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Resumen

Los altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ER0) generados durante la produccion in
vitro (PIV) de embriones conducen al arresto embrionario. Por ello, se han investigado los
efectos de la suplementacién del antioxidante quercetina (Q) durante la PIv. El objetivo fue
evaluar la tasa de desarrollo y los niveles de ERO de embriones partenogenéticos
(partenotas) de bovinos en distintos estadios: 2 células (2C); 4 células (4c); 8 células
temprano (8c Temp.); v 8 células tardio (8c Tard.) al suplementar 2 uM de Q al medio de
cultivo /in vitro (CIv) en presencia o ausencia de 85 uM de peréxido de hidrégeno. Los
resultados sugieren que la Q disminuye los niveles de ER0, a la vez que aumenta las tasas de
desarrollo de partenotas segmentadas, especialmente alrededor del estadio de 8C en el que
presuntamente ocurre la mayor oleada de la activacién del genoma embrionario.

Introduccién

La produccién in vitrode embriones (PIV) se utiliza en el estudio del desarrollo temprano para
la conservacién de embriones o tratar problemas reproductivos en diversas especies,
incluyendo seres humanos. Sin embargo, existen factores en la PIv capaces de impactar el
desarrollo, incluyendo altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ER0), ocasionando
estrés oxidativo, el cual se incrementa en condiciones /in vitro (Betts, Bain, & Madan, 2014).
Por este motivo, se ha intentado reducir el dafio ocasionado por el estrés oxidativo al
suplementar antioxidantes durante la PIv (Yu et al, 2014). Un ejemplo de estos antioxidantes
es la quercetina, flavonoide que secuestra anién superdéxido (027), importante precursor de
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ERO (Betts et al, 2014). Por ejemplo, Yu et al (2014) disminuyeron los niveles de ERO en
embriones preimplantados de ratén al suplementar quercetina, aun en presencia de peréxido
de hidrégeno (H;0). Aunque este estudio ha determinado parte del efecto del estrés oxidativo
y la suplementacién de quercetina durante el desarrollo temprano, aldn no se cuenta con
suficiente informacién acerca del efecto preciso de la suplementacién conjunta de oxidantes
y antioxidantes sobre la segmentacién embrionaria y los niveles de ERo0. Esto aplica tanto en
embriones producidos por fertilizacién como por partenogénesis (partenotas). La etapa de
segmentacién incluye la activacién del genoma embrionario (AGE), proceso crucial durante el
desarrollo temprano y sumamente sensible al estrés oxidativo (Gad et al., 2012).

Desarrollo

Justificacion

Se ha incrementado la incidencia de enfermedades reproductivas, tanto en animales
domeésticos como en seres humanos. Por tanto, las tecnologias de la reproduccién asistida y la
implementacién de modelos de estudio han progresado a la par (Betts et al, 2014). Para
incrementar el éxito de modelos embrionarios /7 vitro, ya sea por fertilizacién o partenogénesis,
se busca disminuir el estrés oxidativo al suplementar antioxidantes (Yu et al, 2014). No
obstante, los mecanismos asociados no han sido completamente dilucidados. Por ello, el
objetivo fue evaluar el efecto de suplementar H;0; y quercetina al medio de cultivo de
partenotas bovinas en etapa de segmentacidn, al ser una fase de suma importancia durante el
desarrollo.

Metodologia

Obtencion de complejos cumulus ovocito y maduracionin vitro. Se colectaron ovarios en el
Rastro Municipal de Ciudad Judrez bajo los esténdares del Comité de Etica y Bioética de la
Universidad Auténoma de Ciudad Juarez (UAC)). Se transportaron en solucién de 0.9 % (p/v) NaCl
a 38.5 °C. Se puncionaron foliculos de 2-8 mm de didmetro. Se seleccionaron ovocitos con un
citoplasma homogéneo y con ciimulus compacto y completo (Blondin, & Sirard, 1995). Los
complejos cimulus ovocito (coc, por sus siglas en inglés) se lavaron en Bo-WASH (IvF Bioscience,
Falmouth, Reino Unido) a 36 °C y se distribuyeron 10 coc/gota de 50pl, tras equilibrio a 38.5
°C/6.5 % C02/100 % humedad relativa (HR) en Bo-IvF (IvF Bioscience). Se colocaron en
maduracién /n vitro(Miv) durante 26 h a 38.5°C/6.5 % C02/100 % HR (figura 1A).
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Figura 1. Metodologia. Obtencién de partenotas y exposicién a tratamientos: A) Grupos
experimentales y estadios de desarrollo evaluados. B) Tincién de R0 y obtencién de
fluorescencia. C) Maduracidn /in vitro (Miv); 6-dimetilaminopurina (6-DMAP); horas
posactivacién partenogenética (hpA); tratamiento (Tx); presencia (+); ausencia (-);
diclorofluoroscina diacetato (DCFH-DA); regién de interés (linea amarilla delgada); ejemplo de
la zona de la que se restd el valor de fluorescencia de fondo en cada imagen (circulo amarillo)

5pM 2.8 mM * Partenota diploide | 2 uM quercetina (Q Grupos Estadios
T N T T
ionomicina/5 min (| 6-DMAP/4 h en estadio cigético 192 h
I Control Segmentacion
v | I =5 i 0, i | | Hovan 8 células tardio
2 células (2C) (8C Tard.)
Ovocito 0-26h 0 4 16-17 96 Tx-1
inmaduro ~ ® hPA hPA hPA hPA| | H(+)Q() 4 células (4C) 5a 16 células
T (5-16C; 8C
" Tx-2 8 células Temp.+ 8C Tard.)
Bvaluacion de H(-YQ(+) | | temprano (8C
desarrollo L
Partenotas segmentadas emp.)
no tefiidas Tx3
Tincion de Partenota H#)/Q+)
C E'TO segmentada tefiida
Control - - Fijacion en Microscopia de
negativo | Seleccion aleatora de g - maldehido W 5 HM DCFH-DA mh  epifiuorescencia + W .
— cuatro partenotas /90 min /30 min sofware Fiii Sustraccion
-96 hPA z : T de la sefial de
Coleccion de Microscopia de ) -
Experi partenotas ———) 5 M DCFH-DA ) epifluorescencia + W fluorescencia
xperimento|  experimentales [EY T sofware Fili

T

Fuente: elaboracién propia

Partenogénesis activada y cultivoin vitro. Tras la MIv se realizé la partenogénesis activada
(PA). Las gotas de 50 pl de Bo-IvF (IvF Bioscience), se equilibraron a 38.5 °C/6.5 % C02/100 % HR.
Se desnudaron coc mecanicamente en Bo-WAsH/0.33 mg/mL hialuronidasa (Sigma®, St. Louis,
Mo0). De 20-40 ovocitos se incubaron por 5 min a 38.5 °C/6.5 % C02/100 % HR en BO-IVF/5 pM
ionomicina (Sigma®). Los ovocitos activados con ionomicina (0 h pospartenogénesis activada;
hpPA) se lavaron con BO-WASH e incubaron por 4 h (mismas condiciones) en grupos de 20-40 por
gota de B0-IVF/2.8 mM 6-DMAP (Sigma®). Los presuntos cigotos (p-Ci) se lavaron con BO-WASH y
se colocaron en grupos de 8-12 por gota de 10 pl de Bo-IvF (IvF Bioscience). Las partenotas
diploides se mantuvieron en cultivo /n7 vitro (Civ) a 38.5 °C/6 % C0,/6 % 02/88 % N2/100 % HR
hasta las 96 hpa (figura 1A).

Tratamientos con peroxido de hidrdgeno y quercetina. Se suplementé quercetina (Q4951,
Sigma®) a 2 pM (Sovernigo et al, 2017) desde el inicio del clv como pretratamiento antioxidante
(Yu et al, 2014); 12 h después los p-Ci se expusieron durante 1 h a 85 pM H,0, (Sigma®; Betts et
al, 2014). Los p-Ci se lavaron con BO-WASH y se colocaron en medio CIv en ausencia de H;0;, pero
con quercetina hasta las 96 hra (figura 1A).

Evaluacion de desarrollo partenogenético. La segmentacidn de partenotas, se evalué al
estereoscopio a las 96 hrA. Se registraron los siguientes estadios: 2 células (20); &4 células (4¢);
8 células temprano (8c Temp.); 8 células tardio (8c Tard.); y 5 a 16 células (5-16¢; combinacién
de los datos de 8c Temp. y 8C Tard. para estimar el desarrollo) (figura 1B). Los calculos de la
tasa de desarrollo, se realizaron con las formulas:
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% Segmentacion

_ estr.segmentadas % 100 % 8CT _estr.8C Temp. % 100
T cocmMmIv 0 oL Lempr-=="roc MIv
% 2C = estr.2C % 100 % 8C Tard. = estr.8C Tard. % 100
0Lk =cocmiv 0L 1Are-="roC MIV
% 4C estr.4C % 100 % 5-16C estr. 8C Temp. + estr. 8C Tard. 100
= ———-—-— - = N
0 COC MIV 7 coc MIv

Donde: estr. = Niimero de estructuras; coc-miv = Complejos cimulus-ovocito colocados
en maduracién Jin vitro; 2C = 2 células; 4c = 4 células; 5 a 8 células/8c Temp. = 8 células
temprano; 10 a 16 células/8c Tard. = 8 células tardio; y 5-16C = 5 a 16 células.

Tincion de especies reactivas de oxigeno y evaluacion de fluorescencia. Tras 96 hPA se
tiferon partenotas segmentadas por 30 min a 38.5°C/6 % CO./6 % 02/88 % N2/100 % HR en BO-
Ivc/5 pM diclorofluoroscina diacetato (DCFH-DA; Sigma®) y se lavaron con PBS/1 mg/mL alcohol
polivinilico. Se utilizé una sola imagen de epifluorescencia por partenotas con un microscopio
Axio Observer.Z1, objetivo 20x y filtro de fluorescencia (excitacién, 495 nm; emisién, 520 nm;
Zeiss; Oberkochen, Alemania). Se expuso por 150 mS por medio del software zen Blue 2011
(Zeiss). Se utilizaron 3 réplicas o0 mas de minimo 3 partenotas. Se determinaron niveles de
fluorescencia en todos los estadios por separado con el softwareFiji (https://fiji.sc; Schindelin
et al., 2012) con una imagen en escala de grises. Se combinaron los estadios de 8c Temp. y 8C
Tard. para estimar la fluorescencia en el estadio 5-16C. En cada imagen se resté el valor de
fluorescencia de fondo. A cada partenota (regién de interés: citoplasma), se le restd la
intensidad de fluorescencia del control negativo de su experimento: promedio de partenotas
fijadas en 4 % (p/v) paraformaldehido antes de incubar en DCFH-DA (Betts et al, 2014). La
fluorescencia se expresd en unidades arbitrarias (UA) (figura 10).

Diserio experimental. Se evalud el desarrollo de partenotas tras cultivar en presencia (+) o
ausencia (-) de H;0; (H) o quercetina (Q). Los grupos fueron: 1) Control (Ctrl), H(-)/Q(-); 2)
Tratamiento (Tx) 1, H(+)/0(-); 3) Tx-2, H(-)/0(+); vy &4) Tx-3, H(+)/0(+) (figura 1B). Se utilizaron 5
repeticiones para Ctrly 6 para los demas grupos.

Anadlisis estadistico. Se graficé la media * error estandar (€€) de la tasa de desarrolloy la
intensidad de fluorescencia de los tratamientos respecto a la media del Ctrl con GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Prism, San Diego, CA). Los datos en porcentaje (desarrollo) se
transformaron al arcoseno previo al analisis. En ambos casos, se empleé prueba T mdltiple
(Holm-Sidak). Se consideraron diferencias significativas cuando P =0.05.

Resultados

La figura 2 muestra microfotografias representativas (campo claro e imagen de
epifluorescencia) de los estadios (2¢; 4¢; 8c Temp; 8¢ Tard; 5 a 16¢) por tratamiento [Ctrl H(-)/Q(-
); Tx-1, H(+)/0(-); Tx-2, H(-)/Q(+); Tx-3, H(+)/Q(+)]. En el estadio de 8c Temp., Ctrl tuvo una mayor
tasa de desarrollo que Tx-1(P< 0.05; Graf. 1D). En el estadio de 8c Tard, Tx-1presentd una menor
tasa de desarrollo que Tx-2 (P< 0.05; Graf. 1E). En el estadio de 5-16¢ (8¢ Temp. + 8c Tard.), Tx-
1 mostré una menor tasa de desarrollo que Ctrl (P=0.0558) y que Tx-2 (P= 0.0502; Graf. 1F). Al
evaluar los resultados de la fluorescencia en el estadio 2¢, Tx-1 presentd niveles de ERO mas
elevados que Ctrl y que Tx-2, a la vez que Tx-2 mostré menor fluorescencia que Ctrl (P< 0.05;
Graf. 2A). En el estadio de 8c Temp., los niveles de ER0 en Tx-1fueron mas elevados que en Ctrl
(P<0.01), Tx-2y Tx-3 (P <0.0001; Graf. 2C). En el estadio de 8¢ Tard., los niveles de ERO en Tx-1
resultaron mas elevados que en Tx-2y Tx-3 (P< 0.05; Graf. 2D). En el estadio de 5-16¢ (8c Temp.
+ 8c Tard), Tx-1 presentd niveles de ER0O mas elevados que Ctrl (P< 0.01), Tx-2y Tx-3 (P< 0.0007;
Graf. 2E).
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Figura 2. Microfotografias representativas de partenotas segmentadas de bovinos
tratadas con peréxido de hidrégeno o quercetina. Microscopia de campo claro (cC) y
epifluorescencia de especies reactivas de oxigeno (ER0) en partenotas tefidas con
diclorofluoroscina diacetato (DCFH-DA) en estadios de 2 células (2¢), &4 células (4c), 8 células
temprano (5 a 8 células; 8c Temp.) y 8 células tardio (10 a 16 células; 8c Tard.) en ausencia (-) y
presencia (+) de peréxido de hidrégeno, H20; (H) y quercetina (Q). Ctrl = Control; Tx =

Tratamiento. Barra de escala: 100 um
ERO

cC CcC

= BB E
" @. g;. e B
2 B B B
-l

Ctrl Tx-1 Tx-2 Tx-3
H(-)/Q(-) H(+)/Q(-) H(-)/Q(+) H(+)/Q(+)

Fuente: elaboracién propia

Grafica 1. Evaluacién del desarrollo en partenotas bovinas: tasas de desarrollo en
partenotas bovinas en estadio de segmentacién (A); 2 células (2c; B), 4 células (4c; C), 8
células temprano (5 a 8 células; 8c Temp; D), 8 células tardio (10 a 16 células; 8c Tard; E) y 5
a 16 células (8¢ Temp. + 8c Tard; 5-16c; F) cultivadas en ausencia (-) y presencia (+) de
peréxido de hidrégeno, H20; (H; 85 pM) y quercetina (Q; 2 pM). Las barras muestran la media
+ error estandar (€€). *(P =0.05). Ctrl = Control; Tx = Tratamiento; /7= niimero de complejos
cumulos ovaocito inicialmente colocados en maduracién /in vitro

60~ Ctrl Tx-1Tx-2 Tx-3

>
Segmentacion (%)

O
8C Temp. (%)
8C Tard. (%)

Fuente: elaboracién propia
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Grafica 2. Evaluacién de los niveles de fluorescencia de ERO en partenotas bovinas.
Niveles de ERo tefiidas con diclorofluoroscina diacetato (DCFH-DA) en partenotas bovinas en
estadios de 2 células (2c; A), 4 células (4c; B), 8 células temprano (5-6 células; 8c Temp; C), 8
células tardio (10 a 16 células; 8c Tard; D) y 5 a 16 células (8c Temp. + 8c Tard; 5-16¢; E) en
ausencia (-) y presencia (+) de perdxido de hidrégeno, H,02 (H; 85 uM) y quercetina (Q; 2 uM).
Las barras muestran la media * error esténdar (e€). *(P= 0.05); **(P= 0.01); ****(P=< 0.0001).
Ctrl = Control; Tx = Tratamiento; UA = Unidades arbitrarias; 7= Nimero de partenotas
analizadas

T T
Ctrl Tx-1 Tx-2 Tx-3
- - +

3.5+ * 35 3
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kR ke
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Fuente: elaboracién propia
Conclusiones

Discusion

Debido a su accién antioxidante, la @ disminuye los niveles de ERO, aumentando el potencial
de la membrana mitocondrial y previniendo el estrés oxidativo (Yu et al,, 2014). Estos efectos
también se han reportado en embriones. Tal es el caso de Kang et al (2016), quienes
suplementaron 3.3 uM g durante la MIV previo a la produccién de partenotas de cerdo. En dicho
estudio la suplementacion de Q@ disminuyd los niveles de ERO e incrementé la tasa de
desarrollo partenogenético. De manera similar, Sovernigo et al. (2017) observaron que tras
suplementar 2 pM Q al medio de Miv de ovocitos bovinos los niveles de ERO disminuyen,
aumentando la tasa de desarrollo embrionario. Lo anterior podria prevenir los efectos
negativos del H,0;, oxidante que facilita la produccién de ero (Yu et al., 2014). Considerando
que el desarrollo embrionario temprano depende completamente de la etapa de
segmentacién (Graf et al, 2014), el presente estudio se enfocé en los efectos antioxidantes
de la Q durante dicho periodo. Debido a la relativa cercania del periodo de miv y el inicio del
desarrollo embrionario, este estudio utilizé 2 uM qQ desde el inicio y durante el cIv, asi como
Sovernigo et al. (2017) realizaron en bovinos.

Asimismo, este trabajo empleé un pretratamiento de Q ante la aplicacién de H;0;, para
evaluar el potencial de la Q para prevenir los efectos adversos del H;0,. Esto debido a que Yu
et al. (2014) indican que el pretratamiento de g reduce el ndmero de células apoptéticas y
conserva al estado redox por medio de las defensas enzimaticas del embrién. Los estadios
evaluados en el presente estudio fueron 2c, 4c, 8c Temp., 8c Tard. y 5-16¢C, abarcando
momentos precisos de la etapa de segmentacién. En bovinos, la mayor oleada de la AGE ocurre
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durante el estadio de 8 a 16 células (Gad et al., 2012). La AGE es de suma importancia, ya que
establece las bases moleculares que regulan el desarrollo posterior, pudiendo ser facilmente
alterada durante el clv, al incrementar el estrés oxidativo, conduciendo al arresto o muerte
embrionaria (Gad et al,, 2012). Los resultados del desarrollo evaluado a las 96 hpra (4 dias;
tiempo estimado para alcanzar la etapa de 8-16 células en bovinos) indican que el H;0: lo
disminuye, mientras que la Q lo incrementa. Esto fue mas visible en momentos especificos de
la segmentacién embrionaria, donde ocurre la mayor oleada de la AGE en bovinos: al inicio (8¢
Temp.) y al final (8c Tard.) de dicho evento molecular. Asimismo, los resultados en la etapa 5-
16¢ (todo el periodo de la mayor oleada de la AGE) muestran una fuerte tendencia a que el
desarrollo disminuye o aumenta tras suplementar oxidantes o antioxidantes,
respectivamente. Los efectos en el desarrollo tras suplementar H;0, y Q coinciden con
modificaciones en los niveles de ERO, siendo estos mas significativos que los observados en
el desarrollo.

Esto incluye, incluso, partenotas con desarrollo arrestado (estadio 2C a las 96 hpa). De
igual manera, sucedid en partenotas cuyo desarrollo coincide con la parte inicial (8c Temp.)y
final (8c Tard.) de la mayor oleada de la AGE, reflejado también en el estadio 5-16¢. Ademas,
en el grupo Tx-3, H(+)/q(+) la q fue capaz de rescatar el incremento en los niveles de ERO
ocasionado por el H;0,. Por tanto, se sugiere que el impacto en el desarrollo partenogenético
tras suplementar H,0.y Q es producto de las modificaciones en los niveles de ERO ocasionadas
por dichas sustancias. Esto soporta la observacién de que la AGE en bovinos es sensible al
estrés oxidativo (Gad et al., 2012) y sugiere que el estado redox durante tal periodo puede
modificarse mediante suplementaciéon en cultivo, influyendo en la segmentacién y el
desarrollo posterior. Se concluye que la suplementacién de H,0; aumenta los niveles de ERO,
disminuyendo el desarrollo, en tanto que bajas concentraciones de Q los reducen,
promoviendo el desarrollo de partenotas bovinas en etapa de segmentacién, destacando que
el desarrollo temprano bovino, alrededor del momento de la AGE, es sumamente sensible a
modificaciones del estado redox. Sin embargo, los mecanismos por los cuales el H,0;y la @
ejercen dichos efectos en este modelo quedan atin por determinarse.

Aportaciones

Los resultados del presente estudio generan informacién del efecto de suplementar Q
durante la PIv bajo condiciones de estrés oxidativo, generado por un agente oxidante,
especificamente durante un periodo crucial para el desarrollo embrionario. Esto podria
emplearse para mejorar la generacién /n vitro de embriones, ya sea por PA o fertilizacién,
tanto en bovinos como en otras especies. Por tanto, este modelo cuenta con potencial para
mejorar los protocolos de la PIv, ya sea con fines de investigaciéon, produccién ganadera o la
conservacion de especies animales en categoria de riesgo.
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