Universidad Auténoma de Ciudad Juarez

Instituto de Ciencias Biomédicas
Departamento de Ciencias Veterinarias

Maestria en Ciencia Animal

Evaluacion de la quercetina y a-tocoferol en la
maduracion in vitro de ovocitos de bovino y su desarrollo
embrionario

Tesis para obtener el grado de

Maestra en Ciencia Animal

MVZ. Theisy Patricia Acosta Pérez

“Becada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia”

Bajo la Direccion de
Dr. Andrés Quezada Casasola
Y la Codireccion de

Dr. José Maria Carrera Chavez

Ciudad Juarez, Chihuahua, noviembre de 2021



APROBACION DE LA TESIS

Evaluacion de la quercetina y a-tocoferol en lamaduracion in vitro de ovocitos de bovino y su desarrollo
embrionario, reporte de investigacion preparado por Theisy Patricia Acosta Pérez como requisito parcial
para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIA ANIMAL

ha sido aprobado y aceptado por:

Dr. Andrés Quezada Casasola
DIRECTOR DE TESIS

Dr. José Maria Carrera Chavez
CO-DIRECTOR DE TESIS

Dr. José Alberto Nufiez Gastélum
ASESOR

Dr. Mateo Fabian Itza Ortiz
ASESOR

PhD. Ernesto Orozco Lucero
ASESOR



DECLARACION INSTITUCIONAL

EVALUACION DE LA QUERCETINAY a-TOCOFEROL EN LA MADURACION
IN VITRO DE OVOCITOS DE BOVINO Y SU DESARROLLO EMBRIONARIO

Se permite el uso académico de informacion contenida en esta tesis, siempre y cuando se
otorgue el crédito correspondiente al autor. Para la reproduccion parcial o total de este
documento con fines académicos, se debera contar con la autorizacion escrita de las autoridades

gue avalan esta tesis.

Dr. José Maria Carrera Chavez

COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL

Dr. Ramén Rivera Barreno

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE CIENCIAS VETERINARIAS

C.D. Salvador David Nava Martinez

DIRECTOR DEL INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS



DEDICATORIA

Este trabajo de investigacion estd dedicado primeramente a mi familia, a mis padres, Rosa y
Crescencio, que me apoyaron en la decision de estudiar un posgrado y que siempre estuvieron
a mi lado dandome palabras de aliento. A mis hermanos, Selene, Ervey y Gregorio, que de una
u otra forma siempre me apoyaron, que me ayudaron a mantener la calma en los momentos
dificiles. A mis mejores amigos, Mdnica, Diana, César, Armando y José Alfredo, que me
dieron su apoyo incondicional, me ayudaron a tomar decisiones y me dieron &nimos durante
todo el trayecto. A Edson, Cinthia y Julian, con quienes forme un gran equipo de trabajo y a

pesar de las dificultades siempre encontrabamos la solucién para poder seguir trabajando.

A mis directores, el Dr. Andrés Quezada y el Dr. José Maria Carrera, que en todo momento me
guiaron y me apoyaron durante el estudio, me brindaron las herramientas necesarias para poder
llevar a cabo mi proyecto, y que, a pesar de las dificultades y contratiempos del ultimo afio,

siempre estuvieron al pendiente y ofreciéndome su apoyo.

A mis amigos, que a pesar de la distancia no dejaron de darme animos, con quienes comparti
momentos de diversion que ayudaban a despejar mi mente, JorDel3426, Norvac666, Dejoe87,
gracias por todo, y, por ultimo, knigthchaos, amigo me hubiera gustado mucho compartir este
momento contigo, lamentablemente te nos adelantaste, espero volvernos a encontrar, gracias

por el apoyo, te extraiio mucho.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco principalmente a la Universidad Autonoma de Ciudad Juérez por permitirme
formar parte del programa de la Maestria en Ciencia Animal y contribuir en mi crecimiento y

desarrollo profesional.

Asi mismo, al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo

econdmico para poder llevar a cabo mis estudios.

A mis directores y asesores, el Dr. Andrés Quezada, Dr. José Maria Carrera, Dr. Mateo Itza,
PhD. Ernesto Orozco y el Dr. José Nufiez, por su apoyo durante la investigacion, sus consejos,
aportes y disposicion para poder llevar a cabo el trabajo. Al Dr. Eduardo Pérez Eguia, quien
desafortunadamente ya no esta con nosotros, pero que al inicio de la investigacion dedicé parte

de su tiempo y consejos para guiarnos en el proceso.

Al personal del Rastro Municipal de Ciudad Juarez, a los MVZ. Corella y Andujo que nos
permitieron la entrada a sus instalaciones para poder llevar a cabo la investigacion, y nos

apoyaron en todo momento durante el proceso.

También agradezco a mis mejores amigos, Monica, César, Diana, Armando y José Alfredo,
por darme &nimos y apoyo, y siempre estar disponibles cuando los necesitaba, asi como a mis
amigos y compafieros, Edson, Julian y Cinthia, por el gran equipo de trabajo que formamos

durante el trayecto, por los momentos y conocimientos que compartimos.

Por ultimo, agradezco a mi familia, de quienes tuve el apoyo incondicional desde el inicio y
hasta el momento, y que de una u otra manera veian la forma de aportar para poder llevar a

cabo mi investigacion.



RESUMEN

EVALUACION DE LA QUERCETINA Y a-TOCOFEROL EN LA MADURACION IN
VITRO DE OVOCITOS DE BOVINO Y SU DESARROLLO EMBRIONARIO

Por:

Theisy Patricia Acosta Pérez

La maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos es uno de los pasos mas importantes durante la
produccion de embriones in vitro (PIV). La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) durante la PIV pueden disminuir los porcentajes de blastocistos obtenidos, asi
como su calidad al final del proceso. Se propone la adicion de antioxidantes al medio de maduracion
para evitar o disminuir los dafios ocasionados por las ROS. En esta investigacion se utilizaron dos
antioxidantes en diferentes concentraciones: a-tocoferol (0, 100, 200 y 400 uM) y quercetina (0, 2, 4,
8y 16 uM) los cuales fueron afadidos al medio de MIV de ovocitos de bovino. Se recolectaron ovarios
del matadero. Los ovocitos fueron recuperados mediante aspiracion folicular, lavados en medio TCM-
199y clasificados en cuatro categorias, (1 siendo ovocitos de excelente calidad y 4, ovocitos de calidad
pobre), distribuidos entre los tratamientos, y sometidos a maduracion a 38.5 °C con 5% de CO, durante
22 h. Posteriormente se evalud el indice de expansion del cumulus (CEI) y se realiz6 la fertilizacion y
el cultivo in vitro, los porcentajes de segmentacion y blastocistos fueron evaluados 48 h 'y 7 dias post
cultivo, respectivamente. En el estudio 1 de a-tocoferol no se encontré diferencia significativa entre
los tratamientos, CEI (P=0.7716), porcentaje de maduracion (P=0.8715), de segmentacién (P=0.8917)
y blastocistos (P=0.5032) para los ovocitos clasificacion 1y 2. Para los ovocitos clasificacion 3y 4 se
encontrd diferencia significativa para el porcentaje de maduracion (P=0.0129) y segmentacion
(P=0.0184), siendo el grupo de 100 uM el que el mayor porcentaje obtuvo (77.36% y 16.12%
respectivamente). En el estudio 2 de quercetina se observd una diferencia significativa entre los
tratamientos para el porcentaje de maduracion (P=0.0004) de los ovocitos clasificacion 1y 2, siendo
el grupo de 16 uM el que obtuvo el mayor porcentaje entre los tratamientos (78.33%), asi mismo, en
los grupos de los ovocitos clasificacion 3 y 4, se observé una diferencia significativa en el porcentaje
de maduracién (P=0.0004), siendo el grupo de 2 uM el que obtuvo el mayor resultado entre los
tratamientos (95.23%). Ademas, se encontré diferencia significativa en el porcentaje de blastocistos

(P=0.0409), siendo el grupo de 16 uM el que presentd el mayor porcentaje (13.33%). Se concluye que



la adicidon de quercetina o o-tocoferol al medio de maduracion in vitro incrementa la maduracion y el

desarrollo hasta alcanzar la etapa de blastocistos de los ovocitos dado a sus propiedades antioxidantes.

Palabras clave: maduracidn in vitro; quercetina; a-tocoferol; especies reactivas de oxigeno; embriones

bovino.
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1. INTRODUCCION

La habilidad de generar grandes cantidades de embriones de bovino in vitro a un costo
relativamente bajo ha sido un beneficio enorme para el estudio de su desarrollo temprano. Sin
embargo, hay retos significativos asociados con la tecnologia que gira en torno a cuestiones de la
calidad de los ovocitos al final del proceso y la calidad de los embriones. La produccidn in vitro de
los embriones (PIV) de rumiantes es un proceso de tres pasos que incluye la maduracion in vitro
(MI1V) de los ovocitos, fertilizacion in vitro (FIV) y el cultivo in vitro (FIV) (Lonergan y Fair, 2014).
La maduracion de los ovocitos es un proceso largo y complejo durante el cual el gameto femenino
adquiere la habilidad de ser fertilizado, asi como mantener el desarrollo del embri6n in vitro a la fase
de blastocisto, y probablemente, el desarrollo a término in vivo (Nogueira da Costa et al., 2015). Dos
de los inconvenientes mas importantes de los sistemas de maduracion in vitro es la falta de
antioxidantes y la alta concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles).
Las ROS son moléculas oxidantes poderosas que pueden alterar estructuralmente a muchas
moléculas, llevando a un mal funcionamiento. Las ROS son consideradas responsables en parte de la
baja eficiencia de produccidn de embriones bovinos in vitro (Khan et al., 2017). En fisiologia normal,
las ROS estan involucradas en procesos de sefializacion contribuyendo al desarrollo normal y funcion
celular. Para alcanzar y mantener los niveles fisioldgicos de ROS, hay un balance dinamico entre la
generacién de ROS y la actividad de antioxidantes para reducir las ROS (Schoot et al., 2018). Cuando
los ovocitos y embriones son cultivados in vitro, se enfrentan al estrés oxidativo ya que la
recuperacién y el cultivo involucra exposicion a la luz, concentraciones elevadas de oxigeno y
concentraciones alteradas de substratos metabdlicos (Jeong et al., 2006; Remido et al., 2016;
Chowdhury et al., 2017). Ademas, entre los factores que pueden influenciar el ambiente de cultivo,
el estrés oxidativo, el cual es inducido por la gran tension de oxigeno ha recibido especial atencion
en los altimos afios (Rocha-Frigoni et al., 2016); ya que resulta en el envejecimiento prematuro de
los ovocitos por la produccion aumentada de las ROS (Chowdhury et al., 2017). Si no se remueven
rapida y efectivamente de las células, las ROS pueden dafiar un gran rango de macromoléculas,
llevando, posiblemente a la muerte celular. Por lo tanto, las ROS, deben ser inactivados
continuamente para mantener niveles fisiologicamente tolerables que jueguen un papel normal en las

funciones celulares (Jeong et al., 2006). Un método que puede ayudar a sobrellevar este problema es
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la suplementacion del medio de maduracion in vitro con compuestos antioxidantes. Se ha reportado
que la adicion de antioxidantes al medio de maduracién in vitro disminuye los niveles de ROS y
aumenta el rango de produccion de blastocitos (Remido et al., 2016). La vitamina E, un antioxidante
liposoluble predominante en células animales, es considerada como un removedor mayor de ROS
(Zhang et al., 2012). Su forma activa homologa es el a-tocoferol el cual protege a las membranas
celulares de la oxidacidn al reaccionar con las especies reactivas de oxigeno y los radicales lipidicos
producidos en la peroxidacion lipidica (Takahashi, 2007). Asi mismo, la quercetina es un flavonoide
natural encontrado en plantas, tiene propiedades terapéuticas y un potencial antioxidante, y su
presencia ha promovido excelentes porcentajes de maduracion y desarrollo de blastocistos mediante
la reduccion de los niveles intracelulares de ROS (Silva et al., 2019). Con base en lo anterior, el
objetivo de este estudio es la evaluacion antioxidante del a-tocoferol y la quercetina sobre la
maduracion in vitro de los ovocitos y su desarrollo hasta blastocistos. Los resultados obtenidos de
esta investigacion podran ser Utiles para el incremento de la calidad de los ovocitos y de los embriones

durante el manejo y procedimientos in vitro.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Produccion de embriones in vitro

La produccion de embriones in vitro, se refiere a los procedimientos llevados a cabo en el
laboratorio, incluyendo maduracion in vitro, fertilizacion y cultivo in vitro, requeridos para producir

embriones de ovocitos inmaduros (Viana et al., 2012).

En el ganado bovino, el ciclo reproductivo natural lleva al nacimiento de una cria al afio. Para
incrementar el porcentaje de diseminacion de animales con alto merito genético, se utilizan las
técnicas de reproduccién asistida, ya que pueden aumentar el nimero de crias por afio. Los
procedimientos estandar involucran el aumento de ovocitos fertilizables a través de la estimulacion
ovarica, recuperacion de embriones a través de lavados uterinos y su transferencia. La produccién de
embriones in vitro representa un método para incrementar el nimero de embriones transferibles al
realizar maduracién, fertilizacion y crecimiento ex vivo, lo cual permite una coleccién rapida y

frecuente de los gametos (Plourde et al., 2012).

La produccion de embriones in vivo, asi como in vitro, han destacado como unas de las
mejores biotecnologias en el ganado, dada la ganancia genética que se obtiene en los hatos y por
reflejar directamente la productividad del ganado en animales de leche y carne. Estas biotecnologias
reproductivas se unieron para mejorar los programas de mejoramiento genético y se han posicionado
como herramientas estratégicas para mejorar la produccién animal. La produccién de embriones in
vitro ha sido la técnica que mas se ha expandido en los afios recientes, y que ofrece una amplia

variedad de aplicacién a una escala comercial (Cavalieri et al., 2017).

En la especie bovina, la criopreservacion del semen y la inseminacién artificial son
actualmente las principales técnicas de reproduccién asistida utilizadas. Sin embargo, la PIV ha
surgido como una tecnologia interesante para objetivos especificos de reproduccion en el ganado
(Martinez et al., 2019). Las técnicas de PIV son atractivas debido a las posibilidades de produccion
masiva de embriones de bovino para transferencia, diagnostico embrionario, cultivo de células
somaticas y clonacién embrionaria, y para la produccion de vacas transgénicas, asi como la
investigacion basica de los mecanismos de fertilizacion y embriogénesis (Hoshi, 2003). Los
protocolos de rutina de produccion de embriones in vitro estan caracterizados por el cultivo de

ovocitos y embriones en grupos (Gooaverts et al., 2010).

Por lo anterior, el nimero de embriones producidos in vitro por afio en la industria comercial

de transferencia de embriones bovinos ha crecido, incrementando la demanda del mejoramiento de la
3



tecnologia de fertilizacion in vitro. Sin embargo, la eficiencia de la PIV permanece baja, probablemente
porque el ambiente in vitro no puede imitar el ambiente in vivo resultando en embriones con una calidad
alterada (Sirard et al., 2006; Lonergan y Fair, 2014; Maruri et al., 2018).

La habilidad de generar grandes cantidades de embriones in vitro a un costo relativamente bajo
ha sido un beneficio enorme para el estudio de su desarrollo temprano. Sin embargo, hay retos
significativos asociados con la tecnologia que gira en torno a cuestiones de la calidad de los ovocitos al
durante o al final del proceso de maduracion (Sirard et al., 2006) y la calidad de los embriones. La PIV
de rumiantes es un proceso de tres pasos que incluye la maduracion in vitro de los ovocitos, fertilizacién
in vitro y el cultivo in vitro. En términos de eficiencia, en ganado bovino lechero, aproximadamente el
90% de los ovocitos inmaduros, generalmente recuperados de foliculos en etapas desconocidas del ciclo
estral, se someten a maduracion nuclear in vitro de la profase | a la metafase Il (la etapa en la cual
hubieran sido ovulados in vivo) y a una maduracion citoplasmatica. Sin embargo, solo del 30% al 40%
de tales ovocitos alcanzan la fase de blastocisto, en la cual pueden ser transferidos a una hembra
receptora o ser congelados para su uso en un futuro (Lonergan y Fair, 2014; Lucas et al., 2015; Martinez
etal., 2019).

En las técnicas de reproduccion asistida, los ovocitos utilizados para MIV son obtenidos de
foliculos en diferentes etapas del desarrollo y por lo tanto constituyen una poblacién heterogénea con
diferentes niveles de competencia. Cuando estos ovocitos son removidos del ambiente folicular,
reinician la meiosis automaticamente. Los ovocitos que ain no han completado la maduracién
citoplasmatica son incapaces de convertirse en embriones viables. Por lo tanto, la remocién prematura
de los ovocitos de los foliculos y su condicién subsecuente en la MIV son principalmente los factores
responsables de la poca habilidad de desarrollo de los ovocitos que maduraron in vitro, comparados con

aquellos que maduraron in vivo (Guimardes et al., 2015).

En los Gltimos afios, se ha intentado determinar cuéles condiciones son necesarias durante los
procesos de MIV, FIV y CIV para mejorar la produccion de embriones y optimizar la técnica,
incrementando su uso en un futuro cercano (Fabjan et al., 2014). El uso de suplementos quimicos
representa un método alternativo en el mejoramiento de la MIV. Estos aditivos incrementan la
efectividad del medio de cultivo, por ejemplo, al actuar como antioxidantes, y permiten a los ovocitos

inmaduros adquirir competencia para la fertilizacion y la embriogénesis (Lucas et al., 2015).

2.2 Recoleccion y manejo de los ovarios

La maduracién de ovocitos in vitro se considera un paso fundamental para el avance de

biotecnologias como la fecundacion y PIV (Huanca et al., 2007). Los ovocitos pueden provenir de
4



diferentes fuentes, incluyendo la recuperacion post mortem de ovarios de sacrificio, asi como la
aspiracion guiada por ultrasonido (OPU, por sus siglas en inglés), en repetidas ocasiones, de complejos
cumulus-ovocito (COCs, por sus siglas en inglés) recuperados via transvaginal en donadoras vivas
(Gooaverts et al., 2010). La obtencion de ovarios provenientes de hembras sacrificadas en el matadero
permite el suministro de una fuente abundante de ovocitos a bajo costo, los que pueden ser madurados,
fertilizados y cultivados in vitro (una vez fecundados) hasta estados avanzados del desarrollo
embrionario (Huanca et al., 2007).

Algunos factores técnicos importantes para la PIV son la temperatura, el tiempo de
almacenamiento y la manipulacion de los ovarios obtenidos de sacrificio (Huanca et al., 2007;
Gooaverts et al., 2010). Dado a que, bajo condiciones de campo no siempre es posible la rapida colecta
y transporte de los ovarios de vuelta al laboratorio. Esto debido a la dependencia de los mataderos, ya
que los animales no pueden ser sacrificados en un corto tiempo (los animales son recibidos en el
matadero a diferentes horas durante el dia), ademas de la distancia entre el matadero y el laboratorio
(Garcia-Alvarez etal., 2011, Wang et al., 2011). Debido a esto, se deben disminuir los efectos adversos,
ya que los ovocitos inmaduros son particularmente sensibles a su ambiente. Las condiciones apropiadas
durante el transporte de los ovarios son de gran importancia para mantener la viabilidad de los ovocitos,
ya que, si se llegara a presentar inclusive un ligero cambio en la temperatura o la soluciéon de
preservacion durante el transporte de los ovarios, puede tener un gran efecto en la competencia al
desarrollo de los ovocitos durante los procedimientos in vitro (Wang et al., 2011). Por lo anterior,
algunos autores han reportado que los ovarios pueden permanecer en solucidn salina a una temperatura

de 30 a 37 °C durante 8 h sin llegar a afectar su calidad ni los procesos MIV y FIV (Huanca et al., 2007).

2.3 Técnicas de recuperacion de los ovocitos

Un programa de produccién de embriones exitoso depende de muchos factores, uno de los
cuales es la recuperacion eficiente de los COCs. Un gran nimero de ovocitos de buena calidad son
necesarios para una produccién de embriones exitosa, ya que aproximadamente solo el 30% de los
ovocitos de bovino recuperados pueden convertirse en blastocistos (Sirard et al., 2006; Dadashpur et
al., 2012; Lonergan y Fair, 2014).

Durante varias décadas, la puncion y aspiracion de foliculos ovaricos han sido utilizadas para
la recuperacion de ovocitos para la PIV en bovinos. Varias actualizaciones completas revisando la
produccion in vitro y la transferencia de embriones en animales domésticos, indican que la

disponibilidad de ovocitos de buena calidad es un prerrequisito para el éxito (Gooaverts et al., 2010).



En la produccion de embriones utilizando ovocitos colectados de ovarios obtenidos de
sacrificio, es necesario desarrollar métodos para facilitar la recuperacion de varios ovocitos de buena
calidad por ovario (Dadashpur et al., 2012). Se han empleado diferentes técnicas de coleccion de
ovocitos para obtener el maximo de ovocitos de buena calidad. La diseccion de los ovarios y la
aspiracion folicular son técnicas usadas rutinariamente para la recuperacion de los ovocitos de ovarios

provenientes del matadero (Dinkar y Shankar, 2013).

Los porcentajes de recuperacion de ovocitos varia, entre el 32 y 90% dependiendo del
procedimiento de aspiracion utilizado. Un método conveniente y econémico para recolectar un gran
numero de ovocitos para los procedimientos in vitro es mediante la aspiracion de los foliculos visibles
en la superficie de los ovarios (Dadashpour et al., 2012). La aspiracion folicular es un método
ampliamente utilizado dado a la velocidad de operacion (Muthay Uma, 2012). En estudios anteriores,
se hareportado que, al incrementar el tamafio de las agujas en su diametro interno de 0.6 mma 0.7mm,
la recuperacién de los ovocitos podria aumentar de un 42 a un 58%, sugiriendo que las agujas mas
finas pudiesen ser muy pequefias para permitir el paso de la masa de cumulus preovolatoria ya
expandida. En bovinos, en ovarios post-mortem, los foliculos son aspirados utilizando agujas de 18 a
22 G y jeringas de 3 a 20 mL, o agujas de 16 a 19 G cuando se utiliza presion de vacio desde 75 a
100 mmHg (Fry et al., 1996).

2.4 Seleccion y clasificacion de los ovocitos

Hay muchos factores que pueden afectar la eficiencia de la produccién de embriones in vitro
en especies mamiferas. Sin embargo, la madurez y la calidad de los ovocitos posiblemente juegan un
rol esencial en la determinacion de su competencia de desarrollo. Mientras es relativamente facil
determinar la madurez meidtica, no hay un método réapido y econémico para estimar la madurez
citoplasmatica de los ovocitos, la cual es predominantemente responsable por el resultado principal de

la PIV, es decir, el rango de formacion de blastocistos (Opiela y Katska, 2013).

La seleccion de ovocitos inmaduros destinados para la maduracion in vitro aln esta basada en
caracteristicas morfoldgicas de los COCs, ya que es considerada como no invasiva y rapida de realizar.
Adicionalmente, otras técnicas pueden causar muerte celular o son caras. Por otra parte, es bien sabido
que solo utilizar el criterio morfolégico no es un determinante efectivo de los factores de calidad (Alcoba
etal., 2017).

Antes de la M1V, los COCs son usualmente seleccionados basados en el tamafio del foliculo
del cual provienen y criterios morfoldgicos tales como la presencia de varias capas de células del

cumulus compactas y citoplasma homogéneo. Estos criterios de seleccion permiten excluir a los
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ovocitos en etapas tempranas de crecimiento folicular, pero no permiten discriminar entre ovocitos en
etapas finales de desarrollo folicular y ovocitos que ya la han completado, ya que ambas poblaciones
son morfoldgicamente indistinguibles (Toranzo et al., 2018).

El criterio de seleccion de los COCs es extremadamente importante para una MIV exitosa.
Como se menciond, la morfologia del citoplasma y células del cumulus alrededor de los ovocitos es
el criterio principal para la calificacion y seleccion de los ovocitos para la MIV (Alm et al., 2005;
Mirshamsi et al., 2013). Los ovocitos normales deben tener células del cimulo rodeando la zona
pellcida, ausencia de rompimientos en la zona pellcida y ausencia de vesiculas en el ooplasma
(Dinkar y Shankar, 2013). Los ovocitos recuperados se podrian clasificar en calidad excelente, bueno,
suficiente y pobre dependiendo del revestimiento del cumulus y la distribucion citoplasmatica. Los
ovocitos de excelente calidad son los que poseen mas de cuatro capas de células del cumulus
compactas con el citoplasma granulado uniformemente. Los ovocitos buenos poseen al menos dos a
cuatro capas de células del cumulus con el citoplasma granulado uniformemente. En cambio, los
ovocitos de calidad suficiente tienen solo una capa de células del cumulus compactas con el
citoplasma uniformemente granulado. Los ovocitos de calidad pobre no tienen células del cumulus o
tienen una capa incompleta o células expandidas, con un citoplasma oscuro o granulado
desordenadamente. Es deseable seleccionar ovocitos de calidad excelente o buena para el proceso de

maduracion, fertilizacién y cultivo in vitro (Dinkar y Shankar, 2013).

Cuando se utiliza un lote grande de ovarios provenientes del sacrificio, donde todos los COCs
colectados estdn mezclados después de la aspiracién, se pierde el conocimiento sobre el antiguo
ambiente folicular (Jewgenow et al., 2019). Estos COCs inmaduros necesitan ser ordenados segun su
calidad antes de la maduracién. El objetivo es eliminar los ovocitos con un potencial de desarrollo
deteriorado del sistema de produccion desde el principio. Esto deberia beneficiar la capacidad de
desarrollo de los ovocitos restantes e incrementar la eficacia y eficiencia del procedimiento de PIV
(Gooaverts et al., 2010).

Uno de los problemas méas importantes en la PIV es la necesidad de seleccion de los ovocitos
y cigotos, un punto crucial para mantener un alto rendimiento en la produccion in vitro (Mirshamsi
et al., 2013; Coello et al., 2019). Es complicado encontrar un solo factor o caracteristica que pueda
ser utilizada como un indicador de la competencia del ovocito (Coello et al., 2019). Asimismo, la
seleccion de ovocitos competentes para el desarrollo basado en su morfologia es cominmente
influenciada por juicio personal y por la falta de estandares universales (Mirshamsi et al., 2013).
Ademas, se conoce que la variacion morfoldgica significativa que existe entre los ovocitos puede

afectar el desarrollo y la implantacion de los embriones derivados, asi como su habilidad de llegar a
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la etapa de blastocistos, siendo solo el 40% de los ovocitos seleccionados los que alcanzan esta etapa

posterior a la fecundacion (Balaban y Urman, 2006; Jackowska et al., 2008; Samaniego et al., 2017).

2.5 Maduracion in vitro de los ovocitos

Durante el desarrollo fetal, los ovocitos de bovino se mantienen en profase | de la primera
division meidtica, conocida como la fase de vesicula germinal (GV, por sus siglas en inglés). Antes
de cada ovulacién, la meiosis del ovocito en el foliculo dominante se reanuda después del pico de
LH; la mitad de los cromosomas son extruidos en la forma del primer cuerpo polar y el ciclo celular
se pausa de nuevo, esta vez en la metafase de la segunda division meiotica. La reanudacion de la
primera division meiotica, progresion hasta la metafase Il, y el acompafiamiento de los cambios
citoplasmaticos que son requeridos para que el ovocito sea capaz de una fertilizacion normal se llama
colectivamente como maduracion ovocitaria (Machaty et al., 2012). La maduracion de los ovocitos
es un proceso largo y complejo durante el cual el gameto femenino adquiere la habilidad de ser
fertilizado, asi como mantener el desarrollo del embrion in vitro a la fase de blastocisto, y
probablemente, el desarrollo a término in vivo (Nogueira da Costa et al., 2015).

La MIV se ha convertido en una técnica de rutina realizada para producir ovocitos maduros
para la investigacion de embriones (Fanz et al., 2017). Sin embargo, representa uno de los pasos clave
gue limitan la produccidn in vitro de embriones viables (Buroszewka et al., 2015). Durante la M1V,
los ovocitos retoman la meiosis después de ser liberados del ambiente folicular inhibidor de la meoisis
y en condiciones de cultivo apropiadas. Sin embargo, es reconocido que la capacidad de desarrollo
de los ovocitos madurados in vitro se ve comprometida en comparacion con aquellos madurados in
vivo. Estudios previos han demostrado que el medio de MIV de ovocitos podria afectar el desarrollo
embrionario, numero de blastocistos, y la apoptosis (Fanz et al., 2017). Los ovocitos bovinos son
colectados cuando son inmaduros, y las etapas finales de maduracién son completadas in vitro bajo
la influencia de aditivos en el medio de cultivo incluyendo, pero no limitandose a, gonadotropina
corionica humana (hCG), hormona foliculo estimulante (FSH) y/o hormona luteinizante (LH) (Walls
y Harts, 2018), y posteriormente cultivados en condiciones de cultivo celular estandar durante 24-48
h hasta que alcancen la metafase Il (Gilchrist y Thompson, 2007; Akar et al., 2018). Una pequefia
proporcion (30% al 40%) de estos ovocitos madurados in vitro tienen desarrollo completo hasta el
término alcanzando la etapa de blastocisto (Gilchrist y Thompson, 2007; Lonergan y Fair, 2014;
Lucas et al., 2015; Martinez et al., 2019).

La eficiencia de las técnicas de MIV de los ovocitos esta limitada por la competencia de

desarrollo intrinseco del ovocito (Gilchrist y Thompson, 2007), y se puede definir como la habilidad
8



del ovocito para completar una serie de eventos (los cuales se describen mas adelante) para poder
generar descendencia saludable. Estos eventos comienzan con la habilidad del ovocito para completar
su maduracion y después pasar por una fertilizacion exitosa, segmentacion y alcanzar la etapa de
blastocisto produciendo un embrion de buena calidad. Aunque el tener éxito en uno de estos eventos
no garantiza éxito en el siguiente, la maduracion de los ovocitos es considerada un paso crucial que

influye en el éxito de la fertilizacion y el desarrollo embrionario subsecuente (Marei et al., 2014).

La MIV de los ovocitos se ha vuelto parte integral de la producciéon de embriones y una
herramienta Gtil para entender los factores que influyen en la capacidad de desarrollo de los ovocitos.
La adquisicion de una capacidad completa de desarrollo por parte del ovocito depende de la
comunicacioén bidireccional entre el vestimiento del cimulus y el ovocito, y la interaccion apropiada
entre ambos tipos de células es indispensable para un desarrollo apropiado y el subsecuente desarrollo
del embridn (Moussa et al., 2018). Durante la maduracion ovocitaria, las células del cimulo pasan
por un proceso de expansion, el cual es inducido por la estimulacién de gonadotropinas in vivo o in
vitro y lleva a una produccién masiva de moco extracelular de la matriz (principalmente acido
hialurdénico, AH). La maduracién de los ovocitos también incluye cambios bioquimicos y moleculares
gue son importantes para activar la maquinaria del ciclo celular que regulan los eventos nucleares y
citoplasmaticos durante la maduracion. Estos mecanismos de regulacion molecular son complejos y

determinan la competencia de desarrollo intrinseco de los ovocitos (Marei et al., 2014).

En la especie bovina, los porcentajes de desarrollo de la etapa de blastocistos in vivo casi
duplican a aquellos obtenidos por ovocitos madurados in vitro (31.7 vs. 48.5%; Rizos et al., 2002),
limitando el potencial de la productividad de la PIV. La reducida habilidad de desarrollo de los
ovocitos madurados in vitro puede explicarse como una consecuencia de las condiciones suboptimas
para la maduracién del ovocito, pero el crecimiento folicular incompleto de algunos ovocitos usados
para la MIV, y una deficiente maduracion nuclear, citoplasmatica y molecular pueden ser también
responsables (Toranzo et al., 2018). La maduracién funcional completa del ovocito, incluyendo la
nuclear, citoplasmatica, y componentes de membrana, es necesaria para que el ooplasma sea capaz
de reprogramar el nicleo para el espermatozoide fertilizante, se logre promover la formacion
pronuclear del macho, y se dé inicio la primera divisién mitética celular en el embridn recién formado
(Machaty et al., 2012).



2.5.1 Maduracion citoplasmatica

En afios recientes, los esfuerzos se han intensificado para poder madurar y fertilizar
exitosamente los ovocitos in vitro, y posteriormente cultivar los embriones asegurando las etapas
transferibles de un gran nimero de especies de mamiferos. Para la mayoria de las especies, solo es
posible obtener un desarrollo maximo de 40 — 50% de los cigotos a la etapa de blastocistos. La
competencia de desarrollo reducida de los ovocitos se sugiere es la primera razén para el potencial
reducido de embriones producidos in vitro, ademas de que la seleccion rutinaria de los COCs puede
excluir ovocitos en etapas de crecimiento folicular temprano o no discriminar ovocitos que ya
completaron su desarrollo (Toranzo et al., 2018). La vasta mayoria de los ovocitos madurados in vitro
son obtenidos de foliculos antrales tempranos y estos son meidticamente competentes, sin embargo,
muchos no obtienen un didmetro 6ptimo antes de la fertilizacion y ademéas demuestran anomalias
inducidas por el medio de cultivo en el desarrollo embrionario, nimero de blastocistos y apoptosis
(Watson, 2015).

Los ovocitos adquieren su competencia de desarrollo durante el crecimiento y la maduracion.
(Marei et al., 2012). La maduracion citoplasmatica incluye aquellos eventos que le dan al ovocito la
capacidad de completar la maduracion nuclear, fertilizacion, y embriogénesis temprana y asi
proporcionar una base para la implantacion, iniciacion de la prefiez, y un desarrollo fetal normal. En
términos generales, involucra la acumulacion, uso y degradacion selectiva de ARNm, proteinas,
substratos y nutrientes que son requeridos para alcanzar el desarrollo competitivo del ovocito que

abarca la competencia del desarrollo embrionario (Watson, 2015).

Aunque existen distintos procesos, la maduracién nuclear y citoplasmatica estan entrelazadas
en eventos que ocurren simultaneamente a tiempos determinados, aunque la programacién molecular
del citoplasma puede ya haber empezado durante la fase de crecimiento del ovocito (Ferreira et al.,
2009).

2.5.1.1 Redistribucién de los organelos: rol de la mitocondria en la maduracion citoplasmaética

Esta bien establecido que se pueden observar severos cambios ultraestructurales en cuanto a
la morfologia y redistribucién de los organelos citoplasmaticos durante la maduracion de los ovocitos.
El tréfico de los organelos citoplasméticos durante la maduracion ocurre a través de la accion de los
microfilamentos citoesqueléticos y los microtbulos, y el reposicionamiento de los organelos depende

de las necesidades de la célula en cada etapa del desarrollo (Ferreira et al., 2009).
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La mitocondria juega un rol extremadamente importante dado a que es un componente clave
de la maquinaria metabdlica responsable del suplemento de energia que se consume durante el
proceso de maduracion. EI movimiento de la mitocondria a areas de alto consumo de energia es
crucial para los ovocitos y el blastomero embrionario durante los periodos criticos del ciclo celular
(Ferreira et al., 2009), ya que la mitocondria provee energia/metabolitos a regiones especificas en el
ovocito y estd asociada a la produccidn de energia para asegurar el desarrollo subsecuente del embrion
(Suzuki et al., 2005).

En particular, la organizacién y continua actividad metabdlica de la mitocondria son
caracteristicas necesarias de la maduracion citoplasmatica y reanudacién de la meiosis afectando el
desarrollo subsecuente después de la fertilizacién (Stojkovic et al., 2001). En los ovocitos de bovino,
la relocalizacién principal de la mitocondria ocurre durante la maduracién in vitro y esta influenciada
por hormonas y substratos energéticos en el medio de maduracién (Stojkovic et al., 2001). Es
importante que las mitocondrias se distribuyan uniformemente al final del tiempo de maduracidn para
asegurar la misma division entre las células hijas durante la segmentacion y el desarrollo embrionarios
normal (Marei et al., 2012).

2.5.2 Maduracion nuclear

Una caracteristica unica de los ovocitos de mamiferos es su capacidad para mantener un
detenimiento prolongado de la profase | que se extiende desde la vida fetal hasta la adultez. En este
periodo el ovocito existe dentro del ovario como un foliculo primordial rodeado de células de la
granulosa inactivas. Este ciclo celular se mantiene conforme el foliculo primordial entra en el grupo
de foliculos en crecimiento para incrementar su volumen. Antes del pico preovulatorio de
gonadotropinas, los ovocitos de los mamiferos se encuentran detenidos en la fase diploteno de la
primera profase mei6tica dentro de los foliculos ovaricos. Estos estan rodeados de capas compactas
de células del cumulus, formando el complejo cumulus-ovocito, esta etapa también es conocida como
etapa de VG. Una vez que su crecimiento esté casi completo (aproximadamente al 80% de su tamafio
final), el ovocito ha acumulado todos los transcritos requeridos para su progresion meiética y
fertilizacion, y ahora es conocido como meidticamente competente, durante este periodo, un complejo
sistema regulatorio que involucra al ovocito y las células sométicas del foliculo se asegura que el
estado de VG se mantenga detenido hasta la ovulacién. Bajo la estimulacion del pico de la LH en la
ovulacion junto con una descarga de CDK1 (quinasa, también conocida como factor promotor de la

maduracion, que precipita la reanudacion de los eventos de la meiosis), se lleva a cabo el rompimiento
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del detenimiento de la fase de VG, teniendo como resultado la disolucién de las laminas nucleares.
Esto induce el rompimiento de la VG, el ovocito completamente crecido reinicia la meiosis, el nicleo
prominente desaparece seguido de la condensacion de los cromosomas y de la disolucion de la
membrana nuclear, indicado por la ruptura de la vesicula germinal (GVDB, por sus siglas en inglés).
Conforme los microtibulos se organizan en el huso bipolar y todos los cromosomas se alinean en el
huso ecuatorial, la meiosis continda con la segregacién de los cromosomas, una division asimétrica
de los ovocitos y la expulsion del primer cuerpo polar llegando a la metafase I, seguido de la entrada
a la meiosis Il en donde se da una segunda division y un segundo detenimiento en la metafase Il (un
ovocito ha madurado nuclearmente al alcanzar M I1) hasta la fertilizacion. La finalizacion de estos
eventos secuenciales nucleares generalmente se le conoce como maduracion nuclear (Wang y Sun,
2007; Mlynar¢ikova et al., 2009; Holt et al., 2013). En condiciones in vitro, los ovocitos de mamifero
pueden reiniciar la meiosis espontdneamente cuando se les libera de los foliculos antrales y son

cultivados bajo condiciones favorables (Liang et al., 2007).

2.6 Métodos de evaluacion de la maduracion de COCs
2.6.1 Expansion de las células del cumulus

Las biotecnologias de la reproduccion son disciplinas que estdn dinamicamente
desarrollandose. En parte, su progreso depende de una suficiente cantidad de ovocitos de calidad que
sean (tiles para varios procedimientos, tales como fertilizacién in vitro, clonacién mediante la
transferencia nuclear de células somaticas y transgénesis. La calidad de los ovocitos es determinada
por la terminacién de la maduracion nuclear y citoplasmatica y la adquisicion de la competencia de
desarrollo. En estos procesos, se requiere la comunicacion celular entre el ovocito y las células del

cumulus que lo rodean, asi como la expansién de las células del cumulus (Nevoral et al., 2014).

Las células con una matriz extracelular adyacente constituyen el cumulus, un componente
esencial de los COCs. El cumulus rodea al ovocito durante el crecimiento y la maduracion mei6tica
consecutiva del ovocito, ovulacion, fertilizacién y desarrollo embrionario temprano. Durante la
maduracion meiética del ovocito, las células del cumulus cambian su morfologia y actividad
metabolica. Por lo tanto, las células del cumulus influyen significativamente en la maduracion del
ovocito y la adquisicion de su competencia del desarrollo. Las células del cumulus son importantes
en la sintesis de una gran cantidad de la matriz extracelular lo cual provoca el crecimiento de los
complejos cumulus-ovocito. Este fendbmeno se conoce como expansion del cumulus, la cual tiene
lugar en el foliculo poco antes de la ovulacion in vivo, asi como durante la maduracion meidtica in
vitro (Nevoral et al., 2014).
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Una de las formas de evaluar la maduracién de los ovocitos es mediante la expansion de las
células del cumulus. Después del pico de gonadotropinas, se inicia una diferenciacion de la matriz
extracelular (ECM) en el complejo cumulus ovocito. Durante este proceso, conocido como expansion
del cumulus, las células del cumulus producen una gran cantidad de &cido hialurénico (AH), proteinas
de la matriz extracelular y proteoglicanos. Los componentes activos del cumulus del ECM son
sintetizados directamente por las células del cumulus bajo el control de factores endocrinos y
derivados del ovocito, secretados por las células murales de la granulosa, o que entraron al foliculo
por el plasma sanguineo. Una composicion apropiada y la formacion del EMC del cumulus es esencial
para la ovulacion, el paso del ovocito a través del oviducto y para la fertilizacion (Mlynar¢ikova et
al., 2009). Los grados de la expansion de las células del cumulus pueden ser utilizados como un
indicador morfolGgico para la maduracion de los ovocitos. Asi que, se puede decir que las células del
cumulus expandidas indican una probable maduracién y ovocitos de buena calidad mientras que unas

células del cumulus compactas caracterizan a los ovocitos inmaduros (Dinkar y Shankar, 2013).

2.6.2. indice de Expansion del Cumulus

Diversos autores han evaluado la expansion de las células del cumulus como un indicador de
maduracion, asignandoles una calificacion segun su grado de expansion del 0 a 4 una vez concluido
el periodo de MIV (Nagiova et al., 2000). Los grados de expansion se describen en la Tabla 1 a

continuacion:

Tabla 1. Grados de expansion de los ovocitos de bovino de acuerdo con Nagiova et al., (2000).

CLASIFICACION CARACTERISTICAS
Grado 0 No hubo una respuesta detectable
Grado 1 Las celulas del cumulus periféricas tienen un aspecto
brillante.
Grado 2 Expansion de las células periféricas del cumulus
Grado 3 Expansién de todas las células del cumulus excepto por

las células de la corona radiada.
Grado 4 Expansion de las células del cumulus incluyendo las

células de la corona radiada.
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Funsho y Downs (1990), desarrollaron el indice de expansion del cumulus (CEl, por sus siglas
en inglés), al igual que lo que realizan otros autores actualmente, se les designa una calificacion a los
ovocitos, sin embargo, el CEI permite el célculo del valor promedio de expansion de un grupo en
particular. Los COCs que muestran poca expansion tienen un CEI cercano a “0”, mientras que aquellos
que tienen expansion completa y casi completa se estipula que tienen un CEI cercano a “4”; por ejemplo,
si al final de un grupo de cultivo de 55 complejos, exhibieron las siguientes expansiones: “07, 20; “+17,
20; “+27,10; “+3”, 5; “+4”, 0; entonces el CEI de este grupo seria [(0x20) + (1x20) + (2x10) + (3x5) +
(4x0)]/55 = 55/55 = 1.00. El valor “0.5” fue establecido como el valor que determina si la expansion
del cumulus ha sido o0 no estimulada. Este valor fue elegido porque al menos una mitad de los complejos
deberian haberse expandido en lo minimo (puntaje “+1”). Se debe enfatizar que los puntajes de
expansion es un proceso subjetivo, sin embargo, el CEI ha demostrado ser util al hacer comparaciones

cualitativas entre diferentes grupos de tratamientos (Funsho y Downs, 1990).

2.6.3 Expulsién del primer cuerpo polar

La expulsion del primer cuerpo polar es indicadora de la maduracion nuclear de los ovocitos.
La evaluacion de la morfologia del primer cuerpo polar es util para distinguir la edad post ovulatoria
del ovocito. Ademas, el rompimiento de la VG y la expulsion simultanea del primer cuerpo polar
indica el término de la primera division meiética. En adicidn, la expulsion del primer cuerpo polar es
un marcador que indica que el ovocito esta listo para sobrellevar el proceso de fertilizacion (Halvaei
et al., 2011). La evaluacion de la expulsién del primer cuerpo polar se realiza mediante la remocion
de las células del cumulus, mediante pipeteo constante 0 mediante el uso de un vértex, utilizando
hialuronidasa por un periodo de dos a tres minutos; posteriormente son lavados en medio de cultivo
y son observados bajo el microscopio invertido o estereoscopio para determinar la presencia del

primer cuerpo polar (Halvaei et al., 2011; Zhao et al., 2018).

2.6.4 Evaluacion de la actividad mitocondrial

Torner et al. (2004) y El-Raey et al. (2011) confirmaron en estudios previos que la
reorganizacion mitocondrial y la alta actividad metabdlica son caracteristicas necesarias para la
maduracion citoplasmatica y la reanudacion de la meiosis en los ovocitos. Ellos concluyen que la
MIV de los ovocitos estd asociada a los cambios en la distribucion de las mitocondrias activas, y que
las condiciones in vitro pueden causar un movimiento incompleto de las mitocondrias al citoplasma
interior y esto puede afectar la maduracion citoplasmatica, por lo cual la actividad y la distribucién
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de la mitocondria es evaluada para determinar la maduracién citoplasmatica de los ovocitos post
maduracion (Torner et al., 2004; El-Raey et al., 2011). Un método para evaluar la actividad de las
mitocondrias es mediante la tincion MitoTracker Red®, la cual tifie selectivamente las mitocondrias
activas, las cuales acumulan la tincion dependiendo de la permeabilidad de su membrana y el
potencial de retencion después de la fijacion. Esto se realiza mediante la denudacion de los ovocitos
por pipeteo constante en medio de cultivo, posteriormente son incubados en solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (D-PBS) conteniendo 5% de albumina sérica bovina (BSA) con
200 nM de MitoTracker Red®, por un periodo de 30 minutos bajo condiciones de cultivo. Una vez
concluido este periodo de tiempo, los ovocitos son lavados tres veces con D-PBS sin BSA y son
fijados con paraformaldehido al 2% (v/v) en D-PBS durante 15 minutos a 37°C. Una vez que fueron
fijados, son lavados dos veces en D-PBS, montados en una laminilla bajo un cubreobjetos y son
examinados inmediatamente a temperatura ambiente en un cuarto oscuro. La intensidad de
fluorescencia se mide utilizando un microscopio de epiflourescencia, y posteriormente se toman
fotografias de los ovocitos después de una excitacidon a una longitud de onda entre 510 a 560 nm (El-
Raey et al., 2011).

2.7 Fertilizacion in vitro

La fertilizacion in vitro (FIV) es el método in vitro que méas asemeja la interaccion gameto a
gameto durante la fertilizacion in vivo. Se ha utilizado en repetidas ocasiones para determinar la
fertilidad relativa de las muestras de semen en animales de granja, al evaluar diferentes puntos finales

en etapas tempranas de desarrollo embrionario (Papadopoulos et al., 2015).

Los ovocitos y espermatozoides estan involucrados en el proceso de FIV. Los ovocitos y
espermatozoides son dependientes del tiempo; en otras palabras, ambos tienen la habilidad de ser
fertilizados o fertilizar los ovocitos con el tiempo limitado. Este tiempo limitado de los ovocitos y
espermatozoides se conoce como periodo fértil. El periodo fértil corto o largo depende en gran parte de
varios factores, tales como raza, temporada, edad del donador, estado nutricional del donador, calidad
de los gametos, condiciones de cultivo y preservacion incluyendo pH, osmolaridad, compuestos, gases,
entre otras. El periodo fértil de los gametos es variable, incluso entre los mismos individuos. Por lo
tanto, para una FIV exitosa, el tiempo es critico. Los ovocitos y espermatozoides deben ser incubados
juntos dentro de su periodo fértil, para asegurar que el nimero maximo de ovocitos maduros puedan ser

fertilizados por espermatozoides apropiados y capacitados (Zhu et al., 2018).
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En general, la FIV se inicia entre 20 a 24 h después de la M1V, cuando es considerado que la
mayoria de los ovocitos en el medio de maduracién han alcanzado la metafase de la segunda division
meidtica (MII) (Zhu et al., 2018). Luego de un proceso de seleccion y capacitacion espermatica que
permitird a su vez deshacerse de componentes del plasma seminal, crioprotectores y espermatozoides
muertos 0 con escasa vitalidad, esto se realiza mediante distintos sistemas de lavado e incubando a
los espermatozoides en medios de composicion comparables a la del fluido oviductal (Matés et al.,
2010). El semen congelado o refrigerado es utilizado en la mayoria de los laboratorios; sin embargo,
algunos laboratorios aun prefieren utilizar semen fresco si esté disponible por la calidad implicita en
el semen fresco en comparacion con el semen congelado (Zhu et al., 2018).

2.7.1 Capacitacion espermatica in vitro

La capacitacion espermatica es un proceso anterior a la fertilizacién y es de importancia
fundamental para generar un embrién viable de calidad superior (Maciel et al., 2018). Se basa en
cambios bioquimicos, biofisicos y moleculares del espermatozoide para penetrar y fertilizar
exitosamente al ovocito, ocurren in vivo, durante el transito en el tracto reproductivo de la hembra, e

in vitro en la presencia de un medio definido (Fabrega et al., 2012; Maciel et al., 2018).

En mamiferos, estos cambios fisioldgicos en el espermatozoide incrementan la fluidez de la
membrana plasmatica e hiperpolarizacion, junto con la reorganizacion de las moléculas de la
superficie (Maciel et al., 2018). Durante la capacitacion, los espermatozoides también presentan un
incremento en la concentracion intracelular de calcio (Ca?*) y bicarbonato (HCOs), incremento del pH
intracelular y fosforilacion de proteinas, especialmente residuos de tirosina (Dalvit et al., 1994;
Naresh y Atreja, 2015; Maciel et al., 2018). La hiperactivacién mejora la motilidad espermatica, la
cual puede ser de ayuda cuando se liberan a los espermatozoides de los reservorios del oviducto y
para penetrar la matriz extracelular del ovocito. Posteriormente, la reaccion acrosomal comprende la
exocitosis de los contenidos acrosomales que facilitan la penetracion de la zona pellcida y exponen

los componentes de membrana requeridos para la fusion de los gametos (Naresh y Atreja, 2015).

En la mayoria de los casos, el medio de capacitacion contiene sustratos energéticos (piruvato,
lactato, glucosa), un aceptor de colesterol (normalmente albimina), Ca** y HCOs;, ademéas de
determinados electrolitos (Matas et al., 2010). La induccion de la capacitacion de los espermatozoides
puede realizarse mediante el uso de sustancias fisiologicas como las células del cumulus, el fluido
folicular, el fluido oviductal, la progesterona, las proteinas de la zona pellcida y los

glicosaminoglicanos como la heparina o cafeina (Gardon et al., 2001).
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Se conocen muchos factores que afectan la eficiencia de la FIV, tales como la calidad
espermatica, el macho, el ambiente, el tiempo apropiado de inseminacion, y la capacitacion apropiada
de los espermatozoides descongelados. De hecho, los espermatozoides deben pasar bajo una
capacitacion para adquirir la habilidad de fertilizar. Este proceso, el cual ocurre in vivo en el tracto
reproductor de la hembra, debe ser inducido in vitro (Boccia et al., 2013).

Uno de los obstaculos iniciales en la rutina de FIV era la capacitacion espermaética in vitro
(Parrish et al., 1999), ya que una FIV exitosa tiene un minimo de dos requerimientos basicos:
espermatozoides capacitados y ovocitos maduros. Cuando los espermatozoides estan completamente
capacitados y son incubados con ovocitos maduros, la penetracion del espermatozoide de la zona
pelucida es rapida y sincronizada entre la poblacién completa de ovocitos (Fraser y Quinn, 1981;
Maciel et al., 2018).

2.7.2 Métodos de seleccion de espermatozoides para fertilizacién in vitro

Los métodos de seleccidon de semen son aplicados rutinariamente para preparar semen para la
FIV en varias especies. Estos procedimientos son utilizados para mejorar la calidad en las caracteristicas
espermaticas y para remover el plasma seminal y crioprotectores, asi como otro material de fondo y
restos. Varios métodos estan disponibles para la preparacion de los espermatozoides para FIV,
incluyendo: Swim-up, gradiente de Percoll, y lavado por centrifugacion (Urrego et al., 2008; Machado
et al., 2009).

2.7.2.1 Método de Swim-up

Aunque el método de Swim-up es de los méas antiguos, sigue siendo el método mas simple y
econémico usado en laboratorios de PIV alrededor del mundo, particularmente en técnicas de
reproduccion asistida en humanos. El método esté basado en el movimiento de los espermatozoides del
pellet a la parte mas alta del medio sobrenadante (Arias et al., 2017). En Swim-up, los espermatozoides
estan en capas al fondo de una columna de medio. La naturaleza densa del semen en el diluyente y
crioprotectores inicialmente mantienen a estos espermatozoides al fondo, pero con el tiempo, los
espermatozoides viables comienzan a nadar hacia arriba, fuera del diluyente y el crioprotector hacia el
medio que lo recubre. El aislar solo el medio que recubre provee una poblacion de espermatozoides que
esta cerca al 100% de motilidad o viabilidad. Esta poblacion de espermatozoides aislada por Swim-up
simplemente se puede contar para afiadir un nimero especifico de espermatozoides para el sistema de

FIV (Parrish, 2014). La técnica obtiene un alto porcentaje de espermatozoides moviles, después de la
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separacion, la mayoria con morfologia normal. Sin embargo, el nimero de espermatozoides separados
es muy bajo. Asimismo, se ha descrito que el método de Swim-up reduce significativamente el
porcentaje de espermatozoides con una cromatina condensada normal, y que el contacto cercano entre
las células en el pellet, remanentes celulares y leucocitos, producen altos niveles de ROS, las cuales son
perjudiciales para los espermatozoides (Arias et al., 2017).

2.7.2.2 Gradiente de Percoll

El sistema de gradiente de Percoll similar al utilizado con semen humano se optimiz6 para el
semen bovino entre 1989 y 1990 y se compartié con muchos laboratorios para su uso al preparar
espermatozoides bovinos para FIV (Parrish, 2014). EI Percoll es un medio comercial utilizado para
separar células y particulas subcelulares mediante los gradientes de densidad, y ha sido ampliamente
usado en la separacion de espermatozoides de animales. El Percoll estd compuesto de particulas
coloidales de silice recubierto con polivinilpirrolidona (PVP) no dializable. La centrifugacién en los
gradientes de densidad de Percoll 45 a 90% separa los espermatozoides de acuerdo con su estado de
maduracion e integridad de las células. En bovinos, la separacion por gradientes de densidad ha
mejorado la calidad del semen, principalmente en casos de alta viscosidad, baja calidad o semen
criopreservado (Wolf et al., 2008; Arias et al., 2017).

2.8 Cultivo in vitro de embriones

A los embriones de bovino que se desarrollan en el tracto reproductivo, la hembra les provee
todos los nutrientes necesarios para el desarrollo embrionario temprano y un sistema para remover
los materiales de desecho. En la PIV, una vez que los ovocitos de bovino son madurados y fertilizados
in vitro, el paso final es el cultivo del embrién para llegar a la etapa de blastocisto, en la cual se puede
transferir a una hembra receptora o criopreservarlo para su almacenamiento hasta que se requiera;
estos embriones deben obtener todos los nutrientes del medio de cultivo (Gordon, 2003). Los
embriones en etapa de preimplantacion pueden desarrollarse en diferentes medios cuya composicion
varia desde simples soluciones salinas balanceadas y carbohidratos, fluido oviductal sintético (SOF,
por sus siglas en inglés), y medio optimizado simple de potasio (KSOM), hasta medios con
componentes mas complejos, tales como medio de cultivo tisular (TCM-199), una mayor
suplementacion de suero y/o una capa de células somaticas (Rizos et al., 2008). Durante la ventana
de seis dias post fertilizacion en el periodo de cultivo en bovinos entre el cigoto y la formacion de

blastocistos, ocurren varios eventos mayores del desarrollo, lo cual explica su importancia en la
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determinacion de la calidad de los blastocistos. Estos eventos incluyen: (1) la primera segmentacion
(24 48 h de la fecundacion), la cual se sabe es el momento critico para determinar el desarrollo
posterior del embrion; (2) la activacion del genoma embrionario en la etapa de 8 a 16 células; (3)
compactacion de la morula en el dia 5, lo cual involucra el establecimiento del primer contacto intimo
de célula a célula en el embridn; (4) y la formacion del blastocisto en los dias 6 a 7, involucrando la
diferenciacion de los dos tipos de células que conforman el blastocito: el trofectodermo y la masa
celular interna, y posteriormente la eclosion de la zona pelucida (Rizos et al., 2008).

La capacidad de segmentar es un potencial intrinseco en los ovocitos completamente
desarrollados ya que puede ocurrir en la ausencia de fertilizacion por un estimulo simple de
activacién. Cuando la segmentacion no ocurre, no esta claro si es consecuencia de un espermatozoide
disfuncional que fallé al activar el ovocito o que el ovocito por si mismo no tiene la habilidad de
sobrellevar la primera division celular. La evaluacion de cientos de presuntos cigotos que no
segmentaron en las 36 horas postinseminacion indica que la mayoria de ellos no fueron fertilizados y
solo una pequefia proporcion tuvo un espermatozoide descondensado incompleto o un pronicleo
desincronizado, lo cual indica que una pequefia subpoblacion de ovocitos completamente
desarrollados obtenidos de ovarios de matadero son incompetentes para desencadenar los procesos
en cadena después de la fertilizacion y la segmentacion (Sirard et al., 2006). Un ovocito bovino
fertilizado debe alcanzar la etapa de blastocisto en los 6 a 9 dias de cultivo en condiciones apropiadas
para tener una oportunidad significativa de inducir la prefiez y producir descendencia (Sirard et al.,
2006).

2.8.1 Evaluacion morfolégica de los embriones

La evaluacion de la calidad de los embriones producidos involucra su habilidad para
establecer y mantener la prefiez después de la transferencia. Sin embargo, por razones practicas y
economicas, solo es posible transferir un grupo de embriones. Por lo tanto, se han desarrollado
métodos alternativos para evaluar la calidad de los embriones. EI método més utilizado para la
seleccion de embriones antes de la transferencia en reproduccion asistida tanto en animales
domésticos como en humanos es la evaluacion mediante la morfologia. Las caracteristicas
morfoldgicas tales como el color de los blastdmeros, el grado de compactacion, cinéticas del
desarrollo y tiempos de la formacién del blastocisto y expansion, el didmetro del embrién al
eclosionar puede estar relacionado con la calidad del embrion (Rizos et al., 2008). En bovinos el
didmetro de los blastocitos es entre 150 a 190 um, incluyendo un grosor de la zona pelucida entre 12
a 15 um. Un embrion ideal es compacto y esférico; los blastdbmeros deberian tener un tamafio similar
con un color y textura uniforme; el citoplasma no debe ser granular o vesiculado; el espacio
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perivitelino deberia ser claro y no debe contener restos celulares. Asimismo, la zona pelicida debe

ser uniforme, sin rupturas ni colapsada, y sin poseer restos en su superficie (B6 y Mapletoft, 2013).

Es importante poder reconocer las etapas del desarrollo para compararlas con la etapa de
desarrollo en la que el embridn se deberia encontrar dependiendo del dia de desarrollo. Se han escrito
codigos estandarizados para describir las etapas del desarrollo embrionario. Se utiliza un c6digo
numérico, que va desde “1”, siendo un ovocito sin fertilizar o un embrion de una célula, hasta el “9”,
un blastocisto expandido y eclosionando. A continuacion, se describen las etapas que B6 y Mapletoft

(2013) indican son mas comunes de encontrar al dia 7:

e Morula (Codigo 3): una masa de al menos 16 células es dificil distinguir entre
blastémeros individuales, la masa celular del embrién ocupa la mayor parte del espacio
perivitelino.

e Morula compacta (Codigo 4): los blastomeros individuales se han unido, formando una
masa compacta; la masa embrionaria ocupa entre 60 al 70% del espacio perivitelino.

e Blastocisto temprano (Codigo 5): un embrion que ha formado una cavidad llena de
liquido o blastocele y da una apariencia general de un anillo de sello. EI embrién ocupa
entre 70 al 80% del espacio perivitelino. En un periodo temprano de esta etapa el embrion
puede verse de una calidad cuestionable dado a la dificultad para diferenciar las células
de la masa interna de las células del trofoblasto.

e Blastocisto (Codigo 6): se puede realizar la diferenciacion pronunciada de la capa
exterior del trofoblasto y de la mas oscura, la masa celular interna es evidentemente mas
compacta. El blastocele es prominente, con el embrién ocupando la mayoria del espacio
perivitelino. La diferenciacién visual del trofoblasto y la masa de celular interna es
posible en esa etapa de desarrollo.

e Blastocisto expandido (Cédigo 7): el didmetro general del embridén incrementa
dramaticamente con un adelgazamiento concurrente de la zona pellcida,
aproximadamente a un tercio de su grosor original.

e Blastocisto eclosionado (Codigo 8): los embriones recuperados en esta etapa pueden estar
pasando por el proceso de eclosion o pueden ya haber perdido la zona pellcida. Los
blastocistos eclosionados pueden ser esféricos con un blastocele bien definido o puede
estar colapsado. La identificacion de los blastocistos eclosionados puede ser dificil a
menos que se vuelvan a expandir cuando la apariencia de anillo es obvia (B y Mapletoft,
2013).
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2.9 Problemas durante la produccién de embriones in vitro
2.9.1 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo durante la maduracion in vitro

Uno de los principales inconvenientes de los sistemas de MIV es la falta de antioxidantes y la
alta concentracion de ROS. Las ROS son poderosas moléculas oxidantes que pueden alterar
estructuralmente a muchas moléculas, llevando a un mal funcionamiento de las mismas. Las ROS son
consideradas responsables en parte de la baja eficiencia de produccion de embriones bovinos in vitro.
Esta ineficiencia esta relacionada con la induccidn de arresto mit6tico en los ovocitos y embriones por
las ROS (Khan et al., 2017).

La formacion de ROS es el resultado de la reduccion del oxigeno molecular, y las ROS pueden
ser generadas por la fosforilacion oxidativa en la membrana mitocondrial. En fisiologia normal, las ROS
estan involucrados en procesos de sefializacion contribuyendo al desarrollo normal y funcién celular.
Para alcanzar y mantener los niveles fisiolégicos de ROS, hay un balance dindmico entre la generacion
de ROS y la actividad de antioxidantes para reducir los ROS (Schoot et al., 2018). Sin embargo, si la
capacidad de sintetizar nuevos antioxidantes no es suficiente para reducir las cantidades excedentes de
ROS, el estrés oxidativo resulta en dafio al ADN, peroxidacion lipidica y dafio a proteinas, este Gltimo,
es resultado de la oxidacién lo cual lleva a un desdoblamiento anormal en el reticulo endoplasmatico o
una pérdida en la funcion de enzimas y receptores. La peroxidacion lipidica afecta la funcion celular
por la pérdida de fluidez de membrana. Estos efectos pueden llevar a dafio y muerte celular (Schoot et
al., 2018), asi como cambios en los patrones de expresion de genes, disfuncion mitocondrial en los
gametos y embriones, lo cual puede inhibir la fusién del espermatozoide al ovocito (Remido et al.,
2016).

2.9.1.1 Estrés oxidativo y su efecto en los ovocitos y embriones

La produccion de ROS es un proceso normal que ocurre dentro de las células, incluyendo
embriones, células del cumulus y ovocitos (Rocha-Frigoni et al., 2016). Generalmente, la dinamica
ovérica resulta en la sobreproduccion de ROS durante las fases finales del desarrollo folicular y en el
momento de la ovulacién. La sobreproduccion de ROS es detenida por el sistema enzimatico
antioxidante activo en las células. Un ligero incremento en las ROS es necesario para la reanudacion
meiotica posterior al arresto diploteno en los ovocitos de los mamiferos; sin embargo, el flujo de ROS
en el ovario o el desbalance en el estado REDOX lleva a un estado de estrés oxidativo. El incremento
en el estrés oxidativo lleva a cambios irreversibles en el citoplasma y regiones nucleares del ovocito
encerrado en el foliculo, que posteriormente afectard la capacidad de fertilizacion de los ovocitos
(Naseer et al., 2017).
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Bajo condiciones fisioldgicas, la mayor fuente de ROS es la fosforilacion oxidativa en la
mitocondria. Las ROS son producidos a través de la reaccion de transferencia de electrones al
oxigeno, que estan involucrados en muchos procesos fisiologicos relacionados con la actividad
ovérica y la gametogénesis; asi como la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides bovinos y
la interaccion entre espermatozoides y ovocitos. Los ROS son extremadamente reactivos e inestables
y por lo tanto pueden interactuar con varias moléculas para adquirir electrones en un intento de
convertirse en estables. Estas interacciones pueden, a su vez, inducir una cascada de reacciones en
cadena que pueden eventualmente llevar a dafio celular, incluyendo peroxidacion lipidica
(principalmente fosfolipidos de membrana) y la oxidacion de aminoécidos y &cidos nucleicos.
Asimismo, niveles altos de ROS causan dafio al ADN por la ruptura de las membranas mitocondriales
y llevan a la liberacién consecuente de citocromo C y la activacion de las cascadas de caspasa (Rocha-
Frigoni et al., 2016), asi como la desestabilizacion del factor promotor de maduracién, reduccion de
los factores de supervivencia y activacién de la apoptosis mediada por la mitocondria (Luo et al.,
2018). Estos eventos culminan en muerte celular y en un desarrollo embrionario fallido,
disminuyendo la viabilidad de los embriones producidos in vitro. Para evitar estos efectos dafinos,
los sistemas bioldgicos han desarrollado mecanismos para controlar los niveles de ROS, incluyendo
agentes antioxidantes enzimaticos (por ejemplo, superdoxido dismutasa, glutation peroxidasa y
catalasa) y no enzimaticos (por ejemplo, a-tocoferol, acido ascorbico, 3-caroteno, entre otros) (Jeong
et al., 2006; Rocha-Frigoni et al., 2016; Goodarzi et al., 2017). Asi que, dado la constante amenaza a
la viabilidad celular impuesta por la accion de las ROS, los antioxidantes han sido aplicados a los
sistemas de cultivo de la PIV utilizados para producir embriones bovinos, con el objetivo de mejorar

la produccion y la calidad de los ovocitos y embriones (Rocha-Frigoni et al., 2016).

2.9.2 Produccion de especies reactivas de oxigeno durante los procedimientos de colecta y maduracién

in vitro de ovocitos

La integracién del transporte de ovarios a los protocolos de PIV ha sido un reto importante
en paises extensos y/o en casos de bajos recursos en las cuales el matadero esta localizado lejos del
laboratorio. La larga distancia del transporte de ovarios al laboratorio tiene efectos adversos en la
calidad de los ovocitos en términos de maduracion nuclear y capacidad de desarrollo después de la
MIV y la FIV. Los ovarios necesitan ser colectados y transportados al laboratorio inmediatamente
después del sacrificio para poder hacer un uso efectivo de los ovocitos que contiene. El tipo del medio

de transporte, el tiempo de almacenamiento, asi como la temperatura durante el transporte de los
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ovarios, entre varios factores, afectan la supervivencia folicular y del ovocito, y su capacidad de
desarrollo (Goodarzi et al., 2017).

Durante el transporte de los ovarios al laboratorio, el paro del flujo sanguineo reduce el
suministro de oxigeno y energia, y pone a los ovarios bajo condiciones de isquemia. La isquemia dafia
la viabilidad folicular y funcion IGtea en los ovarios; en particular, los radicales libres de oxigeno son
los mayores contribuyentes al dafio al 6rgano durante la preservacién. Ademas, el sistema antioxidante

de las células del ovario se ve comprometida durante la preservacion (Goodarzi et a.l, 2017).

Muchos estudios han reportado que el ambiente de cultivo en el cual los ovocitos y embriones
son expuestos puede afectar su calidad. Cuando los ovocitos y embriones son cultivados in vitro, se
enfrentan al estrés oxidativo, ya que la recuperacién y el cultivo involucra exposicion a la luz,
concentraciones alteradas de substratos metabolicos en relacidn al ambiente in vivo y concentraciones
elevadas de oxigeno (Jeong et al., 2006; Remido et al., 2016; Chowdhury et al., 2017); esta ultima ha
recibido especial atencion en la Gltima década, ya que la alta tensién de oxigeno induce al estrés
oxidativo (Rocha-Frigoni et al., 2016) resultando en el envejecimiento prematuro de los ovocitos por la
produccion aumentada de las ROS. El envejecimiento prematuro de los ovocitos antes de la etapa Ml
es perjudicial para los procesos de maduracion nuclear y citoplasmatica de los ovocitos causando una

baja fertilizacion y un desarrollo retardado de los embriones (Chowdhury et al., 2017).

La tension de oxigeno usada rutinariamente en los sistemas de cultivo de maduracion in vitro
es comunmente mas alta que lo que se encuentra en el microambiente del tracto reproductivo de la
hembra (~20% y 3% a 9% O, respectivamente), y se cree que la alta tension de oxigeno induce a una
generacion excesiva de ROS (Rocha-Frigoni et al., 2016), las cuales pueden ser responsables del dafio
a los embriones, y de inducir bloqueos del desarrollo temprano de los embriones (Kang et al., 2016).
Ademas de la tension de oxigeno incrementada, otros factores exdgenos capaces de inducir la
generacién de ROS pueden encontrarse en el mismo medio de cultivo, incluyendo restos de cationes
metalicos (tales como el Fe y Cu) que estan presentes cominmente en el agua y/o productos quimicos
utilizados para preparar el medio de cultivo, y la amino oxidasa, la cual se encuentra en el suero fetal

bovino (Rocha-Frigoni et al., 2016).

De acuerdo con Jeong et al. (2006), los ovocitos y embriones también producen ROS
enddgenos por varias acciones enzimaticas y rutas metabolicas. Si no se remueven rapida y
efectivamente de las células, las ROS pueden dafiar un gran rango de macromoléculas, llevando
posiblemente a la muerte celular. Por lo tanto, las ROS deben ser inactivados continuamente para
mantener niveles fisiolégicamente tolerables que jueguen un rol normal en las funciones celulares, como

en la maduracion de los ovocitos.
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Un método que puede ayudar a sobrellevar este problema es la suplementacién del medio de
MIV con compuestos antioxidantes. Se ha reportado que la adicién de antioxidantes al medio de MIV
disminuye los niveles de ROS y aumenta el porcentaje de produccién de blastocitos (Remido et al.,
2016; dos Santos et al., 2019).

2.10 Antioxidantes

Los antioxidantes bloguean la formacién de radicales libres o protegen contra sus efectos
dafiinos, reducen la apoptosis o la muerte celular al inhibir la peroxidacion de lipidos y lipoproteinas, y
contribuyen a las defensas contra el dafio oxidativo en el embridn. La suplementacion de antioxidantes
al medio de cultivo es efectiva para apoyar el desarrollo de embriones bovinos in vitro (Chowdhury et
al., 2017), ya que pueden ayudar a proteger contra el desarrollo defectuoso de los embriones; ademas,
es muy importante que los antioxidantes sean afiadidos en los cultivos de ovocitos durante sus fases de
desarrollo y maduracion, no solo como parte del proceso de maduracion sino también del tiempo en el
que las fases iniciales del desarrollo embrionario en donde ocurre la activacion del genoma cigético. La
suplementacion con antioxidantes al medio de cultivo puede incrementar el desarrollo potencial de los
ovocitos o embriones; sin embargo, la adicién de altas concentraciones de antioxidantes al medio de
MIV disminuyé el porcentaje de formacion de blastocistos comparado con tratamientos con bajas
concentraciones, sugiriendo que la concentracién apropiada de antioxidantes puede contribuir a la
generacion de embriones de alta calidad. Ademas, las mejoras pueden llevarse a cabo cambiando las
condiciones de cultivo para la maduracién de ovocitos y desarrollo embrionario, incluyendo el control

de la concentracion de oxigeno externo (Chowdhury et al., 2017).

Los antioxidantes no enzimaticos agrupan ampliamente a vitaminas, minerales o agentes
quelantes. Las vitaminas antioxidantes tales como la a-tocoferol, f-carotenos, y la vitamina C son los
antioxidantes contenidos en la dieta que mayormente remueven las ROS de forma directa y proveen
una condicion de proteccion ante los efectos dafiinos de las ROS (Takahashi, 2012). Ademas, las
vitaminas son uno de los componentes de los varios medios definidos. Los efectos de las vitaminas
han sido probados en los sistemas de cultivo de embriones preimplantacion y son benéficos para el
desarrollo embrionario. En roedores, se ha encontrado que las vitaminas C y E incrementan el
desarrollo de los blastocistos e incrementan el porcentaje de blastocistos que eclosionan de la zona

pellcida (Borman et al., 2003).

La vitamina E, un antioxidante liposoluble predominante en células animales, es considerada

como un removedor mayor de ROS (Zhang et al., 2012), es una molécula natural, altamente tolerable
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y econémica, el termino vitamina E es un término genérico utilizado para los tocoferoles y
tocotrienoles que consisten en dos anillos y una cadena de hidrocarbonos (Engin, 2009). La forma
activa homologa de la vitamina E es el a-tocoferol el cual protege a las membranas celulares de la
oxidacion al reaccionar con las ROS y los radicales lipidicos producidos en la peroxidacién lipidica
(Takahashi, 2012), interrumpiendo las reacciones en cadena de los radicales al capturar al radical
libre. Esto le imparte su propiedad antioxidante, siendo el grupo hidroxilo en el anillo aromatico el
responsable de esta propiedad (Engin, 2009) por lo tanto, se considera que mejora el desarrollo de
embriones producidos mediante PIV al suprimir los dafios causados en la membrana celular por parte
de las ROS (Zhang et al., 2012).

La actividad antioxidante del a-tocoferol en la prevencién de los dafios al tejido por la
peroxidacidn iniciada por radicales libres es aceptada por la mayoria de los investigadores, y se cree
que es el removedor primario de radicales libres en la membrana celular en mamiferos (Jeong et al.,
2006). En un estudio realizado en porcinos por Jeong et al. (2006), se obtuvo un porcentaje mas alto
de blastocitos utilizando 50 uM (28.6%) y 100 uM (32.4%) de a-tocoferol comparado con el control
(0 uM tocoferol, 17.6%) y 200 uM (21.4%) a-tocoferol.

2.10.1 Antioxidantes derivados de plantas

Estudios previos se han enfocado en el uso de las vitaminas C y E como potentes
antioxidantes en la criopreservacion de semen de mamiferos; sin embargo, se ha encontrado que los
polifenoles, metabolitos secundarios de las plantas, exhiben mayor actividad antioxidante y menor
toxicidad que los antioxidantes sintéticos (Giilsen et al., 2007; Seddiki et al., 2017). Dos tercios de
las especies de plantas del mundo tienen valor medicinal, en particular, muchas plantas tienen un gran
potencial antioxidante (Ardeshirnia et al., 2017), por lo cual se ha tenido un creciente interés en el
uso de substancias bioactivas de plantas. Los compuestos derivados de las plantas y su capacidad para
mejorar la fertilidad se han examinado previamente a través del consumo en la dieta de suplementos
en humanos y animales. Las tecnologias de reproduccion asistida, tales como la criopreservaciony la
PI1V, pueden también involucrar el uso de suplementos antioxidantes en el medio de cultivo (Seddiki
et al., 2017); recientemente se obtuvo una mejora en la calidad de los embriones al enriquecer el

medio de cultivo con antioxidantes naturales (Zullo et al., 2016).

En afios recientes, numerosos estudios exploraron las propiedades terapéuticas de los
extractos de diferentes partes de varias plantas medicinales (Jia et al., 2011). Los polifenoles son una

amplia variedad de moléculas organicas contenidas en los vegetales, frutas y bebidas derivadas de las

25



plantas, tales como el té, vino rojo, y aceite de oliva extra virgen. Se caracterizan por la presencia de
varios grupos involucrados en estructuras fendlicas e incluyen a los flavonoides y acidos fendlicos
(Takahashi, 2012). Los flavonoides son una clase de compuestos fendlicos naturales, presentes en
células fotosintéticas (Boots et al., 2008) y que ademas exhiben una actividad antioxidante
significativa en varios modelos experimentales in vitro e in vivo (Mickstacka et al., 2010), ya que
estos limitan los efectos negativos de los radicales libres a través de la transferencia rapida de 4&tomos
de hidrogeno a los radicales (Alrawaiq y Abdullah, 2014).

2.10.2 Quercetina

La quercetina, un miembro de la familia de flavonoides estd ampliamente distribuida en
frutas, vegetales, hierbas, granos de soya, té, vino, entre otros, y que ademas es facil de extraer (Jia
etal., 2011, Alrawaiq y Abdullah, 2014, Naseer et al., 2017). Se ha demostrado que la quercetina es
un excelente antioxidante in vitro. Entre la familia de los flavonoides, la quercetina es el removedor
mas potente de ROS. Estas capacidades antioxidantes de la quercetina estan atribuidas a la presencia
de farmacos antioxidantes en la molécula que tienen la configuracion 6ptima para la remocion de
radicales libres (Boots et al., 2008) y para mejorar la actividad de las enzimas antioxidantes como el
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa (Udo et al., 2017). Gracias a su estructura
guimica, la quercetina reduce el estrés oxidativo generado por las ROS. La funcién de la quercetina
para prevenir el dafio oxidativo inducido por metales y no metales es atribuida en parte a su
sustituyente libre 3-OH, el cual se cree incrementa la estabilidad del radical flavonoide. EI grupo
catecol también esta directamente conectado a la accion quelante de la quercetina, y ha sido
demostrado que la quercetina suprime la peroxidacién lipidica debido a su accion removedora de su
radical libre (Alrawaig y Abdullah, 2014). La quercetina reacciona con un radical desemparejado al
donar un protdn y convertirse a si misma en un radical libre (Naseer et al., 2017). La accién
antioxidante se da en tres diferentes etapas: mediante la iniciaciéon con la interacciéon con iones
superoxidos, durante la formacion de radicales de hidroxilo al remover iones de hierro y la

peroxidacion lipidica al reaccionar con radicales de perdxido lipidico (Sovernigo et al., 2017).

2.10.2.1 Uso de la qguercetina en reproduccién animal

Resultados de varios estudios indican que hay acciones de la quercetina en las funciones
ovaricas: la alimentacion con quercetina redujo la apoptosis celular ovarica, promovié la

proliferacion, e incremento el peso ovérico, calidad del ovocito, y el tamafio de camadas en algunos
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animales (porcinos y bovinos; Ditoykin et al., 2019). También se han observado efectos positivos de
la adicion de quercetina en la MIV en bovinos (Guemra et al., 2013); la presencia de quercetina
promovid porcentajes excelentes de maduracion y desarrollo de blastocistos en porcinos al reducir
los niveles de ROS intracelulares (Orlovschi et al. 2014). Ademas, se ha demostrado que la quercetina
beneficia la maduracion nuclear durante la MIV y el desarrollo embrionario subsecuente de los
ovocitos de porcino al reducir los niveles de ROS (Kang et al., 2013). En un estudio realizado por
Silva et al. (2019), se determinaron que la adicion de 4 uM de quercetina en el medio de maduracion

de ovocitos de cabra funciona como una alternativa al uso de cisteamina como antioxidante.

De la misma forma, en un estudio llevado a cabo por Banihosseini et al. (2018), en ovocitos
de ratdn, evaluaron el efecto de la adicidon de quercetina en el medio de maduracién y su efecto en la
maduracion nuclear, contenido intracelular de glutation (GSH) y ROS postmaduracion. Se encontrd
gue la adicién de 10 pg/mL de quercetina al medio de maduracion incrementd el nimero de ovocitos
en MIl, ademas que los porcentajes de fertilizacion y blastocistos en el grupo fueron
significativamente mas altos en comparacion con los otros grupos, asi como cantidades mas elevadas
de GSH intracelular comparado con las otras concentraciones de quercetina (0, 5y 20 pg/mL) y el
grupo control. Ademas, los niveles de ROS intracelulares fueron los mas bajos en los grupos de
quercetina 5y 10 pg/mL, lo cual sugirié que la adicion de quercetina al medio de maduracion es dosis
dependiente y mejora la maduracion nuclear y el desarrollo embrionario, esto al reducir el estrés

oxidativo intracitoplasmatico en los ovocitos maduros.

En un estudio realizado por Wang et al. (2017), encontraron que la quercetina redujo el
porcentaje de defectos morfoldgicos en ovocitos en etapa MII cultivados in vitro cuando fueron
tratados con 1, 5 0 10 UM de quercetina, después de 12 y 24 h de incubacién, los ovocitos en el grupo
control mostraron varios defectos morfoldgicos dependientes del tiempo, incluyendo degeneracién,
fragmentacion y activacion partenogenética. En cambio, en los ovocitos en etapa MIl que fueron
expuestos a 1 UM de quercetina, aunque el porcentaje de los defectos morfoldgicos no fue
significativamente bajo comparado con los ovocitos del grupo control. Sin embargo, el porcentaje de
defectos morfolégicos disminuy6 significativamente después del tratamiento con 5 0 10 uM de
quercetina, por lo cual concluyeron que los efectos preventivos de la quercetina sobre los cambios
morfoldgicos inducidos mediante el envejecimiento de los ovocitos fueron dependientes de la dosis,
por lo cual sugieren que la quercetina previene el envejecimiento postovulatorio de los ovocitos de
raton. Ademas, al evaluar el efecto protector de la quercetina contra el estrés oxidativo durante el
envejecimiento postovulatorio, los ovocitos demostraron un descenso en la acumulacion de ROS

dependiente de la dosis, encontrando que 10 uM de quercetina mostré el mejor efecto preventivo en
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cuanto a los cambios morfolégicos inducidos por el envejecimiento y la acumulacion de ROS, por

consiguiente, utilizaron la concentracion de 10 uM durante todos sus experimentos.
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3. HIPOTESIS

La adicion de 2, 4, 8 y 16 uM de quercetina y 100, 200 y 400 uM de a-tocoferol en el medio de
maduracion de los ovocitos de bovino mejora el proceso de produccion de embriones in vitro.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la adicion de quercetina y el a-tocoferol sobre la maduracion de ovocitos de

bovino y su desarrollo para alcanzar la etapa de blastocistos.

4.1 Objetivos especificos
. Evaluar la tasa de maduracion, segmentacion y blastocistos de los ovocitos madurados con
a-tocoferol
° Evaluar la tasa de maduracion, segmentacion y blastocistos de los ovocitos madurados con
quercetina
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion y Reproduccion Animal del
Departamento de Ciencias Veterinarias del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICB), perteneciente a la
Universidad Autonoma de Ciudad Juarez (UACJ). EI Municipio de Ciudad Juarez se encuentra ubicado
en las coordenadas geograficas 31°44°22” N 106°29113” O y a una altitud de 1,120 metros sobre el
nivel del mar (INEGI, 2017).

5.2 Inicio y duracién del estudio

El estudio inici6 desde el mes de agosto del 2018 con una duracion de 22 meses. Durante los
meses de agosto del 2018 a marzo del 2019 se llevd a cabo la capacitacion para la produccion de
embriones in vitro (PIV). En los meses de junio del 2019 a marzo del 2020 se realizo el trabajo
experimental, asi como pruebas experimentales para seleccionar los tratamientos y las concentraciones

a utilizar, ademas de ajustes a los procedimientos.

5.3 Estudios

Se realizaron dos estudios para evaluar los antioxidantes seleccionados, los cuales se describen a

continuacion.

5.3.1 Estudio 1: antioxidante convencional

El objetivo fue evaluar diferentes concentraciones del antioxidante convencional (a-tocoferol)
en el medio de maduracion in vitro; el proceso de MIV se describe en la seccion 5.5. Se realizaron cinco
repeticiones de maduracion in vitro, puncionando 22-25 ovarios por repeticion, para obtener un total de
1,377 ovocitos, utilizando el medio de maduracion comercial como tratamiento control, tres
concentraciones de antioxidante convencional (100, 200 y 400 uM) y un grupo testigo (etanol). Una
vez transcurrido el tiempo para la maduracion, se evalud la expansion de las células del cumulus de los
ovocitos, se realizd la fertilizacion in vitro (FIV) y el cultivo in vitro (CIV), evaluando porcentaje de

segmentacion, blastocistos, blastocistos expandidos y eclosionados.
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5.3.1.1 Tratamientos en el estudio 1

. Tratamiento control: Se utilizé el medio de maduracion desarrollado por la Universidad
Politécnica Estatal de California (UPEC).

. Tratamiento testigo: Se utilizé el medio de maduracion UPEC adicionado con 0.1% (v/v)
de etanol. Esto debido a que la quercetina adicionada en otros tratamientos fue diluida en

la misma cantidad de etanol para su dilucién.

o Tratamiento 100 uM.: Se utiliz6 el medio de maduracién UPEC y se adiciond antioxidante
(a-tocoferol) (T3251-5G, Sigma Aldrich, Alemania) a una concentracion de 100 puM.

° Tratamiento 200 uM.: Se utiliz6 el medio de maduracion UPECYy se adicion6 antioxidante

(o-tocoferol) a una concentracién de 200 pM.

o Tratamiento 400 uM.: Se utiliz6 el medio de maduracion UPEC y se adiciond antioxidante
(o-tocoferol) a una concentracion de 400 uM.

5.3.2 Estudio 2: quercetina

El objetivo fue evaluar diferentes concentraciones de quercetina en el medio de MIV. El
proceso de MIV se describe en la seccion 5.5. Se realizaron cinco repeticiones de maduracion in vitro,
puncionando 22-25 ovarios por repeticion, para obtener un total de 1,409 ovocitos, utilizando el medio
de maduracion convencional como tratamiento control y cuatro concentraciones de quercetina (2, 4, 8
y 16 uM). Una vez transcurrido el tiempo para la maduracion, se evalu6 la expansion de las células del
cumulus de los ovocitos, se realiz6 la FIV y CIV, evaluando segmentacion, porcentaje de blastocistos,

blastocistos expandidos y eclosionados.

5.3.2.1 Tratamientos en el estudio 2

. Tratamiento control: Se utilizé el medio de maduracion UPEC.

o Tratamiento 2 uM: Se utilizé medio de maduracion UPEC y se afiadié quercetina (Q4951)

a una concentracion de 2 pM.

o Tratamiento 4 uM: Se utilizé medio de maduracion UPEC y se afiadié quercetina (Q4951)

a una concentracion de 4 uM.
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o Tratamiento 8 uM: Se utilizé medio de maduracion UPEC y se afiadié quercetina (Q4951)
a una concentracion de 8 pM.

. Tratamiento 16 uM: Se utilizé medio de maduracién UPEC y se afiadié quercetina (Q4951)

a una concentracion de 16 pM.

5.4 Coleccidn de ovarios y recuperacion de los ovocitos

Los ovarios fueron recolectados por personal del Rastro Municipal de Ciudad Juarez en
solucion salina de cloruro de sodio al 0.9% (v/v) a una temperatura de 37 °C, se removié el tejido
excesivo y se enjuagaron dos veces en solucion salina, y fueron transportados en la misma en un tiempo
maximo de 2 h al laboratorio. Una vez en el laboratorio, los foliculos antrales entre 2 a 8 mm de diametro
fueron puncionados utilizando una jeringa de 10 mL (BD, Estados Unidos) y aguja de 18 g (BD
PrecisionGlide, Estados Unidos) y se aspir6 el fluido folicular (Nogueira da Costa et al., 2015). El
liquido folicular fue depositado en un tubo Falcon de 50 mL (Cat. 5100050, Capp Dinamarca) que
contenia 10 pl de heparina (5,000 Ul/mL, Inhepar, PiSA Farmacéutica, México), a una temperatura de

37 °C; se dio un tiempo de 5-10 min para que las células decantaran al fondo del tubo Falcon.

5.4.1 Lavado y seleccion de los ovocitos

El medio de lavado se prepar6 con 2.28 mL de TCM-199 (M4530, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemania), 0.5 uL/mL de FSH (500 Ul/mL) (Laboratorios Calier, Argentina), 5% de SFB (suero fetal
bovino) (F4135, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), y 50 pL/mL de gentamicina (160 mg/2 mL)
(Farmacéuticos Rayere, México). Se prepararon cuatro pocillos (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), que contenian 650 pL cada uno de medio para el lavado de los ovocitos. El lavado de los
ovocitos se realizd pasandolos del pocillo 1 al pocillo 4. Al pasar los ovocitos del pocillo 2 al 4, se
realiz6 de uno por uno para tomar la menor cantidad posible de medio de lavado de los pocillos
anteriores. Asimismo, durante el lavado se realizé la seleccion y clasificacion de los ovocitos que serian

sometidos a la MIV, la cual se realiz6 segun la clasificacion descrita en la Tabla 2 a continuacion:
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Tabla 2. Grados de clasificacion de los complejos ovocito-cummulus de bovino.

CLASIFICACION

CARACTERISTICAS

Grado 1

Grado 2

Grado 3

Grado 4

El citoplasma esta homogéneo y completo, compacto y
con multiples capas de células del cumulus.

El citoplasma esta homogéneo con solo pocas areas
irregulares, las células del cumulus son menores que en el
grado I, pero con mas de cinco capas compactas de células
del cumulus.

Citoplasma heterogéneo/vacuolado, la zona pellcida esta
cubierta por tres a cinco capas de células del cumulus
excepto por pequefias areas desnudas.

El citoplasma es heterogéneo y las células del cumulus

estan completamente o en parte ausentes o expandidas.

5.5 Maduracién in vitro

Stojkovic et al. (2001).

Se utiliz6 medio proporcionado y desarrollado en la Universidad Politécnica Estatal de

California, en el Departamento de Ciencia Animal (UPEC). Se prepararon cuatro pocillos de 500 pl

(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), conteniendo 10 uL de medio por estructura, utilizando un

promedio de 350 L por pozo por repeticidn, asi como la concentracion seleccionada de quercetina y

a-tocoferol correspondiente segun el estudio. Se coloco la caja en la incubadora (Thermo Scientific,

Heracell VIOS 160i CO; Incubator, Waltham, Massachusetts) para su estabilizacién mientras se llevaba

a cabo la colecta, lavado y seleccién de los ovocitos.

Una vez lavados y clasificados los ovocitos, se repartieron en cantidades iguales entre los cuatro

pocillos de la caja y se coloc6 nuevamente en la incubadora a 38.5 °C con 5% de CO; en atmosfera

humidificada (21% de O) durante 22 h. La evaluacion de la maduracion se realiz6 22 h después de

haber introducido los COCs en la incubadora.
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5.5.1 Evaluacién postmaduracion

Una vez transcurridas las 22 h del periodo de maduracion in vitro, se evaluaron los ovocitos
para determinar si estos habian completado su maduracion. Para esto se tomaron en cuenta sus
caracteristicas morfoldgicas, realizando una comparacion de los grupos mediante fotografias tomadas
antes y después del periodo de MIV, basandose en la evidente 0 no expansion de las células del
cumulus, ademas del estado del citoplasma, es decir, si este se seguia observando homogéneo o hubo
cambios significativos en su apariencia (Dinkar y Shankar, 2013).

5.5.1.1 indice de expansién del cumulus

Después de transcurridas las 22 h de maduracion, se realizaron los calculos para obtener el
indice de expansién del cumulus (CEI) establecido por Funsho y Downs (1990), descrito anteriormente
(seccién 2.6.2). Brevemente, se asignd una calificacién del 0 al 4 a los ovocitos por pozo, siendo
clasificacion 0 nula expansion y clasificacion 4 ovocitos con expansién de las células del cumulus mas
notable. Una vez asignadas las clasificaciones, estas se multiplicaron por el total de ovocitos con esa
calificacion y fueron sumadas y divididas por el total de los ovocitos contenidos en el pozo y se obtuvo
el promedio de expansion de ese mismo grupo, por ejemplo, si al final de un grupo de cultivo de 55
COCs, exhibieron las siguientes expansiones: “0”, 20; “+17, 20; “+2”, 10; “+3”, 5; “+4”, 0; entonces el
CEIl de este grupo seria [(0x20) + (1x20) + (2x10) + (3x5) + (4x0)]/55 = 55/55 = 1.00. Este

procedimiento se realiz6 con cada uno de los grupos por tratamiento.

5.6 Fertilizacion in vitro

Se realizd segun el protocolo establecido por el fabricante de los medios utilizados (IVF Bioscience,

Reino Unido), el cual se describe a continuacion.

5.6.1 Preparacion de la caja de fertilizacion

Se prepard una caja de 35x10 mm (430165, Corning Incorporated, Estados Unidos)
conteniendo microgotas de medio BO-IVF (71004, IVF Bioscience, Reino Unido) a un volumen
ajustado de 1 pL por ovocito, en grupos no mayores a 30 ovocitos. Después fueron cubiertas con 3
mL de aceite mineral (M8410, Sigma Aldrich), posteriormente fueron introducidas en la incubadora
a38.8°Cy 6.5% CO; en una atmosfera de aire humidificado para su estabilizacion durante 2 h previas

al tiempo de fertilizacion.
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Adicionalmente se precalentaron a 37.5 °C en una termoplatina (Minitube HT 300, Ref.
12055/0301, Alemania), 200 pL de medio BO-IVF para el lavado de los ovocitos y 100 pL de medio
BO-IVF para la reconstitucion del semen post centrifugacion.

5.6.2 Preparacion de los ovocitos postmaduracién para la fertilizacién in vitro

Una vez concluidas las 22 h de maduracion in vitro, los ovocitos fueron tomados por cada
tratamiento con una micropipeta y lavados en 200 pL de medio BO-IVF precalentado. Posteriormente
fueron depositados en la microgota correspondiente al tratamiento de la caja de fertilizacion
previamente equilibrada; una vez lavados y depositados los ovocitos en el medio de fertilizacion, se
colocd la caja nuevamente en la incubadora manteniendo las mismas condiciones descritas

anteriormente, mientras se realizé la preparacién del semen.

5.6.3 Preparacion del medio para el semen

Se prepar6 un tubo para centrifuga conteniendo 1 mL de medio BO-SemenPrep (71003, IVF
Bioscience, Falmouth, UK) y se precalent6 a 37°C en termoplatina (Minitube HT 300, Ref.
12055/0301), asi mismo, se precalentd 1 mL adicional de BO-SemenPrep, esto por cada pajilla de

semen a utilizar.

5.6.4 Manejo del semen para fertilizacion in vitro

Se descongel6 una pajilla de semen de un toro de probada fertilidad (ABS Global, México) a
bafio Maria (Thermo Scientific, Precision Water Bath 282, USA) a 37°C durante 30 a 40 s. Se secO y
se cortod la pajilla depositando el contenido en un microtubo de 1.5 mL. Se evaluaron 3 pL del semen
colocandolos en un portaobjetos y fueron cubiertos con un cubreobjetos para el analisis microscopico
del semen mediante el uso del analisis de semen asistido por computadora (CASA; AndroVision,
Minitube, Alemania). Se evalu6 la motilidad y la concentracién del semen; una vez que se determiné
que el semen estaba apto para utilizarse (motilidad masal mayor a 50%), se deposito el resto del
contenido del semen en el tubo de centrifuga conteniendo el medio BO-SemenPrep previamente
precalentado y se centrifug6 durante 5 minutos a 328 x g (IEC HN-SII Centrifuge, Estados Unidos).
Una vez concluido el tiempo, se removio6 cuidadosamente el sobrenadante dejando aproximadamente

250 pL del sobrenadante y evitando remover el pellet. A continuacion, el pellet se resuspendi6 con el
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medio BO-SemenPrep adicional previamente precalentado (1 mL) y se volvié a centrifugar durante
5 minutos a 328 x g. Una vez concluido el tiempo de centrifugacion se removid el sobrenadante y se
reconstituyo el pellet afiadiendo 100 pL de medio BO-IVVF previamente precalentado. Por ultimo, se
afladieron 3 — 7 pL de la suspension de espermatozoides a cada gota de fertilizacion segun el volumen
calculado con base a la concentracion del semen y se devolvio la caja de fertilizacion a la incubadora
durante 18-20 h.

5.6.4.1 Célculo del volumen de semen para fertilizacion in vitro

Una vez realizados los dos lavados del semen mediante centrifugacion, y la posterior
reconstitucion del pellet, se evalu6 una gota de 3 pL en el sistema CASA con el fin de obtener la
concentracion de la muestra. Posteriormente, se llevé a cabo la siguiente formula para determinar el
volumen de semen filtrado a utilizar en cada gota de fertilizacion a una concentracion final de 2x10°
millones de espermatozoides por mL, considerando la concentracién del semen y el volumen de la

gota de fertilizacién:

Volumen = 2x10° espermatozoides * 50 pL / Concentracion espermatica de la preparacion del

semen

5.7 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro se llevé a cabo siguiendo el protocolo establecido por el fabricante de los medios

utilizados (IVF Bioscience, Reino Unido), el cual se describe a continuacion:

5.7.1 Preparacion del medio de cultivo

Se prepar6 una caja de 35x10mm (430165, Corning Incorporated, Estados Unidos) con
microgotas de medio BO-IVC (71005, IVF Bioscience, Reino Unido) a un volumen ajustado de 1 pL
por presunto cigoto, en grupos no mayores a 30 presuntos cigotos y fueron cubiertas con 3 mL de
aceite mineral (M8410, Sigma Aldrich, México). Posteriormente fueron introducidas en la incubadora
a 38.8 °C y 6.5% CO- en una atmosfera de aire humidificado para su equilibramiento durante dos

horas previas al tiempo de cultivo.
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Adicionalmente, se precalentaron 200 uL de medio BO-1VC en termoplatina a 37°C para el
lavado de los presuntos cigotos, asi como 500 pL de medio BO-Wash (51002, IVF Bioscience, Reino
Unido) para el lavado de los presuntos cigotos; ademas, se precalenté 1 mL de medio BO-Wash en
criotubos de 9 mL, un tubo por cada microgota (tratamiento).

5.7.2 Manejo de los presuntos cigotos para el cultivo in vitro

Una vez transcurridas 18 a 20 horas post FIV, se procedio a llevar a cabo el cultivo in vitro.
Los presuntos cigotos de la caja de fertilizacion fueron depositados utilizando una micropipeta en el
criotubo conteniendo 1 mL de medio BO-Wash precalentado, y posteriormente fueron colocados en
el vortex (Maxi-Mix |, Thermofisher) durante 90 segundos para el desnudado de los presuntos
cigotos. El contenido del tubo fue depositado en una caja de 35x10mm y se observé bajo el
estereoscopio para la recuperacién de los presuntos cigotos desnudos los cuales fueron depositados
en una caja que contenia 500 pL de medio BO-Wash precalentado, llevando a cabo el primer lavado
de los presuntos cigotos. Posteriormente, se tomaron los presuntos cigotos del primer lavado y fueron
depositados en una caja conteniendo 200 uL de medio BO-IVC precalentado para llevar a cabo el
segundo lavado de los presuntos cigotos. Por Gltimo, se recuperaron los presuntos cigotos desnudos
del segundo lavado y fueron colocados en la microgota de medio de cultivo (correspondiente a su
tratamiento). Se repitid el procedimiento con cada pozo de presuntos cigotos. Una vez terminado el
manejo de los presuntos cigotos, se colocé la caja de cultivo en una microcamara (Modular Incubator
Chamber, MIC-101, Billups-Rothenberg, Inc, Estados Unidos) la cual contenia una mezcla de gases
(6% O, 6% CO-, 88%N,) y se introdujo en la incubadora para mantener una temperatura de 38.5°C

durante 7 dias en una atmosfera humidificada.

5.8 Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizé utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 2009 / STAT
version 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC). Las variables para maduracién, segmentacion y desarrollo
de blastocitos se analizaron mediante Chi Cuadrada, mientras que las variables para el indice de
Expansion del Cumulus, se analizaron con un ANOVA y se compararon con una prueba de Tukey

cuando se observaron diferencias entre los tratamientos (P<0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en el Estudio 1 (antioxidante
convencional), en el cual se evaluaron diferentes concentraciones de a-tocoferol en el medio de
maduracion de los ovocitos. En el Estudio 1, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de maduracién (P=0.8715), CEIl (P=0.7716), porcentaje de segmentacién (P=0.8917) y
porcentaje de blastocistos (P=0.5032) para los ovocitos grado 1 y 2. Debido a las caracteristicas
morfol6gicas que presentaban los ovocitos pertenecientes a este grupo (ovocitos grado 1y 2), siendo
estas las deseables para la seleccion de ovocitos que seran sometidos a los procedimientos de
maduracion in vitro, las cuales son la presencia de cuatro o mas capas de células del cumulus
compactas, ademas de un citoplasma uniforme, y sin la presencia de rompimientos y vesiculas
(Dinkar y Shankar, 2013). Se esperaba una maduracion y desarrollo hasta blastocistos de la mayoria
de los ovocitos pertenecientes a estas categorias, la cual fue obtenida independientemente de la
concentracion de a-tocoferol utilizada, sin embargo, mediante la adicion del a-tocoferol al medio de
maduracion in vitro se esperaria un aumento de los porcentajes de maduracion, segmentacion y
blastocistos asi como el CEl, lo cual no ocurrié. Lo anterior porque como se mencion0 previamente,
la suplementacion de antioxidantes al medio de maduracion y cultivo es efectiva para apoyar el
desarrollo de embriones bovinos in vitro, ya que pueden ayudar a proteger contra el desarrollo
defectuoso de los embriones ocasionado por el estrés oxidativo (Chowdhury et al., 2017),

En cuanto a los ovocitos clasificados como 3 y 4, se encontr6 una diferencia significativa
para el porcentaje de maduracion (P=0.0129), siendo el grupo de 100 pM el que obtuvo los mejores
resultados (77.36%), lo que también sucedio para el porcentaje de segmentacién (P=0.0184), siendo
el grupo de 200 uM el que obtuvo el resultado mas alto (25.00%). Contrario a lo esperado para los
ovocitos clasificados como calidad 1y 2, debido a sus caracteristicas morfologicas, se esperaria que
los ovocitos clasificacion 3 y 4 no presentasen altos porcentajes de maduracion debido a la poca
presencia o0 ausencia total de las células del cumulus, las cuales influyen significativamente en su
maduracion, asi como en la adquisicion de su competencia para su desarrollo debido a la
comunicacion celular entre el ovocito y las células del cumulus que lo rodean (Nevoral et al., 2014).
Ademas, estas caracteristicas son indicadores morfol6gicos para la maduracion de los ovocitos, ya
que los ovocitos que presentan una expansion de las células del cumulus son de buena calidad y
alcanzaron su maduracion mientras que aquellos con células compactas se caracterizarian como
ovocitos inmaduros (Dinkar y Shankar, 2013). Por lo anterior, se puede interpretar como un efecto
positivo el adicionar 100 uM a-tocoferol al medio de M1V sobre el porcentaje de maduracion de los

ovocitos clasificacion 3y 4.
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Tabla 3. Porcentajes de maduracion, indice de expansién del cumulus (CEl), porcentaje de
segmentacion y blastocistos de ovocitos de bovino madurados con diferentes concentraciones de a-

tocoferol.
Tratamiento Maduracion CEI Segmentacion Blastocistos
n (%) M+ E.E n (%)>? n(%)3

Clasificacién Control* 242/261 (92.72) @ 1.64+0.14 2 57/255 (22.35) 2 18/132 (13.64) @
ly2* Testigo® 243/260 (93.46) @ 1.63+0.122 62/260 (23.85) @ 16/136 (11.76) @
100 pM 226/244 (92.62) 1.53+0.09 @ 57/242 (23.55)2 21/114 (18.42)2

200 uM 280/300 (93.33) @ 1.65+0.112 78/300 (26.00) 2 38/152 (25.00)2

400 pM 285/312 (91.35) @ 1.49+0.152 771312 (24.68)° 16/118 (3.56)

Clasificacion Control 85/130 (65.38) B 0.82+0.12 A 18/132 (13.64) B 6/132 (4.55) A
3y 4%+ Testigo 82/135 (60.74) B 0.7240.13 A 16/136 (11.76) B 16/134 (11.76) A
100 uM 82/106 (77.36) A 0.92+0.11 A 21/114 (18.42)B 15/114 (13.16) A
200 pM 95/152 (62.50) B 0.7240.11A 38/152 (25.00) A 16/152 (10.53) A

400 pM 65/117 (55.56) B 0.70+0.11 A 16/118 (3.56) B 12/118 (3.56) A

! Indice de expansion del cumulus

2 La diferencia entre el nimero total de ovocitos en maduracion y presuntos cigotos se debe a que por la
manipulacion algunos ovocitos se extraviaron.

3 La diferencia entre el nimero total de presuntos cigotos y blastocistos se debe a que en algunas corridas se
presentd contaminacion bacteriana en el CIV, por lo cual fueran descartadas del estudio.

4 Tratamiento Control: medio de maduracion desarrollado por la Universidad Politécnica Estatal de California
(UPEC).

5 Tratamiento Testigo: medio de maduracién UPEC adicionado con 0.1% (v/v) de etanol.

2 Diferentes literales dentro de la misma columna indican diferencia (P < 0.05) en los ovocitos grado 1y 2.

A B Diferentes literales dentro de la misma columna indican diferencia (P < 0.05) en los ovocitos grado 3y 4.
*Valor de P para los ovocitos madurados con diferentes concentraciones de a-tocoferol gradoly 2.

Porcentaje de maduracion (P=0.8715).

indice de Expansion del Cumulus (P=0.7716).

Porcentaje de segmentacion (P=0.8917).

Porcentaje de blastocistos (P=0.5032).

**Valor de P para los ovocitos madurados con diferentes concentraciones de a-tocoferol grado 3y 4.
Porcentaje de maduracion (P=0.0129).

indice de Expansion del Cumulus (P=0.7396).

Porcentaje de segmentacion (P=0.0184).

Porcentaje de blastocistos (P=0.1821).

Si bien, el efecto del a-tocoferol sobre los espermatozoides esta bien establecido durante los procesos
de criopreservacion de espermatozoides (siendo el mayor protector de membrana, inhibiendo la
peroxidacion lipidica eliminando los radicales derivados de lipidos) (de VVasconcelos et al., 2016), su
efecto y funcionamiento sobre los ovocitos no es lo suficientemente claro (dos Santos et al., 2019).

El a-tocoferol se encuentra presente en las células animales protegiéndolas de la oxidacion,
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reaccionando con las ROS y los radicales lipidicos que se producen durante la peroxidacién lipidica,
evitando las reacciones en cadena de los radicales, proporcionando su propiedad antioxidante
(Enging, 2009; Takahashi, 2012). Por lo anterior, algunos investigadores consideran al a-tocoferol
como un removedor de ROS y ha sido utilizado en diferentes estudios; tal es el caso de los resultados
obtenidos por Vasquez et al. (2014), en el cual se utilizé a-tocoferol y &cido ascérbico ambos a una
concentracion de 100 uM en el medio de MIV de ovocitos de bovino y se evalud su efecto sobre la
produccion de ROS en el medio de cultivo, observaron que en el medio tratado con a-tocoferol
disminuyd la produccion de ROS en comparacion con el &cido ascorbico. Asi mismo, en el estudio
llevado a cabo por Olson y Seidel (2000), en el cual se evalto el efecto de la vitamina E y vitamina
C a una concentracion de 100 uM en el cultivo de embriones de bovino, se encontré que un mayor
namero de cigotos se desarrollaron hasta blastocistos expandidos cuando el medio de cultivo contenia
vitamina E (17%) en comparacion con el grupo control (11%), ademas, el desarrollo de blastocistos
tempranos, expandidos y eclosionados fue menor en los grupos en los que se combinaron ambas
vitaminas que en el grupo con solo vitamina E (15%, 9% y 2%, contra 24%, 17% y 5%
respectivamente). Los autores indican que, aunque se esperaba que la combinacion de las vitaminas
mejorara las condiciones de desarrollo embrionario, ya que separadamente, la vitamina E y la
vitamina C protegen al ADN contra el dafio oxidativo, pero en combinacidn el dafio fue mayor que
en el tratamiento sin vitaminas; ambas vitaminas son fuertes agentes reductores y pueden actuar como
prooxidantes por el mantenimiento del hierro y otros metales en un estado reducido, promoviendo la
peroxidacidn lipidica (Olson y Seidel, 2000).

Por otra parte, estudios en porcinos han demostrado que la adicién de 100 uM de a-tocoferol
en el cultivo de embriones a las 48 h del comienzo del periodo de cultivo o en el periodo completo
de cultivo arrojé mayor porcentaje de blastocistos comparados con el control o con la adicién a las
96 0 120 h de iniciado el periodo de cultivo (Hossein et al., 2007). De la misma forma, en otro estudio
llevado a cabo en embriones de porcino por Jeong et al. (2006), en el cual se afiadié al medio de
cultivo diferentes concentraciones de a-tocoferol o cido (-ascorbico (0, 50, 100 y 200 uM), se obtuvo
un mayor porcentaje de blastocistos en el grupo de 50 uM (28.6%) y 100 uM (32.4%) de a-tocoferol
comparado con el grupo control (17.6%) y el grupo de 200 uM (21.4%), ademas, reportan un aumento
significativo en el nimero de células de la masa de celular interna, células del trofectodermo y células
totales, en el grupo con 100 puM de a-tocoferol comparado con el grupo control. Asi mismo, se
encontrd un aumento en el nimero de células del trofectodermo y células totales del grupo cultivado
con 50 uM de a-tocoferol comparado con el control, aunque el nimero de células fue mas bajo que
el grupo con 100 uM. En cuanto al efecto sobre los embriones derivados mediante transferencia

nuclear de células somaticas (SCNT), el porcentaje de formacion de blastocistos fue
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significativamente mas alto para el grupo de 100 uM de a-tocoferol comparado con el grupo control
y los otros tratamientos. Por Gltimo, el efecto antiapoptdtico de la adicion de 100 uM a-tocoferol,
disminuyd el indice de apoptosis, comparado con el grupo control o con la combinacion con acido .-
ascorbico (Jeong et al., 2006).

Con base en la revision de literatura, se esperaria que los ovocitos clasificacion 1y 2, los
cuales cumplian con lo necesario para su completo desarrollo in vitro, la adicién de a-tocoferol
beneficiaria ain mas el desarrollo de los ovocitos (en comparacion con los ovocitos clasificacion 3y
4) hasta alcanzar la etapa de blastocistos, obteniendo resultados similares a los obtenidos por los
autores antes mencionados anteriormente. Esto debido a que se esperaria que el efecto antioxidante
del a-tocoferol protegiera a los ovocitos y presuntos embriones durante los procesos in vitro,
reduciendo los efectos negativos y la produccién de ROS durante el manejo, exposicion a la luz y
diferentes concentraciones de oxigeno. Resultados similares obtuvieron Reis et al. (2003), en el cual
evaluaron las consecuencias de la exposicidn de los blastocistos de bovino en SFB suplementado con
0 sin vitamina E, evaluando los contenidos de acidos grasos y viabilidad, encontraron que la
suplementacion con vitamina E incrementd el total y la calidad de los blastocistos (P<0.01); sin
embargo, no alterd el contenido de acidos grasos ni el rendimiento de los blastocistos. No obstante,
en cuanto a los resultados obtenidos en los ovocitos clasificacion 3 y 4, se not6 un efecto positivo de
la adicion de a-tocoferol al medio de maduracién. Lo anterior en cuanto al porcentaje de maduracion,
el cual se vid reflejado en los porcentajes de segmentacion de los ovocitos de la misma categoria y
mismo grupo. Como se menciond anteriormente, los ovocitos clasificacion 3 y 4 poseen menos
probabilidad de obtener un desarrollo completo, aun asi, los resultados mostraron que la adicion de
a-tocoferol beneficid su maduracion, lo cual influyd en la obtencion de una fertilizacion y
segmentacion exitosa (Marei et al., 2014). Lo anterior pudo deberse a un efecto protector del o-
tocoferol en la membrana de los ovocitos. La membrana celular del ovocito esta compuesta de una
mezcla de proteinas y membranas lipidicas; los lipidos desempefian un papel en la flexibilidad de la
membrana, mientras que las proteinas regulan el contenido en las células y regulan el transporte
quimico de la membrana (Widjiati et al., 2020). Entonces, al ser los fosfolipidos el principal
componente en las membranas celulares, los ovocitos clasificacion 3 y 4 pudieran tener afectaciones
en la membrana que pueden ser beneficiadas del efecto antioxidante del a-tocoferol, protegiendo a
los fosfolipidos del estrés oxidativo, mejorando la maduracion de esos ovocitos, y el subsiguiente
desarrollo embrionario.

Otro aspecto que es importante mencionar, es que las concentraciones de o-tocoferol
utilizadas durante el estudio son seguras de utilizar, ya que a pesar de no encontrar un efecto positivo

tampoco se observaron efectos negativos en los ovocitos, ya que basados en la literatura y en los
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estudios realizados por otros autores, se ha reportado que concentraciones superiores a los 400 uM

pueden presentar citotoxicidad (Wang et al., 2002).

Tabla 4. Porcentajes de maduracion, indice de expansion del cumulus (CEIl), porcentaje de
segmentacion y blastocistos de ovocitos madurados con diferentes concentraciones de quercetina.

Tratamiento Maduracion CEI! Segmentacion Blastocistos
n (%) M+ E.E n (%)? n (%)3

Clasificacion CONTROL*  155/254 (61.02) © 0.88+0.84 @ 8/255 (3.14) @ 8/255 (3.14) @
1y2* 2 UM 143/192 (74.48) b 1.2140.36 @ 2/192 (1.04) @ 9/192 (4.69)

4 uM 269/376 (71.54)° 1.0340.23 2 12/378 (3.17) 11/376 (2.93) @

8 UM 2241324 (64.14)° 1.10+0.252 2/323 (0.62) @ 8/323 (2.48) @

16 UM 206/263 (78.33) @ 1.0040.20 @ 7/263 (2.66) 2 3/263 (1.14) @

Clasificacion CONTROL  15/45 (33.33) A 0.35+0.17 A 2/46 (4.35) B 2/46 (4.35) B
3y 4** 2 UM 20/41 (48.78) A 0.43+0.18 A 1/42 (2.38) B 2142 (4.76) B
4 pM 20/57 (35.09) A 0.25+0.09 A 1/57 (1.75) B 2/57 (3.51) B

8 uM 15/51 (29.41) A 0.34+0.217 0/55 (0.00) B 0/55 (0.00) B

16 pM 11/43 (25.58) A 0.21+0.13 A 5/45 (11.11) A 6/45 (13.33) A

1 indice de expansion del cumulus
2 La diferencia entre el nimero total de ovocitos en maduracién y presuntos cigotos se debe a que por la
manipulacion algunos ovocitos se extraviaron.
8 La diferencia entre el nimero total de presuntos cigotos y blastocistos se debe a que en algunas corridas se
presentd contaminacion bacteriana en el CIV, por lo cual fueran descartadas del estudio.
4 Tratamiento Control: medio de maduracién desarrollado por la Universidad Politécnica Estatal de California

(UPEC).

2 Diferentes literales dentro de la misma columna indican diferencia (P < 0.05) en los ovocitos grado 1y 2.

A B Diferentes literales dentro de la misma columna indican diferencia (P < 0.05) en los ovocitos grado 3 y 4.
*Valor de P para los ovocitos madurados con diferentes concentraciones de quercetina clasificacion 1y 2
Porcentaje de maduracion (P=0.0004)

indice de Expansion del Cumulus (P=0.9821)
Porcentaje de segmentacién (P=0.0942)
Porcentaje de blastocistos (P=0.2413)
**Valor de P para los ovocitos madurados con diferentes concentraciones de quercetina clasificacion 3y 4
Porcentaje de maduracion (P=0.2107)

indice de Expansion del Cumulus (P=0.6488)
Porcentaje de segmentacion (P=0.4165)
Porcentaje de blastocistos (P=0.0409)

Los resultados del Estudio 2 (Tabla 4), en el cual se evaluaron diferentes concentraciones de

quercetina en el medio de maduracién de los ovocitos, mostraron una diferencia altamente
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significativa entre los tratamientos en el porcentaje de maduracion (P=0.0004) de los ovocitos
clasificacion 1y 2, siendo el grupo de 16 uM el que obtuvo el mayor porcentaje entre los tratamientos
(78.33%). Asi mismo, en los grupos de los ovocitos clasificacion 3 y 4 se encontrd diferencia
significativa en el porcentaje de blastocistos (P=0.0409), siendo el grupo de 16 uM el que presentd
el mayor porcentaje (13.33%). Dado a que la calidad de los ovocitos es muy importante para una
maduracion optima, asi como la fertilizacion y el desarrollo embrionario in vitro (Orlovschi et al.,
2014), esto debido a que la presencia de células del cumulus son necesarias para el desarrollo durante
la maduracion y el crecimiento de los ovocitos; el nimero de capas de células del cumulus, la calidad
y la expansion de las mismas son decisivas en el éxito de la maduracion in vitro, ademas de que son

requeridas para la viabilidad y fertilizacion de los ovocitos (Nevoral et al., 2014).

Por lo anterior, se esperaria que el efecto de la quercetina en los ovocitos clasificacién 1y 2
hubiese sido ain mas notorio, al igual que en el estudio llevado a cabo por Silva et al. (2019), en el
cual utilizaron ovocitos de cabra clasificacion 1y 2, sometiéndolos a maduracién in vitro en un medio
de maduracion con cisteamina a 10 pl/ml y dos grupos utilizando quercetina a una concentracién de
4y 8 uM. En ese estudio encontraron que el grupo de ovocitos con cisteaminay el grupo de quercetina
de 4 uM obtuvieron resultados iguales en el porcentaje de expansion de las células del cumulus. Sin
embargo, el grupo de 8 UM obtuvo un porcentaje significativamente mas bajo (P<0.05), ademas, el
porcentaje de ovocitos en MII fue méas alto en el grupo de quercetina 4 UM que en el grupo de
cisteamina (P<0.05), mientras que los porcentajes entre el grupo de cisteamina y quercetina 8 UM
fueron similares. El porcentaje de apoptosis fue mas alto en el grupo de cisteamina que en los otros
grupos. Asimismo, encontraron que los ovocitos madurados con 4 UM de quercetina mostraron una
mayor actividad mitocondrial que los ovocitos madurados con cisteamina y 8 UM de quercetina
(P<0.05), concluyendo que la adicién de 4 uM de quercetina puede ser utilizado como alternativa
econdmica (la cisteamina es mas costosa que la quercetina, incrementando el costo de los medios de

MIV) a la cisteamina en la MIV de los ovocitos de cabra.

Con base en lo anterior y en los estudios realizados por otros autores, asi como en la revision
de literatura, en donde se ha reportado que la quercetina puede prevenir una disfuncién mitocondrial
al remover los productos de la oxidacion, remover radicales libres y estimulando las enzimas
antioxidantes, ademas de que se ha demostrado que puede mejorar los porcentajes de maduracién en
cabras y porcinos (Cao et al., 2020), se esperaba que en el presente estudio se observara una mejoria
mas notoria en la maduracion y desarrollo embrionario de los ovocitos sometidos a maduracion in
vitro. Sin embargo, se conoce que existen diferentes retos asociados con la produccién de embriones

in vitro. Estos incluyen o se derivan, del hecho de que, al menos en el caso de ovarios derivados del
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matadero, el origen de los ovocitos utilizados (identificacion o merito genético de la donadora, etapa
del ciclo estral, etapa de la onda folicular) es cominmente desconocida, por lo cual la calidad de los
ovocitos es muy variable, ademas, la capacidad de los espermatozoides colectados de diferentes
sementales para fertilizar a los ovocitos in vitro, y los cambios en las condiciones de cultivo
postfertilizacion pueden alterar draméaticamente la calidad de los embriones (Lonergan y Fair, 2015).
Estos, y otros factores pudiesen haber influido en las tasas de segmentacion y de blastocistos de los
ovocitos calidad 1 y 2 obtenidas en el estudio. Asimismo, otro factor que influyo en este aspecto fue
que en algunas sesiones de PI1V se presentd contaminacion microbioldgica de los medios de CIV, con
lo cual los presuntos cigotos y embriones generados debieron ser desechados.

No obstante, los resultados del estudio 2 (Quercetina) demostraron que a pesar de la calidad
de los ovocitos clasificados como 3 y 4, el porcentaje de blastocistos fue mas alto al afiadir la
guercetina al medio de maduracién en comparacion con el tratamiento control, interpretdndose como
una mejora en la MIV, la cual se reflej6 en los porcentajes de blastocistos obtenidos. Con base en los
resultados obtenidos, el uso de antioxidantes representa un método alternativo en el mejoramiento de
la MIV. Estos aditivos mejoran la efectividad del medio de cultivo y permiten a los ovocitos
inmaduros adquirir competencia para la fertilizacién y la embriogénesis (Lucas et al., 2015). Aunado
a lo anterior, se ha encontrado los metabolitos secundarios de las plantas, exhiben mayor actividad
antioxidante y una menor toxicidad que los antioxidantes sintéticos, tal es el caso de la quercetina,
perteneciente a los polifenoles (Seddiki et al., 2017). Es conocido que las plantas poseen valor
medicinal, particularmente muchas de ellas poseen un gran potencial antioxidante (Ardeshirnia et al.,
2017), haciendo que el interés por el uso de las sustancias bioactivas procedentes de las plantas vaya
en aumento. Dado a la configuracién molecular de la quercetina le es posible remover las ROS,
trabajando como un fuerte antioxidante, convirtiéndose en un radical libre al reaccionar con un radical
desemparejado, donando un proton (Naseer et al., 2017). Sus efectos positivos han sido observados
en la maduracion in vitro en bovinos. En un estudio realizado por Guemra et al. (2013), se observo
gue el porcentaje de blastocistos fue mayor en los grupos madurados con 0.4, 2, 10 y 50 uM de
quercetina (56.9, 59.5, 53.6 y 49.6% respectivamente) comparados con el grupo control (42.3%),
ademas, al hacer la comparacion de la quercetina contra otro antioxidante (cisteamina), los grupos de
quercetina 0.4 y 2 uM fueron superiores en cuanto a la produccion de embriones (56.9 y 59.5%)

comparado con el grupo de cisteamina (50.4%) (Guemra et al., 2013).

Igualmente, en un estudio realizado por Orlovschi et al., (2014) en la maduracion in vitro de
ovocitos de porcino, encontraron que la adicion de 5 pg/mL de quercetina aumenté significativamente

la expansion de las células del cumulus de los ovocitos (P<0.001), mientras que al utilizar 25 pg/mL
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de quercetina en el medio de maduracion incremento el porcentaje de los embriones en la etapa de
morula comparado con el control, asi mismo, en todos los grupos de quercetina (5, 15, 25 y 35
pg/mL), los porcentajes de embriones en estado de mérula resultaron més altos que el control, por lo
cual mostraron que la adicién de quercetina durante la maduracion in vitro tiene un efecto positivo

en el desarrollo de los embriones.

Un aspecto importante a considerar que influye durante la maduracion in vitro, es el manejo
desde la recoleccidn y transporte de los ovarios, la recuperacién y el cultivo de los ovocitos lo cual
involucra exposicion a la luz, a altas concentraciones de substratos metabolicos y concentraciones
elevadas de oxigeno, lo cual en conjunto conlleva a la induccidn del estrés oxidativo, el cual resulta
en el envejecimiento prematuro de los ovocitos por un incremento en la produccién de ROS, siendo
uno de los principales factores perjudiciales para los procesos de maduracién nuclear y
citoplasmatica, que a su vez causan una baja fertilizacion y un desarrollo tardio de los embriones
(Jeong et al., 2006; Remido et al., 2016; Chowdhury et al., 2017; Goodarzi et al., 2017). En fisiologia
normal, las ROS estén involucrados en procesos de sefializacion contribuyendo al desarrollo normal
y funcion celular. Para alcanzar y mantener los niveles fisiologicos de ROS, hay un balance dinamico
entre la generacion de ROS vy la actividad de antioxidantes para reducir las ROS. Sin embargo, si la
capacidad de sintetizar nuevos antioxidantes no es suficiente para reducir las cantidades excedentes
de ROS, el estrés oxidativo resulta en dafio al ADN, peroxidacion lipidica y dafio a proteinas (Schoot
et al., 2018). Por lo cual, las ROS deben ser inactivados continuamente para mantener niveles
fisiologicamente tolerables, de esta manera jugaran un rol normal en las funciones celulares de los
ovocitos (Jeong et al., 2006), para esto, la suplementacién de antioxidantes al medio de maduracion
in vitro ayuda a disminuir los niveles de ROS bloqueando su formacion y protegiendo contra sus
efectos dafiinos (Remido et al., 2016; Chowdhury et al., 2017; dos Santos et al., 2019); lo anterior
fue confirmado en el presente estudio, en el cual se observo que la adicion de 16 uM de quercetina
incremento los porcentajes de MIV de los ovocitos de bovino.

Los resultados de ambos estudios, aun cuando en algunas variables no se encontrd diferencia
significativa se pueden interpretar como el efecto antioxidante positivo que proveen la quercetina y el
a-tocoferol al ser afiadidos al medio de maduracion, ya que como se mencion6 anteriormente, la adicion
de un antioxidante al medio de maduracion de los ovocitos en concentraciones apropiadas puede
prevenir los efectos ocasionados por las ROS y el estrés oxidativo, de tal forma que los ovocitos puedan
llevar a cabo su maduracion de forma normal para poder sobrellevar los procesos de fertilizacion y el

desarrollo embrionario.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron que la adicién de antioxidantes al medio de maduracién
in vitro de los ovocitos favorece la maduracion in vitro y el desarrollo hasta blastocistos, siendo 100
MM de o-tocoferol, y 2 y 16 uM de quercetina las concentraciones que mostraron mayores
porcentajes en las variables evaluadas entre los tratamientos utilizados. Se recomienda profundizar
en la investigacién sobre estos antioxidantes en la produccion in vitro de embriones, evaluando

otras concentraciones o combinaciones entre estos antioxidantes.
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