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EVALUACION DE LA ADICION DE QUERCETINA EN LA MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS DE
BOVINO Y SU DESARROLLO EMBRIONARIO.

Theisy Patricia Acosta Pérez!, José Maria Carrera Chavez!, Andrés Quezada Casasolal, José Alberto
Nufiez Gastélum?, Mateo Fabian Itza Ortiz!, Ernesto Orozco Lucero?

1 Programa Maestria en Ciencia Animal-Departamento de Ciencias Veterinarias-UACJ; 2 Departamento
de Ciencias Quimico-Biolégicas-UACJ.
jose.carrera@uacj.mx
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INTRODUCCION

La producciéon de embriones in vitro (PIV) a un costo relativamente bajo ha sido un beneficio enorme para
el mejoramiento genético y 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 y la calidad de los
embriones. La PIV de rumiantes es un proceso de tres pasos que incluye la maduracién in vitro (MIV) de
los ovocitos, fertilizacion in vitro (FIV) y el cultivo in vitro (CIV). La MIV es un proceso largo y complejo
durante el cual el gameto femenino adquiere la habilidad de ser fertilizado, asi como mantener el desarrollo
del embrién in vitro a la fase de blastocisto (Nogueira da Costa et al., 2015).

Dos de los inconvenientes mas importantes de los sistemas de MIV es la falta de antioxidantes y la alta
concentraciéon 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. Cuando los ovocitos y embriones son cultivados in vitro, se enfrentan al estrés oxidativo,
ya que la recuperacion y el cultivo involucra exposicion a la luz, concentraciones elevadas de oxigeno y
concentraciones alteradas de substratos metabdlicos (Chowdhury et al., 2017). Un método que puede
ayudar a sobrellevar este problema es la suplementacion del medio de MIV con compuestos antioxidantes.
La quercetina es un flavonoide con potencial antioxidante, y su adicion incrementa los porcentajes de MIV
y el desarrollo de blastocistos mediante la reducciéon de los niveles intracelulares de ROS (Silva et al.,
2019). El objetivo de este estudio fue la evaluacion del efecto del quercetina sobre la MIV de los ovocitos
y su desarrollo hasta blastocistos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion y Reproduccion Animal de la Universidad
Auténoma de Ciudad Juarez (31°44°22” N 106°29113” O). Se realizaron cinco repeticiones de MIV,
puncionando 22-25 ovarios por repeticion, para obtener un total de 1,646 ovocitos, utilizando el medio de
maduraciéon comercial como tratamiento control (sin aditivos), y cuatro concentraciones de quercetina (2,
4,8y 19 uM).

Los ovarios fueron recolectados del Rastro Municipal de Ciudad Juarez. Una vez en el laboratorio, los
foliculos antrales entre 2 a 8 mm de didmetro fueron puncionados utilizando una jeringa de 10 mL y aguja
de 18 g y se aspir6 el fluido folicular. EI medio de lavado se prepar6 con 2.28 mL de TCM-199, 0.5 pL/mL
de FSH (500 Ul/mL), 5% de suero fetal bovino, y 50 pL/mL de gentamicina (160 mg/2 mL). El lavado de los
complejos ovocito-cumulus (COCSs) se realiz6 pasandolos de un pocillo a otro, en 4 ocasiones. Durante el
lavado se realizé la seleccién y clasificacion de los ovocitos. Para la MIV se utiliz6 medio proporcionado
por la Universidad Politécnica Estatal de California, en el Departamento de Ciencia Animal (UPEC) en una
incubadora a 38.5 °C con 5% de CO:z en atmosfera humidificada (21% de O2) durante 22 h, dividiendo el
namero total de COCs en los cinco tratamientos. La evaluacion de la MIV se realiz6 22 h después de haber
introducido los COCs en la incubadora, evaluando caracteristicas morfolégicas, basandose en la evidente
0 no expansion de las células del cumulus, ademas del estado del citoplasma. Se realizaron los calculos
para obtener el indice de expansién del cumulus (IEC). Brevemente, se asigné una calificacién del 0 al 4 a
los ovocitos por pozo, siendo clasificacién 0 nula expansién y clasificacién 4 ovocitos con expansion de las
células del cumulus mas notable.

La FIV se realizé segun el protocolo establecido por el fabricante de los medios utilizados (IVF Bioscience).
El semen de un toro de probada fertilidad (ABS Global) se prepar6 mediante swim-up utilizando 1 mL de
medio BO-SemenPrep (IVF Bioscience) teniendo una concentracion final de 2x10° de espermatozoides por
mL; se afladieron 5 pL de la suspensién de espermatozoides a cada gota de FIV y se incubaron durante
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20 h. EI CIV se llevé a cabo siguiendo el protocolo establecido por el fabricante de los medios utilizados
(IVF Bioscience). Una vez transcurridas las 20 h post-FIV, los presuntos cigotos fueron desnudados y
lavados en cuatro ocasiones. Posteriormente se incubaron en el medio de CIV en una mezcla de gases
(6% O2, 6% CO2, 88%Ny2), con una temperatura de 38.5 °C durante 7 d en una atmosfera humidificada.
Las variables para maduracién, segmentacion y desarrollo de blastocitos se analizaron mediante Chi
Cuadrada, mientras que las variables para el IEC se analizaron con un ANOVA y se compararon con una
prueba de Tukey cuando se observaron diferencias entre los tratamientos (P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostrados en el Cuadro 1 indican una diferencia significativa entre los tratamientos en el
porcentaje de maduracién (P=0.0004) de los ovocitos clasificacion 1 y 2, siendo el grupo de 16 uM el que
obtuvo el mayor porcentaje entre los tratamientos. Asi mismo, en los grupos de los ovocitos clasificacion 3
y 4 se encontro diferencia significativa en el porcentaje de blastocistos (P=0.04), siendo el grupo de 16 uM
el que presentd el mayor porcentaje (13.33%). En la variable IEC no se encontraron diferencias estadisticas
(P>0.05). Se esperaba que el efecto de la quercetina en los ovocitos clasificacion 1 y 2 hubiese sido adn
mas notorio, al igual que en el estudio llevado a cabo por Silva et al. (2019), en el cual utilizaron ovocitos
de cabra clasificacién 1 y 2, sometiéndolos a MIV en un medio de maduracion con quercetina a una
concentracién de 4 y 8 uM. En ese estudio encontraron que el porcentaje de ovocitos con una maduracién
nuclear completa fue mas alto en los grupos tratados con quercetina en relacion al grupo control. Asimismo,
encontraron que los ovocitos madurados con 4 uM de quercetina mostraron una mayor actividad
mitocondrial. Con base en lo anterior y en los estudios realizados por otros autores, en donde se ha
reportado que la quercetina puede prevenir una disfuncién mitocondrial al remover los productos de la
oxidacién, 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
puede suponer un efecto antioxidante del tratamiento con quercetina durante la MIV.

Cuadro 1. Porcentajes de maduracion, indice de expansién del cumulus (CEI), porcentaje de segmentacién
y blastocistos de ovocitos madurados con diferentes concentraciones de quercetina.

Tratamient Maduracién CEl Segmentacio Blastocistos
0 n (%) M+ E.E n n (%)
n (%)
Clasificaci6 CONTROL 155/254 0.88+0.842  8/255(3.14) 2 8/255 (3.14) 2
n (61.02) b
ly2 2 uM 143/192 1.21+0.362  2/192 (1.04) 2 9/192 (4.69) 2
(74.48) b
4 uM 269/376 1.03+0.232  12/378 (3.17) 11/376 (2.93) 2
(71.54) b a
8 uM 224/324 1.10+0.252 2/323 (0.62)2 8/323 (2.48)2
(64.14)
16 uM 206/263 1.00+£0.202  7/263 (2.66)2 3/263 (1.14)2
(78.33) 2
Clasificaci6 CONTROL 15/45(33.33)# 0.35#0.17 * 2/46 (4.35) B 2/46 (4.35) B
n
3y4 2 uM 20/41 (48.78) A  0.43£0.18 A 1/42 (2.38) B 2/42 (4.76) B

4 pM 20/57 (35.09)A  0.25:0.09A  1/57 (1.75)8 2/57 (3.51) B
8 uM 15/51 (29.41)A  0.34+0.21A  0/55 (0.00)8 0/55 (0.00) B

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

ab Diferentes literales dentro de la misma columna indican diferencia (P < 0.05) en los ovocitos grado 1 y
2.
A B Diferentes literales dentro de la misma columna indican diferencia (P < 0.05) en los ovocitos grado 3 y
4.
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Asimismo, en este estudio se demostré que a pesar de la calidad de los ovocitos clasificados como 3 y 4,
el porcentaje de blastocistos fue mas alto al afiadir la quercetina al medio de MIV en comparacion con el
tratamiento control, interpretandose como una mejora en la M1V, la cual se reflejé 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 fertilizacion y la embriogénesis. Dado a la
configuracion 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. En un estudio realizado por Guemra et al. (2013), se observo que 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 comparaciéon de la
quercetina contra otro antioxidante (cisteamina), los grupos de quercetina 0.4 y 2 uM fueron superiores en
cuanto a la producciéon de embriones (56.9 y 59.5%) comparado con el grupo de cisteamina (50.4%)
(Guemra et al., 2013).

Un aspecto importante a considerar que influye durante la maduracién in vitro, es el manejo desde la
recoleccion 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 metabdlicos 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 fertilizacién y un desarrollo tardio de los embriones (Chowdhury et al., 2017). Por lo cual, las ROS
deben ser inactivados continuamente para mantener niveles fisiolégicamente tolerables, de esta manera
jugaran un rol normal en las funciones celulares de los ovocitos, para esto, la suplementacion de
antioxidantes al medio de maduracién in vitro ayuda a disminuir los niveles de ROS bloqueando su
formacién y protegiendo contra sus efectos dafinos (Chowdhury et al., 2017); lo anterior fue confirmado en
el presente estudio, en el cual se observé que la adicion de 16 UM de quercetina incremento los porcentajes
de MIV de los ovocitos de bovino.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron que la adicién de quercetina al medio de maduracién de los ovocitos
favorece la maduracién in vitro y el desarrollo hasta blastocistos, siendo 16 pM de quercetina la
concentracién que mostré 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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