimas prooxidantes y 

mejorar la función mitocondrial (Loren et al., 2017), aumentar la expresión de 

enzimas antioxidantes (GR y SOD), disminuir los niveles de ROS y capturar 

radicales libres (Li et al., 2018). La melatonina como suplemento en el medio de 

cultivo embrionario, ha demostrado aumentar las tasas de clivaje, blastocito y 

eclosión, y promueve la activación de enzimas antioxidantes (Mehaisen et al., 

2015). 

 Los nutrientes como Se, Cu y Zn son necesarios para la actividad de algunas 

enzimas antioxidantes, aunque no tienen acción antioxidante por sí mismos 

(Agarwal et al., 2012). 

1.7.3 Antioxidantes fenólicos  

Los compuestos fenólicos, o polifenoles, son moléculas que se originan en el metabolismo 

secundario de las plantas. La base de su estructura es un grupo fenol, o sea, un hidroxilo 

unido a un anillo aromático (Vermerris & Nicholson, 2006). Los polifenoles exhiben 

diferentes propiedades biológicas antibacterianas, antiinflamatorias, antialérgicas, 

hepatoprotectoras, antitrombóticas, antivirales, anticancerígenas y vasodilatadoras 

(Middleton Jr et al., 2000); varias de estas funciones biológicas se atribuyen a la capacidad 

para eliminar radicales libres y a su actividad antioxidante (Soobrattee et al., 2005). 

 

Se han mencionado dos mecanismos principales por los cuales los antioxidantes 

polifenólicos pueden desarrollar su papel protector (Wright et al., 2001). El primer 
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mecanismo, consiste en la eliminación de un átomo de hidrógeno del antioxidante (ArOH) 

por parte del radical libre, convirtiéndolo en un radical (Figura 1-8):  

 

Figura 1-8 Mecanismo por transferencia de un átomo de 
hidrógeno (HAT) 

• •
 

 

A este mecanismo se le denomina transferencia de átomos de hidrógeno (HAT). Una 

mayor estabilidad del radical ArO• corresponde a una mejor eficiencia del antioxidante 

ArOH, por lo que es poco probable que reaccione con el sustrato (Leopoldini et al., 2004). 

 

El segundo mecanismo, consiste en la transferencia de un electrón por parte del 

antioxidante al radical libre, lo que lo convierte en un catión radical. Este mecanismo se 

conoce como transferencia de un electrón (SET) (Figura 1-9):  

 

Figura 1-9 Mecanismo por transferencia de un electrón (SET) 

• ି •+
 

 

De nuevo, en este caso, el catión radical que surge de la transferencia de electrones debe 

ser estable, por lo que no reacciona con las moléculas del sustrato (Leopoldini et al., 2004). 

Es posible que los dos mecanismos ocurran de manera simultánea, pero con diferencia en 

las tasas de reacción (Dangles, 2012).  

 

El efecto benéfico de los compuestos fenólicos que se encuentran en la uva ha sido foco 

de considerables investigaciones, como es el caso específico del Resveratrol (3,5,4’-trans-

trihidroxiestilbeno) el cual se ha encontrado en plantas y frutos como arándanos, moras, 

cacahuates, uva y vino tinto (Rimando et al., 2004). Los beneficios del Resveratrol se 

atribuyen a sus propiedades biológicas, principalmente por su capacidad antioxidante, 

cardioprotectora, antiinflamatoria, quimiopreventivo en algunos modelos de cáncer y 

algunos efectos positivos en enfermedades metabólicas (Gambini et al., 2015; McCormack 
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y McFadden, 2013). Estos hallazgos han generado la curiosidad de su uso durante 

diferentes procesos in vitro especialmente durante la producción de embriones.  

1.7.4 Métodos para la evaluación de antioxidantes 

La eficacia de los antioxidantes en gametos y embriones se determina mediante métodos 

específicos y no específicos. Entre los métodos no específicos se evalúan los parámetros 

morfológicos y de desarrollo de los gametos y embriones (Santos et al., 2018). En la PIVE, 

la tasa de desarrollo embrionario se mide con los embriones que alcanzan las etapas de 

clivaje, blastocito y blastocito eclosionado (Maleki et al., 2014), las cuales indican la 

eficiencia del proceso in vitro (Salzano et al., 2014). La criotolerancia embrionaria es otro 

parámetro importante al momento de evaluar la calidad del embrión, ya que los embriones 

más tolerantes a la criopreservación son más competentes (Carrocera et al., 2016). Los 

parámetros analizados después de la descongelación son las tasas de supervivencia y 

eclosión embrionaria después de 24 y 48 horas de cultivo in vitro (Ambrogi et al., 2017). 

 

En cuanto a los niveles de ROS, se miden utilizando un marcador fluorescente (2 ′, 7′-

Dichlorofluorescin diacetate - H2DCFDA) el cual es un compuesto estable que se difunde 

fácilmente en las células y es hidrolizado por la esterasa intracelular para producir 2 ', 7'-

diclorodihidrofluoresceína (DCHF), que queda atrapado dentro de las células (Li et al., 

2007). El peróxido de hidrógeno o peróxido de bajo peso molecular producido por las 

células oxida DCHF al compuesto altamente fluorescente 2 ', 7'-dicloro-fluoresceína (DCF). 

Por lo tanto, la intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de peróxido 

producida por las células (Li et al., 2009).  

Diferentes antioxidantes actúan estimulando la producción de GSH intracelular, el cual, 

actúa en contra de las ROS intracelulares, por lo tanto, logra reducir el estrés oxidativo 

(Sovernigo et al., 2017). Por lo anterior, el GSH es considerado un importante marcador 

bioquímico de la viabilidad y la calidad de oocitos y embriones mamíferos, el cual se mide 

utilizando el marcador fluorescente 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin (Cell 

Tracker Blue CMF2HC) (Madrid et al., 2019b). Normalmente, el Cell Tracker Blue 

(CMF2HC) no es fluorescente en solución, pero se vuelve fluorescente a través de una 

reacción mediada por la glutatión-S-transferasa en presencia de GSH. El marcador 

también puede pasar libremente a través de la membrana celular donde la reacción 
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mediada por glutatión-S-transferasa atrapa el producto en el citoplasma y se produce 

fluorescencia tras la asociación con GSH (King et al., 2004).  

La medición de los niveles de ROS intracelulares como evaluador de la efectividad de 

antioxidantes y, la medición de los niveles de GSH como marcador bioquímico de la 

viabilidad y la calidad de oocitos y embriones, ha sido reportado en humanos (Martín-

Romero et al., 2008) y en otros mamíferos como porcinos (You et al., 2010), cabras (Fan 

et al., 2017; Mukherjee et al., 2014) y bovinos (Jiang et al., 2020; Madrid et al., 2019b; 

Torres et al., 2016; Wang et al., 2014). 

1.8 Resveratrol y usos en la PIVE 

El Resveratrol (3,4',5-trihidroxi-trans-estilbeno) (Figura 1-10) es una fitoalexina polifenólica 

(Pervaiz y Holme, 2009), producida como metabolito secundario de varias plantas durante 

el proceso de resistencia y protección contra infecciones por patógenos como hongos y 

bacterias (Chung et al., 2003), la exposición a la luz ultravioleta (Versari et al., 2001) y 

cuando son sometidas a estrés o a heridas (Chung et al., 2003). Como entidad química, el 

Resveratrol se conoce desde los años 40 cuando se aisló por primera vez de las raíces del 

eléboro blanco (Veratrum grandiflorum) (Takaoka, 1940) y luego del Polygonum 

cupsidatum, una planta medicinal (Lee et al., 2012).  Desde entonces, el Resveratrol se ha 

encontrado en al menos 72 especies de plantas distribuidas entre 31 géneros y 12 familias. 

Todas las familias, que contienen Resveratrol, pertenecen a la división de espermatofitos: 

Vitaceae, Myrtaceae, Dipterocarpaceae, Cyperaceae, Gnetaceae, Fabaceae, Pinaceae, 

Moraceae, Fagaceae, Liliaceae (Takaya et al., 2002).  Por otro lado, ha sido encontrado 

Resveratrol en alimentos como nueces, moras, arándanos y, especialmente, en la uva y el 

vino tinto (Gambini et al., 2013; Jeandet et al., 2012).  

 

Este polifenol ha demostrado tener propiedades quimiopreventivas, cardioprotectoras, 

antiinflamatorias y antioxidantes, aumentando la vida útil de varios organismos, desde 

levaduras hasta vertebrados (Pangeni et al., 2014; Pervaiz & Holme, 2009; Pirola & Fröjdö, 

2008). Sus propiedades antioxidantes le permiten eliminar radicales hidroxilo, radicales 

superóxido, radicales de oxígeno y radicales inducidos por metales (Ourique et al., 2013; 

Hussein, 2011). También puede prevenir la peroxidación de lípidos en las membranas 

celulares, el daño al ADN causado por las ROS e inducir la expresión de genes 
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antioxidantes como la catalasa, la superóxido dismutasa de manganeso y la glutatión 

peroxidasa, entre otros (Gambini et al., 2015; Ourique et al., 2013; Rubiolo et al., 2008). 

 

Figura 1-10 Estructura del Resveratrol.  

 

Tomado de (Colica et al., 2018). 

 

Las propiedades antioxidantes del Resveratrol se deben a la presencia de anillos fenólicos 

con tres grupos hidroxilo en las posiciones 3, 4 y 5, y con dobles enlaces conjugados, así 

como el potencial de deslocalización de electrones en la molécula estructural (Truong et 

al., 2018; Papuc et al., 2017). Se ha comprobado que, la donación de hidrógeno es uno de 

los mecanismos que explican la actividad antioxidante del trans-Resveratrol. La donación 

de hidrógeno se puede originar a partir del grupo para-OH ubicado en la posición 4’ y a 

partir de un grupo meta-OH ubicado en la posición 3 o 5 (Papuc et al., 2017). En el primer 

caso, la deslocalización del electrón desapareado ocurre en toda la molécula generando 

una semiquinona más estable que la que se produce cuando el electrón desapareado se 
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deslocaliza en un solo anillo. Por lo tanto, se cree que la ruta para-OH es el mecanismo 

más favorable para el mecanismo antioxidante del Resveratrol.  

 

Figura 1-11 Imagen representativa de dos posibles mecanismos para la actividad 

captadora de radicales libres del trans-Resveratrol: A) abstracción de hidrógeno del grupo 

para-OH y deslocalización de electrones desapareados en toda la molécula. B) abstracción 

de hidrógeno del grupo meta-OH (posición 3 o 5) y deslocalización de electrones 

desapareados en un solo anillo.  

 

Tomada de (Papuc et al., 2017) 
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Se ha propuesto, que el efecto fisiológico del Resveratrol está asociado a la 

potencialización de procesos celulares dependientes de Sirtuina 1 (SIRT1) (Chen et al., 

2019; Wang et al., 2014), una desacetilasa dependiente de NAD+ perteneciente a la familia 

de las sirtuinas presente en las células de la granulosa, células del cúmulos, oocitos y 

blastocitos bovinos (Wang et al., 2014). SIRT1 interactúa con múltiples factores, entre ellos 

NF-kB, p53, FOXO1, FOXO3 y 4, PGC-1alpha, NBS1 y PPARGC1 (Xiang et al., 2012; 

Finkel et al., 2009; Shang et al., 2009; Michan & Sinclair, 2007; Brunet et al., 2004). Al 

activar estas moléculas, a través de SIRT1, el Resveratrol tiene un papel fundamental en 

la regulación positiva del sistema antioxidante endógeno (Tatone et al., 2015), la regulación 

de la biogénesis y función mitocondrial, la regulación de la homeostasis energética, el 

silenciamiento de genes, la estabilidad genómica y la supervivencia celular (Michan & 

Sinclair, 2007).  La SIRT1, también está relacionada a la estimulación de la proteína 

quinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK), la cual funciona como sensor 

energético, controlando el metabolismo de las células, incluyendo la oxidación de ácidos 

grasos y la fosforilación oxidativa (Price et al., 2012) y, aumentando el uso de lípidos en 

los embriones a través de la beta-oxidación, lo que reduce el contenido de lípidos (Abe et 

al., 2017). 

 

Entre los efectos benéficos del Resveratrol sobre la PIVE al usarse como suplemento en 

medios de maduración o de cultivo embrionario, se encuentra el aumento de la generación 

de ATP (Hara et al., 2018; Abe et al., 2017; Takeo et al., 2014), la reducción de lípidos de 

los embriones (Abe et al., 2017), disminución de los niveles de ROS (Hara et al., 2018; 

Wang et al., 2018; Abe et al., 2017; Torres et al., 2016; Kwak et al., 2012), incremento de 

los niveles de GSH (Wang et al., 2018; Torres et al., 2016; Kwak et al., 2012) y, aumento 

en las tasas de desarrollo  (Chen et al., 2019; Abe et al., 2017; Torres et al., 2016; Salzano 

et al., 2014) y la criotolerancia embrionaria después de la vitrificación (Hara et al., 2018; 

Wang et al., 2018; Abe et al., 2017; Salzano et al., 2014).  Además, el Resveratrol, ha 

demostrado inducir un efecto positivo en la expresión de genes relacionados al 

metabolismo lipídico cuando ha sido utilizado como suplemento durante los procesos de 

maduración in vitro de oocitos y cultivo in vitro de embriones bovinos, reduciendo la grasa 

acumulada de los blastocitos producidos in vitro (Torres et al., 2018), aumentando la 

lipólisis y disminuyendo la lipogénesis (Soliman, 2013). 
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El Resveratrol al usarse como suplemento en el medio MIV de oocitos sometidos a 

vitrificación, corrige el patrón anormal de distribución mitocondrial, lo que podría dar como 

resultado una mayor formación de blastocitos y un mayor número de blastómeros (Wang 

et al., 2018), ya que la vitrificación altera la distribución mitocondrial de los oocitos, la cual 

está asociada con el deterioro de la fertilización y el desarrollo embrionario (Shi et al., 

2007). Otro de los mecanismos de acción del Resveratrol sobre los embriones producidos 

in vitro y sometidos a vitrificación, es el aclaramiento mitocondrial, el cual corresponde a 

una disminución en el número de ADN mitocondrial de blastocitos y blastómeros, 

disminución de la proteína mitocondrial y un aumento de la presencia de ADN mitocondrial 

extracelular en el medio de cultivo usado, todo esto sin reducir el contenido de ATP del 

embrión (Hara et al., 2018; Wang et al., 2018). Posiblemente, el Resveratrol reduce el 

número de ADN mitocondrial al promover la eliminación activa de las mitocondrias dañadas 

de los embriones vitrificados y calentados, sirviendo como un potente activador de SIRT1 

que estimula la autofagia y la biogénesis mitocondrial (Lee et al., 2008). De esta manera 

se logra mejorar la calidad embrionaria y las tasas de concepción cuando los embriones 

son tratados con Resveratrol durante 6 horas antes de ser vitrificados y calentados 

(Hayashi et al., 2018). 

 

Por otro lado, el uso simultáneo del Resveratrol como suplemento en el medio CIV y de 

vitrificación, genera una disminución significativa en el contenido de GSH (Madrid et al., 

2019b), lo que sugiere un efecto perjudicial en la calidad del embrión debido a las altas 

concentraciones de Resveratrol las cuales, posiblemente, generan un efecto prooxidante 

o tóxico (Madrid et al., 2018, 2019a; Hayashi et al., 2018; Abe et al., 2017). En los 

mamíferos, los oocitos toleran concentraciones altas de Resveratrol, aumentando las 

probabilidades de encontrar la concentración óptima que genere la expresión de todas las 

propiedades benéficas (Calabrese et al., 2010). Por el contrario, los embriones tempranos, 

poseen un metabolismo similar a otras células que proliferan rápidamente, como las 

células tumorales (Krisher & Prather, 2012), para el caso de los embriones bovinos, estos 

solo toleran concentraciones bajas de Resveratrol (0.25 a 1 μM), lo que dificulta definir una 

concentración idónea que mejore los parámetros que pueden influir en la competencia y 

calidad del embrión (Madrid et al., 2019b). La tabla 1-3 contiene información abreviada de 

los estudios que han utilizado Resveratrol como antioxidante en el proceso de producción 

in vitro de embriones bovinos. 
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Tabla 1-2 Resumen de las investigaciones realizadas que han utilizado Resveratrol en los 

medios para producción in vitro y vitrificación de embriones bovinos.  
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MIV: maduración in vitro; CIV: cultivo in vitro. SV: Solución de vitrificación. SD: Solución de atemperado. FIV: 
fertilización in vitro. Adaptado de Torres et al. (2019). 

 



 

 

2 Metodología  
 
Todos los reactivos usados en el presente trabajo fueron de la marca Sigma-Aldrich 

(Sigma-Aldrich, Corp, St. Louis, MO, USA), excepto el medio de maduración in vitro M199 

(Gibco 11150-059, Life Technologies Corporation; USA, Grand Island, NY). Las sondas 

fluorescentes para los niveles de ROS y GSH, fueron 2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate 

(H2DCFDA; Invitrogen) y 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin (Cell Tracker 

Blue CMF2HC, Invitrogen), respectivamente. La concentración de Resveratrol (0.5 μM) fue 

elegida con base a la literatura actual (Madrid et al., 2019a; Salzano et al., 2014). Debido 

a las propiedades de metil β-ciclodextrina (MBC) para encapsular el Resveratrol y así 

mejorar su biodisponibilidad en el medio, la solución madre de Resveratrol se disolvió con 

7% de MBC en acetona/agua (1:1, v/v), quedando a una concentración final en el medio 

de 0.0001% (Torres et al., 2018). Sin embargo, no se realizó un grupo control para la 

solución vehículo (MBC), debido a que ha sido reportado que no afecta las tasas de clivaje 

o tasas de blastocistos durante el cultivo in vitro de embriones bovinos y no presenta 

diferencias significativas con el grupo control sin vehículo (Torres et al., 2018). 

 

El presente trabajo realizó la evaluación del Resveratrol como suplemento antioxidante 

adicionado simultáneamente en el medio de cultivo embrionario y medio de atemperado 

de embriones bovinos producidos in vitro dividiendo los experimentos en dos estudios. En 

el estudio 1 se utilizaron complejos cúmulo-oocito (COCs) obtenidos a partir de ovarios de 

hembras faenadas de diverso origen racial; con el fin de evaluar los efectos del Resveratrol 

sobre la calidad y viabilidad de los embriones obtenidos in vitro, en términos de las tasas 

de clivaje, tasas de blastocistos, tasas de re-expansión y eclosión post vitrificación, niveles 

de ROS y contenido de GSH intracelular. En el estudio 2, se utilizaron COCs obtenidos 

mediante OPU de hembras bovinas Hartón del Valle (de 3 a 15 años), replicando los 

experimentos del estudio 1 pero, debido al número limitado de hembras Hartón del Valle 

disponibles para el estudio, se replicó, únicamente, el grupo control (C-V-) y el grupo con 

los mejores resultados obtenidos en el estudio 1. Lo anterior, con el objetivo de obtener 

resultados preliminares con embriones obtenidos mediante OPU de la raza Hartón del 

Valle y determinar el efecto del Resveratrol en procesos de atemperado, los cuales pueden 

servir de información base para futuras investigaciones con este grupo racial. En ambos 

estudios se evaluaron las tasas de clivaje, tasas de blastocistos, tasas de re-expansión y 

eclosión post vitrificación, niveles de ROS y contenido de GSH intracelular, utilizando 
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similar metodología. Sin embargo, los estudios difieren en el diseño experimental, análisis 

estadístico, la obtención de oocitos, el proceso de maduración in vitro y los grupos 

establecidos para el proceso de atemperado (cuatro grupos para el estudio 1 y dos grupos 

para el estudio 2). 

2.1 Estudio 1: Experimentos realizados con embriones 
producidos in vitro a partir de ovarios obtenidos de 
una planta de faenado 

2.1.1 Diseño experimental y análisis estadístico del estudio 1 

Los experimentos con embriones producidos in vitro a partir de ovarios obtenidos de una 

planta de faenado tuvieron como objetivo determinar el efecto de suplementar 0.5 μM de 

Resveratrol al medio de cultivo y/o medio de atemperado sobre la calidad y criotolerancia 

de los blastocitos después de la vitrificación. Las unidades experimentales fueron los 

embriones evaluados. Los datos fueron analizados usando un paquete de software 

estadístico INFOSTAT® versión 2020 (Di Rienzo et al., 2020) y están expresados como 

medias ± error estándar de la media (SEM). La normalidad de los datos se comprobó 

mediante una prueba de Shapiro-Wilks utilizando los residuos de los datos. La 

homogeneidad de las varianzas se verificó mediante una prueba de Levene realizando un 

procedimiento de análisis de varianza (Analysis of Variance, de las siglas en inglés - 

ANOVA) con una fuente de variación (Tratamientos) de los valores absolutos de los 

residuos. Los datos que se distribuyeron normalmente y mostraron igualdad de varianzas, 

fueron sometidos a pruebas paramétricas; mientras que, los datos que no presentaron 

normalidad se sometieron a pruebas no paramétricas. 

 

Como se muestra en la Figura 2-1, los posibles cigotos se cultivaron en medio SOF en 

presencia (CR) o ausencia (C-) de 0.5 µM de Resveratrol durante 7 días (Ensayo 1A). El n 

total para este ensayo fue de 739 oocitos. Se hicieron cinco repeticiones con un mínimo 

de 73 oocitos por tratamientos, teniendo como variables de respuesta las tasas de clivaje, 

tasas de clivaje ≥4 células, tasas de blastocistos al día 7 y tasas de blastocistos al día 8, 

las cuales se compararon mediante un diseño completamente al azar utilizando el 

procedimiento ANOVA del software mencionado. Los datos paramétricos que mostraron 
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diferencia significativa entre las medias fueron sometidos a una prueba de Duncan. La 

significancia estadística se determinó con base en un valor de p de 0.05 (Anexo A). 

Posteriormente, los embriones expandidos de los grupos CR y C- se vitrificaron de acuerdo 

con el procedimiento estandarizado. Para el atemperado, ambos grupos se dividieron 

aleatoriamente, la mitad de ellos se atemperó con soluciones estándar, mientras que para 

la otra mitad, la solución de atemperado se suplementó con 0.5 μM Resveratrol, quedando 

distribuidos en cuatro grupos experimentales (Ensayo 1B): (1) sin Resveratrol en el medio 

de cultivo y de atemperado (C-V-: Grupo control); (2) Sin Resveratrol en el medio de cultivo 

pero con Resveratrol en el medio de atemperado(C-VR); (3) con Resveratrol en el medio 

de cultivo pero sin Resveratrol en el medio de atemperado(CRV-) y (4) con Resveratrol en 

el medio de cultivo y de atemperado (CRVR), como se esquematiza en la Figura 2-1. El n 

total para este ensayo fue de 244 embriones. Se hicieron cinco procesos de PIVE donde 

se analizaron en promedio 31 embriones para las tinciones de cada tratamiento. Las 

variables de respuesta fueron los porcentajes de reexpansión y eclosión embrionaria, los 

niveles de ROS y el contenido de GSH intracelular, medidos en intensidad relativa de 

fluorescencia. La comparación de los porcentajes de reexpansión, eclosión embrionaria y 

contenido de GSH intracelular, se realizó mediante un diseño completamente al azar 

utilizando el procedimiento ANOVA del software mencionado anteriormente (Anexo B y C). 

Los datos de los niveles de ROS se sometieron a un análisis de varianza no paramétrico 

mediante la prueba Kruskal-Wallis y se utilizaron pruebas Post-Hoc para la comparación 

de rangos (Anexo C). Los datos paramétricos que mostraron diferencia significativa entre 

las medias fueron sometidos a una prueba de Duncan. La significancia estadística se 

determinó con base en un valor de p de 0.05. 
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Figura 2-1 Flujograma y diseño experimental de embriones producidos a partir de ovarios 
obtenidos de una planta de faenado: Los oocitos fueron madurados y fertilizados in vitro y 
los posibles cigotos fueron cultivados con (CR) o sin (C-) Resveratrol (0.5 μM) por 7 días. 
Posteriormente, los embriones expandidos de los grupos con (CR) y sin (C-) Resveratrol 
se vitrificaron y se separaron aleatoriamente, la mitad de ellos se atemperó con soluciones 
estándar (C-V- y CRV-), mientras que, para la otra mitad, la solución de atemperado se 
suplementó con 0.5 μM Resveratrol (C-VR y CRVR), quedando distribuidos en cuatro 
grupos experimentales. Finalmente, los blastocitos para cada tratamiento se sometieron a 
las tinciones para determinar los niveles de ROS y GSH intracelular. 
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2.1.2 Recolección de ovarios y aspiración de complejos cúmulo 
oocitos 

La aspiración folicular se realizó con ovarios bovinos colectados de la planta de beneficio 

(COMADECOP), ubicada en el municipio de Copacabana, Antioquia. Los ovarios fueron 

transportados al laboratorio de Biotecnología de la Universidad CES, sede Sabaneta en 

termos con solución salina a 30-33 °C. Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados 

y almacenados en solución salina a una temperatura de 30-33 °C durante el periodo de 

aspiración. Los complejos de cúmulos-oocitos (COCs) fueron recuperados por aspiración 

de folículos antrales (3–6 mm) con la ayuda de jeringas de 10 ml y agujas hipodérmicas 

18Gx11/2 (Rymco, Colombia). El fluido recuperado fue depositado en un tubo cónico de 50 

ml (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA). Posteriormente, se prepararon cajas de Petri de 

100mm x 15mm (BD Falcon, Corning, NY), en las cuales se depositó el contenido folicular 

previamente obtenido y con la ayuda de un estereoscopio con luz de base se visualizaron 

y seleccionaron los COCs con citoplasma uniforme y dos o más capas de células del 

cúmulo intactas (grado I y II) (Bajagai, 2013; Hara et al., 2018). 

2.1.3 Maduración in vitro (MIV) de los complejos cúmulo-oocito 

Los COCs seleccionados, fueron incubados en una caja de Petri de 35 mm en gotas de 70 

µl con medio de maduración M199 (Gibco 11150-059) suplementado con 0.33 mM de 

piruvato de sodio, 1µg/mL de estradiol, 10% de suero fetal bovino (SFB), 83.4 μg/mL de 

amikacina (Genfar®, Colombia), 50 UI/mL LH (Chorulon®), 1 µg/mL de FSH (Bioniche, 

Canadá), se depositaron grupos homogéneos de máximo 30 oocitos en cada microgota de 

70 µl  y se incubaron por 24 horas en un ambiente controlado a una temperatura de 38.7°C, 

5% de CO2  en aire con 90% de humedad relativa según procedimiento descrito por 

Guemra et al. (2013). 

2.1.4 Fertilización in vitro (FIV) 

Los COCs madurados, fueron lavados y transferidos a gotas de 60 μl de medio Fert-TALP 

suplementado con 2 μM de penicilamina, 1 μM de hipotaurina, 250 μM de epinefrina, 20 

μg/mL de heparina y 6 mg/mL de albúmina sérica bovina (BSA), y cubiertas con aceite 

mineral. Se utilizaron pajillas del mismo lote de criopreservación y de un mismo donante 

de la raza Hartón del Valle previamente probado para FIV. El semen fue descongelado en 



Metodología 67

 

 

agua a 37°C durante 1 minuto. Los espermatozoides móviles fueron seleccionados por un 

gradiente discontinuo de Percoll® 45% - 90% adicionando 250 µL de cada uno en tubo de 

1.5 mL. El semen fue adicionado en la parte superior del gradiente de Percoll® (Sigma-

Aldrich, Corp, St. Louis, MO, USA), el cual fue sometido a centrifugación a 800 g por 5 

minutos, el sobrenadante fue retirado y el pellet fue resuspendido en 400 µL de medio Fert-

TALP y luego fue centrifugado por 3 minutos a 400 g (Parris, 2014). Los gametos fueron 

incubados durante 18 horas en gotas de 60 µL de medio FIV cubiertas con aceite mineral, 

y se usó en cada gota una concentración final de 2 x 106 espermatozoides/mL, en un 

ambiente controlado a una temperatura de 38.7°C, 5% de CO2 en aire con 90% de 

humedad relativa (Guemra et al., 2013). 

2.1.5 Cultivo in vitro (CIV) 

Pasadas las 18 horas de la fertilización, se retiraron las células del cúmulos por pipeteo y 

los posibles cigotos fueron transferidos al medio SOF (fluido sintético oviductal) (Holm et 

al., 1999), el cual fue suplementado con 0.33 mM de piruvato de sodio, 3% de aminoácidos 

esenciales, 1% de no esenciales, 0.34 mM de tricitrato de sodio, 2.7 mM de mioinositol 

(Holm et al., 1999), 5 % de SFB (Gibco, EE. UU), 5 mg/mL de BSA. Los presuntos cigotos 

fueron divididos en dos grupos; SOF con Resveratrol a una concentración de 0.5 µM diluido 

en metil β-ciclodextrina, y medio SOF sin Resveratrol (grupo control). El cultivo se realizó 

en gotas de 70 μl cubiertas de aceite mineral e incubación a 38.7ºC, humedad relativa del 

90% y 5% de CO2 en aire. Pasadas 48 horas se determinó el porcentaje de clivaje y se 

realizó el recambio del 50% del medio de cultivo; el día 6 de desarrollo de los embriones 

se realizó un último recambio del 50% del medio de cultivo y el día 7 se determinaron las 

tasas de producción de embriones. 

2.1.6 Vitrificación  

El día 7 post inseminación (pi), grupos de 4 embriones en el estadio de blastocisto de cada 

grupo de estudio fueron vitrificados con el método de mínimo volumen descrito por Tajimi 

et al. (2018) con modificaciones menores. Los grupos de embriones fueron depositados 

durante 10 minutos en solución de equilibrio, la cual contenía TCM 199 Hepes (Gibco 

11150-059, Life Technologies Corporation; USA, Grand Island, NY), suplementada con 

8.25% de Etilenglicol (EG), 8.25% de Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Corp, St. 

Louis, MO, USA) y 20% SFB (Inoue, 2014). Pasado este tiempo, los embriones fueron 
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transferidos durante 1.5 minutos a la solución de vitrificación, la cual estaba compuesta de 

TCM 199 Hepes suplementada con 16.5% de EG, 16.5% DMSO, 20% SFB y 0.5 M de 

sacarosa. Rápidamente se colocaron los embriones en los soportes Cryotech® uno a uno 

en forma lineal y con la mínima cantidad de medio posible y se sumergieron en N2L. 

Posteriormente, se guardaron en escalerillas debidamente identificadas por un periodo de 

seis meses (Cryotech®, 2019; Gutnisky et al., 2013). 

2.1.7 Atemperado y re-expansión embrionaria  

Para el proceso de atemperado, los embriones fueron divididos en los cuatro grupos 

mencionados en el diseño experimental del estudio 1 (C-V-: grupo control, C-VR, CRV- y 

CRVR). Se extrajo el soporte de vitrificación del termo de nitrógeno y rápidamente los 

embriones se sumergieron durante 5 minutos en 300 µL de la primera solución de 

calentamiento compuesta por TCM 199 Hepes con 1 M de sacarosa y 20% de SFB. 

Posteriormente, los embriones se depositaron durante 3 minutos en la segunda solución 

de calentamiento compuesta por TCM 199 Hepes, 0.5 M de sacarosa y 20% de SFB. 

Luego, los embriones se colocaron durante 1 minuto en la tercera solución de 

calentamiento compuesta por TCM 199-Hepes y 20% de SFB. Finalmente, los embriones 

fueron cultivados en microgotas de 70 μL de medio CIV cubiertas con aceite mineral e 

incubadas a 38.7°C con 5% de CO2 en aire y una humedad relativa del 90%. Los 

indicadores de supervivencia del embrión al proceso de vitrificación y su criotolerancia se 

evaluaron mediante las tasas de re-expansión y eclosión embrionaria a las 48 horas 

después del atemperado (Hayashi et al., 2018). 

2.1.8 Análisis de los niveles de ROS y contenido de GSH 
intracelular 

Los embriones se sometieron a un proceso de doble tinción para evaluar la calidad 

embrionaria después de la vitrificación, medida por los niveles de ROS y GSH.  Los niveles 

de ROS y el contenido de GSH se utilizaron como indicadores del efecto antioxidante del 

Resveratrol sobre los embriones vitrificados y como referentes de la viabilidad y calidad 

embrionaria postvitrificación. Para detectar los niveles de ROS se usó la sonda 2,7- 

Diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA; Invitrogen®) y para detectar los niveles de 

GSH intracelular la sonda 4-clorometil-6,8-difluoro-7-hidroxicumarina (Cell Tracker Blue; 
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CMF2HC; Invitrogen®). La actividad esterasa dentro de cada grupo de embriones se midió 

mediante tinción con diacetato de fluorescencia (FDA). Las sondas FDA, H2DCFDA y 

CMF2HC se disolvieron de manera separada en DMSO para preparar una solución base 

de 10 mM que fue almacenada a -20ºC. Las soluciones base de H2DCFDA y CMF2HC 

fueron diluidas en el medio CIV para una concentración final de 10 μM, mientras que FDA 

se disolvió hasta una concentración final de 0.12 μM (Morado et al., 2013). Los embriones 

re-expandidos de cada grupo fueron lavados dos veces en medio CIV antes de ser 

incubados en 50 μl medio CIV con 10 μM H2DCFDA y de 10 μM CMF2HC, en un ambiente 

oscuro logrado mediante una incubadora, a una atmósfera humidificada con 5% de CO2 

en aire por 30 min (Wang et al., 2014). Después de esto, los embriones fueron lavados tres 

veces en medio CIV y montados en portaobjetos. La fluorescencia fue observada utilizando 

un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot-2 con longitud de emisión 530 nm y 

excitación 490 nm para H2DCFDA y longitud de emisión 370 nm y excitación 464 nm para 

CMF2HC. El microscopio contaba con los filtros de fluorescencia instalados, permitiendo 

un tiempo de exposición controlado (cerca de 350ms). Se tomaron imágenes digitales de 

alta resolución de los embriones usando una cámara digital en color, siempre usando 

parámetros de configuración estandarizados y con el mismo tiempo de captura para 

asegurar que las diferencias en la intensidad de fluorescencia se debieran a los 

tratamientos evaluados. Las fotografías se almacenaron en formato TIFF y fueron 

analizadas mediante el software ImageJ (versión 1.53a; National Institute of Mental Health, 

Bethesda, MD), midiendo la intensidad de fluorescencia para cada embrión y tomando la 

misma medida (diámetro) para todos los embriones (Morado et al., 2009). Es necesario 

aclarar que, a mayor cantidad de ROS o GSH, mayor intensidad en la fluorescencia de las 

imágenes captadas. Los valores de intensidad de fluorescencia para cada tinción de los 

embriones atemperados fueron normalizados con la media de fluorescencia de los 

embriones del grupo control y expresados como “Intensidad relativa de fluorescencia” (IF) 

(Jaramillo et al., 2019). Como los niveles de fluorescencia detectados por H2DCFDA 

dependen de la actividad esterasa, se consideró que una relación entre la IF de cada 

embrión medido por H2DCFDA y la IF media detectado por FDA para cada grupo de 

embriones era mejor indicador de los niveles de ROS en cada embrión (Morado et al., 

2009).  
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2.2 Estudio 2: Experimentos realizados con embriones 
producidos in vitro con oocitos Hartón del Valle 
obtenidos mediante OPU 

2.2.1 Diseño experimental y análisis estadístico del estudio 2 

Los experimentos con embriones HV producidos in vitro tuvieron como objetivo determinar 

el efecto de suplementar 0.5 μM de Resveratrol al medio de cultivo y/o medio de 

atemperado sobre la calidad y criotolerancia de los blastocitos después de la vitrificación. 

El estudio 2 se dividió en dos fases; 2A y 2B. El primero para estudiar la fase de desarrollo 

embrionario y el segundo para estudiar las variables post atemperado. Las unidades 

experimentales fueron los embriones evaluados. Los datos fueron analizados usando un 

paquete de software estadístico INFOSTAT® versión 2020 (Di Rienzo et al., 2020) y están 

expresados como medias ± error estándar de la media (SEM). La normalidad de los datos 

se comprobó mediante una prueba de Shapiro-Wilks utilizando los residuos de los datos. 

La homogeneidad de las varianzas se verificó mediante una prueba de Levene realizando 

un procedimiento de análisis de varianza (Analysis of Variance, de las siglas en inglés - 

ANOVA) con una fuente de variación (Tratamientos) de los valores absolutos de los 

residuos. Los datos que se distribuyeron normalmente y mostraron igualdad de varianzas, 

fueron sometidos a pruebas paramétricas; mientras que, los datos que no presentaron 

normalidad se sometieron a pruebas no paramétricas. El número de oocitos y embriones 

de la raza Hartón del Valle fue limitado, debido a la escasez de semovientes y su poca 

disponibilidad para el uso experimental, (n total =131 oocitos) en comparación a los 

experimentos con oocitos de hembras faenadas (n total=739 oocitos). Por esta razón, se 

replicó, únicamente, el tratamiento con mejores resultados en el estudio 1, siendo la 

suplementación simultánea del Resveratrol en el medio de cultivo y medio de atemperado 

(CRVR) y el grupo control o sin Resveratrol en los medios (C-V-). 

 

Como se muestra en la Figura 2-2, el ensayo 2A evaluó el efecto del Resveratrol en el 

medio de cultivo in vitro sobre el desarrollo de los embriones. Para esto, los posibles 

cigotos se cultivaron en medio SOF en presencia (CR) o ausencia (C-) de 0.5 µM de 

Resveratrol durante 7 días (Ensayo 2A). Se hicieron seis repeticiones con un mínimo de 

10 oocitos por tratamiento, teniendo como variables de respuesta los datos de tasas de 

clivaje y tasas de blastocistos, los cuales se compararon mediante un diseño 
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completamente al azar utilizando el procedimiento ANOVA del software mencionado. La 

significancia estadística se determinó con base en un valor de p de 0.05 (Anexo D). 

 

Posteriormente, en el ensayo 2B, se analizó el efecto del Resveratrol en el medio de 

atemperado sobre la criotolerancia y calidad embrionaria después del proceso de 

vitrificación de embriones Hartón del Valle. Para el proceso de atemperado, el grupo 

cultivado sin Resveratrol se atemperó con soluciones estándar, mientras que, para el grupo 

cultivado con Resveratrol, la solución de atemperado se suplementó con 0.5 μM de 

Resveratrol, quedando distribuidos en dos grupos experimentales (Ensayo 2B): (1) sin 

Resveratrol en el medio de cultivo y de atemperado (C-V-: Grupo control) y (2) con 

Resveratrol en el medio de cultivo y de atemperado (CRVR), como se presenta en la Figura 

2-2. El n total para este ensayo fue de 62 embriones. Se hicieron cuatro procesos PIVE y 

fueron analizados en promedio 15 embriones para las tinciones de cada tratamiento. Las 

variables de respuesta estudiadas fueron los porcentajes de reexpansión y eclosión 

embrionaria, los niveles de ROS y el contenido de GSH intracelular medidos en intensidad 

relativa de fluorescencia. Los datos de reexpansión y eclosión embrionaria, fueron 

sometidos a la prueba no paramétrica Chi-cuadrado, debido al bajo tamaño de la muestra 

(32 embriones para el grupo control y 30 embriones para el grupo con Resveratrol), siendo 

necesario analizar las variables de forma cualitativa al distribuir las respuesta de 

reexpansión y eclosión a manera de frecuencias (si reexpandió/eclosionó o no 

reexpandió/eclosionó), para esto se utilizó el procedimiento de tablas de contingencia del 

programa INFOSTAT® versión 2020 (Anexo E). La comparación de los niveles de ROS y 

contenido de GSH intracelular, se realizó mediante un diseño completamente al azar. La 

significancia estadística se determinó con base en un valor de p de 0.05 (Anexo F).  
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Figura 2-2 Flujograma y diseño experimental de embriones Hartón del Valle: Los 
oocitos fueron madurados y fertilizados in vitro y los posibles cigotos fueron cultivados 
y atemperados con (CRVR) o sin (C-V-) Resveratrol (0.5 μM), quedando distribuidos 
en dos grupos experimentales Finalmente, los blastocitos para cada tratamiento se 
sometieron a las tinciones para determinar los niveles de ROS y GSH intracelular.  
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2.2.2 Aspiración folicular transvaginal guiada por ultrasonografía 
con hembras Hartón del Valle 

Para este estudio, se utilizaron 13 hembras bovinas de la raza Hartón del Valle (Bos taurus) 

ubicadas en la Granja Mario González Aranda de la Universidad Nacional de Colombia 

sede Palmira (24ºC, 1.000 msnm, precipitación pluvial anual 1.020 mm, humedad relativa 

del 72%), sin historial de problemas reproductivos y sanitarios, sin preñez o con un máximo 

de 90 días de gestación. Todas las hembras se sometieron a una extracción ovocitaria 

mediante la técnica de Ovum Pick-up (OPU) o aspiración folicular transvaginal guiada por 

ultrasonografía (Figura 2-3), con base en los procedimientos reportados en la literatura 

(Solís et al., 2012; Pontes et al., 2011; Restrepo et al., 2011), donde se logró recuperar, en 

promedio, 10 COCs por animal. Para la preparación de los animales se empleó sedación 

y anestesia epidural baja con Lidocaína al 2% (3.0 ml/vaca) para prevenir las contracciones 

rectales y facilitar la manipulación de los ovarios. El recto fue vaciado manualmente y se 

higienizó la región perineal por medio de un lavado con agua y detergente, posteriormente 

se limpió la zona con alcohol al 70%. Los folículos fueron visualizados con la ayuda de un 

ecógrafo veterinario (MINDRAY DP 2200 VET) y un transductor microconvexo de 5 MHz, 

acoplado a una guía de punción ovárica con una cánula de 20G x 55 cm conectada a una 

bomba de vacío (BV 003D, WTA®) por medio de una tubería de silicona equipada con 

filtros de recolección (Figura 2-3). Los ovarios fueron manipulados vía rectal ubicándolos 

contra el transductor, lo que permitió observar los folículos en la pantalla del ecógrafo. 

Utilizando la aguja se traspasó la pared vaginal, logrando puncionar los folículos con 

diámetro entre 2 y 10 mm, paso seguido, se aplicó presión de vacío de 80 a 90 mm Hg y 

se recolectó el contenido folicular en los filtros de recolección con medio de lavado 

(Presicce et al., 2020). Posteriormente, se aclaró el colectado usando suero fisiológico con 

heparina y un filtro para colecta de embriones marca Falcon, pasando el contenido a una 

placa de Petri de 100mm x 15mm con medio MIV y con la ayuda de un estereoscopio con 

luz de base se visualizaron y recolectaron los COCs. Los COCs recuperados, fueron 

depositados en una nueva caja de Petri de 60 mm con medio MIV, donde fueron lavados, 

para esto se prepararon microgotas de 70 μl de medio MIV, por las que se pasaron tres 

veces los COCs, en cada pase se seleccionaron los COCs con citoplasma uniforme y dos 

o más capas de células del cúmulo (grado I y II) y con menos de dos capas de células del 

cúmulo o oocitos semidesnudos (grado III) (Figura 2-4) (Bajagai, 2013; Hara et al., 2018).  
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2.2.3 Maduración in vitro de los complejos cúmulo-oocito 

Los COCs seleccionados y lavados, fueron depositados en tubos BD Falcon de 5 ml con 

400 μl medio MIV recubiertos con 300 μl de aceite mineral y, posteriormente los tubos se 

gasearon con mezcla de gases 5% CO2, 5% O2 y 90% N2, durante 10 segundos. Durante 

el proceso de transporte, los tubos con los COCs fueron mantenidos en una transportadora 

marca WTA calibrada a una temperatura de 38.7ºC donde permanecieron en periodo de 

maduración durante 10 horas de viaje vía terrestre hasta el laboratorio VitroLab en la 

ciudad de Medellín. Una vez en el laboratorio, los tubos con los COCs fueron trasladados 

a una incubadora Thermofisher (Thermofisher Scientific, Toronto, ON, Canadá) con un 

ambiente controlado a una temperatura de 38.7°C, 5% de CO2 en aire con 90% de 

humedad relativa, donde permanecieron el tiempo necesario para completar las 24 horas 

de maduración e iniciar la fase de fertilización in vitro. 

 

Figura 2-3 Equipos utilizados durante la aspiración folicular transvaginal guiada por 
ultrasonografía en hembras de la raza Hartón del Valle. Los folículos fueron visualizados 
con la ayuda de un ecógrafo veterinario (MINDRAY DP 2200 VET) y un transductor 
microconvexo de 5 MHz, acoplado a una guía de punción ovárica con una cánula de 20G 
x 55 cm conectada a una bomba de vacío (BV 003D, WTA®) por medio de una tubería de 
silicona equipada con filtros de recolección. 
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Figura 2-4 Extracción ovocitaria mediante la técnica de Ovum Pick-up (OPU) o aspiración 
folicular transvaginal guiada por ultrasonografía en hembras de la raza Hartón del Valle. Los 
ovarios fueron manipulados vía rectal ubicándolos contra el transductor, lo que permitió observar 
los folículos en la pantalla del ecógrafo. Utilizando la aguja se traspasó la pared vaginal, 
logrando puncionar los folículos con diámetro entre 2 y 10 mm, paso seguido, se aplicó presión 
de vacío de 80 a 90 mm Hg y se recolectó el contenido folicular en los filtros de recolección con 
medio de lavado. 

 
 
 

Figura 2-5 complejos de cúmulos-oocitos obtenidos mediante 
aspiración folicular en hembras Hartón del Valle. 
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2.2.4 Fertilización in vitro (FIV) 

El procedimiento de FIV fue similar en ambos estudios. Se utilizaron pajillas del mismo lote 

de criopreservación y de un mismo donante de la raza Hartón del Valle previamente 

probado para FIV. El semen fue descongelado en agua a 37°C durante 1 minuto. Se utilizó 

un gradiente discontinuo de Percoll® 45% - 90% y el semen obtenido se sometió a 

centrifugación bajo los mismos parámetros del estudio 1 (Parris, 2014). Los gametos 

fueron incubados durante 18 horas en gotas de 60 µL de medio FIV cubiertas con aceite 

mineral, y se usó en cada gota una concentración final de 2 x 106 espermatozoides/mL, en 

un ambiente controlado a una temperatura de 38.7°C, 5% de CO2 en aire con 90% de 

humedad relativa (Guemra et al., 2013). 

2.2.5 Cultivo in vitro (CIV) 

Pasadas las 18 horas de la fertilización, se retiraron las células del cúmulos por pipeteo y 

los posibles cigotos fueron transferidos al medio SOF (fluido sintético oviductal) (Holm et 

al., 1999), el cual fue suplementado usando los mismos reactivos utilizados en el estudio 

1. Los presuntos cigotos fueron divididos en dos grupos; SOF con Resveratrol a una 

concentración de 0.5 µM diluido en metil β-ciclodextrina, y medio SOF sin Resveratrol 

(grupo control). El cultivo se realizó en gotas de 70 μl cubiertas de aceite mineral e 

incubación a 38.7ºC, humedad relativa del 90% y 5% de CO2 en aire. Pasadas 48 horas se 

determinó el porcentaje de clivaje y se realizó el recambio del 50% del medio de cultivo; el 

día 6 de desarrollo de los embriones se realizó un último recambio del 50% del medio de 

cultivo y el día 7 se determinaron las tasas de producción de embriones. 

2.2.6 Vitrificación  

El día 7 post inseminación (pi), grupos de 4 embriones en el estadio de blastocisto de cada 

grupo de estudio fueron vitrificados con el método de mínimo volumen descrito por Tajimi 

et al. (2018) con modificaciones menores. Los grupos de embriones fueron depositados 

durante 10 minutos en solución de equilibrio descrita en el estudio 1. Pasado este tiempo, 

los embriones fueron transferidos durante 1.5 minutos a la solución de vitrificación descrita 

en el estudio 1. Rápidamente se colocaron los embriones en los soportes Cryotech® uno 

a uno en forma lineal y con la mínima cantidad de medio posible y se sumergieron en N2L. 
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Posteriormente, se guardaron en escalerillas debidamente identificadas por un periodo de 

seis meses (Cryotech®, 2019; Gutnisky et al., 2013). 

2.2.7 Atemperado y re-expansión embrionaria  

Para el proceso de atemperado, los embriones fueron divididos en los dos grupos 

mencionados en el diseño experimental del estudio 2 (C-V-: grupo control y CRVR). Se 

extrajo el soporte de vitrificación del termo de nitrógeno y rápidamente los embriones se 

atemperaron utilizando la metodología descrita en el estudio 1. Finalmente, los embriones 

fueron cultivados en microgotas de 70 μL de medio CIV cubiertas con aceite mineral e 

incubadas a 38.7°C con 5% de CO2 en aire y una humedad relativa del 90%. Los 

indicadores de supervivencia del embrión al proceso de vitrificación y su criotolerancia se 

evaluaron mediante las tasas de re-expansión y eclosión embrionaria a las 48 horas 

después del atemperado (Hayashi et al., 2018). 

2.2.8 Análisis de los niveles de ROS y contenido de GSH 
intracelular 

Para evaluar la calidad embrionaria post vitrificación medida por los niveles de ROS y GSH, 

los embriones HV se sometieron a un proceso de doble tinción, similar al descrito en el 

estudio 1. Los niveles de ROS y el contenido de GSH se utilizaron como indicadores del 

efecto antioxidante del Resveratrol sobre los embriones vitrificados y como referentes de 

la viabilidad y calidad embrionaria postvitrificación. Para detectar los niveles de ROS y 

GSH intracelular, se utilizaron las sondas descritas en el estudio 1. Los embriones re-

expandidos de cada grupo fueron lavados dos veces en medio CIV antes de ser incubados 

de manera similar a la descrita en el estudio 1 (Wang et al., 2014). Después de esto, los 

embriones fueron lavados tres veces en medio CIV y montados en portaobjetos. La 

fluorescencia fue observada utilizando un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot-2 

con los mismos parámetros establecidos en el estudio 1, con longitud de emisión 530 nm 

y excitación 490 nm para H2DCFDA y longitud de emisión 370 nm y excitación 464 nm para 

CMF2HC. Se tomaron imágenes digitales de alta resolución de los embriones usando una 

cámara digital en color, siempre usando parámetros de configuración estandarizados y con 

el mismo tiempo de captura para asegurar que las diferencias en la intensidad de 

fluorescencia se debieran a los tratamientos evaluados. Las fotografías se almacenaron 

en formato TIFF y fueron analizadas mediante la metodología descrita en el estudio 1. La 
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intensidad en la fluorescencia de las imágenes captadas se relacionó al contenido de ROS 

o GSH intracelular. Los valores de intensidad de fluorescencia para cada tinción de los 

embriones atemperados fueron normalizados mediante la metodología descrita en el 

estudio 1. Como los niveles de fluorescencia detectados por H2DCFDA dependen de la 

actividad esterasa, se consideró que una relación entre la IF de cada embrión medido por 

H2DCFDA y la IF media detectado por FDA para cada grupo de embriones era mejor 

indicador de los niveles de ROS en cada embrión (Morado et al., 2009).  

 
  



 

 

3 Resultados 

3.1 Estudio 1: Embriones producidos in vitro a partir de 
ovarios obtenidos de una planta de faenado 

3.1.1 Tasas de clivaje y tasas de blastocistos  

Se encontró que los mayores porcentajes de clivaje y clivaje mayor a cuatro células se 

obtuvieron mediante la suplementación de Resveratrol en el medio de cultivo in vitro (77.42 

 2.35% y 64.95  2.38%, respectivamente), presentando diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.05) respecto al control (68.01  3.15% y 55.49  3.07%, 

respectivamente). Por el contrario, no se observó un efecto (p>0.05) del tratamiento con 

Resveratrol en las tasas de blastocistos al día 7 y al día 8 (tabla 3-1). 

 

Tabla 3-1 Tasas de clivaje y tasas de blastocistos producidos in vitro a partir de ovarios 
obtenidos de una planta de faenado. 

Tratami

ento N 

Clivaje 48 hpi 

N (media  SEM) (%) 

Clivaje ≥4cel  

N (media  SEM) (%) 

TB día 7 y 8 

N (media  SEM) (%) 

C- 344 235 (68.01  3.15) a 194 (55.49  3.07) a 102 (29.81  3.07) 

CR 395 306 (77.42  2.35) b 259 (64.95  2.38) b 142 (34.73  2.38)  

Tratamiento control (C-) y tratamiento con 0.5 μM Resveratrol (CR) durante el cultivo in vitro. Letras 
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). N: número total de presuntos cigotos. TB: Tasas 
de blastocistos. SEM: Error estándar de la media. 

3.1.2 Tasas de reexpansión y eclosión embrionaria.  

La figura 3-1 presenta los embriones observados mediante estereomicroscopio a las 48 

horas post-atemperado. Como se muestra en la tabla 3-2, al comparar las tasas de 

reexpansión y eclosión embrionaria, no se encontró diferencia estadísticamente 

significativa (p>0.05) entre los tratamientos para ambas variables. 

  



80 Evaluación del efecto antioxidante del Resveratrol sobre la criotolerancia de 

embriones bovinos de la raza Hartón del Valle producidos in vitro 

 

 

Tabla 3-2 Tasas de reexpansión y eclosión de embriones producidos in vitro a partir de 
ovarios obtenidos de una planta de faenado. 

Tratamiento N 

Reexpansión (48 h) 

 N (media  SEM) (%) 

Eclosión (48 h) 

N (media  SEM) (%) 

C-V- 61  48 (79.61  4.79) 27 (49.18  10.35) 

C-VR 69  60 (85.60  8.85) 30 (59.49  14.71) 

CRV- 76  64 (82.44  2.08) 34 (53.02  6.50) 

CRVR 59  54 (90.42  2.85) 38 (66.94  14.74) 

Cigotos cultivados en ausencia (C-) o presencia (CR) de Resveratrol 0.5 µM y atemperados en 
ausencia (C-V- y CRV-) o presencia (C-VR y CRVR) de Resveratrol 0.5 µM. N: número total de 
embriones. SEM: Error estándar de la media. 

 
Figura 3-1 Fotografías de embriones bovinos producidos in vitro cultivados en 
ausencia (C-) o presencia (CR) de Resveratrol 0.5 µM y atemperados en 
ausencia (I: C-V- y II: CRV-) o presencia (III: C-VR y IV: CRVR) de Resveratrol 
0.5 µM. A: embriones reexpandidos. B: embriones eclosionados. C: Embrión 
eclosionando. D: Embrión no reexpandido. 
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3.1.3 Análisis de los niveles de ROS y contenido de GSH 
intracelular.  

La figura 3-2 muestra los embriones evaluados mediante una doble tinción con 2,7- 

Diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA; Invitrogen®) y 4-clorometil-6,8-difluoro-7-

hidroxicumarina (Cell Tracker Blue; CMF2HC; Invitrogen®), mostrando los niveles de ROS 

como fluorescencia verde y el contenido de GSH intracelular como fluorescencia azul, 

respectivamente. Al comparar los niveles de ROS, no se observaron diferencias 

significativas (p>0.05) entre los embriones sometidos a los diferentes tratamientos de 

cultivo in vitro y atemperado. Por otro lado, para el contenido de GSH intracelular, se 

observa diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) cuando se utilizó el Resveratrol 

de manera simultánea en los medios de cultivo in vitro y atemperado (CRVR=129.28 ± 

8.46%) con respecto al control C-V-=100 ± 5.28%), mientras que los grupos donde el 

Resveratrol solo se utilizó en uno de los dos medios, (C-VR=113.76 ± 7.81% y CRV-

=112.92 ± 7.32), no presentó diferencia significativa (p>0.05) frente al control (Figura 3-3). 
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Figura 3-2 Fluorescencia de embriones bovinos producidos in vitro a 
partir de ovarios obtenidos de una planta de faenado y teñidos con 
H2DCFDA (verde, columna izquierda) y CMF2HC (azul, columna 
derecha), las cuales indican los niveles de ROS y el contenido de GSH 
intracelular, respectivamente. Los presuntos cigotos fueron cultivados en 
ausencia (C-) o presencia (CR) de Resveratrol 0.5 µM y atemperados en 
ausencia (C-V- y CRV-) o presencia (C-VR y CRVR) de Resveratrol 0.5 
µM.  
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Figura 3-3 Intensidad relativa de fluorescencia de los niveles de ROS (H2DCFDA) y 
contenido de GSH (CMF2HC) de embriones producidos in vitro a partir de ovarios obtenidos 
de una planta de faenado y, cultivados y atemperados sin Resveratrol (C-V-), cultivados 
sin Resveratrol pero atemperados con 0.5 µM Resveratrol (C-VR), cultivados con 0.5 µM 
Resveratrol pero atemperados sin Resveratrol (CRV-) y, cultivados y atemperados con 0.5 
µM Resveratrol (CRVR). El experimento fue replicado al menos cinco veces con un 
promedio de 31 embriones para cada tinción. Los valores están expresados en porcentaje 
de intensidad relativa de fluorescencia ± SEM. Letras diferentes indican diferencia 
significativa (p<0.05). 
 

 
 

3.2 Estudio 2: Embriones producidos con oocitos Hartón 
del Valle obtenidos por OPU 

3.2.1 Tasas de clivaje y tasas de blastocistos en embriones 
Hartón del Valle. 

Como se observa en la tabla 3-3, el tratamiento con Resveratrol durante el cultivo in vitro 

no presentó diferencia estadísticamente significativa respecto a las tasas de clivaje y clivaje 

mayor a cuatro células (p>0.05). De igual forma, las tasas de blastocistos al día 7 y 8 con 

Resveratrol, no presentaron diferencia significativa (p>0.05) frente al control. 
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Tabla 3-3 Tasas de clivaje y tasas de blastocistos Hartón del Valle producidos in vitro. 

Tratamie

nto N 

Clivaje 48 hpi 

N (media  SEM) (%) 

Clivaje ≥4cel  

N (media  SEM) (%) 

TB día 7 y 8  

N (media  SEM) (%) 

C- 85 74 (85.83  5.39) 63 (71.85  4.71) 39 (41.55  6.57) 

CR 46 35 (76.15  5.39) 30 (65.32  9.20) 23 (51.09  11.18)  

Tratamiento control (C-) y tratamiento con 0.5 μM Resveratrol (CR) durante el cultivo in vitro. N: 
número total cigotos. TB: Tasas de blastocistos. SEM: Error estándar de la media. 

3.2.2 Tasas de reexpansión y eclosión embrionaria en embriones 
de Hartón del Valle. 

Al comparar las tasas de reexpansión y eclosión de los embriones Hartón del Valle (Figura 

3-4), el uso del Resveratrol aumentó significativamente (p<0.05) el porcentaje de 

embriones reexpandidos y eclosionados comparados con el grupo control ((tabla 3-4).  

 

Tabla 3-4 Tasas de reexpansión y eclosión de embriones Hartón del Valle producidos in 
vitro. 

Tratamiento N 

Reexpansión (48 h) 

 N (media  SEM) (%) 

Eclosión (48 h) 

N (media  SEM) (%) 

C-V- 32  20 (60.91  4.18) a 5 (17.05  8.51) a 

CRVR 30 29 (96.43  3.57) b 12 (37.50  12.84) b 

Cigotos de Hartón del Valle cultivados y atemperados en ausencia (C-V-) o presencia (CRVR) de 
Resveratrol 0.5 µM.  Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). N: número total de 
embriones. SEM: Error estándar de la media.  
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Figura 3-4 Fotografías de embriones Hartón del Valle producidos in vitro, 
cultivados y atemperados en ausencia (I y II: C-V-) o presencia (III y IV: CRVR) 
de Resveratrol 0.5 µM. A: Embrión eclosionado. B: Embrión eclosionando. C: 
Embrión no reexpandido. 

 
 

3.2.3 Análisis de los niveles de ROS y contenido de GSH 
intracelular en embriones de Hartón del Valle. 

Al comparar los niveles de ROS entre el tratamiento con Resveratrol y el control, se 

observa una disminución estadísticamente significativa (p<0.05) (figura 3-6). Por otro lado, 

no se observó diferencia estadísticamente significativa (p>0.05) en el contenido de GSH 

intracelular entre ambos tratamientos. En la figura 3-5 se observan los embriones de 

Hartón del Valle sometidos a la doble tinción.  
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Figura 3-5 Fluorescencia de embriones Hartón del Valle producidos in 
vitro, teñidos con H2DCFDA (verde, columna izquierda) y CMF2HC (azul, 
columna derecha), las cuales indican los niveles de ROS y el contenido de 
GSH intracelular, respectivamente. Los grupos de embriones fueron 
cultivados y atemperados en ausencia (C-V-) o presencia (CRVR) de 
Resveratrol 0.5 µM.  
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Figura 3-6 Intensidad relativa de fluorescencia de los niveles de ROS (H2DCFDA) y 
contenido de GSH (CMF2HC) de embriones Hartón del Valle producidos in vitro, cultivados 
y atemperados sin (C-V-) o con (CRVR) 0.5 µM Resveratrol. El experimento fue replicado 
al menos cuatro veces con un promedio de 15 embriones en cada tratamiento. Los valores 
están expresados en porcentaje de intensidad relativa de fluorescencia ± SEM. Letras 
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). 
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4 Discusión  
 

La presente investigación evaluó por primera vez la influencia del suplemento Resveratrol 

utilizado simultáneamente en los medios de cultivo y de atemperado sobre el desarrollo, la 

criotolerancia y el estado oxidativo de embriones producidos in vitro a partir de oocitos 

obtenidos con ovarios de una planta de faenado (estudio 1) y a partir de oocitos obtenidos 

por OPU de hembras de la raza Hartón del Valle (estudio 2). Por lo cual, a continuación, 

se desarrolla la discusión para cada uno de los estudios por separado. 

 

El estudio 1 demostró que la suplementación del medio CIV con 0.5 μM Resveratrol 

aumenta las tasas de clivaje de embriones bovinos. Un comportamiento similar fue 

reportado por Lee et al. (2010), quienes suplementaron el medio CIV con 0.5 μM 

Resveratrol mejorando las tasas de clivaje de blastocitos porcinos producidos in vitro. 

Estos resultados son consistentes con las características pro proliferativas del Resveratrol 

en bajas dosis (0.1-1.0 µg/ml) que han sido reportadas en otros cultivos celulares 

(Kuwajerwala et al., 2002; Szende et al., 2000).  

 

Además, se observó que la suplementación de Resveratrol en el medio de cultivo in vitro 

no afectó negativamente la tasa de blastocistos bovinos. Resultados similares fueron 

reportados por Torres et al. (2018), quienes no encontraron diferencias significativas en el 

desarrollo de los embriones bovinos utilizando la misma solución vehículo (metil β-

ciclodextrina) y concentración de Resveratrol (0.5 μM). Madrid et a. (2019a) y Salzano et 

al. (2014), tampoco encontraron un efecto de la suplementación de 0.5 μM Resveratrol en 

el medio CIV de embriones bovinos cuando se utilizó DMSO como solución vehículo. En 

el presente estudió se utilizó metil β-ciclodextrina como vehículo, el cual, se ha 

comprobado no afecta las tasas de desarrollo de embriones bovinos (Torres et al., 2018). 

Su estructura, compuesta de oligosacáridos cíclicos, se caracteriza por tener en su parte 

externa moléculas hidrofílicas, mientras que la cavidad central hidrofóbica forma complejos 

de inclusión con moléculas como el Resveratrol, evitando problemas de embriotoxicidad 

presentados con diluyentes estándar (Astray et al., 2009) y mejorando su biodisponibilidad 

en los medios de cultivo (Haley et al., 2020; Yang et al., 2016). 
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Por otro lado, se encontró que los embriones producidos a partir de ovarios de planta de 

faenado que fueron cultivados in vitro y/o atemperados con Resveratrol, no presentaron un 

aumento en las tasas de reexpansión y eclosión embrionaria a las 48 horas después del 

atemperado. Resultados similares fueron encontrados por Madrid et al. (2019a) cuando 

suplementaron con Resveratrol el medio CIV o en las soluciones de vitrificación, sin 

embargo, observaron una disminución significativa de las tasas de supervivencia 

embrionaria cuando el Resveratrol fue usado de forma simultánea en ambos medios, 

sugiriendo que el Resveratrol generó un aparente efecto prooxidante como reflejo de una 

alteración del equilibrio redox de los embriones, teniendo en cuenta que varios 

mecanismos fisiológicos de señalización celular son dependientes de ROS.  

Otros estudios reportan que la suplementación del medio CIV con Resveratrol o como 

pretratamiento antes de la vitrificación, mejoran la supervivencia (Abe et al., 2017) y las 

tasas de eclosión de embriones bovinos después del atemperado (Hayashi et al., 2018). 

Contrariamente, no se encontró un efecto negativo cuando se usó el Resveratrol de forma 

simultánea en el medio de cultivo y en las soluciones de atemperado, ni mejoras cuando 

se usó solo en uno de los medios. De igual manera, no se encontró un efecto del 

Resveratrol sobre los niveles de ROS intracelular en ninguno de los tratamientos con 

respecto al control. Previamente, el efecto positivo del Resveratrol sobre la criotolerancia 

embrionaria ha sido relacionado al fortalecimiento del sistema de defensa antioxidante 

propio de las células (Agarwal et al., 2014a) y a la eliminación directa de ROS intracelulares 

(Ourique et al., 2013; Hussein, 2011; Mahal & Mukherjee, 2006), logrando mitigar el estrés 

oxidativo generado durante la criopreservación (Agarwal et al., 2014b). Lo anterior, podría 

explicar la ausencia del efecto esperado del Resveratrol sobre el mejoramiento de la 

criotolerancia en los embriones producidos con ovarios de una planta de faenado, ya que, 

existe evidencia del aumento considerable de los niveles de ROS durante el proceso de 

vitrificación (Gupta et al., 2010) y su efecto perjudicial sobre el embrión , atribuido a la 

peroxidación lipídica (Kundu & Surh, 2008; Howitz  et al., 2003), apoptosis (Mohana  et al., 

2007; Abeydeera 1998), lesión de la membrana y daño estructural (Somfai et al., 2007). 

Es posible que, los niveles de ROS no hayan sido alterados en ninguno de los tratamientos 

con respecto al control, debido al dispositivo Cryotop utilizado para el proceso de 

vitrificación, ya que, se ha demostrado que durante la vitrificación de oocitos bovinos 

utilizando este dispositivo, no se afectan los niveles de ROS intracelular entre oocitos 

frescos y atemperados, sugiriendo que al utilizar un dispositivo Cryotop, el estrés oxidativo 
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puede concentrarse solo en la membrana plasmática (Yashiro et al., 2015). Resultados 

similares fueron reportados por Trapphoff et al. (2016), quienes demostraron que el 

proceso de vitrificación, utilizando un dispositivo Cryotop, no afectó los niveles de ROS 

intracelular en oocitos de ratón, atribuyendo los hallazgos a la seguridad del procedimiento 

que ahora se utiliza de forma rutinaria en la criopreservación de oocitos humanos 

(Trapphoff et al., 2016). Además, Madrid et al. (2019a) no encontraron diferencias en los 

niveles de ROS entre embriones bovinos frescos y vitrificados utilizando el método de 

vitrificación Cryotech®, el cual, es una versión modificada del método Cryotop® (Moulavi 

et al., 2019).  

 

En relación al contenido de GSH intracelular de embriones bovinos producidos in vitro de 

ovarios de una planta de faenado, se encontró que hubo un aumento cuando se usó 

Resveratrol simultáneamente en el medio CIV y en las soluciones de atemperado. Entre 

los antioxidantes no enzimáticos, el GSH es conocido por proteger la célula del daño 

oxidativo y regular el balance redox intracelular (Battin & Brumaghim, 2009). Varios 

estudios indican que GSH juega un rol en muchos procesos biológicos incluyendo la 

síntesis de ADN y proteínas (Lafleur et al., 1994) y la proliferación celular durante el 

desarrollo embrionario (De Matos et al., 2002). Algunos autores reportan que bajas 

concentraciones de Resveratrol (0.25, 0.5 y 2 µM) durante la MIV, aumentan los niveles 

de GSH y disminuyen los niveles de ROS intracelular, mejorando la maduración 

citoplasmática de oocitos caprinos (Mukherjee et al., 2014), porcinos (Kwak et al., 2012) y 

bovinos (Wang et al., 2014). Además, Piras et al. (2019), al suplementar los medios de MIV 

de oocitos con Resveratrol (1 µM), reportaron un aumento del contenido de GSH 

intracelular sin encontrar un efecto sobre los niveles de ROS. Durante el CIV, Abe et al 

(2017) encontraron que el uso de Resveratrol a 0.5 µM disminuye los niveles de ROS en 

embriones bovinos, mientras que Madrid et al. (2019b), reportaron que el uso simultaneo 

de Resveratrol durante el CIV y la vitrificación no alteran los niveles de ROS, pero 

disminuyen significativa el contenido de GSH intracelular, sugiriendo al igual que lo hacen 

otros autores, que altas concentraciones de Resveratrol pueden ser perjudiciales para la 

calidad embrionaria (Hayashi et al., 2018; Abe et al., 2017; Salzano et al., 2014). Contrario 

a los resultados presentados, los altos niveles de GSH cuando se usa Resveratrol de forma 

simultánea durante el CIV y el atemperado puede relacionarse a la capacidad del 

Resveratrol para estimular la síntesis de GSH intracelular a través de la inducción de la 

enzima glutamato-cisteína ligasa (GCL) (Kwak et al., 2012; Sayin et al., 2012), la cual 



92 Evaluación del efecto antioxidante del Resveratrol sobre la criotolerancia de 

embriones bovinos de la raza Hartón del Valle producidos in vitro 

 

 

cataliza el primer paso y también el limitante de velocidad, en la síntesis del GSH (Griffith, 

1999; Griffith and Mulcahy, 1999). GCL lleva a cabo el primero de dos pasos dependientes 

de ATP en la síntesis de GSH, formando γ-glutamilcisteína (γ-GC) a partir de glutamato y 

cisteína, y el segundo paso es catalizado por el glutatión sintetasa (GSS), que liga la glicina 

a γ-GC, formando GSH (Franklin et al. 2009). 

Este sería el primer estudio que utilizó Resveratrol como antioxidante en el medio de 

atemperado, encontrando que mejora el sistema antioxidante del embrión al aumentar su 

contenido de GSH intracelular. No obstante, aunque el aumento del GSH intracelular se 

ha relacionado con una mejora en la criotolerancia del embrión (Trapphoff et al., 2016), los 

resultados encontrados en este estudio, no evidenciaron dicha mejora en las variables de 

criotolerancia embrionaria. Resultados similares fueron reportados por Hara et al. (2014), 

quienes también lograron aumentar los niveles de GSH intracelular sin alterar la 

criotolerancia en oocitos bovinos al ser suplementados con diferentes antioxidantes 

durante el proceso de maduración in vitro. 

 

El estudió 2 demostró que la suplementación del medio CIV con 0.5 μM Resveratrol, no 

afectó las tasas de clivaje y las tasas de blastocistos de la raza HV. Madrid et al. (2019a) 

suplementaron el medio CIV con diferentes dosis de Resveratrol (0.0, 0.2, 0.5, 1, 5 y 10 

μM), encontrando que, la dosis de 0.2 μM de Resveratrol mejoró las tasas de blastocistos 

bovinos, mientras que, la dosis de 10 μM las disminuyó. Lo anterior, permitió evidenciar el 

mecanismo de hormesis del Resveratrol (Calabrese et al., 2010). En el actual estudio, la 

dosis utilizada no permitió observar este mecanismo, ya que no fue lo suficientemente baja 

o alta para alterar las tasas de desarrollo embrionario. Estos resultados concuerdan con 

estudios donde la suplementación del medio CIV con una dosis similar de Resveratrol (0.5 

μM) no afectó las tasas de clivaje o de blastocistos bovinos (Madrid et al., 2019a; Torres 

et al., 2018; Salzano et al., 2014). 

 

Por otro lado, se encontró que los embriones de Hartón del Valle suplementados 

simultáneamente con Resveratrol durante el cultivo in vitro y el proceso de atemperado, 

presentaron un aumento en las tasas de reexpansión y eclosión embrionaria a las 48 horas 

después del atemperado con respecto al control. Otros autores han reportado el aumento 

de las tasas de reexpansión o eclosión de embriones bovinos (Hayashi et al., 2018; Abe et 

al., 2017; Salzano et al., 2014) y porcinos (Ito et al., 2020) sometidos al proceso de 
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criopreservación, utilizando Resveratrol únicamente en el medio de cultivo in vitro. Sin 

embargo, este es el primer reporte donde la suplementación simultánea de Resveratrol 

durante el cultivo y el atemperado, aumentó las tasas de reexpansión y eclosión de 

embriones Hartón del Valle post criopreservación, lo que permite sugerir un efecto 

sinérgico del Resveratrol al ser usado como suplemento en ambos medios. Este efecto en 

el aumento de la criotolerancia de los embriones Hartón del Valle, puede ser atribuido a 

una reducción de los niveles de ROS, evitando un desbalance oxidativo y, por ende, el 

daño oxidativo que conduce a la fragmentación del ADN, apoptosis (Castedo et al., 2002; 

Takahashi 2012) y peroxidación de la membrana lipídica (Somfai et al., 2007). Además, la 

reducción significativa de los niveles de ROS cuando se usa Resveratrol de forma 

simultánea durante el CIV y el atemperado puede relacionarse a su estructura química, la 

cual está compuesto de 2 anillos fenólicos con tres grupos hidroxilo en las posiciones 3, 4 

y 5, y con dobles enlaces conjugados, lo que le atribuye un potencial de deslocalización 

de electrones en la molécula estructural (Truong et al., 2018; Papuc et al., 2017). Se ha 

comprobado que, la donación de hidrógeno es uno de los mecanismos que explica la 

actividad antioxidante del trans-Resveratrol, generando una Resveratrol-quinona más 

estable que la que se produce cuando el electrón desapareado se deslocaliza en un solo 

anillo (Papuc et al., 2017). Por lo tanto, se cree que la ruta para-OH es el mecanismo más 

favorable para el mecanismo antioxidante del Resveratrol, convirtiéndolo en los sistemas 

in vitro, en un eficiente captador de radicales hidroxilo, superóxido, anión superóxido, 

oxígeno singlete y óxido nitroso (Hussein, 2011). 

 

Consecuentemente, otros estudios que utilizaron Resveratrol como antioxidante, 

relacionaron la disminución de los niveles de ROS con un aumento del contenido de GSH 

intracelular (Piras et al., 2020; Li et al., 2016; Mukherjee et al., 2014). En el presente 

estudio, no se observó una relación en los embriones Hartón del Valle. sobre el contenido 

de GSH intracelular cuando los niveles de ROS disminuyeron. Estos resultados pueden 

deberse a que el Resveratrol puede oxidarse debido a su interacción con las ROS, 

causando que los nuevos compuestos que se forman pueden interactuar con compuestos 

de tiol como el GSH reducido y, probablemente se reciclen a través de GSH convirtiéndose 

nuevamente en el compuesto original (Resveratrol) (Sovernigo et al., 2017). Es posible 

que, debido a este mecanismo de consumo de GSH durante el proceso de reciclaje, no se 

presentara un aumento en el contenido GSH de los embriones Hartón del Valle cultivados 

y atemperados con Resveratrol.   
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5 Conclusiones y recomendaciones 
 

La presente investigación realizó por primera vez la suplementación simultánea de los 

medios de cultivo in vitro de embriones y/o los medios de atemperado con Resveratrol 

como antioxidante.  

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que la adición del Resveratrol 

al medio CIV no afecta las tasas de blastocistos bovinos. Por otro lado, la suplementación 

simultánea de Resveratrol al medio CIV y atemperado (CRVR) en embriones producidos 

in vitro con oocitos aspirados de ovarios obtenidos de una planta de faenado, aumenta el 

contenido de GSH intracelular post vitrificación/atemperado. Sin embargo, este incremento 

no parece aumentar la supervivencia y eclosión de los embriones al proceso de 

vitrificación.  

 

Además, cuando embriones Hartón del Valle son cultivados y atemperados con 

Resveratrol, se regula el estado oxidativo mediante la disminución de los niveles de ROS, 

lo que parece mejorar la criotolerancia embrionaria medida como tasas de reexpansión y 

eclosión de embriones vitrificados.  

 

Lo anterior, permitiría considerar las propiedades antioxidantes del Resveratrol y su uso 

potencial para mejorar los procesos de PIVE y vitrificación de embriones bovinos, las 

cuales parecen estar vinculadas a una mejora en la resistencia a la criopreservación y, a 

un balance del sistema antioxidante del embrión al reducir los niveles de ROS y al 

incrementar el contenido de GSH intracelular. 

 

Se recomienda realizar experimentos adicionales para comprender mejor los mecanismos 

de acción del Resveratrol durante el proceso de atemperado, ya que, este parece estar 

relacionado a características de mayor determinación que el proceso de vitrificación. 

También, para futuras investigaciones, se recomienda analizar variables de estudio 

relacionadas a la expresión génica relativa de genes relacionados con la actividad 

mitocondrial, la defensa antioxidante y la calidad embrionaria. Además, es importante 

estudiar la composición lipídica de los embriones es de Hartón del Valle y su relación con 

el desarrollo embrionario, la criotolerancia y el estado oxidativo, durante procesos in vitro 

y de criopreservación.  
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6 Anexos 
 

Anexo A. Parámetros y pruebas estadísticas de las variables clivaje, clivaje mayor a cuatro 
células y, tasas de blastocistos al día 7 y al día 8, de embriones bovinos producidos in vitro 
a partir de ovarios de plantas de faenamiento: 

Tabla 6-1. Análisis de varianza (ANOVA) de la tasa de clivaje de embriones producidos in 
vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 838.99 1 838.99 5.88 0.0205* 

Tratamiento 838.99 1 838.99 5.88 0.0205* 

Error 5137.52 36 142.71   

Total 5976.50 37    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: C-: cultivo sin 
Resveratrol y CR: cultivo con Resveratrol 0.5 μM. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  

 

Tabla 6-2 Comparación de medias de la tasa de clivaje de embriones producidos in vitro 
con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados por tratamiento, mediante la 
prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.       
C-           68.01 18 2.82 A     
CR          77.42 20 2.67    B  

C-: embriones cultivados sin Resveratrol. CR: embriones cultivados con 0.5 μM Resveratrol. Medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de procesos. Error: 
142.7088. gl: 36. 
 
Tabla 6-3. Análisis de varianza (ANOVA) de la tasa de clivaje mayor a cuatro células de 
embriones producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 846.73 1 846.73 6.05 0.0188* 

Tratamiento 846.73 1 846.73 6.05 0.0188* 

Error 5034.28 36 139.84   

Total 5881.01 37    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: C-: cultivo sin 
Resveratrol y CR: cultivo con Resveratrol 0.5 μM. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  
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Tabla 6-4 Comparación de medias de la tasa de clivaje mayor a cuatro células de 
embriones producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados 
por tratamiento, mediante la prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.       

C-          55.49 18 2.79 A     

CR          64.94 20 2.64    B 

C-: embriones cultivados sin Resveratrol. CR: embriones cultivados con 0.5 μM Resveratrol. Medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de procesos. Error: 
139.8411. gl: 36 
 
Tabla 6-5 Análisis de varianza (ANOVA) de la tasa de blastocistos al día 7 de embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento. 

F.V.       SC    gl   CM     F    p-valor 

Modelo      229.58 1 229.58 1.01 0.3206 

Tratamiento 229.58 1 229.58 1.01 0.3206 

Error       8147.63 36 226.32               

Total       8377.21 37    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: C-: cultivo sin 
Resveratrol y CR: cultivo con Resveratrol 0.5 μM. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  
 
Tabla 6-6 Comparación de medias de la tasa de blastocistos al día 7 de embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados por 
tratamiento, mediante la prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.    
C-          29.81 18 3.55 A  
CR          34.73 20 3.36 A  

C-: embriones cultivados sin Resveratrol. CR: embriones cultivados con 0.5 μM Resveratrol. Medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de procesos. Error: 
226.3231. gl: 36 
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Tabla 6-7 Análisis de varianza (ANOVA) de la tasa de blastocistos al día 8 de embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento. 

F.V.       SC    gl   CM     F    p-valor 

Modelo      229.58 1 229.58 1.01 0.3206 

Tratamiento 229.58 1 229.58 1.01 0.3206 

Error       8147.63 36 226.32               

Total       8377.21 37    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: C-: cultivo sin 
Resveratrol y CR: cultivo con Resveratrol 0.5 μM. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  

 
Tabla 6-8 Comparación de medias de la tasa de blastocistos al día 8 de embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados por 
tratamiento, mediante la prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.    

C-          29.81 18 3.55 A  

CR          34.73 20 3.36 A  

C-: embriones cultivados sin Resveratrol. CR: embriones cultivados con 0.5 μM Resveratrol. Medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de procesos. Error: 
226.3231. gl: 36 
 
 
 



 

 

Anexo B. Anexo: Parámetros y pruebas estadísticas de las variables reexpansión y 
eclosión de embriones bovinos producidos in vitro a partir de ovarios obtenidos de una 
planta de faenado: 

Tabla 6-9 Análisis de varianza (ANOVA) de la tasa de reexpansión de embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento. 

F.V.       SC    gl   CM    F   p-valor 

Modelo      386.36 3 128.79 0.76 0.5323 

Tratamiento 386.36 3 128.79 0.76 0.5323 

Error       3410.60 20 170.53              

Total       3796.96 23    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol y atemperados en ausencia (C-V- y CRV-
) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p>0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  

 
Tabla 6-10 Comparación de medias de la tasa de reexpansión de embriones producidos 
in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados por tratamiento, 
mediante la prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.    

C-V-         79.61  6 5.33 A  

CRV-         82.44  6 5.33 A  

C-VR         85.60  6 5.33 A  

CRVR         90.42  6 5.33 A  

Embriones cultivados en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol y atemperados en 
ausencia (C-V- y CRV-) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. Medias con una letra 
común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de procesos. Error: 170.5300. gl: 
20. 
 
Tabla 6-11 Análisis de varianza (ANOVA) de la tasa de eclosión de embriones producidos 
in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento. 

F.V.        SC    gl   CM     F   p-valor 

Modelo      1090.69 3 363.56 0.44 0.7290 

Tratamiento 1090.69 3 363.56 0.44 0.7290 

Error       16643.13 20 832.16              

Total       17733.82 23      

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol y atemperados en ausencia (C-V- y CRV-
) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p>0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  
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Tabla 6-12 Comparación de medias de la tasa de eclosión embrionaria de embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados por 
tratamiento, mediante la prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.    

C-V-         49.18  6 11.78 A  

CRV-         53.02  6 11.78 A  

C-VR         59.49  6 11.78 A  

CRVR         66.94  6 11.78 A  

Embriones cultivados en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol y atemperados en 
ausencia (C-V- y CRV-) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. Medias con una letra 
común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de procesos. Error:832.1566. gl: 
20. 

 
 



 

 

Anexo C. Parámetros y pruebas estadísticas de las variables niveles de ROS y contenido 
de GSH intracelular, de embriones bovinos producidos in vitro a partir de ovarios obtenidos 
de una planta de faenado: 

Tabla 6-13 Prueba de Kruskal-Wallis de los niveles de ROS medidos por la intensidad 
relativa de fluorescencia de embriones producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas 
de faenamiento sometidos al proceso de vitrificación y atemperado. 

Variable Tratamiento N  Medias D.E.  Medianas  C    H     p    

IF       CRV-        40 101.20 43.74   103.96 1.00 2.31 0.5106 

IF       CRVR        32  95.26 44.77    82.04                  

IF       C-V-        33 100.00 40.96    91.93                  

IF       C-VR        37  90.28 51.23    83.32    

Análisis de varianza no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis. IF: Intensidad relativa de 
fluorescencia. Tratamientos: Embriones cultivados en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM 
Resveratrol y atemperados en ausencia (C-V- y CRV-) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM 
Resveratrol. N: número de embriones *Un valor de p>0.05 indica diferencia estadísticamente 
significativa. 
 
Tabla 6-14 Análisis de varianza (ANOVA) del contenido de GSH intracelular medido por la 
intensidad relativa de fluorescencia de embriones producidos in vitro con oocitos obtenidos 
de plantas de faenamiento sometidos al proceso de vitrificación y atemperado. 

F.V.        SC     gl    CM     F   p-valor 

Modelo      13825.42 3 2.57 2.57 0.0572 

Tratamiento 13825.42 3 2.57 2.57 0.0572 

Error       229575.04 128 1793.56              

Total       243400.46 131    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol y atemperados en ausencia (C-V- y CRV-
) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  
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Tabla 6-15 Comparación de medias del contenido de GSH intracelular en embriones 
producidos in vitro con oocitos obtenidos de plantas de faenamiento agrupados por 
tratamiento mediante la prueba Duncan. 

Tratamiento Medias n  E.E.       

C-V-        100.00 31 7.61 A     

CRV-        112.92 37 6.96 A  B  

C-VR        113.76 31 7.61 A  B  

CRVR        129.28 33 7.37    B  

Embriones cultivados en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol y atemperados en 
ausencia (C-V- y CRV-) o presencia (C-VR y CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. Medias con una letra 
común no son significativamente diferentes (p > 0.05). N: número de embriones. Error: 1793.5550. 
gl: 128. 

 

 
 
 



 

 

Anexo D. Parámetros y pruebas estadísticas de las variables clivaje, clivaje mayor a cuatro 
células y, tasas de blastocistos al día 7 y al día 8, de embriones Hartón del Valle obtenidos 
por OPU: 

Tabla 6-16 Análisis de varianza (ANOVA) de las tasas de clivaje de embriones Hartón del 
Valle.   

F.V.       SC    gl   CM    F   p-valor 

Modelo       302.70  1 302.70 2.34  0.1547 

Tratamiento  302.70  1 302.70 2.34  0.1547 

Error       1425.56 11 129.60              

Total       1728.26 12    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  
 
Tabla 6-17 Análisis de varianza (ANOVA) de las tasas de clivaje mayor a cuatro células de 
embriones Hartón del Valle.   

F.V.       SC    gl   CM    F   p-valor 

Modelo       137.94  1 137.94 0.44  0.5222 

Tratamiento  137.94  1 137.94 0.44  0.5222 

Error       3473.24 11 315.75              

Total       3611.18 12    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  

 
Tabla 6-18 Análisis de varianza (ANOVA) de las tasas de blastocistos al día 7 de 
embriones Hartón del Valle.   

F.V.       SC    gl   CM    F   p-valor 

Modelo       294.04  1 294.04 0.58  0.4618 

Tratamiento  294.04  1 294.04 0.58  0.4618 

Error       5562.12 11 505.65              

Total       5856.16 12    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  
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Tabla 6-19 Análisis de varianza (ANOVA) de las tasas de blastocistos al día 8 de 
embriones Hartón del Valle.   

F.V.       SC    gl   CM    F   p-valor 

Modelo       294.04  1 294.04 0.58  0.4618 

Tratamiento  294.04  1 294.04 0.58  0.4618 

Error       5562.12 11 505.65              

Total       5856.16 12    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
en ausencia (C-) o presencia (CR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa.  



 

 

 
Anexo E. Parámetros y pruebas estadísticas de las variables reexpansión y eclosión de 
embriones Hartón del Valle obtenidos por OPU: 

 
Tabla 6-20 Prueba Chi-cuadrado de las tasas de reexpansión de embriones de Hartón del 
Valle. 

Estadístico Valor gl p 

Chi Cuadrado Pearson 10.91 1 0.0010* 

Chi Cuadrado MV-G2 12.57 1 0.0004* 

Irwin-Fisher bilateral -0.34  0.0012* 

Coef.Conting.Cramer 0.30   

Kappa (Cohen) -0.35   

Coef.Conting.Pearson 0.39   

Coeficiente Phi -0.42   

Prueba no paramétrica de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre las frecuencias de los 
embriones es que re expandieron con los que no se expandieron. *Un valor de p<0.05 indica 
diferencia estadísticamente significativa. 
 
Tabla 6-21 Prueba Chi-cuadrado de las tasas de eclosión de embriones de Hartón del 
Valle. 

Estadístico       Valor gl   p    

Chi Cuadrado Pearson    4.62  1 0.0316* 

Chi Cuadrado MV-G2      4.72  1 0.0299* 

Irwin-Fisher bilateral  0.24    0.0463* 

Coef.Conting.Cramer     0.19           

Kappa (Cohen)           0.25           

Coef.Conting.Pearson    0.26           

Coeficiente Phi         0.27   

Prueba no paramétrica de Chi-cuadrado para comparar diferencias entre las frecuencias de los 
embriones es que eclosionaron con los que no eclosionaron. *Un valor de p<0.05 indica diferencia 
estadísticamente significativa. 



 

 

Anexo F. Parámetros y pruebas estadísticas de las variables niveles de ROS y contenido 
de GSH intracelular de embriones Hartón del Valle obtenidos por OPU: 

 
Tabla 6-22 Análisis de varianza (ANOVA) de los niveles de ROS en embriones Hartón del 
Valle.   

F.V.       SC     gl   CM     F   p-valor 

Modelo       5676.02  1 5676.02 5.44  0.0266* 

Tratamiento  5676.02  1 5676.02 5.44  0.0266* 

Error       31316.38 30 1043.88              

Total       36992.40 31      

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
y atemperados en ausencia (C-V-) o presencia (CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de 
p<0.05 indica diferencia estadísticamente significativa. 
Tabla 6-23 Análisis de varianza (ANOVA) del contenido de GSH intracelular en 
embriones Hartón del Valle.   

F.V.       SC     gl   CM     F   p-valor 

Modelo       1812.58  1 1812.58 1.17  0.2878 

Tratamiento  1812.58  1 1812.58 1.17  0.2878 

Error       49645.32 32 1551.42              

Total       51457.89 33    

Análisis de varianza mediante diseño completamente al azar. Tratamientos: Embriones cultivados 
y atemperados en ausencia (C-V-) o presencia (CRVR) de 0.5 μM Resveratrol. *Un valor de p<0.05 
indica diferencia estadísticamente significativa.  
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