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RESUMEN

La fecundacion in vitro (FIV) es en la actualidad una biotecno-
logia de rutina en gran nimero de laboratorios de investiga-
cion a escala mundial, utilizada como herramienta para el es-
tudio de diversos aspectos relacionados con la maduraciéon de
ovocitos, la fecundacion y el desarrollo temprano del embrion
en condiciones in vitro. La L-cisteina es un sustrato externo re-
querido para la sintesis del glutation en la maduracion de ovo-
citos bovinos. Con el objetivo de evaluar el efecto de la suple-
mentacion con L-cisteina sobre la maduracién in vitro de ovo-
citos bovinos, se llevé a cabo un experimento con ovarios ob-
tenidos de vacas mestizas beneficiadas en una sala de matan-
za local. Se utilizaron tres tratamientos con diferentes concen-
traciones T1: 0 mM; T2: 0,1 mM y T3: 1,0 mM. Aproximada-
mente 400 Complejos Cumulus Ovocito (COCs) por tratamien-
to se maduraron en pozos de 500 pL del medio de maduracién
(TCM-199), distribuyéndose 50 COC por pozo en una incuba-
dora a 5% de CO,, a 38,5°C y con humedad saturada. Los da-
tos se analizaron por medio de un analisis de varianza (ANA-
VAR). No se observaron diferencias significativas entre los tra-
tamientos en el porcentaje de ovocitos que llegaron a Metafa-
se Il (MIl, T1: 72,77%, T2: 67,47% y T3: 70,43%). Los resulta-
dos indican que la suplementacién con L-cisteina durante la
maduracion no ejercidé un efecto sobre el porcentaje de ovoci-
tos bovinos que alcanzaron el estado de MII, sin embargo se
deben realizar otras investigaciones para determinar el efecto
ulterior que tiene la L-cisteina adicionada en la maduracién so-
bre la fecundacion y el desarrollo embrionario in vitro.
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ABSTRACT

In vitro fertilization (IVF) is now a routine technique in a
number of biotechnology research laboratories worldwide. IVF
is used as a tool for the study of various aspects related to oo-
cytes maturation, fertilization and early embryo development.
L-cysteine constitutes an external substrate required for syn-
thesis of glutathione in the maturation of cattle oocytes. In
order to study the effect of L-cysteine supplementation on in vi-
tro maturation of cattle oocytes, ovaries were obtained from
crossbred cows culled at a local slaughterhouse. Three differ-
ent in vitro maturation treatments were utilized. Each treatment
had a different concentrations of L-cysteine: T1: 0 mM, T2: 0.1
mM and T3: 1.0 mM. Approximately 400 Cumulus Oocyte
Complexes (COCs) were matured in wells of 500 iL of matura-
tion medium (TCM-199), with 5% CO, at 38.5°C and saturated
relative humidity. Data were analyzed using analysis of vari-
ance (ANOVA). There were no significant differences between
treatments in term of oocytes that arrived to Metafase Il (MII,
T1: 72.77%, T2: 67.47% and T3: 70.43%). Results indicate
that supplementation with L-cysteine during maturation did not
possitively affect the percentage of bovine oocytes that
reached the M Il state. Nonetheless further research should be
carried out to determine the effect of L-cysteine supplementa-
tion during maturation, on fertilization and on embryonic devel-
opment in vitro
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INTRODUCCION

Los rebafios bovinos (Bos taurus-indicus) de doble pro-
posito en Venezuela y en América Tropical, constituyen el so-
porte mas importante de la actividad ganadera [15]. En el caso
venezolano existe una marcada disminucién del rebafio nacio-
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nal, de casi trece millones de cabezas que existian en el afio
1998, a once millones y medio para el afio 2002 y una baja
productividad de dichos animales [15]. Por lo tanto, es una ta-
rea prioritaria mejorar el comportamiento productivo y repro-
ductivo de los bovinos de doble propésito, asi como incremen-
tar el numero de vientres, si se quiere cubrir la demanda na-
cional de proteina bovina, que asciende a unos 1.800 millones
de litros de leche y a mas de 3.000.000 kg de carne al afio
[15].

En las ultimas décadas, el estudio de la reproduccion en
el ganado bovino ha evolucionado de manera acelerada, mar-
cando el inicio de una nueva etapa. Esta se caracteriza por el
desarrollo de una serie de biotecnologias que contribuiran a
aumentar, en forma rapida, la capacidad reproductiva y el me-
joramiento genético del ganado bovino [19].

La fecundacion in vitro (FIV) es en la actualidad una bio-
tecnologia de rutina en un gran numero de laboratorios de in-
vestigacion a escala mundial, utilizada como herramienta para
el estudio de diversos aspectos relacionados con la madura-
cién de ovocitos, la fecundacion y el desarrollo temprano del
embrién en condiciones in vitro. En estos laboratorios, los por-
centajes de segmentacion y posterior desarrollo embrionario
(tasa de formacion de blastocistos) a partir de ovocitos (80% y
hasta un 40%, respectivamente) son importantes y muestran
el gran potencial de la técnica [19].

Es posible obtener ovocitos para la producciéon de em-
briones in vitro provenientes de: a) vacas que no responden al
tratamiento de superovulacion; b) vacas enfermas o que han
muerto recientemente; c) vacas prefiadas durante el primer tri-
mestre de la gestacion; d) vacas durante el postparto tempra-
no; e) ovarios de vacas de matadero; f) ovocitos de terneras
pre-puberes; g) coleccion de vacas que responden a trata-
mientos de sUper estimulacion, pero que por fallas en la fecun-
dacién o por problemas uterinos no han producido embriones;
h) vacas con quistes ovaricos u obstruccién de oviductos;
i) vacas con anormalidades uterinas o con adherencias ovari-
cas [19].

La FIV involucra tres fases secuenciales: la maduracion
de ovocitos, la fecundacion in vitro propiamente dicha y el cul-
tivo in vitro. La maduracion citoplasmatica de ovocitos involu-
cra eventos moleculares que incluyen la sintesis y fosforilacion
de proteinas y activacion de vias metabdlicas particulares [12,
20], cambios esenciales para la fecundacién y el desarrollo
embrionario normal.

Durante el cultivo in vitro de gametos y embriones se
produce gran cantidad de especies reactivas de oxigeno
(ROS), en comparacion con las encontradas en el tracto repro-
ductivo de la hembra (in vivo) [14]. Ademas, dado que los ga-
metos (ovocitos y espermatozoides) tienen comprometida la
capacidad para eliminar las ROS, el acumulo de éstos en con-
diciones in vivo, provoca dafios a nivel mitocondrial de los
acidos nucleicos y las proteinas [14, 18, 21, 31, 35].

El incremento del estrés oxidativo es responsable de nu-
merosos tipos de dafios al embrién. Las especies reactivas de
oxigeno tales como O, difunden y pasan a través de la mem-
brana celular y alteran muchos tipos de moléculas celulares,
tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las conse-
cuencias son multiples e incluyen alteraciones mitocondriales,
bloqueo de las células del embriéon, deplecion del ATP y apop-
tosis [11, 18]. La modificacidn oxidativa de los componentes
celulares via especies reactivas por el oxigeno (estrés oxidati-
vo), es uno de los potentes procesos mas dafiinos para la fun-
cion celular. En muchas células, los sistemas antioxidantes efi-
cientes pueden atenuar el efecto del estrés oxidativo en contra
de las especies reactivas por el oxigeno [11].

Por las alteraciones mencionadas anteriormente, rutina-
riamente se incluyen en los medios de cultivo sustancias antio-
xidantes, tales como las enzimas superéxido dismutasas y ca-
talasa o aminoacidos involucrados en la sintesis de glutatién
(GSH), que es el antioxidante natural encontrado en las célu-
las de mamiferos [1, 33]. La sintesis de glutation reducido
(GSH) durante la maduracién de ovocitos in vitro ha sido re-
portado en ratones (Mus musculus) [5], hamster (Cricetus cri-
cetus) [27], cerdos (Sus scrofa domestica) [34] y bovinos (Bos
taurus, indicus) [25]. Durante el desarrollo y la maduracion de
los ovocitos en el ovario, el contenido de GSH se incrementa
[28] y esta acumulacion intracelular de GSH en el ovocito, fa-
vorece positivamente la fecundacion y ulterior desarrollo em-
brionario [10].

Las concentraciones de cisteina en los medios de madu-
racion basadso en TCM-199 (issue Cultura Media 199), usado
como rutina en la MIV de ovocitos bovinos son muy bajas (0,6
M) comparadas con las concentracion de cistina (83,2 M), y
debido a la autoxidacién de la cisteina a cistina [9], los niveles
de este aminoacido en el medio es inexistente.

La sintesis de GSH practicamente depende de la dispo-
nibilidad de cisteina en el medio [26, 29, 32]. Sin embargo, la
cisteina se oxida facilmente, formando la cistina, un dimero de
la cisteina, incluso bajo las condiciones de cultivo mas usuales
[29]. Cuando la cisteina se oxida a cistina bajo condiciones de
cultivo, algunos tipos de células, como los linfocitos, tienen difi-
cultad para utilizar la cistina, resultando en una disminucién en
la proliferacion de los linfocitos y concentracion intracelular de
GSH [32]. Uno de los papeles mas importantes del GSH es
mantener el estado redox, actuando como tampones metaboli-
cos pudiendo atenuar el estrés oxidativo, mediante la elimina-
cion de agentes oxidantes en la célula protegiéndola de los
efectos causados por el dafio oxidativo.

La adicién de cisteina, un aminoacido que puede ser
metabolizado por las células durante la MIV y el CIV, mejora la
tasa de desarrollo de embriones [1]. Ademas, tanto el g-mer-
captoetanol (8-ME) como la L-cisteina, promueven incremento
en la tasa de formacion de blastocistos en un sistema de culti-
vo quimicamente definido (22,0% + 2,1 contra 16,2% + 1,8
cuando se le agreg6 L-cisteina y 23,3% * 2,2 contra 10,7% +
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1,6 cuando se le agregé al medio $-ME) [3]. La suplementacién
con f-mercaptoetanol, cisteina y cistina durante la maduracién
in vitro, incrementa el contenido intracelular de GSH en ovocitos
bovinos y mejora la calidad del mismo [1, 2, 7-9, 17].

Aunqgue el mecanismo que promueve el efecto de la cis-
teina o la cisteamina sobre la sintesis de GSH en ovocitos no
esta claramente dilucidado, se ha demostrado que los comple-
jos cumulus-ovocitos pueden utilizar, tanto cistina como cistei-
na para la sintesis de GSH, mas efectivamente que los com-
plejos denudados (DOs). Ademas, la cisteina puede penetrar
las células embrionarias y aglomerar los desechos de las es-
pecies reactivas de oxigeno [3, 16, 23] incrementando las con-
centraciones intracelulares de GSH de ovocitos que progresan
de vesicula germinal al estado de Metafase Il [4, 13]. Esto Ulti-
mo conlleva a una disminucién del nivel de perdxido de hidré-
geno intracelular y a un buen desarrollo embrionario, como lo
demostro el estudio de Ali y col. [1]. Basados en la literatura ci-
tada, este estudio fue realizado con el fin de evaluar el efecto
de la suplementacién con L-cisteina sobre la maduracion in vi-
tro de ovocitos bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Los complejos cumulus-ovocito (COCs) fueron obtenidos
de ovarios de vacas mestizas beneficiadas en una sala de ma-
tanza local y transportados en un termo (Friotermo, Potamito,
Venezuela) en solucion salina fisiolégica al 0,9% de NaCl en-
tre 25 y 30°C hasta el laboratorio. Posteriormente, 2 a 3 horas
después de colectados, los ovarios fueron lavados dos a tres
veces en solucion salina fisiolégica hasta eliminar la mayor
cantidad de sangre y contaminantes.

Los foliculos de 2-10 mm de diametro fueron aspirados
de la superficie ovarica con una aguja hipodérmica de 1%z pul-
gadas de 18G conectada a una jeringa de 12 mL. El fluido foli-
cular aspirado fue depositado en tubo de ensayo plastico esté-
ril protegido de la luz. Una vez aspirados todos los foliculos vi-
sibles, se dejo que los ovocitos precipitaran al fondo del tubo
(aproximadamente 10 min) y se desech¢ el tercio superior del
sobrenadante. Se realiz6 un primer lavado del fondo, donde se
encuentran los ovocitos con medio de lavado (solucién salina
buferada), se homogeniz6 bien y se repartié en placas de 60
mm (platina calentadora, Modelo 2602075, Fisher Scientific) a
38,5°C para proceder a la busqueda y seleccion de los COCs.

Bajo la lupa estereoscopica (Modelo SZ51, Olimpus, Ja-
pdn) se seleccionaron so6lo los COCs morfolégicamente mas
aptos para ser madurados in vitro. Se escogieron COCs con
citoplasma homogéneo, con zona pelucida (ZP) intacta y ro-
deados completamente por 3 0 méas capas compactas de célu-
las del cumulus [22]. Los COCs seleccionados fueron lavados
tres veces con solucién salina buferada y otras tres veces con
el medio de maduracion ovocitaria (OMM) cuya base es
TCM-199 suplementado con L-glutamina (0,25 mM), piruvato
de sodio (50 pg/mL), 10% de suero fetal bovino, estradiol (Ex,
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2uL/mL), hormona foliculo estimulante (FSH, 1 pL/mL) y factor
de crecimiento epidermal (EGF, 10 pL/mL).

Los COCs, aproximadamente 400 por tratamiento, se
distribuyeron en namero de unos 50 COCs por cada pozo de
500 pL. A cada grupo de ovocitos se le adiciond la dosis de L-
cisteina correspondiente, de acuerdo al tratamiento aleatoria-
mente asignado (TABLA |) y se cultivé en un incubador de CO,
a 38,5°C, en una atmésfera con 5% de CO,y en aire saturado
de humedad. Transcurridas las 24 horas de maduracién, los
ovocitos fueron fijados en aceto-etanol (acido acético/etanol,
1:3 v/v), tefiidos con 1% de aceto-orceina (Sigma, 07380) y
examinados bajo el microscopio de contraste de fase (Modelo
CX31, Olimpus, Japén) con el fin de cuantificar la proporcion
de ovocitos en MiIl.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron por medio de un analisis de va-
rianza (ANAVAR), las variables porcentuales (Mll: ovocitos en
metafase II; MI: ovocitos en metafase | y DEG: ovocitos dege-
nerados), mediante un andlisis de regresion logistica a través
del paquete estadistico SAS [30].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA Il se muestran los valores obtenidos de
ovocitos madurados in vitro suplementados con L-cisteina, en
estado de metafase Il + corpusculo polar (FIGS. 1y 2), en es-
tado de metafase | y ovocitos degenerados, no observandose
diferencias significativas (P>0,05) entre los tratamientos proba-
dos (0 mM L-cisteina, 0,1 mM L-cisteina y 1,0 mM L-cisteina).

En la FIG. 3 puede observarse que, a pesar de no en-
contrarse diferencias significativas entre los tres tratamientos,
se puede confirmar que la maduracion ovocitaria al estado de
MiIl, es el evento predominante luego del retiro del ovocito del
ambiente folicular [25].

Bajo las condiciones de incubacion y las concentracio-
nes de L-cisteina utilizadas en este estudio, se ha demostrado
que no hubo un efecto significativo de la suplementacién con
L-cisteina durante la maduracion in vitro de ovocitos. Contrario
a los resultados obtenidos en este estudio, donde no se obser-
v6 ningun efecto sobre la maduracion in vitro, algunos investi-
gadores han reportado efectos beneficiosos sobre el desarrollo
de embriones producidos in vitro, después de la adiciéon al me-
dio de un suplemento de tioles de bajo peso molecular [3, 23].
Esto sugiere que un alto contenido intracelular de GSH en
ovocitos en MIl podria ser un potencial reservorio de este an-
tioxidante que puede ser utilizado por los ovocitos para su de-
sarrollo posterior. La adicion de compuestos tioles, como la
cisteina, promueve un aumento de GSH simultdneamente con
la progresion de la maduracion meiética. El aumento de las
concentraciones intracelulares de GSH durante la reanudacion
de la meiosis es mayor en ovocitos en etapa de Anafase | y
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TABLA |
NIVELES DE TRATAMIENTO CON L-CISTEINA
SUPLEMENTADAS EN EL MEDIO DE MADURACION
IN VITRO | LEVELS OF TREATMENT WITH L-CYSTEINE
SUPPLEMENTS IN THE /N VITRO MATURATION MEDIUM

Concentraciones de L-cisteina utilizadas
en el medio de maduracioén in vitro

Tratamiento

0 mM de L-cisteina (control)
0,1 mM de L-cisteina
1,0 mM de L-cisteina

Metafase Il (MIl) en comparacion con aquellos que eran inma-
duros [6].

Recientemente, estudios han reportado [24] que, la adi-
cion de cisteina en el MIV no asegura un aumento en la madu-
racion nuclear o en la fecundacion, lo cual se ve reforzado por
los datos reportados en este estudio. Sin embargo, mas estu-
dios son requeridos para dilucidar exactamente sobre que con-
diciones in vitro, la cisteina puede provocar efectos beneficio-
sos al proceso de maduracion ovocitaria. La concentracion de
GSH, por su papel funcional durante el periodo de maduraciéon
y el desarrollo embrionario, puede ser considerado un marca-
dor bioquimico de la maduracion citoplasmatica de ovocitos en
gato (Felis catus domesticus), cerdo, vaca y ovejas [34], Por lo
que la medicion de GSH intracitopalsmatico seria un elemento
recomendado para proximos estudios.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la suplementacién con L-cis-
teina a las concentraciones utilizadas y bajo las condiciones
de MIV aplicadas en este estudio no ejercieron un efecto posi-
tivo sobre el porcentaje de ovocitos bovinos que alcanzaron el
estado de metafase Il (maduracion nuclear).

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar otras investigaciones sobre el
efecto que tiene un aminoacido como la L-cisteina, actuando
como antioxidante cuando es utilizado en el medio de madura-

FIGURA 1. OVOCITO EN ESTADO DE METAFASE Il (TIN-
CION CON ACETO-ORCEINA AL 1%) / OVOCYTE IN METAPHA-
SE Il (SATINED DWITH ACETO-ORCEINE 1%).

FIGURA 2. OVOCITO EN ESTADO DE METAFASE IlI, SE
OBSERVA DETALLES DEL CORPUSCULO POLAR (TIN-
CION CON ACETO-ORCEINA AL 1%) / OVOCYTE IN ME-
TAPHASE Il (SATINED DWITH ACETO-ORCEINE 1%).

TABLA Il
EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON L-CISTEINA SOBRE LA MADURACION IN VITRO | EFFECT OF L-CYSTEINE
SUPPLEMENTACION ON /N VITRO MATURATION

Tratamiento Repeticiones n Ml Ml DEG
(%) (%) (%)
0 L-cisteina 10 393 286/393 50/393 57/393
(72,77) ns (12,72) ns (14,50) ns
0,1 L-cisteina 10 415 280/415 65/415 70/415
(67,47) ns (15,66) ns (16,87) ns
1,0 L-cisteina 10 416 293/416 51/416 72/416
(70,43) ns (12,26) ns (17,31) ns
ns: No significativo; P> 0,005. n: nimero de observaciones. MIl: Metafase Il. MI: Metafase |. DEG: Degenerados.
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FIGURA 3. PORCENTAJES DE OVOCITOS EN METAFA-
SE Il (MII+CP), METAFASE | (Ml) Y DEGENERADOS (DEG) /
RATE OF METAPHASE Il (MII+CP), METAPHASE | (Ml) AND DEGENE-
RATED (DEG) OVOCYTES.

cion sobre la fecundacion y el desarrollo embrionario, no sélo
en la maduracion nuclear, si no también en la maduracion cito-
plasmatica. Se recomienda la medicion de los niveles de gluta-
tién intracelular al final del proceso de maduracién como indi-
cativo de maduracion citoplasmatica. Asi mismo, no se puede
descartar la utilizacion de rangos mas amplios de concentra-
ciones en el medio de maduracion.
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