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ABREVIATURAS 

4-OHE2: 4-hydroxyestradiol (por sus siglas en ingles) 

aa: Aminoacidos 

AB: AlamarBlue 

ADN: Ácido desoxirribonicleico 

AHR: Aryl hydrocarbon receptor (por sus siglas en ingles) 

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 

ARE: Antioxidant response element (por sus siglas en ingles) 

ARN: Ácido ribonucleico 

Arnt: Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (por sus siglas en ingles) 

ATP: Adenosí trifosfato (por sus siglas en ingles) 

bHLH: Basic helix-loop-helix domains N-terminal (por sus siglas en inglés)  

BMOC2: Medio Brinster para cultivo de óvulos  

BSA: Bovine serum albumin (por sus siglas en inglés)  

CAT: Catalasa 

CCEA: Cocultivo endometrial autologo  

CG: Células de la granulosa 

CIV: Cultivo in vitro 

CO: Cúmulus oophorus 

CO2: Dióxido de carbono 

Cols: Colaboradores 

EOC: Estimulación Ovárica Controlada  

COV: Compuestos orgánicos volátiles  

COX-2: Ciclooxigenasa-2 

Ctrl: Contol 

D+: Día del desarrollo 

Dcp. Después del coito 

DE: Desviación estándar 

DGP: Diagnóstico genético preimplantacional 

DMEN: Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (por sus siglas en ingles) 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

E2: Estradiol 

EA: Eclosión Asistida  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/volatile-organic-compound
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eCG: Gonadotropina Coriónica equina  

EDTA: Ethylene diamine tetraacetic acid (por sus siglas en inglés)  

AGE: Activación genómica embrionaria  

EGF: Epidermal growth factor (por sus siglas en inglés)  

EGF-HB: Epidermal growth factor with heparin-binding domain (por sus siglas en inglés)  

EO: Estrés oxidativo 

EPO: Eritropoyetina 

ErbB: Protein family ErbB o Epidermal growth factor receptor (EGFR) (por sus siglas en inglés) 

ERO: Especies reactivas de oxígeno  

ESHRE: European Society for Human Reproduction and Embryology (por sus siglas en inglés) 

FGF: Fibroblast growth factor (por sus siglas en inglés)  

Fih: HIF inhibitory factor (por sus siglas en inglés)  

FITC: Fluorescein IsoTioCyanate (por sus siglas en ingles) 

FIV: Fecundación in vitro  

GF: Growth factor (por sus siglas en inglés)  

GLUT-1: Transportador de glucosa- 1 

GLUT-3: Transportador de glucosa- 3 

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (por sus siglas en inglés)  

GPx: Glutatión peroxidasa 

GSH: Glutatión  

GST: Glutatión s-transferasa 

H2O2: Peróxido de hidrógeno  

HamF10: Medio nutritivo F-10 

hCG: Gonadotropina Coriónica humana 

HDL: Lipoproteína de alta densidad 

HIF: Hypoxia-Inducible Factor (por sus siglas en inglés)  

HRE: Hypoxia response element (por sus siglas en inglés)  

HTF: Fluido tubárico humano 

ICSI: Intracytoplasmic Sperm Injection (por sus siglas en inglés)  

IGF: Insulin-like growth factor (por sus siglas en inglés) 

IgG: Inmunoglobulina G 

IU: In utero 

KSOM: Medio optimizado de potasio simple 

LIF: leukemia inhibitory factor (por sus siglas en inglés) 
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MaB: De mórula a blastocisto 

MCI: Masa celular interna 

MIV: Maduración in vitro 

N2: Nitrógeno 

NAC: N-Acetil-L-cisteamina 

NADPH: Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (por sus siglas en inglés) 

NOS: nitric oxide synthases (por sus siglas en inglés) 

NQO1: Quinona oxidorreductasa 1  

O2: Oxígeno 

ODD: Oxygen dependent degradation domain (por sus siglas en inglés) 

OMS: Organización Mundial de la  Salud 

P4: Progesterona 

PAS: Per-Arnt-Sim domain (por sus siglas en inglés) 

PBS: Phosphate-Buffered Saline (por sus siglas en ingles) 

PDGF: Platelet derived growth factor (por sus siglas en inglés) 

PFA: Paraformaldehído 

PGE2: Prostaglandina E2 

PGS: Preimplantation genetic screening (por sus siglas en inglés) 

Phd: Prolyl hydroxylase domain (por sus siglas en inglés) 

PN: Pronucleos 

PRDX-5: Peroxirredoxina 5 

PVHL: Proteína de Von Hippel-Lindau 

PVP: Plolivinil polividona 

Quer: Quercetina 

RA: Reacción Acrosómica 

RT-qPCR: Reverse transcription – cuantitative polymerase chain reaction (por sus siglas en 

ingles) 

SEF: Sociedad Española de Fertilidad 

SOD: Superóxido Dismutasa 

ERN: Especies reactivas de nitrógeno  

TAD: Transcriptional activation domains (por sus siglas en inglés) 

TdT: Terminal deoxynucleotidyl transferase (por sus siglas en ingles) 

TECD: Transferencia de embriones congelados-descongelados  

TGF-β: Transforming growth factor β (por sus siglas en inglés)  
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TNF: Tumor necrosis factor (por sus siglas en inglés) 

TRA: Técnicas de Reproducción Asistida 

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End Labeling (por sus siglas en 

inglés)  

VEGF: Vascular endothelial growth factor (por sus siglas en inglés)  

Vhl: Von Hippel-Lindau 

ZP: Zona pelúcida 
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UNIDADES 

%: Porcentaje 

µg: microgramos 

µm: micrómetro 

µM: micromolar 

Ct: Umbral de ciclos 

h: horas 

kDa: Kilodalton 

Kg: Kilogramos 

l: litro 

mg: miligramos 

min: minutos 

ml: militros 

mm: milímetros 

mM: milimolar 

nm: nanómetro 

ºC: grados centígrados 

rpm: revoluciones por minutos 

U: Unidades 

UIF: Unidades de intensidad de fluorescencia 
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RESUMEN 

El tratamiento médico de la esterilidad incluye diferentes técnicas de reproducción asistida 

(TRA) en las que los embriones se cultivan in vitro y finalmente se transfieren al útero. Durante 

todo este procedimiento, son muchos los factores que influyen tanto en la calidad del 

embrión, como en el éxito de la implantación. Entre ellos: los niveles de oxígeno (O2) utilizado 

durante la incubación y la concentración de especies reactivas de oxígeno (ERO) generadas 

durante el cultivo. Ambos factores influyen en la proporción de embriones que alcanzan la 

etapa de blastocisto, la cual sigue siendo variable en las tasas de desarrollo, en la calidad del 

embrión y en las tasa de implantación. Por otro lado, el potencial de desarrollo de los 

embriones obtenidos por fecundación in vitro (FIV) también está relacionado con la 

composición del medio de cultivo, ya que el cultivo aún no reemplaza todos los beneficios del 

desarrollo embrionario dentro del tracto reproductivo femenino, por lo que se asume que 

el cultivo embrionario es subóptimo y que las condiciones del cultivo son en gran parte 

responsables del desarrollo embrionario deficiente in vitro. 

 

Los factores inducibles por hipoxia (HIF) son factores de transcripción que median la regulación 

dependiente de O2 de numerosos genes que se cree que están implicados en el desarrollo del 

futuro embrión. Se ha visto que la quercetina (Quer) induce la acumulación del factor inducible 

por hipoxia-1α (HIF-1α) en condiciones de normoxia. Este flavonoide podría ayudar a solventar 

algunos de los problemas que son producidos por concentraciones normales de O2 mediante la 

activación de HIF-1α y los genes que este induce, algunos de los cuales están implicados en el 

desarrollo e implantación del embrión. Por otro lado, el 4-Hidroxiestradiol (4-OHE2), un 

metabolito del estradiol producido por las células endometriales, juega un papel clave en las 

interacciones endometrio-embrión que son necesarias para la implantación. No obstante, los 

efectos del 4-OHE2 aún no se han descrito en embriones obtenidos in vitro.  

 

Esta tesis doctoral tiene como objetivo principal mejorar los medios de cultivos utilizados en el 

desarrollo de los embriones obtenidos por FIV, empleando dos moléculas: el 4-OHE2 y Quer, 

con el fin de poder conseguir embriones de mejor calidad y con mejor poder de implantación. 

Para ello, utilizamos el ratón como modelo de desarrollo preimplantacional debido a su 

pequeño tamaño, prolificidad, facilidad de manejo, facilidad de extracción de gametos y 

embriones y costo relativamente bajo, pero con el objetivo de trasladar su significado a la FIV 

humana. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/embryo-culture
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Este proyecto de Tesis Doctoral aporta, en un escenario experimental, resultados positivos 

respecto a la mejora en el desarrollo y en la implantación embrionaria utilizando de forma 

independiente tanto Quer durante cortos periodos de tiempo como 4-OHE₂ durante 24 h. Con 

esta suplementación hemos conseguido una calidad embrionaria similar a cuando los 

embriones se cultivan en bajas concentraciones de O2 o se obtienen directamente del útero. 

Los niveles en la producción de las ERO se vieron reducidos en la etapa de compactación 

cuando los embriones fueron tratados con Quer. Sin embargo, la suplementación con 4-OHE2, 

a pesar de no tener efectos en la reducción de los niveles de ERO, actúa directamente en la 

señalización molecular implicada en el proceso de implantación mejorando la capacidad de los 

embriones para unirse a EGF. Además, ambas moléculas activan varios genes cuando se 

añaden a los medios de cultivo, entre ellos Hif-1α. Por otro lado, se ha comprobado que estos 

compuestos han sido efectivos cuando la adición se realizó en la transición de mórula a 

blastocisto, y no en otras fases de desarrollo. Como conclusión, los resultados obtenidos en el 

presente trabajo podrían tener implicaciones importantes para las técnicas de reproducción 

asistida abriendo las puertas a la modificación de las condiciones de cultivo para una mejora 

de los resultados en las clínicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palabras claves: quercetina, 4-OHE2, medio de cultivo, implantación, embrión, FIV, desarrollo 

embrionario, ERO, hipoxia. 
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ABSTRACT 

The medical treatment of infertility includes different assisted reproductive techniques (ART) 

in which embryos are grown in vitro and finally transferred into the uterus. Throughout this 

procedure, there are many factors that influence both the quality of the embryo and the 

success of the implantation. These include: the levels of oxygen (O2) used during incubation, 

and the concentrations of reactive oxygen species (ROS) produced during culture. Both factors 

influence the proportion of embryos that reach the blastocyst stage, which remains variable in 

development rates, embryo quality and implantation rates. On the other hand, the 

development potential of the embryos obtained by in vitro fertilization (IVF) is also related to 

the composition of the culture medium, since the culture does not replace all the benefits of 

embryonic development within the female reproductive tract, so it is assumed that embryo 

culture is suboptimal and that culture conditions are largely responsible for poor embryo 

development in vitro. 

 

Hypoxia-inducible factors (HIF) are transcription factors that mediate the O2-dependent 

regulation of numerous genes that are believed to be involved in the development of the 

future embryo. Quercetin (Quer) has been shown to induce the accumulation of hypoxia-

inducible factor-1α (HIF-1α) under normoxic conditions. This flavonoid could help to solve 

some of the problems that are produced by normal concentrations of O2 through the 

activation of HIF-1α and the genes that it induces, some of which are involved in the 

development and implantation of the embryo. On the other hand, 4-Hydroxyestradiol (4-

OHE2), a metabolite of estradiol produced by endometrial cells, plays a key role in the 

endometrial-embryo interactions that are necessary for implantation. However, the effects of 

4-OHE2 have not yet been described in embryos developed in vitro. 

 

The main objective of this doctoral thesis is to improve the culture media used in the 

development of embryos obtained by IVF, using two molecules: 4-OHE2 and Quer, with the aim 

to obtain better quality embryos and with higher implantation potential. To do this, we use the 

mouse as a model of preimplantation development due to its small size, prolificacy, ease of 

handling, ease of gamete and embryo extraction and relatively low cost, but with the aim of 

transferring the results to human IVF. 
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This Doctoral Thesis project provides, in an experimental scene, positive results regarding the 

improvement in embryonic development and implantation independently using both Quer for 

short periods of time and 4-OHE₂ for 24 h. With this supplementation we have achieved an 

embryonic quality similar to when the embryos are cultured in low concentrations of O2 or 

obtained directly from the uterus. ROS production levels were reduced at the compaction 

stage when embryos were treated with Quer. However, supplementation with 4-OHE2, despite 

having no effect on reducing ROS levels, acts directly on the molecular signaling involved in the 

implantation process, improving the ability of embryos to bind EGF. Furthermore, both 

molecules activate several genes when added to culture media, including Hif-1α. On the other 

hand, it has been proven that these compounds have been effective when the addition was 

made in the transition from morula to blastocyst, and not in other development phases. In 

conclusion, the results obtained in this study could have important implications for assisted 

reproduction techniques opening the doors to the modification of the culture conditions for an 

improvement of the results in the clinics. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Infertilidad y Técnicas de Reproducción Asistida  
 

La infertilidad es un problema de salud global que afecta entre 48 millones de parejas y 186 

millones de personas en edad reproductiva en todo el mundo (OMS; Organización Mundial de 

la Salud). Se estima que un 15 % de la población sufre este trastorno reproductivo, es decir una 

de cada seis parejas, y experimenta una evolución creciente.  

 

El concepto de infertilidad para muchos especialistas es la incapacidad para conseguir 

gestaciones capaces de evolucionar hasta la viabilidad fetal, ya sea debido a una enfermedad 

del sistema reproductivo masculino o femenino, en algunas ocasiones también es definida por 

la imposibilidad de lograr un embarazo exitoso después de 12 meses o más de relaciones 

sexuales regulares sin protección. Sin embargo, este concepto también engloba situaciones 

como el aborto de repetición, la muerte fetal intrauterina, el parto prematuro, etc. Por lo que, 

en la actualidad, se tiende a preferir el término “pérdida gestacional recurrente”. Mientras que 

a la incapacidad para lograr gestación tras un año de relaciones sexuales con frecuencia 

normal y sin uso de ningún método anticonceptivo se entiende como esterilidad.  

 

Las causa de la infertilidad puede ser debida a factores masculinos (10-30 %), factores 

femeninos (30-40 %), una combinación de ambos factores (15-30 %) o por una causa 

inexplicable (10 %). Además, tanto para las mujeres como para los hombres, los factores 

ambientales y de estilo de vida, como el tabaquismo, el consumo excesivo de alcohol, la 

obesidad y la exposición a contaminantes ambientales, se han asociado con tasas de fertilidad 

más bajas (Silvestri y colaboradores (cols.), 2019; OMS, 2021).  Respecto al factor masculino, 

las causas  más comunes de infertilidad están  motivadas, tanto por problemas de origen  

endocrino, como por fallos testiculares (factores genéticos, congénitos o  adquiridos) y 

obstructivos, que modifican la cantidad y la calidad del semen y del esperma. Por otra parte, y 

en cuanto al factor femenino se refiere, la mayoría de las patologías estudiadas están 

asociadas con los trastornos ovulatorios que producen la modificación del ambiente 

endocrino, aunque también a las alteraciones  anatómicas y fisiológicas, fundamentalmente 

defectos de malformación y permeabilidad tubárica o endometriosis.  

 

Las Técnicas de Reproducción Asistida (TRA) forman parte de los recursos que se utilizan en 

clínica como parte del tratamiento de estos trastornos de la fertilidad. Estas técnicas, son un 
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conjunto amplio de procedimientos caracterizados por la actuación directa sobre los gametos 

(ovocitos y/o espermatozoides) con el fin de favorecer la fecundación y la transferencia o 

depósito de embriones en la cavidad uterina. Desde los primeros informes de embarazos y 

nacidos vivos después de la fecundación in vitro (FIV) por Steptoe y Edwards en 1976 y 1978, 

las TRA ha evolucionado notablemente, con varios avances vitales y logros históricos (Zhao y 

cols., 2011), lo que ha resultado en el nacimiento de más de siete millones de niños en todo el 

mundo (Sciorio y cols., 2020). En este sentido se han ido optimizando los medios de cultivo 

para ajustarse a los cambios de pH y temperatura propios de la manipulación de los gametos, 

o para abordar de forma secuencial cada una de las fases del desarrollo embrionario. Una 

innovación importante en las TRA es la inyección intracitoplasmática de espermatozoides 

(ICSI), que implica la inyección de un solo espermatozoide en el citoplasma de un ovocito 

maduro. Otras modalidades en las TRA incluyen eclosión asistida de embriones (EA), cocultivo 

endometrial autólogo (CCEA), diagnóstico genético preimplantacional (DGP) o detección (PGS), 

criopreservación de gametos, embriones y tejido ovárico, transferencia de embriones 

congelados-descongelados (TECD) y el uso de gametos de donantes. Tampoco tenemos que 

olvidar el desarrollo de nuevos fármacos, que posibilitan la aplicación de protocolos 

personalizados de estimulación ovárica.  

 

Dentro de las TRA, el procedimiento más comúnmente realizado es la FIV, esta técnica es un 

procedimiento complejo de varios pasos, el primero de los cuales es la estimulación ovárica 

controlada (EOC)). Este proceso implica el uso de gonadotropinas exógenas para estimular los 

ovarios de la paciente para que produzcan un mayor número de ovocitos, que luego se 

recuperan por vía transvaginal mediante aspiración folicular (Humaidan y cols., 2016). Los 

ovocitos viables se fecundan mediante cocultivo con el esperma de la pareja y los cigotos 

resultantes se cultivan durante unos días antes de depositar el mejor embrión disponible 

dentro del útero en un proceso conocido como transferencia de embrión fresco. Durante todo 

este procedimiento, son muchos los factores que influyen tanto en la calidad del embrión, 

entre ellos la composición de los medios de cultivo y  las condiciones de este cultivo 

(Temperatura, humedad, concentración de dióxido de carbono (CO2), concentración de 

oxígeno (O2), etc.) como en el éxito de la implantación, este último es uno de los pasos más 

importantes y críticos en el proceso para lograr un embarazo exitoso. 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0011224019305383?via%3Dihub#!
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2. Fecundación, desarrollo embrionario e implantación  
 

2.1 Fecundación 
 

La fecundación es uno de los procesos biológicos descritos más fascinantes y a la vez más 

complejos. Comienza con el transporte de los gametos en el tracto reproductor y concluye con 

la formación de los pronúcleos (PN) y la singamia de los mismos, para dar paso al desarrollo 

embrionario, el cual, permite la reproducción y continuación de la especie. En los mamíferos, 

la fecundación exitosa requiere que los espermatozoides liberados sobrevivan al entorno 

extremadamente duro del tracto reproductivo femenino y lleguen al lugar donde se encuentra 

el óvulo(s) recién liberado(s) en el oviducto (o trompa de Falopio en humanos). El oviducto, es 

una estructura en forma de tubo que conecta el ovario con el útero y que se compone de las 

siguientes tres regiones principales ordenadas desde el ovario hacia el útero: el infundíbulo 

(fimbria en humanos), en el que la mayoría de las células son células epiteliales ciliadas; la 

ampolla, que contiene un gran número de células epiteliales ciliadas y es el sitio de 

fecundación; y el istmo, que contiene un gran número de células epiteliales secretoras. Con 

estas tres estructuras distintas, el oviducto sirve como un pasaje que transporta los gametos y 

el embrión y proporciona un importante soporte estructural, ambiental y nutricional para el 

desarrollo embrionario temprano (Li  y Winuthayanon, 2017). 

 

Para que los espermatozoides de mamíferos puedan fecundar el óvulo deben de sufrir un 

proceso de capacitación, durante el cual se producen cambios bioquímicos en su membrana 

plásmatica (Salicioni y cols., 2007). Los espermatozoides capacitados que alcanzan la porción 

ampular deben contactar con las células de cúmulus oophorus (CO) que rodea al ovocito. Estas 

células deben de ser atravesadas por los espermatozoides. Se piensa que se hace a través de la 

motilidad espermática y la presencia de una proteína denominada Hyal5 con actividad 

hialuronidasa que permitirá la penetración de las CO mediante las digestión de la matriz de 

ácido hialurónico (Kim y cols., 2005).  

 

Una vez superadas las células del CO, el espermatozoide interacciona con el ovocito. Este 

proceso de interacción se produce en tres niveles: la zona pelúcida, que induce la exocitosis 

del contenido acrosomal; la membrana plasmática del ovocito, con la que se fusiona y 

finalmente el citoplasma, donde se produce la descondensación del núcleo espermático. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+S&cauthor_id=27875265
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Winuthayanon+W&cauthor_id=27875265
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Por tanto, cuando el espermatozoide se encuentra con el ovocito se tiene que producir el 

reconocimiento entre ambos, este reconocimiento se produce a través de una proteína 

situada en la capa exterior de la cabeza del espermatozoide que se denomina Izumo y un 

receptor específico para esta proteína que existe en la membrana del óvulo que se denomina 

Juno, cuando ambas estructuras se reconocen, se unen y los gametos se fusionan produciendo 

la fecundación y como consecuencia se forma el cigoto. Para conseguir esto, en los mamíferos, 

el óvulo está protegido por la zona pelúcida que es una capa de matriz extracelular que 

consiste principalmente en glicoproteínas. Cuando un espermatozoide se une a la zona 

pelúcida, tiene lugar las reacciones acrosomales (Li  y Winuthayanon, 2017). Este proceso de 

reacción acrosómica (RA) está mediado por una compleja interacción de señales celulares que 

incluyen la activación de proteínas cinasas y su posterior fosforilación, activación de canales 

iónicos y otros procesos aún por definir (Herrrick y cols., 2005). Además, este proceso de  RA 

libera proteínas en otros lugares para evitar que otros espermatozoides se fusionen con el 

óvulo. Si este mecanismo falla, múltiples espermatozoides pueden fusionarse con el óvulo, lo 

que resulta en polispermia y el embrión resultante no es genéticamente viable muriendo a los 

pocos días.  

 

Una vez, producida la degradación de la matriz de glicoproteínas (zona pelúcida) que protege 

al óvulo, se produce la fusión de la membrana plásmatica del espermatozoide con la 

membrana plasmática del óvulo.  La fusión de estas dos membranas crea una abertura a través 

de la cual el núcleo del espermatozoide se transfiere al óvulo.  El núcleo del membrana 

nucleare del espermatozoide se descondensa para formar el pronúcleo masculino y el material 

genético del óvulo forma el pronúcleo femenino para que mediante el proceso de singamia los 

dos genomas haploides se condensan para formar un genoma diploide. Este evento conduce a 

la embriogénesis y comienza el desarrollo embrionario (Li  y Winuthayanon, 2017). 

 

2.2. Desarrollo embrionario. 
 

La etapa embrionaria de preimplantación es el desarrollo progresivo del cigoto fecundado 

desde la etapa de dos PN  hasta la etapa de blastocisto, que está marcada por varios cambios 

morfológicos, fisiológicos y genéticos clave, todos ellos son críticos para el desarrollo del 

embrión temprano (Gardener, 2018). En términos generales, la etapa embrionaria de 

preimplantación se divide en dos etapas de desarrollo distintas: etapa de pre-compactación y 

post-compactación (Zander-Fox y Lane, 2012). La etapa de pre-compactación del embrión es 

un período muy dinámico y crucial que comienza después de la fecundación. Tras la unión de 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+S&cauthor_id=27875265
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Winuthayanon+W&cauthor_id=27875265
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+S&cauthor_id=27875265
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Winuthayanon+W&cauthor_id=27875265
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ambos gametos, en la etapa pronuclear el embrión está bajo control genético de las 

transcripciones derivadas de la madre. Posteriormente, los embriones de mamíferos se 

someten a una serie de divisiones. La activación del genoma embrionario se produce por 

ejemplo; en la etapa de dos células en los embriones de ratón y en la transición de la etapa de 

cuatro a ocho células en los embriones humanos (Saugandhika y cols., 2022). Las rápidas y 

múltiples fases de división celular o mitótica se denominan escisión y ocurren en el oviducto 

(Pelton y cols., 1998), donde el embrión es transportado desde el sitio de fecundación hacia el 

final del oviducto durante las etapas tempranas de escisión. En estas etapas las células se 

dividen sin un aumento de masa, es decir, el cigoto se divide en múltiples células más 

pequeñas dando como resultado una mórula compacta (Saugandhika y cols., 2022).  

 

La compactación y la polarización ocurren en la etapa de 8 a 16 células en embriones 

humanos. Posteriormente, Los blastómeros, que son cada célula que forma el embrión, se 

adhieren fuertemente entre sí, maximizando su área de contacto célula-célula, lo que lleva al 

embrión a adquirir una morfología comprimida. Este proceso se conserva en todas las especies 

de mamíferos estudiadas hasta ahora, pero el momento varía (Shahbazi y cols., 2020). El 

momento preciso del inicio y finalización de la compactación es importante para el desarrollo 

exitoso de embriones (Kim y cols., 2017). Los embriones humanos en los que la compactación 

se inicia prematuramente o se retrasa tienen un menor potencial para formar blastocistos. La 

compactación prematura se asocia con fallos citocinéticos y blastómeros multinucleares (Iwata 

y cols., 2014), mientras que la compactación tardía se asocia con una cantidad reducida de 

células de masa celular interna (MCI) (Ivec y cols., 2011). Los mecanismos que impulsan la 

compactación en embriones humanos siguen siendo desconocidos, en cambio, estos 

mecanismos se han explorado principalmente utilizando embriones de ratón permitiéndonos 

una mejor comprensión de este proceso.  

 

Después de que las divisiones celulares hayan producido más de 100 células, el embrión se 

llama blastocisto, el cual está formado por una cavidad hueca, el blastocele, el cual se 

compone de dos capas: la MCI y una capa externa llamada trofoblasto. La MCI también se 

conoce como embrioblasto, esta masa de células es la que luego pasará a formar el embrión. 

El trofoblasto contribuirá a la placenta y nutrirá al embrión. En esta última etapa los embriones 

sufren una transformación morfológica global (Shahbazi y cols., 2020) (Figura 1).  

https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib202
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib202
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Figura 1. Descripción general del desarrollo embrionario humano y de ratón. Tomada de 

Shahbazi y cols., 2020. 

 

 

Por otro lado, se sabe que el embrión de preimplantación de mamífero se desarrolla en un 

entorno transoviductal/uterino de movimiento libre y autosuficiente, aunque influenciado por 

biomoléculas de los fluidos del tracto reproductivo, el cual es fundamental para su desarrollo 

(Li  y Winuthayanon., 2017). Durante este desarrollo in vivo, el embrión se transporta por un 

movimiento activo generado por las células ciliadas del oviducto (Gaddum-Rosse y Blandau, 

1973) y las contracciones del músculo liso del oviducto y el útero (Lyons y cols., 2006). Durante 

el movimiento a través del aparato reproductor femenino, y especialmente en el oviducto, los 

embriones de preimplantación residen espacialmente entre las células epiteliales ciliadas y no 

ciliadas y están sujetos a un microambiente húmedo resultante de las secreciones de las 

células epiteliales uterinas y del oviducto que favorece su desarrollo(Leese y cols., 2001). Estas 

secreciones del tracto reproductivo aportan diferentes biomoléculas al embrión en desarrollo 

durante el tránsito del oviducto al útero que favorecen su movimiento (Gardner y Lane., 2012).  

 

Se ha observado que después de que las células del cúmulo se caen en la post-fecundación, los 

embriones de preimplantación utilizan el metabolismo oxidativo para adquirir energía, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/preimplantation-embryo
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+S&cauthor_id=27875265
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Winuthayanon+W&cauthor_id=27875265
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/smooth-muscle-contraction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/female-reproductive-tract
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microenvironment
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cellular-secretion
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cellular-secretion
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028216000765#bib132
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principalmente a partir de piruvato y lactato como principales fuentes de energía (Absalon-

Medina y cols., 2014). Por otro lado, los embriones tempranos generalmente permanecen en 

el oviducto durante 3 a 4 días (Croxatto, 2002). Durante este tiempo, los embriones 

fecundados pasan del metabolismo oxidativo al metabolismo glicólico (Folmes y Terzic, 

2014). Esta transición va acompañada de diferentes cambios en la composición de los 

nutrientes a medida que el embrión viaja a través del oviducto, además de la maduración de 

las mitocondrias para permitir que el embrión establezca su propio metabolismo y un cambio 

en la tensión de O2 paralelo a este cambio en el metabolismo (Absalon-Medina y cols., 2014). 

Por otro lado, dentro del oviducto existe un microambiente que proporciona una actividad 

antioxidante interna para obtener una protección frente al estrés oxidativo (EO) generado por 

las especies reactivas de oxígeno (ERO) (Guerin y cols., 2001 ), además de una temperatura 

estable y de un pH óptimo para el desarrollo del embrión (Li  y Winuthayanon, 2017). La 

presencia/ausencia de sustratos, sus diferentes  concentraciones y la variedad de sustratos 

metabólicos disponibles para el cambio del desarrollo embrionario previo a la implantación se 

producen de manera gradual durante el tránsito a través del tracto reproductivo femenino 

(Swain y cols., 2016).  

 

Por todo lo anterior, el desarrollo embrionario es un proceso complejo, regulado por la 

interacción entre el ambiente oviductal, el fluido uterino y la interacción del embrión con el 

ambiente del tracto reproductor femenino, al cual deben de enfrentarse y adaptarse 

especialmente en las etapas previas a la implantación. Además, el embrión debe poder 

adaptarse aún más a las señales ambientales en el útero para dar como resultado el 

nacimiento de una descendencia viva y saludable. Estas condiciones son difíciles de replicar in 

vitro, por lo que identificar cuáles son los requerimientos nutricionales y condiciones 

ambientales en cada etapa del desarrollo embrionario, constituye en la actualidad uno de los 

objetivos en el ámbito de la embriología clínica.  

 

2.3 Implantación. 
 

Una vez que el embrión en estadio de blastocisto llega al útero, se produce la implantación del 

mismo. Esta fase es una de las etapas más significativas en la consecución de un embarazo 

exitoso. Para que el proceso se lleve a cabo correctamente, es necesario que exista una 

correcta interacción entre útero y embrión. El establecimiento de una relación tan estrecha 

como la que se constituye entre ambos, implica la participación de múltiples factores que 

dirigen el proceso. En algunos casos estos factores actúan sobre el embrión, modificando su 

https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib54
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib72
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib72
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib1
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib94
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib94
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/232/1/R1.xml#bib94
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+S&cauthor_id=27875265
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Winuthayanon+W&cauthor_id=27875265
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grado de actividad o el potencial implantatorio, y en otros casos actúan sobre el útero, 

induciendo la expresión de moléculas de adhesión, alterando la actividad del sistema inmune y 

su vascularización (Simon y Dominguez, 2004). El patrón cronológico al que se ajustan dichos 

factores, está marcado por el ambiente endocrino, del que cabe destacar la función de los 

esteroides ováricos, principalmente el Estradiol (E2) y la Progesterona (P4) (Franco y cols., 

2008). El proceso de implantación puede dividirse en tres etapas que detallaremos a 

continuación, cada una de ellas con unos protagonistas moleculares determinados (Schlafke y 

Enders, 1975).  

 

La primera etapa se denomina Fase de Aposición, es donde se produce el primer  contacto 

celular entre los tejidos uterinos y embrionarios. Durante este periodo las citoquinas son las 

principales moléculas implicadas, se produce el reconocimiento del blastocisto por parte de los 

pinápodos endometriales, el blastocisto pierde la zona pelúcida y el trofoblasto situado en el 

polo embrionario hace contacto con la capa compacta del endometrio. Durante la siguiente 

etapa o Fase de Adhesión, cabe destacar el papel de las integrinas β1, β3 y β4, que son las 

principales moléculas de adhesión implicadas en este proceso, facilitando la fijación del 

trofoblasto con las células epiteliales del endometrio (Lessey y cols., 1994). Su actividad se 

encuentra regulada no solo por el ambiente endocrino circundante, sino por el propio 

embrión, que tiene la capacidad de inducir un aumento en la expresión de algunas de ellas en 

las células del epitelio endometrial (Simon y cols., 1997), Finalmente la fase de Invasión está 

protagonizada por factores proteolíticos como las serínaproteasas, metaloproteasas y 

colagenasas, e inmunológicos (Salamonsen, 1999). La actividad invasiva del trofoblasto en la 

cavidad  uterina y más concretamente en el endometrio, es estimulada por los esteroides 

ováricos y controlada por inhibidores específicos, secretados tanto por el embrión como por el 

endometrio (Behrendtsen y cols., 1992). Durante esta fase ocurre la activación del blastocisto, 

que se inicia con la diferenciación del trofoblasto en citotrofoblasto, formado por células que 

se multiplican activamente y el sincitiotrofoblasto, formado por una capa multinucleada. Al 

diferenciarse el sincitiotrofoblasto adquiere su capacidad invasiva, sintetiza enzimas 

proteolíticas, entre ellas las metaloproteasas que rompen los desmosomas de la membrana 

basal del epitelio endometrial y mediante protrusiones alcanza la capa esponjosa invadiéndola 

y fijándose ahí, proceso que se denomina anidación, el epitelio degenerado se regenera y el 

embrión queda inmerso dentro. A lo largo de todos estos procesos es preciso que tanto el 

blastocisto como el útero atraviesen una fase competente y establezcan una correcta 

comunicación entre ellos. La adquisición de competencia por parte del endometrio, se refiere 
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al conjunto de cambios morfológicos y funcionales que posibilitan la anidación del blastocisto. 

Dichos cambios están controlados fundamentalmente por el ambiente endocrino.  

 

Por otra parte, la adquisición de competencia por parte del embrión también está relacionada 

con el ambiente endocrino. Los cambios que se producen en el ambiente endocrino del tracto 

reproductor femenino, durante el periodo que define la ventana de implantación, 

desencadenan la producción, por parte del endometrio, de una gran cantidad de factores de 

crecimiento, mientras que una gran parte de sus receptores pueden ser detectados en la 

superficie del embrión; esto incluye miembros de la familia de factores de crecimiento 

insulínico (IGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento 

fibroblástico (FGF), factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) y factores de 

necrosis tumoral (TNF) (Hardy y Spanos, 2002). La realización de estudios con ratones 

knockout, evidencian que los embriones que carecen de uno de estos factores de crecimiento 

en particular pueden completar el desarrollo preimplantacional e implantarse. No ocurre lo 

mismo con aquellos embriones deficientes en la expresión del factor inhibidor de la leucemia 

(LIF), que es a su vez el principal regulador de la expresión de factores de crecimiento 

epidérmico con dominio de unión a heparina (EGF-HB) (Song y cols., 2000). Aunque la 

expresión de EGF-HB es dependiente de LIF, parece que es EGF-HB quien dirige el proceso de 

la implantación (Lim y Dey, 2009). Por otra parte, y confirmando la importancia de dicho 

factor, cualquier deficiencia en la expresión de su receptor ErbB provoca fallos de implantación 

(Threadgill y cols., 1995). Se podría decir que es EGF-HB, a través de sus receptores, la principal 

herramienta utilizada por el útero para sincronizar el momento y el lugar adecuados de la 

implantación (Figura 2). 
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Figura 2. Redes de señalización que regulan la implantación. Tomada de Zhang y cols., 2013. 

 

 

Por lo tanto, podemos decir que la implantación embrionaria es un proceso complejo, 

regulado por múltiples factores y moléculas cuyo origen se sitúa tanto en el útero como en el 

propio embrión. Identificar cuáles son estos factores, constituye en la actualidad, uno de los 

principales objetivos en el ámbito de la medicina reproductiva.  

 

3. Medios de cultivos y su papel en el desarrollo embrionario 
 

El objetivo final de las TRA es el nacimiento de una descendencia saludable. Desde el 

nacimiento de Louise Brown, la primera niña nacida gracias a la FIV (Steptoe y Edwards, 1978), 

los avances en el mundo de la reproducción asistida han sido rápidos e impresionantes y el 

futuro depara aún muchos más progresos. La gran mejora en las condiciones de cultivo y 

especialmente en los medios utilizados para este cultivo durante la FIV son una parte 

importante de este éxito (Chronopoulou y Harper, 2015). 
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Hay evidencias acumuladas que muestran que las condiciones de cultivo son importantes para 

el resultado de la FIV y tienen un impacto en el desarrollo previo y posterior a la implantación 

y posiblemente en la salud futura de la descendencia (Mantikou y cols., 2013a). Sin embargo, 

la evidencia de un papel de la composición de los medios de cultivo de FIV en estos resultados 

a menudo es insuficiente y controvertida.  

 

Los embriones in vivo e in vitro se enfrentan y deben adaptarse a múltiples microambientes, 

especialmente en las etapas previas a la implantación y también deben poder adaptarse aún 

más a las señales ambientales en el útero para dar como resultado el nacimiento exitoso, por 

ello, la proporción de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto sigue siendo variable 

(Yu y cols., 2014). Se sabe que los medios actuales se diseñan principalmente en base a datos 

de estudios en animales que no siempre son transferibles a la embriología humana (Harper y 

cols., 2012). Sin embargo, gracias a las investigaciones realizadas en estos animales, los 

estudios realizados hasta ahora han logrado enormes avances en la comprensión y el 

cumplimiento de los requisitos específicos de las etapas de los embriones previos a la 

implantación, pero la interpretación de los datos se dificulta debido a la complejidad de la 

amplia gama de sistemas de cultivo y la notable plasticidad de los embriones en desarrollo que 

parecen ser capaces de desarrollarse bajo un variedad de condiciones. Por lo que sigue siendo 

un objetivo principal cumplir, en la medida de lo posible, los requisitos embrionarios previos a 

la implantación tal como se proporcionan in vivo, ya que los sistemas de cultivo más óptimos 

darían como resultado menos problemas de "bloqueo del desarrollo" y facilitarían la 

producción de un mayor número embriones de alta calidad para transferencias frescas o 

criopreservación exitosas. 

 

3.1. Medios de cultivos: composición y utilización 
 
Los primeros esfuerzos en el diseño de medios de cultivo de embriones previos a la 

implantación de mamíferos, incluidos humanos, se centraron en el análisis del tiempo de 

tránsito del tracto reproductivo del embrión, las secreciones del oviducto, (Leese, 1988), las 

secreciones uterinas (Aguilar y Reyley, 2005) y los sustratos específicos de exposición del 

desarrollo del embrión (Swain y cols., 2016). 

 

Whitten en 1956 usó una solución de bicarbonato de Krebs-Ringer con glucosa, albúmina de 

suero bovino (BSA) y antibióticos y cultivó con éxito embriones de ratón de 8 células 

recolectados desde la trompa de Falopio hasta la etapa de blastocisto. En ese momento, era 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0015028216000765#bib138
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más difícil cultivar embriones recuperados antes de la etapa de 8 células, pero posteriormente 

demostró que agregar lactato al medio permitía el progreso de los embriones desde la etapa 

de 2 células hasta la etapa de blastocisto (Whitten, 1957). Luego, Brinster en 1965 descubrió 

que los embriones de ratón en etapa de 2 células no utilizan glucosa como fuente de energía, 

sino que requerían piruvato o lactato, por lo que  desarrolló el medio Brinster para cultivo de 

óvulos (BMOC2) en ratones y demostró que mejoraba el rendimiento de blastocistos de 

embriones de 2 células cuando se añadían piruvato y lactato a los medios en comparación con 

su uso único (Yao y Asayama, 2016). Sin embargo, estudios posteriores encontraron que sin 

glucosa los embriones post-compactados no podrían desarrollarse hasta la etapa de 

blastocisto (Brinster, 1965; Brown y Whittingham, 1991). Finalmente, en 1968, Whitten y 

Biggers lograron cultivar embriones de 1 célula hasta la etapa de blastocisto utilizando un 

medio que contenía BSA, piruvato, lactato y glucosa (Yao y Asayama, 2016). Pero al usar este 

medio, solo pudieron cultivar óvulos fertilizados de ratones híbridos F1, mientras que la 

mayoría de los embriones de otras cepas mostraron una detención del desarrollo en la etapa 

de 2 células, que más tarde se conoció como "el bloqueo de desarrollo embrionario temprano" 

y se observó lo mismo en la mayoría de otros animales de laboratorio (Bavister, 1995). Para 

superar el bloqueo del desarrollo, algunos estudios utilizaron un sistema de cocultivo y 

encontraron que la adición de ácido etilen diamino tetracético (EDTA) evitó la utilización 

prematura de glucosa y alivió el bloqueo (Baltz, 2013). Además, se observó que el bloqueo del 

desarrollo coincidió con la activación genómica embrionaria (AGE) en diferentes etapas en 

diferentes especies. Se concluyó que la presencia de glucosa y fosfato en los medios de cultivo 

no era la causa del bloqueo del desarrollo en embriones en etapa temprana (Chronopoulou y 

Harper, 2015). En resumen, los estudios anteriores sobre el modelo animal proporcionaron 

una visión general para desarrollar medios de cultivo de FIV para embriones humanos.  

 

En la primera década de la FIV humana, los medios de cultivo iban desde soluciones salinas 

bastante simples, como las soluciones de Earle o Tyrode, hasta medios complejos destinados al 

cultivo de tejidos, como medio nutritivo F-10 (HamF10). Todos ellos solían complementarse 

con diferentes fuentes de proteínas, en su mayoría con suero fetal o materno. Incluso hoy en 

día, los medios de cultivo disponibles comercialmente van desde medios bastante simples, con 

8 a 10 sales y azúcares diferentes, hasta medios que contienen casi 80 componentes 

diferentes, incluidos aminoácidos, lípidos, vitaminas, iones traza y moléculas bioactivas como 

hormonas y moduladores de expresión (Morbeck y cols., 2014; Chronopoulou y Harper, 2015, 
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Sunde y cols., 2016). Todo esto ha demostrado que la suplementación de medios con varios 

aditivos es una fuente importante de mejora del cultivo de FIV. 

 

Actualmente los medios de cultivos contienen los siguientes componentes:  

 

Carbohidratos: ya que el embrión previo a la implantación depende de diferentes 

fuentes de energía para generar trifosfato de adenosina (ATP). El piruvato y el lactato son las 

principales fuentes de energía del embrión temprano, ya que no pueden metabolizar la 

glucosa (Morbeck y cols., 2014). Pero no es solo su concentración absoluta, sino también la 

proporción de estos dos carbohidratos  en el medio de cultivo lo que influye en la viabilidad 

del embrión (Morbeck y cols., 2014).  

 

Aminoácidos (aa): Los aminoácidos son reguladores importantes del desarrollo previo 

a la implantación y son utilizados por los embriones a diferentes velocidades en diferentes 

etapas de desarrollo. Antes de la activación del genoma embrionario, los aa contribuyen como 

fuente de energía y también realizan otras funciones importantes como amortiguadores del 

pH interno, osmolitos, antioxidantes, quelantes de metales pesados y moléculas precursoras 

biosintéticas (Gruber y Klein, 2011; Zander-Fox y Lane, 2014). 

 

Agente quelante-EDTA: El EDTA en los medios de cultivo funciona como ligando y 

agente quelante para secuestrar iones metálicos que, de lo contrario, causarían peroxidación y 

provocarían EO. Además, la adición de EDTA también alivia el bloqueo de dos células en los 

embriones (Gruber y Klein, 2011). Inhibe la glucólisis prematura disminuyendo el metabolismo 

aeróbico y la producción de ERO y también bloquea la conversión de hipoxantina a xantina que 

produce superóxidos (Guerin y cols., 2001). Sin embargo, se ha demostrado que el EDTA a una 

concentración de 0,1 mM/L reduce el desarrollo de la MCI después de la compactación 

(Gardner y cols., 2000). La razón de tal efecto bifásico es que el efecto inhibidor de la glucólisis 

del EDTA es necesario solo hasta la compactación, ya que después de eso el embrión requiere 

la glucólisis para la producción de energía, y la presencia de EDTA luego inhibe el desarrollo del 

blastocisto (Hewitson y Leese, 1993).  

 

Macromoléculas: Como la albúmina, que es un transportador de lípidos, hormonas, 

vitaminas y minerales, que también tiene múltiples funciones, como mantener la estabilidad 

de la membrana celular, quelar componentes tóxicos y regular la permeabilidad de la 
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membrana capilar (Tarahomi y cols., 2018). Debido a sus funciones anteriores y su efecto 

regulador sobre los embriones in vitro, la albúmina es un componente de los medios de cultivo 

del embrión en lugar del suero (Lane y Gardner, 2003). Otra molécula fisiológica alternativa a 

la albúmina es el ácido hialurónico. Se ha demostrado que la inclusión de ácido hialurónico en 

el medio de cultivo aumenta la tasa de implantación embrionaria y desarrollo fetal en ratones 

y embriones humanos (Bontekoe y cols., 2009). Además, en bovinos, el ácido hialurónico y la 

albúmina en medio de cultivo mejoraron el desarrollo de blastocistos y la tasa de crio-

supervivencia de los embriones (Lane y cols., 2003,).  

 

Factores de crecimiento: los embriones de preimplantación están naturalmente 

expuestos a un número variable de factores de crecimiento (GF), algunos de los cuales son 

secretados por el propio embrión y otros por el endometrio materno. Los GF median una 

comunicación cruzada entre el tejido materno y el embrión que promueve el desarrollo y la 

implantación del embrión en crecimiento (O'Neill, 2008). La adición de varios GF a los medios 

de cultivo de embriones humanos ha demostrado resultados optimistas que muestran un 

desarrollo acelerado, una mayor tasa de embriones que llegan a blastocistos y un mayor 

número de células (Richter, 2008; Kawamura, 2012). En este sentido, ciertos GF han recibido 

una atención considerable en investigación, como la insulina y el factor de crecimiento similar 

a la insulina (IGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) y el factor estimulante 

de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) (Yao y Asayama, 2016). 

 

Vitaminas: Las vitaminas añadidas a los medios de cultivo actúan como antioxidantes 

que alivian el efecto perjudicial causado por la secreción deliberada de ERO en el medio. El 

ácido fólico promueve la producción intrínseca de antioxidantes y también contribuye a la 

síntesis de ADN (ácido desoxirribonucleico), ARN (ácido ribonucleico) y proteínas y regula la 

actividad epigenética adecuada después de la fecundación (Laanpere y cols., 2010). 

Recientemente se ha demostrado que agregar ácido fólico al medio de cultivo aumenta la tasa 

de fecundación y mejora la competencia de desarrollo de los embriones bovinos (Saini y cols., 

2022). En embriones de FIV de ratón y bovino, se ha observado que la adición de vitamina C y 

cobalamina en los medios de cultivo rescata el desarrollo embrionario in vitro al corregir la 

desmetilación activa del ADN alterada (Chu y cols., 2021). Además, se ha demostrado que 

dosis moderadas de vitaminas C y E añadidas a los medios de cultivo reducen el daño oxidativo 

y mejoran la tasa de desarrollo de blastocistos en embriones de ratón (Wang y cols., 2003). Por 
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lo tanto, actualmente, las vitaminas como ácido ascórbico, ácido fólico, cianocobalamina y 

tocoferol se utilizan en TRA en concentraciones óptimas vitaminas. 

 

Antibióticos: para proteger a los embriones de la contaminación microbiana, los 

antibióticos se agregan rutinariamente a los medios de cultivo (Lemeire y cols., 2007). Los 

antibióticos de uso común son la gentamicina (50 μg/ml), la estreptomicina (100 μg/ml) y la 

penicilina (100 U/ml). La penicilina no tiene efectos tóxicos directos en los embriones de 

preimplantación, sin embargo, se ha observado que los aminoglucósidos muestran algunos 

efectos tóxicos (Lemeire y cols., 2007).  

 

pH y tampones: el pH es una función celular importante necesaria para regular la 

homeostasis intracelular de un embrión. El pH de los medios de cultivo está regulado por la 

concentración de CO2 y la concentración de bicarbonato presentes en los medios. Pero 

además, los iones intracelulares, las interacciones entre los aminoácidos y otros iones 

dipolares y las proteínas también regulan el pH de los medios (Swain, 2012). La mayoría  de las 

investigaciones llevadas a cabo sobre este parámetro  han propuesto un rango de pH de 7,2 y 

7,4 aceptable para los medios de cultivo de embriones (Swain, 2012), Para garantizar que el 

medio de cultivo mantenga un pH constante, los dos tampones comúnmente utilizados en los 

medios de cultivo de FIV disponibles comercialmente son el tampón HEPES y el tampón MOPS. 

(Saugandhika y cols., 2022). 

 

Osmolaridad media: Los embriones in vivo se exponen a una osmolaridad fisiológica 

de >360 mOsmol (en líquido oviductal) (Borland y cols., 1980). Para logar esta osmolaridad se 

agrega a los medios aa extracelulares, como glicina, alanina, betaína, prolina e hipotaurina que 

actúan como osmolitos orgánicos, lo que no solo protege al embrión preimplantacional contra 

la hipertonicidad sino que también promueve el desarrollo embrionario (Baltz, 2013, 

Saugandhika y cols., 2022).  

 

Por otro lado, hoy en día hay muchos medios de cultivo comerciales para cultivar y seleccionar 

embriones de buena calidad y cada uno tiene una composición diferente, pero todos se basan 

en dos conceptos de diseño: cultivo secuencial o "de regreso a la naturaleza" y el método de 

un solo paso o "dejar al embrión la elección”  (Sepúlveda y cols., 2008; Yao y Asayama, 2016).  

El método de cultivo secuencial imita el tracto reproductivo femenino y utiliza dos medios en 

secuencia (Sepúlveda y cols., 2008) y por lo tanto las formulaciones de este sistema se basan 
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en el concepto de diferentes necesidades de nutrientes y energía de los embriones en la etapa 

de escisión y en la etapa de blastocisto (Huang y cols., 2014). Uno de los dos medios es donde 

los embriones en etapa de escisión se cultivan con una composición de medio para los 

primeros días (1 a 3 días) y luego se colocan un medio con una segunda composición  durante 

el siguiente periodo de tiempo (de 2–3 días) para apoyar la compactación de la mórula y el 

desarrollo del blastocisto. Por otro lado, el medio de monocultivo no imita el ambiente in vivo, 

más bien constituye un medio que tiene una concentración adecuada de cada componente 

que permanece igual durante todo el período de cultivo (Saugandhika y cols., 2022) y que el 

embrión irá utilizando en función de sus necesidades y etapa del desarrollo. Los medios de 

monocultivo se desarrollaron para apoyar el desarrollo de cigotos hasta la etapa de blastocisto 

sin necesidad de cambiar los medios de cultivo. Estos medios tradicionales se formularon para 

imitar el líquido tubárico humano (HTF) (Huang y cols., 2014). 

No está claro qué tipo de medio de cultivo, si secuencial o único, está asociado con la mejor 

calidad de embriones en el día 2, el día 3 o el día 5, o lo que es más importante, con la mayor 

tasa de implantación por embrión transferido. En los estudios hechos hasta el momento no se 

han encontrado diferencias en la calidad del embrión en el día 3 y el día 5 entre un solo medio 

y un medio secuencial (Biggers y Racowsky, 2002; Yao y Asayama, 2016) y si se ha observado 

una calidad óptima del embrión después del cultivo en un medio secuencial (Xella y cols., 

2010) o único (Paternot y cols., 2010).  

Se ha demostrado que las tasas de fecundación y formación de blastocistos son similares en 

ambos medios de cultivo (Hardarson y cols., 2015), pero otros investigadores han sugerido que 

los medios de un solo paso han aumentado la tasa formación de blastocistos y la alta calidad 

de estos en comparación con los medios secuenciales, mientras que no hay diferencia en las 

tasas de embarazo clínico, aborto espontáneo temprano e implantación sostenida (Tao y cols., 

2022). Esto es debido a que los embriones son cultivados en las condiciones de cultivo 

subóptimas lo que obliga al embrión a sufrir adaptaciones y, por lo tanto, conducen a menores 

tasas de embarazo y mayores tasas de aborto.  Actualmente, existe una discusión entre los 

diferentes científicos por saber cuál es el mejor medio, ya que, los medios de cultivo que se 

utilizan actualmente en TRA no son óptimos para el crecimiento del embrión humano previo a 

la implantación. Sin embargo, los estudios que utilizan el desarrollo in vitro de embriones de 

preimplantación de mamíferos han jugado un papel importante en la comprensión de la 
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fisiología preembrionaria (Biggers, 2008;  Gruber y Klein, 2011). Aunque también suponen una 

limitación en el desarrollo de medios de cultivo para el embrión humano. 

Sin embargo, el cultivo de embriones en etapa de preimplantación siempre ha sido un 

elemento clave de la embriología de laboratorio y ha contribuido sustancialmente al éxito de 

muchos procedimientos de reproducción asistida. Durante la última década, su importancia ha 

aumentado a medida que el cultivo embrionario in vitro se ha extendido y la transferencia de 

un solo blastocisto se ha convertido en parte indispensable del enfoque para disminuir la 

probabilidad de embarazo múltiple y preservar la eficacia general del tratamiento. Sin 

embargo, a pesar del desafío científico y comercial que estimula la investigación en todo el 

mundo para optimizar las condiciones de cultivo de embriones, falta un consenso incluso en 

los principios básicos, incluida la composición y el intercambio de medios, el entorno físico y 

biológico requerido e incluso la temperatura de incubación.  

3.2. Nivel de oxígeno y estrés oxidativo 

Si bien la composición del medio utilizado para cultivar embriones de preimplantación in vitro 

es ciertamente importante para preservar la viabilidad, el laboratorio también juega un 

importante  papel, ya que en él se controlan directamente otras variables dentro del sistema 

de cultivo. Estas variables ambientales controladas en el laboratorio pueden impactar 

dramáticamente en la eficacia de los medios y en el desarrollo del embrión preimplantacional 

cuando se cultivan in vitro.  

Uno de los factores clave es el nivel de O2 empleado para cultivo de embriones. En los 

mamíferos, la tensión de O2 dentro de los ambientes intratubárico e intrauterino es baja (entre 

2 y 8 %) (Fischer y Bavister, 1993, Herbemont y cols., 2021), mientras que la concentración de 

O2 en el oviducto está  alrededor del 7 % o menos, y parece que el entorno uterino tiene una 

concentración de O2 aún más baja que la del oviducto (Fischer y Bavister, 1993, Harvey, 2007). 

Por lo tanto, se supone que el desarrollo de los embriones in vitro debe ser óptimo en 

condiciones similares.   

En investigaciones anteriores, se ha demostrado que el cultivo en una concentración de O2 

reducida, del 5 al 7 %, mejora el desarrollo embrionario previo a la implantación en una 

multitud de especies de mamíferos, incluidas las ovejas, la vaca (Thompson y cols., 1990), la 

cabra (Batt y cols., 1991), el cerdo (Berthelot y Terqui, 1996) y los ratones exogámicos (Wale  y 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gruber%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24591972
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432006004817?casa_token=J7ecHx0Wj6gAAAAA:mPtjxegqqWtCDU_izCijXpw4pU7BVqGBOutm0fuEFPuRFf0a0KYr7GHowydv4cAZiZ0Sxmiu1qs#bib0095
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Gardner, 2016), produciendo divisiones de escisión más rápidas (Kirkegaard y cols., 2013), 

mayor formación de blastocistos y número de células (Dumoulin y cols., 1999), menos células 

apoptóticas (Yuan y cols., 2003), aneuploidía menos frecuente (Bean y cols., 2002) y menos 

daño en el ADN (Kitagawa y cols., 2004 ). 

 

Aún se desconoce el mecanismo exacto del beneficio del bajo uso de O2 para el cultivo de 

embriones, las posibilidades incluyen una generación reducida de ERO, una calidad del aire 

mejorada/ compuestos orgánicos volátiles (COV) reducidos debido al gas nitrógeno (N2) 

filtrado, y quizás otros mecanismos potenciales que pueden afectar la expresión génica (Swain 

y cols., 2016) así como cambios en el proteoma, secretoma y metabolismo (Katz-Jaffe y cols., 

2005;  Wale y Gardner, 2012) u otros procesos celulares. Por todas estas razones, el cultivo de 

embriones in vitro se lleva a cabo, cuando es posible, con un 5 % de O2 para parecerse más a 

las condiciones fisiológicas (Wale y Gardner, 2016), además, Nanassy y cols. en su estudio en 

2010 concluyeron que el cultivo prolongado del embrión previo a la implantación aumenta el 

estrés en el embrión y, como tal, se debe emplear O2 reducido (5 %) para el cultivo del 

embrión posterior a la compactación, pero no antes. También es importante tener en cuenta 

que los datos transcriptómicos, proteómicos y metabólicos indican que los embriones que se 

desarrollaron con un 5 % de O2 son similares a los desarrollados in vivo (Wale y Gardner, 

2016).  

 

Sin embargo cuando los embriones son cultivados con un 20 % de O2 se ha observado que es 

perjudicial para el desarrollo del embrión, alterando la expresión génica (Rinaudo y cols., 

2006), el proteoma (Katz-Jaffe y cols., 2005) y el metaboloma (Wale y Gardner, 2012) y actúa 

en sinergia con otros factores para comprometer aún más la función embrionaria (Wale y 

Gardner, 2013). Pero también ha observado que los embriones pueden formar blastocistos 

cuando se cultivan en O2 atmosférico, estos datos resaltan la importancia de medir la 

competencia de desarrollo y la viabilidad de los embriones resultantes para evaluar más a 

fondo la respuesta patológica completa del embrión a las condiciones de cultivo (Balaban y 

cols., 2014).  Sin embargo, aún no se sabe cuál deber ser la concentración óptima de O2 para el 

desarrollo del embrión y, además, tampoco sabemos si existen diferencias específicas de las 

diferentes etapas de desarrollo.  

 

Las concentraciones de O2 en el útero dependen del ciclo y su disminución es particularmente 

evidente en el momento de la implantación (Fischer y Bavister, 1993). Por lo tanto, los 
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embriones parecen encontrar un gradiente de concentración de O2 decreciente a medida que 

avanzan desde el oviducto hasta el útero. Además, durante el tiempo de la implantación 

temprana, las condiciones hipóxicas e incluso anóxicas forman al trofoectodermo invasor 

(Wale y Gardner, 2016). Este gradiente de O2 puede tener una función reguladora importante 

en la programación del desarrollo embrionario normal in vivo. A pesar de todas estas 

observaciones, los embriones de la mayoría de las especies se cultivan en concentraciones de 

O2 cercanas a la atmosférica (20 %) o bajas concentraciones de O2 (5 %), ninguna de las cuales 

representa los cambios dinámicos en la concentración de O2 que es probable que 

experimenten los embriones que se desarrollan in vivo. 

 

La Sociedad Europea de Reproducción Humana y Embriología (ESHRE) publicó en 2015 las 

guías en la que recomienda una tensión baja de O2 para el cultivo de embriones. Sin embargo, 

los sistemas de cultivo trigas requieren un consumo importante de N2 (alrededor de 7 l/hora 

en incubadoras de sobremesa) y una logística más complicada (por ejemplo: monitorización de 

los niveles de N2), lo que lo hace más caro que las condiciones de incubación estándar. Aun así, 

podemos decir que la hipoxia durante el cultivo de embriones mejora la calidad del embrión y 

la capacidad de desarrollo (Herbemont y cols., 2021). 

 

Todos estos datos condujeron a equipar los laboratorios de FIV con incubadoras de CO2 que 

proporcionaban una atmósfera de O2 reducido. Sin embargo, la tasa de embarazo 

relativamente alta lograda después de la transferencia de embriones que se desarrollaron con 

éxito en las concentraciones atmosféricas de O2 (20 %), hizo que algunos abandonaran los 

equipos de bajo O2 y también evitó el costo adicional del suministro de N2. Posteriormente, las 

incubadoras con 5–6 % de CO2 en la atmósfera del aire se han convertido en estándar en los 

laboratorios de FIV en los últimos 30 años. El nacimiento de casi cinco millones de niños 

concebidos en condiciones de cultivo con alto contenido de O2 demuestra con creces que los 

embriones humanos pueden adaptarse bien a la concentración de O2 atmosférico. Por lo 

tanto, a pesar de la evidencia de que el O2 atmosférico es perjudicial para el desarrollo 

embrionario y que una concentración del 2 al 8 % es más fisiológica (Fischer y Bavister, 1993), 

no existe un consenso mundial sobre el uso de O2 reducido para el cultivo de embriones 

(Gardner, 2016), y sigue siendo una práctica común en las clínicas donde se hace  FIV usar O2 

atmosférico (alrededor del 20 %) en incubadoras, y es además, utilizado por grupos de 

investigación de alto perfil (Kleijkers y cols., 2016 ). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0032
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0046
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0080


 
32 

  

Otro factor que influyen en el desarrollo embrionario preimplantacional de gran relevancia, es 

la producción ERO. El EO se ha establecido como un factor importante que puede afectar 

negativamente los resultados de las TRA (Agarwal y Allamaneni, 2004). El EO se define como 

un desequilibrio entre las ERO y la cantidad total de antioxidantes a favor de los oxidantes 

(Sies, 1985). A bajas concentraciones, las ERO actúan fisiológicamente como moléculas de 

señalización en varios procesos (Sies, 2017). En la reproducción masculina, estos mecanismos 

redox juegan un papel importante en la regulación de numerosas funciones, incluyendo la 

espermatogénesis (Silva y cols., 2020). En la reproducción femenina, se ha observado que la 

homeostasis redox es fundamental para la foliculogénesis, la implantación y la placentación 

(Silva y cols., 2020). Por otro lado, los niveles anormalmente altos de ERO pueden dañar los 

lípidos celulares, los orgánulos y el ADN, alterar la función enzimática y desencadenar la 

apoptosis (Sies, 2017). En el entorno de las  TRA, varios factores pueden ser responsables de 

una mayor generación de ERO, lo que conduce a resultados de TRA subóptimos (Agarwal y 

cols., 2006) (Figura 3).  

 

 

https://www.mdpi.com/2076-3921/11/3/477/htm#fig_body_display_antioxidants-11-00477-f001
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Figura 3.  Factores responsables del aumento de la generación de ERO en un entorno de TRA. 

Tomada de Agarwal y cols., 2022 

 

 

Las ERO pueden generarse de formas endógenas y/o exógenas como producto secundario de 

cualquier metabolismo aeróbico. En los medios de cultivo las ERO pueden originarse a partir 

del metabolismo del embrión y/o su entorno. La generación de EO no solo puede alterar 

muchos tipos de moléculas celulares, sino que también pueden bloquear o retrasar el 

desarrollo embrionario temprano (Guerin y cols., 2001; Lan y cols., 2019).  

Las ERO endógenas se producen principalmente durante la reducción de O2 en las 

mitocondrias, mientras que la fuente exógena de ERO nos la encontramos en condiciones 

fisiológicas son el líquido folicular o el medio tubárico y uterino.  

En el laboratorio las ERO pueden ser inducidas por varios factores, incluida la exposición a la 

luz visible, la composición de los medios de cultivo, la temperatura y el pH, la concentración de 
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O2, la centrifugación durante la preparación de los espermatozoides, las TRA que involucran el 

manejo de gametos/embriones y los métodos de criopreservación (Agarwal y cols., 

2006). Estos factores aumentan el EO y dan como resultado resultados TRA subóptimos. 

Aunque las concentraciones fisiológicas de ERO son necesarias para la función reproductiva 

normal in vivo, la manipulación in vitro de gametos y embriones puede exponer estas células a 

un exceso de ERO, generado por factores ambientales endógenos o exógenos.  

 

En el laboratorio los ovocitos y los embriones se cultivan en un medio que, en sí mismo, puede 

ser la fuente de ERO.  Las ERO generalmente ocurren durante la recolección, manipulación y 

cultivo de embriones, ya que estos procesos realizados en un laboratorio no pueden recrear 

por completo las condiciones en las que tiene lugar la fecundación natural (Truong y Gardner, 

2017). Se ha observado que las concentraciones de ERO en los medios de cultivo usados se 

correlacionan con un grado avanzado de fragmentación embrionaria o formación de 

blastocistos (Martin-Romero y cols., 2008; Lee y cols., 2012). En la actualidad, el uso de medios 

comerciales en los sistemas de cultivo ha mejorado la consistencia del cultivo de 

embriones. Estos medios de cultivo se complementan con frecuencia con antioxidantes, lo que 

mantiene un equilibrio pro-oxidante-antioxidante en los embriones (Agarwal y cols., 2006). 

Pero además, se ha encontrado que los embriones en medios de cultivo comerciales generan 

ERO a diferentes velocidades, dependiendo de la composición de los medios (Martin-Romero y 

cols., 2008; Shih y cols., 2014). Pero sin embargo, a día de hoy el papel exacto de ERO en el 

desarrollo embrionario temprano se ha determinado por completo. Las ERO se pueden 

producir intracelularmente a partir de espermatozoides inmaduros, ovocitos y 

embriones.  Además, varios factores externos pueden inducir ERO en las TRA, incluido el O2 

atmosférico (20 %) (Agarwal y cols., 2022). Varios estudios informan que el efecto perjudicial 

del EO en embriones cultivados en concentraciones atmosféricas de O₂ se correlaciona con 

una mayor producción de ERO (Takahashi y cols., 2012). Por lo tanto, la calidad del embrión se 

ve afectada durante el cultivo in vitro, lo que lleva a un aumento de la apoptosis, cambios en la 

expresión génica y un desarrollo deficiente, lo que provoca que menos embriones lleguen a la 

etapa de blastocisto (Ullah y cols., 2019). Por otro lado, un entorno con alto contenido de O2 

aumenta las ERO (Kitagawa y col., 2004),  lo que desregula importantes vías de señalización y 

factores de transcripción, que pueden alterar el metabolismo y otras funciones celulares 

(Zhang y cols., 2016). El exceso de ERO también puede dañar el ADN y oxidar lípidos y 

proteínas, lo que estimula los mecanismos de reparación, ralentiza la división celular y, en 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0079
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0160
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última instancia, cambia los requisitos metabólicos (Guerin y cols., 2001;  Wale y Gardner, 

2012).  

 

Debemos mencionar también, que una tensión realmente baja de O2 (<2 %) es perjudicial para 

el desarrollo embrionario debido a la inhibición de los pasos esenciales del desarrollo (Ufer y 

cols., 2021) y la liberación del exceso de ERO mitocondrial (Guzy y Schumacker, 2006). El aire 

del laboratorio, los gases utilizados, los consumibles de TRA y la calidad de los medios de 

cultivo también pueden contribuir al aumento de ERO en un entorno de TRA  (Guérin y cols., 

2001)  

 

En condiciones fisiológicas, ERO y los antioxidantes mantienen una proporción estable.  El 

embrión tiene varios mecanismos para defenderse contra ERO (Guyader-Joly y cols., 1998). En 

el entorno natural, existe un sistema antioxidante que protege a los embriones del daño 

oxidativo (Agarwal y cols., 2012), que está regulado por varias enzimas antioxidantes, que 

incluyen superóxido dismutasa (SOD), peroxirredoxina (PRDX) y glutatión (GSH) (Rizzo y cols., 

2012). No obstante, este sistema antioxidante endógeno no está disponible o no está 

suficientemente cubierto in vitro (Abdelrazik y cols., 2009). 

 

La acumulación de ERO intracelular/extracelular durante la maduración del ovocito y el 

desarrollo del embrión puede ser perjudicial para la fecundación y la tasa de éxito de la 

implantación. Sin embargo, según la mayoría de los estudios realizados en los últimos años, 

está claro que el efecto de las ERO sobre el desarrollo embrionario normal varía según la etapa 

y las condiciones de desarrollo. De hecho, ya sea in vivo o in vitro, las variaciones en la 

sensibilidad embrionaria al EO hacen que un nivel preciso de ERO tenga un efecto positivo en 

una etapa específica y un efecto negativo en otra etapa del desarrollo. Estas observaciones 

solo pueden resaltar la complejidad del papel regulador de ERO en el proceso de desarrollo 

embrionario. Por lo tanto, es necesario analizar cada fase del desarrollo, para una mejor 

comprensión de las fases que dependen de las ERO reguladoras y, posteriormente, una mejor 

optimización de las condiciones de desarrollo embrionario in vitro (Jamil y cols., 2020).  

 

En general, las ERO se forman como subproductos del metabolismo del O2 durante el 

transporte electrónico mitocondrial y juegan un papel importante en la señalización celular, la 

homeostasis, los procesos fisiológicos, la proliferación celular, la adaptación a la hipoxia y en la 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0054
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0149
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648319302342?via%3Dihub#bib0149
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determinación del destino celular. Por lo tanto, la concentración de ERO es importante en el 

desarrollo embrionario.  

 

3.3. Papel de los antioxidantes: Quercetina 
 
Los antioxidantes son moléculas naturales o sintetizadas que juegan un papel importante en la 

reducción de los procesos oxidativos en el organismo (Bazinet y Doyen, 2017), inhibiendo o 

retardando la oxidación de otras moléculas (Rozoy y cols., 2012). Los antioxidantes naturales 

están presentes en frutas, verduras y pescados, mientras que los antioxidantes sintéticos se 

elaboran a partir de compuestos naturales o son compuestos completamente sintéticos 

(Augustyniak y cols., 2010). Los antioxidantes actúan como captadores de radicales libres y 

protegen las células o reparan el daño causado por los estos radicales (Tebboub y Kechrid, 

2019). Los radicales libres se pueden producir a partir de dos fuentes de oxidantes: oxidantes 

endógenos y oxidantes exógenos. La producción de oxidantes endógenos ocurre cuando las 

células usan O2 y generan naturalmente radicales libres que podrían dañar las células. Los 

oxidantes exógenos se conocen comúnmente como radicales libres que se producen a partir 

de factores ambientales como la luz solar y la contaminación (Haida y Hakiman, 2019). Los 

antioxidantes disminuyen el efecto de los oxidantes al unirse con estas moléculas dañinas. Sin 

embargo, los antioxidantes son efectivos a bajas concentraciones y pueden actuar como 

oxidantes y volverse adversos al aumentar la concentración (Iwayama y cols., 2017).  

 

Los antioxidantes se dividen en enzimáticos y no enzimáticos en función de su actividad 

catalítica (Haida y Hakiman, 2019). Los antioxidantes enzimáticos se producen en las células y 

protegen el cuerpo contra los radicales libres a través de algunas enzimas que forman un 

grupo distintivo, con desintoxicación. La glutatión peroxidasa (GPx), la SOD y la catalasa (CAT) 

son enzimas antioxidantes clave de este sistema de defensa por el cual los radicales libres que 

se generan durante las reacciones metabólicas se eliminan (Jeeva y cols., 2015). Los 

antioxidantes no enzimáticos incluyen principalmente polifenoles (flavonoides, ácidos 

fenólicos y antocianinas), carotenoides (carotenos, xantofilas) y vitaminas (vitaminas A y C) (Xu 

y cols., 2017). Este tipo de antioxidantes se encuentran de forma natural en frutas, verduras y 

alimentos como el tomate, la naranja, la zanahoria y el pescado (Zarbakhsh, 2021). 

 

Dado el impacto negativo documentado que tiene el O2 en la fisiología celular y de otros 

factores exógenos vistos anteriormente, parecería prudente considerar la inclusión de 

antioxidantes para contrarrestar el aumento de ERO en los medios de cultivo de FIV para 
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garantizar niveles de protección durante los primeros días de vida y mejorar así la producción 

de embriones (Wale  y Gardner, 2016). Por lo tanto, el medio de cultivo a menudo contiene 

una amplia variedad de antioxidantes para reducir las ERO generadas durante el cultivo de 

embriones in vitro (Martín-Romero y cols., 2008; Mishra y cols., 2016). Algunos estudios, han 

evidenciado que agregar la dosis correcta de antioxidantes al medio de cultivo puede proteger 

a los embriones del EO (Yu y cols., 2014; Truong y Gardner, 2017), pero no todos los resultados 

han confirmado esto hallazgo, ya que se ha observado que la adición de coenzima Q 10 o la 

lipoproteína de alta densidad (HDL) a diferentes dosis no tuvo efecto en la mejora del 

desarrollo embrionario porcino y bovino in vitro respectivamente (Maside y cols., 2019; Rincón 

y cols., 2019). Estos estudios mostraron que el uso de antioxidantes para el desarrollo de 

embriones in vitro es prometedor, pero se necesita más investigación.  

 

A su vez, se ha demostrado que varios antioxidantes entre ellos ácido ascórbico o vitamina C, 

glutatión, carnitina, cisteamina, glutatión, naringenina, licopeno, N-Acetil-L-cisteamina (NAC), 

resveratrol, quercetina (Quer) y melatonina, tienen efectos protectores y/o estimuladores 

durante el cultivo o la crioconservación de embriones, produciendo una mejora en la calidad 

de los embriones, con un aumento del número de células, mejora de la función mitocondrial y 

de los sistemas antioxidantes endógenos, eliminación de los niveles de ERO, mejora de la zona 

pelúcida, de la masa celular interna, reducción en la degeneración de los blastocistos, un 

aumento en las tasas de desarrollo de los blastocistos, un aumento en la eclosión de los 

blastocistos y una reducción en la apoptosis del embrión, y otra influencia pro-oxidante 

degenerativa, que conllevan a una mejor tasa de embarazo (Zarbakhsh, 2021). Aunque la 

función de los antioxidantes en las TRA humanas deben esperan ser aclaradas más 

extensamente.  

 

Por otro lado, se han investigado una amplia gama de funciones fisiológicas de los flavonoides 

desde que se determinó por primera vez su bioactividad hace unos 80 años (Kawabata y cols., 

2015). En concreto los flavonoides son compuestos fitofenólicos con un fuerte efecto 

antioxidante que funcionan como captadores de radicales libres. Dentro de la familia de los 

flavonoides, la Quer es el eliminador más potente de ERO (Boots y cols., 2008) y especies de 

nitrógeno (Heijnen y cols., 2002). Estas propiedades antioxidantes podrían atribuirse a su 

capacidad para quelar metales (Aherne y cols., 2000), captación de radicales (Aherne y cols., 

2000), inhibición enzimática (Nagao y cols., 1999) y/o inducción de mecanismos de reparación 

(Myhrstad y cols., 2002). En muchos tipos de células, la Quer muestra efectos protectores 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wale+PL&cauthor_id=26207016
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gardner+DK&cauthor_id=26207016
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integrales contra el EO causado por la oxidación de lípidos, fragmentos de lipoproteínas y otros  

factores (Sakanashi y cols., 2008).  

 

La Quer (3,3′,4′,5,7-pentahidroxiflavona) es una forma de aglicona derivada de plantas de 

glucósidos flavonoides que tiene una gran cantidad de flavonoides (Rafiq y cols., 2015) y se ha 

utilizado ampliamente desde 1857 como antioxidante (Fischer y cols., 1997). La Quer es un 

cristal amarillo e insoluble en agua fría, moderadamente soluble en agua caliente, pero soluble 

en alcohol. Este componente se encuentra en una variedad de alimentos, incluyendo bayas, 

manzanas, vegetales, uvas, cebollas, té, tomates, chalotes, nueces, cortezas, semillas, hojas y 

flores (Li y cols., 2016). Esta Quer se ha utilizado tradicionalmente como antioxidante natural 

para prevenir o tratar una variedad de enfermedades como el cáncer, las enfermedades 

cardiovasculares, los trastornos nerviosos y neurodegenerativos, la obesidad, la inflamación 

crónica, la gastritis, las alergias, el asma y diferentes tipos de enfermedades bacterianas y 

virales (David y cols.,  2016). Varios estudios demostraron que la Quer actúa como agente 

antiinflamatorio, antiapoptótico, antioxidante y anticancerígeno (Amidi y cols., 2019). Además, 

ejerce varios efectos biológicos, incluida la inhibición de la proteína quinasa C, la modulación 

del ciclo celular, la inhibición de la angiogénesis, la agregación plaquetaria, la promoción de la 

permeabilidad capilar y la estimulación de la biogénesis mitocondrial (Li y cols., 2016; 

Hashemzaei y cols., 2017).  

 

El efecto de este compuesto ha sido ampliamente estudiado por investigadores durante los 

últimos 35 años en células embrionarias de hámster (Machiko y cols., 1977), células de 

hámster chino V79 (Nakayama y cols., 1998), esperma humano (Khanduja y cols., 2001), 

hepatocitos humanos HepG2 (Dong y cols., 2006) y ovocitos porcinos (Kang y cols., 2016). 

 

Estudios previos han evaluado la aplicación terapéutica de la Quer in vitro e in vivo, como 

medicina alternativa para el tratamiento de la infertilidad masculina (Khanduja y cols., 2001; 

Taepongsorat y cols., 2008). Sorprendentemente, la Quer juega un papel importante en el 

sistema reproductivo femenino, particularmente en los ovarios como agente anticancerígeno y 

antioxidante. Esta Quer puede usarse para la regulación de las funciones del sistema 

reproductivo, incluida la foliculogénesis, la maduración del ovocito y la ovulación, por lo que 

puede ser beneficioso para el tratamiento de trastornos reproductivos (Stochmalová y cols., 

2013).  
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En un estudio realizado por Machha y cols., en 2007, se observó que la Quer usada en ratas 

diabéticas durante 6 semanas aumentaba la actividad de la SOD y la capacidad antioxidante 

total (Machha y cols., 2007). Además también se ha observado que puede permitir la 

expresión de enzimas antioxidantes como la SOD, catalasa, glutatión s-transferasa (GST), 

nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato (NADPH), quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), GPx y 

tiorredoxina (Wang y cols., 2013) a través de la activación de la vía de señalización Nrf2-ARE 

(ARE: elementos de respuesta antioxidante) (Dong y cols., 2017).  

 

Kang y cols. demostraron en 2013 que la suplementación del medio de maduración in vitro 

(MIV) con diferentes concentraciones de Quer no mejoraba la maduración y el desarrollo de 

blastocistos de ovocitos porcinos, pero una baja concentración de Quer resultó en niveles más 

bajos de producción de ERO y tasas más altas de desarrollo de ovocitos en blastocistos tras su 

fecundación. Además, también demostraron que en altas concentraciones tuvo efectos 

perjudiciales sobre la maduración nuclear del desarrollo de ovocitos y blastocistos (Kang y 

cols., 2013; Kang y cols., 2016). Los hallazgos de otros estudios también mostraron que la Quer 

tenía efectos similares en la MIV de ovocitos bovinos (Sovernigo y cols., 2017). Aunque un 

estudio indicó que diferentes dosis de Quer pueden mejorar la expansión de las células del 

cúmulo y el desarrollo de los embriones, por lo que no está claro qué dosis de Quer es óptima 

para la MIV de ovocitos porcinos (Orlovschi y cols., 2014). Además, Karimian y cols. en 2018 

informaron que la Quer tuvo efectos positivos en la tasa de producción de blastocistos de MIV 

de ovocitos en ovejas. Otro estudio reciente (Naseer y cols., 2017), indicó que la 

suplementación con Quer mejoró la calidad del ovocito y el desarrollo de los folículos. 

También, redujo la apoptosis de las células de la granulosa (GC) durante el estrés por calor. Por 

otro lado, Wang y cols, en 2017 observaron que el tratamiento con Quer disminuyó las 

alteraciones morfológicas inducidas por el envejecimiento y también redujo los defectos en la 

organización del huso mitótico y la distribución mitocondrial. Un estudio realizado por Chen y 

cols., en 2010 mostró que aunque la Quer no tuvo un efecto significativo en la reserva folicular 

ovárica, se observó la mayor cantidad de folículos sanos en ratas tratadas con Quer. El 

tratamiento de ovocitos porcinos con el flavonoide Quer tuvo un efecto positivo significativo 

en el desarrollo embrionario y redujo la generación de ERO al aumentar los niveles de GSH 

intracelular a bajas concentraciones, pero fue perjudicial a altas concentraciones. No está claro 

si esta concentración de Quer es óptima en cerdos. Por lo tanto, se necesitan más estudios 

para determinar la concentración óptima que se debe añadir al medio de cultivo para producir 

efectos beneficiosos sobre el desarrollo embrionario (Kang y cols., 2016). 
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Por otro lado, varios estudios demostraron que los espermatozoides tratados con Quer 

mejoran las características del esperma, incluidas la motilidad, las tasas de supervivencia, la 

integridad de la membrana y la actividad de las mitocondrias durante el almacenamiento in 

vitro y posterior desarrollo embrionario (Mao y cols., 2018) y lo protegen frente al EO 

(Abdallah y cols., 2010) Además, las bajas concentraciones de Quer parecen tener un efecto 

beneficioso sobre el desarrollo del embrión de FIV porcino (Kim y cols., 2014). 

 

En relación con el efecto de la Quer en el cultivo de embriones in vitro, existen estudios que 

demuestran que la suplementación de este flavonoide como antioxidante exógeno en un 

sistema de cultivo de embriones in vitro bajo condiciones de EO, mejora la viabilidad del 

embrión de preimplantación bovina, protege a los embriones contra el EO y mejora la 

viabilidad del embrión mediante la modulación de la vía de señalización Nrf2 (Khadrawy y 

cols., 2020). Yu y cols., en un estudio realizado en 2014 informaron que la Quer tiene un efecto 

protector en los embriones de ratón contra el peróxido de hidrógeno (H2O2). En otro estudio 

llevado a cabo en 2010, Pérez-Pasten y cols., informaron que el uso de más de 100 µM de Quer 

causa algunos defectos y anomalías, y la concentración de 3 µM de Quer tiene un efecto 

protector en embriones de ratón contra la hidroxiurea. Además, Shahzad y cols., en 2017, 

informaron que la administración de 50 mg/kg/día  de Quer a ratas preñadas disminuyó la tasa 

de implantación. Parece que altas dosis de antioxidantes pueden actuar como inhibidores 

enzimáticos y mutágenos debido a la inhibición de las topoisomerasas, la síntesis de 

proteosomas o la síntesis de ácidos grasos (Crespo y cols., 2008). Sameni y cols., en 2018, 

demostraron que embriones de 2 células extraídos de útero y cultivados con 5µM de Quer 

puede proteger a los embriones contra la actinomicina D, por lo que aumenta el número de 

células viables y disminuye el número de células apoptóticas, lo que puede ayudar a la 

expansión de los blastocistos, adelgazando el grosor de la zona pelúcida y aumentando la tasa 

de eclosión en embriones de ratón. Por otro lado, Sovernigo y cols., en 2017, mostraron que 

una concentración de 2µM de Quer rejudo significativamente los niveles de ERO en el cultivo 

in vitro de embriones bovinos. Por último, se ha informado de su actividad antioxidante, 

antimutagénica y antiinflamatoria, lo que reduce las anomalías en los embriones de rata, 

disminuye los defectos del tubo neural en los embriones de ratones diabéticos y reduce el 

daño de las células ciliadas en los embriones de pez cebra (Kang y cols., 2016). 

 

Por lo tanto, podemos decir que se debería de establecer la dosis adecuada de Quer a utilizar, 

ya que es uno de los aspectos más importantes de su eficacia, debido a que este flavonoide a 



 
41 

  

dosis adecuadas tiene efectos favorables in vitro sobre el desarrollo de diferentes especies de 

embriones. Por el contrario, existen varios informes que indican un posible efecto tóxico de la 

Quer en embriones de ratón obtenidos in vitro por mecanismos desconocidos, por lo que aún 

existe controversia sobre su posible utilización en FIV (Pérez-Pastén y cols., 2010; Hashemzaei 

y cols., 2017).  

 

En resumen, la Quer tiene un efecto dosis-dependiente, el cual se ve influenciado por el tipo 

de gametos y embriones de diferentes especies de animales en donde se administra. Además, 

existe controversia a la hora de usar una dosis específica de Quer. Por lo tanto, la utilización de 

este flavonoide en medios de cultivo de embriones in vitro requiere nuevas investigaciones ya 

que se sabe que tiene numerosos efectos biológicos, pero su función en procesos y 

mecanismos reproductivos siguen sin estar claros. Además, la optimización de los medios de 

cultivo de embriones es fundamental para obtener embriones de alta calidad, y por lo tanto, la 

Quer podría ser una molécula candidata para suplementar los medios de cultivo al mejorar el 

estado oxidativo de los embriones tempranos. 

 

3.4. Papel del metabolito 4-Hidroxiestradiol 
 

La implantación de un blastocisto en el útero materno es un paso crucial en la reproducción de 

los mamíferos. En el útero, eventos celulares y moleculares altamente coordinados, dirigidos 

por el E2 ovárico y la P4, producen un ambiente receptivo para apoyar la implantación (Cha y 

cols., 2012; ), por su parte, el blastocisto, con su propio programa molecular para el 

crecimiento y diferenciación celular, funciona como una unidad activa en este proceso 

(Takeuchi y cols., 2017). Comprender los mecanismos y las señales moleculares que controlan 

esta interacción materno-embrionaria sincronizada, es un objetivo común en los estudios de 

investigación sobre reproducción, ya que se podrían desarrollar estrategias con el objetivo 

final de mejorar no solo el desarrollo embrionario previo a la implantación, sino también las 

tasas de implantación, tanto en la producción animal como reproducción asistida en humanos. 

 

En el momento de la implantación, el E2 y la P4 secretados por las células de la granulosa y el 

cuerpo lúteo respectivamente, elevan la actividad específica de la enzima 4-hidroxilasa (Paria y 

cols., 1990a), lo que resulta en un aumento de 4-hidroxiestradiol (4-OHE2), un metabolito de 

catecol producido a partir del E2. Se ha propuesto que el estradiol a través de su metabolito el 

4-OHE2, es el responsable del cambio de estado del embrión de inactivo a activo (Paria y cols., 

1998a). Por lo tanto, es el 4-OHE2 secretado, el que actúa en el embrión como la señal principal 
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para dejarlo listo para la implantación, al desencadenar su cambio a un estado competente 

(Paria y cols., 1998a). El fundamento de este mecanismo propuesto es que el embrión debe 

reconocer las células endometriales que funcionan bien y, en consecuencia, la ventana de 

implantación, para comenzar el proceso de implantación.  

 

Una posible vía de señalización molecular para hacerlo sería la capacidad del embrión para 

detectar y reaccionar con este catecolestrógeno, lo que significa que las células uterinas están 

metabolizando correctamente E2, y produciendo así uno de sus principales metabolitos, el 4-

OHE2, en el momento oportuno, es decir, cuando el blastocisto alcanza la cavidad uterina. 

Además, se ha demostrado que el 4-OHE2, al unirse a sus receptores en las células del 

trofoectodermo, afecta a la calidad final del blastocisto, aunque el mecanismo involucrado 

necesita ser aclarado (Takeuchi y cols., 2017).  

 

Se han identificado muchos factores que aceleran el desarrollo del blastocisto, entre ellos LIF y 

EGF, además se ha descrito su impacto en las señales intracelulares que regulan la 

diferenciación del trofoblasto (Fritz y cols., 2014), para producir una correcta interacción del 

embrión con el útero y conseguir el establecimiento de un embarazo. Se sabe que la familia de 

EGF a través de sus receptores ErbB1 y ErbB4, son factores clave en la adquisición del potencial 

de implantación (Chobotova y cols., 2005) modulando el desarrollo del blastocisto para lograr 

la sincronización temporal de la competencia del blastocisto con la receptividad uterina en el 

momento de la implantación, el cual ocurre dentro de una ventana de tiempo limitada.   

 

A su vez,  la adquisición de competencia implantatoria, que es como se define la activación de 

los embriones en el momento de la implantación, conlleva, además de la sobreexpresión de 

factor de crecimiento similar al EGF que se une a la heparina (EGF-HB) y ErbB4, la adquisición 

por parte de éstos últimos de la capacidad para unir EGF. Estos receptores se unen a la 

proteína del EGF-HB, que aparece en la superficie del epitelio luminal uterino cuando 

comienza la reacción de unión, lo que sugiere que los blastocistos perimplantacionales son el 

objetivo del EGF-HB durante la implantación (Paria y cols., 1999 ). Estos eventos posicionan al 

EGF-HB y sus receptores para mediar en la adhesión del blastocisto y la diferenciación del 

trofoblasto (Fritz y cols., 2014 ). Ésta es una condición para que se produzca correctamente la 

sincronización útero-embrión.  Poco se sabe de la forma de actuar del 4-OHE2, salvo que su 

efecto se lleva a cabo de forma independiente a los receptores estrogénicos Erα o Erβ 

(Markides y Liehr, 2005). Existen ciertas evidencias, de que el 4-OHE2 actúa a nivel del cambio 
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de afinidad de los receptores de EGF, de este modo, los embriones durmientes obtenidos a 

partir de ratonas ovariectomizadas (embriones aislados de estradiol durante el proceso de 

implantación), no son sensibles al EGF. Sin embargo, la exposición de dichos embriones a un 

cultivo con 4-OHE2 revierte dicha situación (Paria y cols., 1993b; Paria y cols., 1998). Una vez el 

blastocisto ha sido expuesto a la acción del 4-OHE2, el embrión gana sensibilidad hacia el EGF-

HB expresado en la superficie del endometrio y con ello la capacidad para establecer un 

“diálogo” adecuado que sincronice el momento y lugar de la implantación.  

 

Se sabe que alrededor de la ventana de implantación, tanto el endometrio como el blastocisto 

secretan EGF y, dado que su receptor está presente en las células trofoctodérmicas, el embrión 

puede unirse potencialmente a EGF a través de vías autocrinas del blastocisto y paracrinas del 

epitelio (Hamatani y cols., 2004). Sin embargo, los estudios sobre los beneficios potenciales de 

complementar los medios de cultivo con EGF durante las etapas iniciales del desarrollo del 

embrión aún arrojan resultados contradictorios, mientras algunos investigadores no 

encontraron ningún efecto de la adición de este EGF en el medio de cultivo (Sirisathien y cols., 

2003), otros estudios demuestran cambios en la síntesis de proteínas, el número de células, la 

diferenciación y los procesos de eclosión (Richter, 2008; Ahumada y cols., 2013). Se ha 

demostrado in vivo que, independientemente de la activación inducida por catecolestrógenos, 

la activación de solo el 5-10 % del total de moléculas receptoras de EGF presentes en la 

superficie del embrión es suficiente para desencadenar todas las respuestas embrionarias 

tempranas requeridas para el inicio de la diafonía molecular embrión-endometrial necesaria 

para la implantación (Paria y Dey, 1990b). Finalmente, es bien sabido que los 

catecolestrógenos pueden inducir una multitud de factores de crecimiento, incluida la familia 

EGF en células cultivadas y embriones (Paria y cols., 1998a). 

 

En particular, en el proceso de FIV, el desarrollo temprano de los embriones ocurre en 

ausencia de contacto celular directo con el tracto reproductivo y, por lo tanto, fuera del 

entorno endocrino del tracto reproductivo femenino, donde se produce una expresión 

temporal y espacial específica de numerosos factores de crecimiento y se producen hormonas 

para regular el desarrollo del embrión de mamífero antes de la implantación, desde un óvulo 

fertilizado hasta un blastocisto (Dıaz-Cueto y Gerton, 2001). Por lo tanto, se ha sugerido que la 

ausencia y/o la dilución de tales hormonas y factores de crecimiento en los medios de cultivo 

(Paria y Dey, 1990b; Rizos y cols., 2002; Lonergan, 2007) podría explicarse, al menos 

parcialmente, por el deterioro del desarrollo de embriones de preimplantación in vitro (Collins 
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y cols., 1994). No obstante, algunos de estos embriones pueden llegar a la etapa de blastocisto 

in vitro y finalmente implantarse cuando se transfieren a un útero debidamente preparado, lo 

que indica un mecanismo más complejo en la regulación del proceso de implantación en el 

sistema de FIV.  

Por otro lado, existen resultados que muestran que el 4-OHE2 potencia el daño oxidativo del 

ADN en los espermatozoides (Salama y cols., 2008; Rempel y cols., 2009), al producir un 

aumento de la producción de ERO lo que puede reducir la fecundación y perjudicar el 

desarrollo embrionario, pero otros mecanismos de acción también pueden contribuir a estos 

efectos. En la actualidad, no existen estudios que demuestren que el cultivo de embriones con 

4-OHE₂ produzca un amento de ERO y por tanto una menor calidad embrionaria. A pesar de 

todos estos estudios, se dispone de información limitada sobre el efecto de la adición del 4-

OHE₂ sobre la producción de ERO para mejorar el poder de implantación en el desarrollo de 

embriones. 

Como ya se ha expuesto, la capacidad de implantación de blastocistos es un requisito previo 

para un embarazo exitoso; por lo tanto, la mala calidad de los embriones de FIV es una de las 

principales causas del fracaso de la implantación (Cha y cols., 2012 ), además también se 

desconoce si existe una posible relación con el EO, ya que este factor influye negativamente en 

el desarrollo de los embriones de preimplantación.   

Aunque ha habido varias mejoras en las técnicas de FIV humana en las últimas 2 décadas, los 

nacimientos vivos de TRA siguen siendo bajos: en promedio, alrededor del 20 % por ciclo 

(Calhaz-Jorge y cols., 2016). La mala calidad de los embriones derivados de FIV es una de las 

principales causas del fracaso de la implantación (Cha y cols., 2012). Por lo tanto, la mejora de 

la eficiencia de implantación de los blastocistos cultivados debe ser un punto central para 

mejorar la eficacia de la FIV, y debe investigarse tanto el desarrollo in vitro de embriones hasta 

blastocistos como la capacidad de implantación de los blastocistos.  Nuevos estudios deben de 

determinar si los medios de cultivo suplementados con 4-OHE2 podrían ser ventajosos para los 

embriones obtenidos in vitro con el objetivo de trasladar su significado a la FIV.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rempel%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19171371
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4. Estructura y función del factor inducibles por hipoxia 

 
La existencia de un factor transcripcional inducible por hipoxia (HIF) se predijo por primera vez 

en 1991 a través de una investigación sobre los elementos reguladores que actúan sobre el 

gen de la eritropoyetina humana (Epo), cuya expresión se induce en condiciones hipóxicas 

(Semenza y Wang, 1992). Se sabe, que la baja concentración de O2 desencadena una amplia 

gama de eventos celulares en el desarrollo embrionario centrados en la regulación de la 

familia de HIF (Mantikou y cols., 2013b; Ma y cols., 2017) que aseguran que la homeostasis del 

O2 sea mantenida por procesos críticos dependientes del O2 (Houghton, 2021).  

 

HIF es un factor de transcripción heterodimérico que consta de dos subunidades, la subunidad 

Hif-α que es dependiente de O2 y la subunidad Hif-β también conocida como translocador 

nuclear del receptor de hidrocarburo de arilo (Arnt) (Figura 4); estos factores interactúan a 

través de dos dominios Per-Arnt-Sim (PAS), se unen al ADN a través de dominios de hélice-

bucle-hélice básico N-terminal (bHLH) y activan la transcripción con dominios de 

transactivación transcripcional (TAD) C-terminal. En ausencia de estrés hipóxico, es decir, a 

concentraciones de O2 superiores al 5 %, las proteínas del dominio prolil hidroxilasa (Phd1–3) 

hidroxilan dos residuos de prolina de Hif-α, lo que permite la unión de la proteína supresora de 

tumores de von Hippel-Lindau (Vhl). Vhl es el componente de reconocimiento de una 

ubiquitina-proteína ligasa E3 que se dirige a Hif-α para la ubiquitilación y la degradación 

proteasómica (Schofield y Ratcliffe, 2005). Además, el factor inhibidor de HIF (Fih) hidroxila 

un  residuo de asparagina en el TAD, bloqueando la unión del coactivador transcripcional 

CBP/p300 (Lisy y Peet, 2008). En condiciones de bajo nivel de O2 (menos del 5 %), la tasa 

de hidroxilación de prolina y asparagina se reduce y, como resultado, Hif-α se acumula, se 

dimeriza con Arnt y se traslada al núcleo, donde se une al ADN y se asocia con coactivadores 

transcripcionales ( Dunwoodie, 2009). El sistema HIF es un regulador clave de una amplia gama 

de respuestas celulares y sistémicas a la hipoxia y actúa en todas las células de los mamíferos. 

Los cambios en la expresión génica regulados directa o indirectamente por HIF se extienden a 

más de 100 genes (Weidemann y Johnson, 2008).  

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proline
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ligase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709004821#bib98
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/asparagine
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709004821#bib71
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydroxylation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709004821#!
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Figura 4. Regulación HIF en condiciones aeróbicas e hipóxicas. Tomada de Dunwoodie, 2009.  

 

 

Debido a la complejidad de la respuesta hipóxica, existen tres isoformas principales de HIF-α 

(HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α) (Figura 5). Todas están codificadas por distintos loci de genes y se 

genera una mayor diversidad mediante el uso de promotores alternativos y patrones de corte 

y empalme. HIF-1α fue el descubierto primero, se expresa ubicuamente y, por lo tanto, fue 

considerado como el regulador maestro de la respuesta hipóxica (Wang y cols., 1995). HIF-2α 

(también conocido como EPAS1) se caracterizó por primera vez por tres grupos 

independientes (Ema y col., 1997; Tian y cols., 1997; Houghton, 2021). HIF-1α y HIF-2α 

comparten una arquitectura de dominio similar (48 % de identidad de aminoácidos) (Ema y 

cols., 1997; Fedele y cols., 2002) y se someten a una regulación proteolítica similar; sin 

embargo, la expresión tisular de HIF-2α parece ser más limitada, incluye células endoteliales 

vasculares, células del parénquima hepático y células intersticiales renales (Tian y cols. 1997). 

Aunque HIF-1α y HIF-2α se unen al mismo elemento de respuesta a la hipoxia (HRE), se cree 

que HIF-1α es responsable de la respuesta inicial a la hipoxia, es decir, a una respuesta 

transcripcional aguda a la hipoxia, mientras que HIF-2α regula la respuesta hipóxica crónica 
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(Houghton, 2021). Además, hay pruebas sólidas que sugieren que cada proteína posee 

cualidades únicas y funciones biológicas distintas, y aunque se han estudiado ampliamente 

muchos genes diana directos de HIF-1α, ninguno se ha identificado positivamente para HIF-2α 

(Tian y cols., 1998, Fedele y cols., 2002). HIF-3α está menos relacionada con la respuesta a 

hipoxia y su papel aún no se comprende completamente. Curiosamente, el corte y empalme 

alternativo de HIF-3α genera una proteína de dominio PAS inhibidora que inhibe la respuesta 

de HIF al formar heterodímeros transcripcionalmente inactivos con HIF-1α (Weidemann y 

Johnson, 2008; Masoud y Li, 2015).  

 

 
 

 

Figura 5. Estructura de las diferentes isoformas de HIF. Dominios funcionales (bHLH, PAS, 

TAD) para proteínas relacionadas con la familia bHLH-PAS. Tomada de Masoud y Li en 2015. 

 
 
  
El factor 1α inducible por hipoxia (HIF-1α) es un factor de transcripción clave en las respuestas 

a la hipoxia, formado por 826 aminoácidos (120 kDa) y está formado por dos subunidades (1α 

y 1β). La subunidad 1α en la parte N-terminal contiene el dominio básico (aa 17–30), el 

dominio helix-loop-helix (aa 31–71) y el dominio PAS (aa 85–298) con PAS-A (aa 85– 158) y 

PAS-B (aa 228–298) (Wang y cols., 1995). Dos dominios de transactivación, TAD N-terminal y C-

terminal (también denominados NAD y CAD), que están localizados en la mitad C-terminal de 

HIF-1 (aa 531–575 y 786–826, respectivamente) (Figura 6) (Pugh y cols., 1997). Además, la 

parte C-terminal contiene un dominio responsable de la degradación de HIF-1 en condiciones 

normóxicas (Huang y cols., 1997). Este dominio de degradación dependiente de O2 (ODD en aa 

401–603) contiene dos motivos similares a PEST: secuencias ricas en prolina (P), ácido 

glutámico (E), serina (S) y treonina (T) (aa 499–518 y 581–600) común para muchas proteínas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211383515000817#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211383515000817#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211383515000817#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211383515000817#!


 
48 

  

con una vida media corta (menos de 2h) (Rechsteiner y Rogers, 1996). La vida media de HIF-1 

en condiciones normóxicas es inferior a 10 min y la proteína es apenas detectable (Chun y 

cols., 2002). La subunidad 1β, se identificó previamente como translocador de Arnt, que se 

heterodimeriza con el receptor de arilo hidrocarburo (AHR) para formar el receptor de dioxina 

funcional (Zagórska y Dulak, 2004). La proteína Arnt se expresa de manera ubicua en las células 

de los mamíferos y se mantiene en cantidades constantes independientemente de las 

presiones parciales de O2 (Kallio y cols., 1997). Por el contrario, HIF-1α se inducen rápidamente 

en condiciones hipóxicas (Fedele y cols., 2002). 

 

 

 

Figura 6. Estructura de HIF-1α. Tomada de en Zagórska y Dulak, 2004. 
 

 

En condiciones normóxicas (>5 % O2) (Figura 7), HIF-α se dirige a la hidroxilación por la enzima 

dioxigenasa dependiente de O2, hierro y 2-oxoglutarato (2OG) en dos residuos de prolina 

específicos (P402 y P564) y un residuo de asparagina específico (N803) por la proteína que 

contiene el dominio PHD que conduce a la proteólisis y a una disminución de la actividad de 

transactivación de HIF-1α (Koyasu y cols 2018; Kobayashi y cols., 2021). Además, se ha 

demostrado que la hipoxia prolongada induce la regulación negativa de HIF-1α (Marxsen y 

cols., 2004) y la regulación positiva de PHD (Marxsen y cols., 2004). Por lo tanto, en estas 

condiciones de hipoxia prolongada, HIF-1α induce el ARNm y las proteínas de PHD, lo que 

conduce a la regulación negativa de su expresión (Marxsen y cols., 2004). Una vez que HIF-1α 

es hidroxilada, interactúa con la proteína von Hippel-Lindau (pVHL), lo que lleva a la 

degradación por la vía ubiquitina-proteosoma (Semenza, 2003; Kobayashi y cols., 2021). pVHL 

funciona como el componente de reconocimiento de un complejo E3 ubiquitina proteína ligasa 

que conduce a la poliubiquitinación y degradación proteasomal de HIF-1α (Highe y cols., 2015) 

Además, el factor inhibidor de HIF (Fih) hidroxila un residuo de asparagina en el TAD, 

bloqueando la unión del coactivador transcripcional CBP/p300 (Lisy y Peet, 2008; Dunwoodie, 

2009).  



 
49 

  

 

En condiciones hipóxicas (<5 % O2) (Figura 7), HIF-1α se estabiliza principalmente por la 

inactivación de PHD concomitante con disminuciones en los niveles de O2 (Koyasu y cols 

2018). Estudios previos informaron que HIF-1α se acumula en condiciones hipóxicas y se une al 

Arnt y la proteína de unión a CREB (CBP)/p300 (Semenza, 2003). Se ha demostrado que el 

complejo HIF-1α induce la expresión de genes relacionados con la hipoxia y aumentan su 

transcripción, al unirse a una secuencia de consenso (A / G) CGTG conservada denominada 

HRE (Semenza, 2003; Kobayashi y cols., 2021). 

  

 

Figura 7. Regulación de HIF-1 en condiciones de normoxia e hipoxia. Tomada de Koyasu y cols 

2018.  

 

HIF-1α una vez activado regula una amplia variedad de genes que son factores críticos en el 

desarrollo y fisiología celular  (Tabla 1). Entre ellos se incluyen los implicados en el 

metabolismo energético, apoptosis, proliferación, autorrenovación y vasculogénesis.  
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Tabla 1. Genes regulados por HIF-1. Tomada de Ke y cols., 2006. 
 

Función  Genes  

Angiogénesis/tono vascular  -Receptor adrenérgico α1B 
-Adrenomodulina 
-Endotelina-1 
-Hemooxigenasa 1 
-Óxido nítrico sintasa inducible 1 (iNOS) 
-Inhibidor del activador de plasminógeno 1 
-Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vegf) 
-Receptor VEGF flt-1 
-Derivados de glándula endocrina VEGF (EG- Vegf) 
-Trasporte del factor de crecimiento-β3 (Tgf-β3) 
-Leptina (Lep) 
 

Captación de glucosa y 
glucolisis  

- Adenilato kinasa 3  
- Aldolasa A, C (Alda,C) 
- Anídrido carbónico 9 
- Enolasa 1 (Eno1) 
- Transportador de glucosa 1 (Glut-1), 3 (Glut-3) 
- Gliceraldehido-3-fosfato deshifrogenasa (Gapdh) 
- Hexokinasa 1,2 (HK 1,2) 
- Lactato deshidrogenasa A (LDHA) 
-6-fosfofructosa-2-kinasa/fosfofructosa-2,6-bifosfatasa-3 
(Pfkfb3) 
- Fosfofructokinasa L (Pfkl) 
- Fosfoglicerato kinasa 1 (Pgk1) 
- Piruvato Kinasa M (Pkm) 
 

Proliferación y 
supervivencia 

-Ciclina G2 
-DEC-1,2 
-Factor de crecimiento insulínico 2 (Igf2) 
-Proteína de unión 1 (Igfbp1) 
-Igfbp 2, 3 
-Nip3 
-Nix 
-p21 
-Transporte del factor de crecimiento α (Tgf-α) 
-Adrenomodulina 

Matriz extracelular  -Colagenasa tipo V, α1 
-Receptor activador de plasminógeno e inhibidores (PAIs) 
-Prolil hidroxilasa de colágeno 
-Metaloproteinas de la matriz (Mmp) 

Eritropoyesis/metabolismo 
de ión 

-Eritopoyetina (Epo) 
-Transferrina (Tf) 
-Transportador de transferrina (Tfr) 
-Ceruloplasmina 

Apostosis  -Bcl-2/adenovirus EIB 19kD-interacting protein 3 (BNip3)  
-Nip3-like protein X (Nix) 
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En mamíferos HIF-1α ha sido estudiado en la maduración del complejo cumulo ovocito en el 

cual se ha observado que es un factor multidireccional que controla las comunicaciones de los 

cúmulos, la actividad esteroidogénica y las tasas de desarrollo del ovocito, todo ello ejerce 

efectos sobre las tasas de blastocistos viables (Turhan y cols., 2021). Por otro lado, también se 

ha observado que HIF-1α es importante en la espermatogénesis, apareciendo dicha proteína 

en los espermatozoides maduros (Marti y cols., 2002). En el embrión preimplantacional, 

existen estudios que demuestran que la expresión de varios genes, incluidos los 

transportadores de glucosa (por ejemplo: Glut-1, Glut3), enzimas glucolíticas (Semenza y cols., 

1994), factor de crecimiento endotelial vascular (Vegf), factor de crecimiento similar a la 

insulina-II (Igf-II) y óxido nítrico sintasas (NOS) (Bracken y cols., 2003) está alterada en 

embriones producidos in vitro (Yaseen y cols., 2001). De particular importancia para el 

desarrollo del embrión es la regulación de los genes implicados en el metabolismo glucolítico, 

vías que tienen una importancia creciente durante las etapas posteriores a la compactación 

(Harvey y cols., 2004).  

 

En 2004, Harvey y cols. observaron el efecto de las condiciones de O2 alteradas después de la 

compactación en la expresión génica del embrión bovino. Si bien solo la expresión de Glut-1 se 

vió significativamente alterada por el cultivo posterior a la compactación con O2 reducido (2 

%). Estos cambios en la expresión génica están asociados con la falta de proteína HIF-1α 

(Harvey y cols., 2004). Las razones de la ausencia del principal factor de transcripción regulador 

de O2 (HIF-1) siguen sin estar claras. Si la ausencia de la proteína HIF-1α es una consecuencia 

de las condiciones de cultivo (que refleja una deficiencia en la suplementación del cultivo con 

factores de crecimiento, que se sabe que regulan al alza los HIF), o un evento que ocurre 

normalmente in vivo, requiere más investigación. En último caso, la falta de expresión génica 

puede ser específica del embrión previo a la implantación, en el que una respuesta 

pronunciada a condiciones de bajo O2 sería perjudicial, como se observó en caso del ratón por 

Feil y cols., en 2006, y/o específica de la especie en función de su modo de implantación, por 

ejemplo, los embriones bovinos pasan por un período de elongación antes de la implantación 

(Harvey, 2007).  

 

Se han identificado sitios críticos de unión a HIF-1α en genes que intervienen en vías 

metabólicas clave para optimizar la utilización de glucosa y O2 en hipoxia, para generar 

cantidades suficientes de ATP sin producir cantidades excesivas de ERO mediante la inhibición 

del ciclo ácido tricarboxílico y la respiración mitocondrial. Además de controlar enzimas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432006004817?casa_token=J7ecHx0Wj6gAAAAA:mPtjxegqqWtCDU_izCijXpw4pU7BVqGBOutm0fuEFPuRFf0a0KYr7GHowydv4cAZiZ0Sxmiu1qs#bib0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432006004817?casa_token=J7ecHx0Wj6gAAAAA:mPtjxegqqWtCDU_izCijXpw4pU7BVqGBOutm0fuEFPuRFf0a0KYr7GHowydv4cAZiZ0Sxmiu1qs#bib0090
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glucolíticas clave, HIF-1α también está implicada en la regulación del pH intracelular. Además, 

los estudios de modelos de ratones knockout para HIF-1α han demostrado letalidad 

embrionaria en el día 10,5 que involucra una vascularización fetal y del saco vitelino deficiente 

(Iyer y cols., 1998; Ryan y cols., 1998). Lo que sugiere que HIF es un regulador de los procesos 

de desarrollo críticos asociados con el desarrollo normal del embrión posterior a la 

implantación. Además, se ha demostrado que la expresión de HIF dentro de los tejidos 

placentarios está involucrada en la diferenciación, particularmente durante el primer trimestre 

(Caniggia y cols., 2000). Por lo tanto, la activación de HIF puede funcionar como un mecanismo 

importante antes y después de la implantación, para la inducción de la cascada correcta de 

genes necesarios para respaldar un mayor desarrollo (Harvey y cols., 2004). Por lo tanto, el 

papel de HIF-1α es necesario para la vascularización adecuada del embrión de ratón (Ryan y 

cols., 1998) y para coordinar la cooperación compleja de factores de crecimiento angiogénicos. 

Esto se demostró en animales transgénicos donde la sobreexpresión de VEGF solo condujo a 

hipervascularización con hiperpermeabilidad en la piel, (Thurston y cols., 1999) mientras que, 

por el contrario, los vasos inducidos por un transgén HIF-1α estable impulsado por el mismo 

promotor específico de la piel no presentaban fugas (Weidemann y Johnson, 2008). Además,  

Baek y cols., en 2010 encontraron que un aumento en VEGF puede causar que HIF-1α inhiba la 

apoptosis. Por lo que HIF-1α juega un papel importante en el manejo de la apoptosis y la 

antiapoptosis al regular la transcripción de genes relacionados con la apoptosis. Por todo lo 

mencionado anteriormente HIF-1 es un factor clave en la supervivencia embrionaria, en el 

desarrollo de sistemas fisiológicos en la vida fetal y posnatal. 

  

En la mayoría de las clínicas de FIV, los embriones se cultivan de forma rutinaria con una 

concentración de O2 del 5 % durante 3 a 6 días, lo que representa el estado de hipoxia crónica. 

Varios estudios informaron de que las expresiones de genes regulados por O2 tenían un papel 

importante en la regulación del metabolismo embrionario previo a la implantación, y que la 

baja tensión de O2 aumentaba el desarrollo del embrión hasta la etapa de blastocisto (Harvey y 

cols., 2004; Kind y cols., 2005; Harvey y cols., 2007). Sin embargo, aunque estos resultados 

sugieren la posibilidad de que HIF-1α sea un regulador de los procesos de desarrollo 

embrionario, la expresión y función de HIF-1α en la embriogénesis aún no está clara (Yoon y 

cols., 2013). 

 

Por otro lado, se ha demostrado que la expresión de la proteína HIF-1α puede ser inducida por 

una variedad de estímulos distintos a la hipoxia, como metales de transición, el óxido nítrico, 
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las ERO, (Harvey, 2007), hormonas, citoquinas, factores de crecimiento (Pringle y cols., 2010; 

Yoon y cols., 2013; Jeong y cols., 2016), flavonoides (Bogacz y cols., 2021) y 4-OHE₂ (Gao y 

cols., 2004) los cuales pueden regular la activación de  HIF, incluso en condiciones normóxicas. 

Además, también están regulados por los ritmos circadianos, la neurogénesis y el metabolismo 

de toxinas (Ramírez-Bergeron y cols., 2006). Esto sugiere que HIF es capaz de responder 

dinámicamente a una variedad de condiciones y que durante la evolución, HIF-1α ha sido 

utilizado para dirigir muchos otros procesos celulares que, en última instancia, permiten que el 

embrión sobreviva después del nacimiento. Esto puede implicar a HIF como un importante 

regulador del desarrollo embrionario, donde el tracto reproductivo proporcionaría un entorno 

rico en factores de crecimiento, citocinas y moléculas redox, además de una atmósfera 

reducida en O2. Por lo tanto, la activación de los HIF-1α en el cultivo in vitro de embriones, 

donde se ha observado que su expresión es deficiente, puede ser importante para que estos 

embriones se adapten a un entorno donde las condiciones de cultivo son hostiles para su 

desarrollo, el cual normalmente no se encuentra in vivo y así poder obtener blastocitos de 

buena calidad y con capacidad de implantación. 

 

 
 
 
 
 
 





  

 
 

 
 
 
 

 
 
 

JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
57 

  

Justificación  
 
Aunque ahora es posible la producción in vitro de embriones hasta el estadio de blastocisto en 

numerosas especies, la calidad y la cantidad de embriones aún no son 

satisfactorios. Claramente, las condiciones de cultivo aún no reemplazan todos los beneficios 

del desarrollo dentro del tracto reproductivo femenino, por lo que se asume que el cultivo 

embrionario es subóptimo y que las condiciones  de cultivo son en gran parte responsables del 

desarrollo embrionario deficiente in vitro.  

 

Sabemos que los requerimientos nutricionales y las condiciones ambientales del tracto 

reproductivo femenino son diferentes según en la etapa del desarrollo embrionario en la que 

nos encontremos antes de la implantación, debido a que el embrión se vuelve más complejo 

conforme avanza en su desarrollo. Por ello,  en el cultivo in vitro se le debería de ofrecer a los 

embriones diferentes medios adecuados a su etapa de desarrollo, ya que dependiendo del 

estadio donde se encuentren necesitarán unos nutrientes y condiciones diferentes. 

 

Por otro lado, el hecho de que los embriones obtenidos por fecundación in vitro carezcan del 

ambiente endocrino adecuado, es un factor determinante en la reducción del potencial 

implantatorio y esto se refleja en los resultados obtenidos a partir de los ciclos de 

reproducción asistida, donde el origen de los embriones depende de un proceso de 

fecundación artificial.  

 

Por todo esto, una mayor optimización de las condiciones de cultivo proporcionaría un 

entorno mejor para el desarrollo embrionario que es fundamental para la obtención de 

embriones de buena calidad, para que sean competentes y con capacidad adecuada de 

implantación disponibles para la transferencia, por lo que a día de hoy la mejora de los medios 

de cultivo en donde se desarrollan los embriones obtenidos por fecundación in vitro, se ha 

convertido a día de hoy, en un objetivo común para muchos de los grupos de investigación que 

desempeñan su labor en el ámbito de la reproducción asistida humana o la producción animal. 

 
 
 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/embryo-culture
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/embryo-culture
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Objetivo general 

El objetivo general planteado en este trabajo de tesis es examinar si la adición al medio de 

cultivo de 4-OHE2 o Quer mejora la calidad embrionaria y la capacidad de implantación de los 

embriones obtenidos por FIV, lo que los convertiría a estas moléculas en candidatos 

potenciales para conseguir imitar las condiciones fisiológicas en los medios de cultivo 

utilizados en los laboratorios de las clínicas de reproducción, y potenciar así las tasas de existo 

de los tratamientos empleados. 

Objetivos específicos 

Para profundizar en el conocimiento del papel que realizan el 4-OHE2 y la Quer en los medios 

de cultivo, se establecieron los siguientes objetivos:  

1. Determinar si los medios de cultivo suplementado con 4-OHE2 o quercetina podría ser

ventajoso para los embriones obtenidos in vitro.

2. Determinar el efecto del 4-OHE2 sobre el desarrollo preimplantacional y la capacidad

de implantación.

3. Determinar el efecto de la Quer sobre el desarrollo preimplantacional y la capacidad

de implantación.

4. Determinar la dosis, el tiempo y etapa del desarrollo preimplantacional más adecuado

para la suplementación de los medios de cultivo con 4-OHE2.

5. Determinar la dosis, el tiempo y la etapa del desarrollo preimplantacional más

adecuada para la suplementación de los medios de cultivo con Quer.

6. Evaluar los efectos de la adición de 4-OHE2  en los niveles de ERO.

7. Evaluar los efectos de la adición de Quer en los niveles de ERO.

8. Analizar el patrón de expresión de las proteínas para HIF-1α en blastocistos obtenidos

tanto por  FIV como en los obtenidos del útero.
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9. Analizar la expresión de Egf, Prdx-5 y de varios genes relacionados con la hipoxia en

embriones preimplantacionales obtenidos tanto por FIV como en los obtenidos del

útero cuando el medio se suplementa con 4-OHE2.

10. Analizar la expresión de Egf, Prdx-5 y varios genes relacionados con la hipoxia en

embriones preimplantacionales obtenidos tanto por FIV como en los obtenidos del

útero cuando el medio se suplementa se con Quer.





CAPÍTULOS 



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
63 

  

CAPÍTULOS 
 

Los resultados científicos de esta tesis doctoral están estructurados en tres partes o 

capítulos estructurados independientemente de la introducción y discusión general  de 

esta tesis y por lo tanto cada uno contiene sus propias figuras y tablas. A continuación 

se enumeran los distintos capítulos:  

 

1. CAPÍTULO I: El 4-Hidroxiestradiol mejora la calidad de los embriones de ratón, la 

capacidad de unión al factor de crecimiento epidérmico in vitro y las tasas de 

implantación 

 

2. CAPÍTULO II: La suplementación del medio de cultivo con quercetina mejora la 

calidad embrionaria de los blastocistos de ratón y aumenta la expresión de la 

proteína HIF-1α. 

 

3. CAPÍTULO III: Efecto de la adición de 4-Hidroxiestradiol y quercetina en medios 

de cultivo sobre los niveles de especies reactivas de oxígeno y expresión génica en 

blastocistos de ratón. 
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1. CAPÍTULO I: El 4-Hidroxiestradiol mejora la calidad de 

los embriones de ratón, la capacidad de unión al factor de 
crecimiento epidérmico in vitro y las tasas de 
implantación 

 
1.1. Materiales y métodos  
 
Animales 

Se utilizaron ratones hembras híbridas B6D2F1/J (C57BL/6JOlaHsd DBA/2OlaHsd, Envigo RMS, 

Holanda) como donantes de ovocitos y embriones, y ratones machos híbridos B6D2F1/J como 

donantes de semen. Se usaron ratones hembra Hsd:ICR (CD-1) (Servicio de Animales de la 

Universidad de Extremadura, España) como madres receptoras, y ratones machos 

vasectomizados de la cepa ICR se aparearon con las madres receptoras hembras ICR. Todos los 

ratones tenían entre 8 y 12 semanas de edad. Los animales se alojaron en el animalario del 

Centro de Cirugía de Mínima Invasión Jesús Usón (certificado por ES100370001499) en 

condiciones controladas, con un ciclo de 12 horas (h) de luz: 12 h de oscuridad, temperatura 

de 20 a 25 ºC, humedad relativa del 40 al 70 %, comida y agua ad libitum. Los machos se 

alojaron individualmente en jaulas, mientras que las hembras se alojaron en grupos de dos o 

cuatro por jaula. Para estudiar diferentes calidades de los embriones (recuento celular, 

apoptosis, diámetros), se utilizaron 12 animales B6D2. Para el ensayo de unión del factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), se utilizaron 24 animales B6D2 (n= 12, para obtener embriones 

por fecundación in vitro (FIV); n= 12, para obtener embriones en el útero). Para los modelos de 

implantación se utilizaron 10 animales B6D2 para estudiar el potencial de implantación en un 

modelo in vitro (cocultivo con células endometriales) y 94 hembras ICR para realizar 

transferencias embrionarias in vivo, en las que se utilizaron como madres receptoras de los 

embriones obtenidos de los 10 animales B6D2. Los experimentos in vitro fueron aprobados por 

el Comité de Ética de la Universidad de Extremadura el 21 de diciembre de 2007 según el RD 

53/2013 de 1 de febrero, y los experimentos in vivo fueron aprobados por el Comité de Ética 

de la Junta de Extremadura el 10 de mayo 2016, y todos los procedimientos siguieron los 

principios rectores para la investigación con animales de acuerdo con la Guía para el cuidado y 

uso de animales de laboratorio del Instituto de Investigación con Animales de Laboratorio 

(ILAR) y el Reglamento español (RD1201/2005). En la figura 1 se muestra un diagrama de flujo 

para aclarar los experimentos realizados. 
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Figura 1. Esquemas de los experimentos realizados con los diferentes grupos de ratones. 

EGF, factor de crecimiento epidérmico. 

 
 

Recolección de embriones y fecundación in vitro  

Embriones desarrollados in utero (Figura 2B): ratones hembra adultas B6D2 fueron 

previamente estimulados con 8 unidades internacionales (UI) de gonadotropina coriónica 

equina (eCG; Syncrostim, CEVA Salud Animal, S.A. Barcelona, España), y 8 UI de gonadotropina 

coriónica humana (hCG; Veterin Corion, Divisa Farmavic, S.A. Barcelona, España) 48 h después. 

Para inducir el embarazo, durante la noche las hembras se aparearon con machos adultos 

B6D2 fértiles de la misma edad (1♂:1♀). El embarazo se confirmó mediante la visualización del 

tapón vaginal, denominado Día 1 del desarrollo del embrión. Para recolectar los embriones, las 

hembras fueron sacrificadas por dislocación cervical. Los embriones en desarrollo se 

recuperaron en medio optimizado de potasio simplex (KSOM; Merck-Millipore, Madrid, 
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España) después de lavar el útero con medio M2 (Sigma-Aldrich, Barcelona, España) 72 h y 96 

h después de la inyección de hCG (para la etapa de mórula y blastocisto, respectivamente). 

 

Embriones obtenidos por fecundación in vitro (FIV) (Figura 2A): ratones hembras adultas B6D2 

fueron estimulados previamente con 8 UI de eCG, seguido de 8 UI de hCG 48 h después. Para 

realizar el procedimiento de FIV, se equilibró medio de fluido tubárico humano (HTF) (Merck-

Millipore, Madrid, España) en una incubadora (37 ºC, atmósfera controlada con 5 % de CO2) 1 

día antes del experimento. Para extraer el semen, se sacrificaron ratones machos adultos B6D2 

mediante dislocación cervical y se recogió el epidídimo caudal. El epidídimo se prensó para la 

extracción de los espermatozoides y se incubó en medio HTF durante 45 min (minutos) a 37 ºC 

en atmósfera controlada para mejorar el potencial de fecundación (capacitación). Para 

recolectar ovocitos maduros, las hembras fueron sacrificadas por dislocación cervical 12 h 

después de la inyección de hCG y los complejos cúmulo-ovocitos se recuperaron de la ampolla 

del oviducto y se cultivaron en medio KSOM. 

 
Se añadieron espermatozoides capacitados a 600 ml de medio HTF que contenía los ovocitos 

recién ovulados para lograr una concentración espermática final de 3x106 

espermatozoides/ml. Seis horas después, los ovocitos fertilizados se lavaron y cultivaron en 

medio HTF fresco hasta que alcanzaron el estado de mórula (72 h). Luego, las mórulas se 

colocaron en KSOM, diseñado para el cultivo de embriones en etapa de preimplantación, en 

una atmósfera humidificada de 5 % de CO2 y mantenidas a 37 ºC hasta la etapa de blastocisto. 
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Figura 2. Representación esquemática de diferentes procedimientos realizados con los 

embriones de ratón. (A) Embriones obtenidos por FIV. Se obtuvieron ovocitos de ratones 

hembras B6D2 previamente estimulados con hormonas, y espermatozoides de ratones machos 

B6D2, para realizar FIV. Los embriones resultantes se cultivaron en la etapa de mórula durante 

24 h en KSOM convencional o en medios suplementados con 4-hidroxiestradiol (4-OHE2) y se 

estudiaron los blastocistos obtenidos. (B) Embriones obtenidos en el útero: ratones hembras 

B6D2 fueron estimulados con hormonas y apareados con ratones machos B6D2 para obtener 

embriones en el útero, en la etapa de mórula. Estos embriones se cultivaron durante 24 h en 

KSOM convencional o en medios suplementados con 4-OHE2 y se estudiaron los blastocistos 

obtenidos. (C) Transferencias de embriones a madres receptoras de ICR: ratones hembras ICR 

estimuladas con hormonas se aparearon con ratones machos ICR  vasectomizados. Se 

utilizaron hembras con tapón vaginal como madres receptoras para transferir embriones de 

ratones B6D2 a los 3,5/4 días después del coito (dpc). El día 15 de embarazo, las madres 

receptoras de ICR fueron sacrificadas y se examinó el útero para determinar las tasas de 

implantación, aborto y desarrollo. D+3, día 3 de desarrollo embrionario; D+4, día 4 de 

desarrollo embrionario. 
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Tratamiento 4-Hidroxiestradiol 

Para investigar el efecto de 4-Hidroxiestradiol (4-OHE2; Sigma-Aldrich, Barcelona, España) en 

los diferentes experimentos realizados, se utilizaron dos concentraciones diferentes de 4-

OHE2: 0,1 mg/ml para experimentos in vivo; 1 mg/ml para experimentos in vitro. Se agregó 4-

OHE2 a los medios de cultivo de embriones en dos etapas diferentes y se dejó durante 24 h: 

desde la fecundación hasta la etapa pronuclear (PN), y luego los embriones se cultivaron en 

medios KSOM hasta la etapa de blastocisto; y desde la mórula hasta el estadio de blastocisto. 

Los embriones cultivados desde la etapa de fecundación fueron los obtenidos solo por FIV, 

mientras que los embriones cultivados desde la mórula hasta la etapa de blastocisto con 4-

OHE2 fueron los obtenidos por FIV y del útero. Todos los embriones se incubaron a 37 ºC y 5 % 

de CO2 hasta la etapa de blastocisto y se usaron para los experimentos que se describen a 

continuación. Experimentos adicionales se realizaron para comprobar la especificidad de 4-

OHE2 mediante el tratamiento de algunos embriones con E2 y P4 (Sigma-Aldrich, Barcelona, 

España). 

 
Ensayo de unión de EGF488 

Después del tratamiento adecuado con 4-OHE2, los embriones obtenidos in utero e in vitro (de 

24 hembras B6D2; n= 12 para in utero y n= 12 para in vitro) se incubaron con factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) conjugado con Alexa Fluor 488 (5 µg/ml; E-3476, Molecular 

Probes, Eugene, OR, EE. UU.) en KSOM durante 2 h. Posteriormente, se lavaron 

minuciosamente en KSOM para descartar el EGF no unido específicamente y se transfirieron a 

una nueva placa con microgotas de 90 ml de KSOM para su visualización mediante un 

microscopio invertido, Nikon Eclipse TE2000-U, equipado con una plataforma de 

microincubación DH-40i. (Warner Instruments, Inc., Hamden, CT, EE. UU.) a 37 ºC. Las 

imágenes de fluorescencia se obtuvieron con filtros de excitación a 340 y 380 nm, un espejo 

dicroico de 510 nm y un filtro de emisión de 520 nm (Semrock, Rochester, NY, EE. UU.). Las 

imágenes digitales se obtuvieron con una cámara CCD multiplicadora de electrones 

Hamamatsu C9100-02, bajo el control del software de imágenes de fluorescencia Metafluor 

(Molecular Devices, Downingtown, PA, EE. UU.), utilizando condiciones de exposición idénticas 

(6 segundos) y ganancia (2,40). Para cuantificar la intensidad de la fluorescencia, se utilizó el 

paquete de software Sigma Scan Professional, SpSSInc. La cantidad de EGF unido a la superficie 

del embrión se extrapoló individualmente a partir de la intensidad de la fluorescencia en una 
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escala estándar de 0 a 255 unidades, donde 0 representa ausencia de fluorescencia y 255 

equivale a la máxima intensidad de fluorescencia. 

Se usaron embriones in utero e in vitro cultivados en ausencia de EGF conjugado con Alexa 

Fluor 488 como controles negativos para la señal de fluorescencia. 

 
Tinción nuclear 

Para contar el número de células, los blastocistos se fijaron en paraformaldehído (PFA) al 4 % 

(Sigma-Aldrich, Barcelona, España) durante 15 min, luego se incubaron en tampón de 

permeabilización Tritón X-100 (0,1 %; Sigma Aldrich, Barcelona, España) en PBS (Solución 

salina tamponada con fosfato; Sigma-Aldrich, Barcelona, España) durante 30 min, y finalmente 

se lavó tres veces en PBS-Tween al 0,05 % (Sigma-Aldrich, Barcelona, España) a temperatura 

ambiente. Los núcleos se tiñeron incubando los embriones con 1 ml de PBS que contenía 2 

µg/ml de Hoechst 33342 (Eugene, OR, EE. UU.) durante 10 min a 37 ºC. Luego, los embriones 

se montaron en un portaobjetos con glicerol, se sellaron con una cubierta y se examinaron con 

un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-U), equipado con una lámpara 

ultravioleta (línea láser de 405 nm). El número de células se analizó utilizando el software Fiji 

Image-J (1.45q, Wayne Rasband, Institutos Nacionales de Salud, MD, EE. UU.). 

 
Ensayo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-

End Labeling) 

Las células apoptóticas en embriones se detectaron utilizando el kit de detección de muerte 

celular in situ (TUNEL; Roche, Mannheim, Alemania). Todos los reactivos se prepararon de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los embriones obtenidos del útero y FIV se fijaron 

en PFA  al 4 % durante 15 min, se incubaron en el tampón de permeabilización de Triton X-100 

al 0,1 % en PBS durante 30 min y se lavaron tres veces en PBS-Tween al 0,05 % a temperatura 

ambiente. Luego, los blastocistos se incubaron con la mezcla de reacción TUNEL que contenía 

desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y nucleótidos marcados (fluoresceína-dUTP) a una 

concentración de 1:10 durante 1 h a 37 ºC, en la oscuridad. Como control positivo para la señal 

de fluorescencia, los embriones de FIV se cultivaron en KSOM y se incubaron con ADNasa RQ1 

(50 Unidades/ml; Promega, Madison, WI, EE. UU.), que rompe todo el ADN, durante 20 min a 

37 ºC antes de realizar el ensayo TUNEL. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342 como se 

describió anteriormente. Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron utilizando un 
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microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-U), equipado con un láser de 488 nm 

(canal verde). 

 
Ensayo de unión in vitro 

Para el ensayo de unión in vitro, se recogieron células endometriales del útero de ratones 

hembras B6D2 adultas previamente estimuladas para realizar FIV (n= 10). Los cuernos uterinos 

se extirparon y se abrieron longitudinalmente para exponer la superficie luminal. Las células 

epiteliales de la luz uterina se extrajeron con un raspador estéril y se colocaron en colagenasa 

al 1 % en DMEM/Ham's Nutrient Mixture F12 (Sigma-Aldrich, Barcelona, España) durante 1 h a 

37 ºC y se filtraron para eliminar el tejido residual. Las células epiteliales se sedimentaron 

mediante centrifugación a 300 g durante 5 min y se resuspendieron en DMEM que contenía 

suero bovino fetal al 10 % (Lonza, Basilea, Suiza), L-glutamina al 1 % (Lonza, Basilea, Suiza) y 

solución de antibiótico-antimicótico al 1 %. (Sigma-Aldrich, Barcelona, España). Las células se 

cultivaron hasta un 80 % de confluencia, se separaron, se contaron y se sembraron en placas 

de cultivo a la concentración adecuada. 

 
Se cocultivaron embriones para evaluar la capacidad de implantación con células 

endometriales. El cocultivo se mantuvo durante 48 h a 37 ºC y 5 % de CO2. Para evaluar la 

capacidad de fijación de los embriones, se agitaron las placas durante unos segundos y se 

contaron todos los embriones adheridos y sueltos para establecer las proporciones 

(competentes/no competentes para la implantación) correspondientes a cada grupo 

experimental. Aquí, los embriones implantados fueron aquellos en los que las células 

endometriales fueron desplazadas por células trofoectodérmicas a las 72 h de cocultivo. 

Análisis de la actividad metabólica 

Para determinar los cambios en la actividad metabólica del embrión, se utilizó el colorante 

vital AlamarBlueVR (AB; Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los embriones fueron analizados en 

base a las diferentes condiciones de desarrollo mediante cultivo en microgotas de KSOM 

suplementado con 10 % AB bajo aceite mineral en atmósfera humidificada de 5 % CO2 a 37 ºC 

por 2 h. En los medios de cultivo, se determinó AB reducido, un indicador de actividad 

metabólica, midiendo las intensidades de fluorescencia utilizando un lector de microplacas 

multimodo (SynergyTM Mx, BioTek Instruments Inc., Winooski, EE. UU.), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. 
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Medición del diámetro del blastocisto y espesor de la zona pelúcida 

Se obtuvieron imágenes digitales de todos los embriones utilizando un microscopio invertido 

(Nikon Eclipse TE2000-U); el plano focal seleccionado fue el ecuador embrionario. El diámetro 

del blastocisto se midió a lo largo del eje más largo, utilizando una distancia conocida de 100 

mm, con el paquete de software de análisis de imágenes Sigma Scan Professional SpSSInc. De 

manera similar se midió el grosor de la zona pelúcida. 

 

Transferencia quirúrgica de embriones a madres receptoras 

En el caso de las madres receptoras, las ratones hembras ICR se aparearon con ratones 

machos ICR vasectomizados. En hembras que presentaban tapón vaginal, se estableció el día 

siguiente como Día 1 de pseudopreñez. Usando la técnica intraendometrial, las transferencias 

de embriones se realizaron en los días 3,5 a 4 de pseudopreñez (Figura  2C). A las madres 

receptoras se les administraron los siguientes analgésicos intrapreitonealmente: meloxicam 

(Chanelle Pharmaceutical, VIRBAC, Barcelona, España) y buprenorfina (Laboratorios Karizoo, 

Barcelona, España). Los ratones se anestesiaron usando isoflurano por inhalación (Steve 

Laboratories, Reino Unido). 

 

El cuerno uterino se expuso con una incisión dorsal utilizando pinzas. Se insertó un Abbocath 

24 G (Laboratorios Hospira, Madrid, España) cerca de la unión útero-tubal en la cavidad 

endometrial. Utilizando una micropipeta de vidrio, se transfirieron 10 embriones por cuerno 

en un pequeño volumen de medio de cultivo (KSOM) a la cavidad endometrial. La dirección de 

la inserción fue casi paralela al útero. El mismo procedimiento se repitió en el otro cuerno. En 

total, se utilizaron 94 hembras ICR para realizar transferencias, divididas en tres grupos 

experimentales de la siguiente manera: 25 hembras recibieron embriones extraídos en el útero 

en la etapa de blastocisto; 34 hembras recibieron embriones obtenidos in vitro, cultivados en 

medios convencionales hasta el estadio de blastocisto; 35 hembras recibieron embriones 

obtenidos in vitro, cultivados en medios suplementados con 0,1 mg/ml de 4-OHE2 desde la 

mórula hasta el estadio de blastocisto. 
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Atención posquirúrgica 

Después de la cirugía, a las madres receptoras ICR se les administró Apiretal (acetaminofeno, 

Laboratorios ERN, Barcelona, España) mezclado en el agua para aliviar el dolor y se les permitió 

recuperarse en jaulas individuales bajo una luz roja para proporcionar calor. Estos ratones 

fueron observados hasta la recuperación de las respuestas y la conciencia. La viabilidad de los 

embriones transferidos se evaluó 15 días después de la transferencia sacrificando a las madres 

receptoras y examinando el útero para determinar las tasas de embarazo, implantación, fetos 

viables y abortos. La presencia de un saco vitelino hemorrágico, embriones de un tamaño 

menor al esperado en el día 15 de desarrollo y que mostraban un desarrollo lento se 

consideraron para determinar la tasa de aborto. 

 
Para evaluar si el 4-OHE2 produce efectos negativos en la descendencia, algunas madres 

receptoras llevaron el embarazo a término y dieron a luz. 

 
Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc., La 

Jolla, CA, EE. UU.), y un valor de p inferior a 0,05 se consideró estadísticamente significativo. Se 

utilizó ANOVA para comparar la proliferación embrionaria y los parámetros de calidad, se 

realizó la prueba no paramétrica de Mann-Whitney-Wilcoxon para comparar la competencia 

de unión a EGF y se utilizó la prueba de Tukey para analizar los datos de las transferencias de 

embriones. 

 

1.2. Resultados 

Efectos de 4-OHE2 en el recuento total de células de blastocisto, la 

incidencia de apoptosis y algunas características embrionarias 

Para determinar si el tratamiento con 4-OHE2 podría mejorar la calidad de los embriones 

obtenidos in vitro, se examinaron la proliferación celular, la muerte celular y otras 

características relacionadas con la calidad. Los embriones desarrollados in vitro hasta el 

estadio de mórula y luego cultivados en presencia o ausencia de 4-OHE2 exógeno hasta el 

estadio de blastocisto se analizaron y compararon con embriones que se desarrollaron 

completamente en el útero y se extrajeron del conducto femenino en el estadio de blastocisto.  



 

 
76 

  

 

Los resultados demostraron que los embriones obtenidos in vitro tratados con 1 mg/ml de 4-

OHE2 durante las últimas etapas de desarrollo (de mórula a blastocisto (MaB): grupo FIV + 4-

OHE2 (MaB)), presentaron un aumento, aunque no significativo, en el recuento total de células 

en comparación con embriones cultivados en medios convencionales (grupo FIV); además, la 

incidencia de muerte celular se redujo poco. En comparación con los embriones desarrollados 

en el útero y luego extraídos (grupo IU), las diferencias estadísticas fueron significativas tanto 

en el grupo FIV como en el grupo FIV + 4-OHE2 (MaB), mostrando el primero resultados más 

similares a los observados en el Grupo IU (Figura. 3, Tabla I). 

 
 

Figura 3. Imágenes representativas que ilustran el recuento total de células y la incidencia de 

muerte celular en embriones de ratón. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342. El ADN 

fragmentado se marcó usando TUNEL (verde). Las imágenes combinadas representan la 

proporción de células TUNEL positivas (apoptóticas, fila central) con respecto al recuento total 

de células del embrión (fila inferior). Grupo FIV: embriones obtenidos in vitro cultivados en 

medios convencionales. n = 30; Grupo FIV + 4-OHE2 (MaB): embriones obtenidos in vitro 

cultivados en medios suplementados con 4-OHE2 desde la mórula hasta el estadio de 

blastocisto. n = 31; Grupo IU: embriones desarrollados en el útero. n = 30. El control positivo 

consistió en embriones obtenidos in vitro tratados con ADNasa para inducir la apoptosis antes 

de la incubación con reactivos TUNEL. Barra de escala: 50 mm (milímetros). 

Tabla I Efectos del 4-OHE2 sobre el recuento total de células y la muerte celular en embriones 

de ratones. 
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 FIV (N = 30) FIV+4-OHE2 (MaB) (N = 31) IU (N = 36) 

 Céls (Media±DE)       Céls (Media±DE) Céls (Media±DE) 

Recuento total de 
células 

91 ± 14.5***           97.8 ± 17.8*     109.4 ± 21.3 

Incidencia de Apoptosis 
(%) 

4.3 ± 5.1**            3.9 ± 3.3**          1.2 ± 1.9 

4-OHE2: 4-hidroxiestradiol. 

Céls: Células 

DE: Desviación estándar 

FIV: embriones obtenidos in vitro y completamente desarrollados; FIV + 4-OHE2 (MaB): embriones 

obtenidos in vitro cultivados en medios suplementados desde la mórula hasta el estadio de blastocisto; 

IU: embriones completamente desarrollados en el útero. 

** P < 0,01 

*P < 0,05 frente a IU 

ANOVA y prueba de Tukey para el recuento total de células y prueba de Kruskal-Wallis para la apoptosis. 

Prueba U de Mann-Whitney para comparar ambos grupos. 

 
 

Por el contrario, 4-OHE2 mejoró otros parámetros relacionados. En comparación con los 

embriones de FIV cultivados solo en KSOM, la tasa de eclosión aumentó poco en los embriones 

de FIV cultivados con 4-OHE2, y el diámetro y el grosor de la zona pelúcida (P < 0,001) también 

mejoraron significativamente. Además, los embriones tratados con 4-OHE2 demostraron un 

ligero aumento en el metabolismo del embrión como lo indica la reducción de AB, aunque no 

significativo en comparación con los embriones de FIV cultivados en KSOM (Tabla II). Aunque 

estos resultados difirieron significativamente en comparación con los embriones en el útero, la 

adición de 4-OHE2 a los embriones de FIV en la etapa de mórula mejoró su calidad en 

comparación con los embriones de FIV cultivados en medios KSOM convencionales (Tabla II). 
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Tabla II Efectos del 4-OHE2 sobre algunas características de la calidad del embrión de ratón. 
 

AB, alamarBlue;  

ZP, zona pelúcida. 

DE, Desviación estándar 

***P < 0,001 frente a IU  
a P < 0,05  
b P < 0,01 frente a FIV, ANOVA y prueba de Tukey. 

 

 

 

Efectos del 4-OHE2 exógeno sobre la capacidad de unión al EGF del 

embrión de embriones obtenidos in vitro 

Para determinar si los catecolestrógenos exógenos podrían mejorar la capacidad de unión a 

EGF de los embriones obtenidos in vitro, se añadió 4-OHE2 [1 mg/ml] al medio de cultivo, 

seguido de incubación con EGF conjugado con Alexa Fluor 488. En presencia de 4-OHE2 

durante las primeras etapas de desarrollo (desde la fecundación hasta pronúcleo (PN); (grupo 

FIV + 4-OHE2 (PN)), el cultivo de embriones obtenido in vitro demostró una disminución 

significativa en la capacidad de unión de EGF (p < 0,05); sin embargo, la presencia de 4-OHE2 

durante las últimas etapas del desarrollo previo a la implantación (desde la mórula hasta la 

etapa de blastocisto; grupo FIV + 4-OHE2 (MaB)) demostró un aumento estadísticamente 

significativo en la unión de EGF (p< 0.001) en comparación con embriones obtenidos del útero 

desarrollados en un medio de cultivo convencional (KSOM) (Figura 4, Figura complementaria 

1). Además, E2 y P4 no pudieron emular los resultados producidos con 4-OHE2 en embriones de 

FIV, lo que indica que este aumento en la unión de EGF es específico para el catecolestrógeno 

(Figura complementaria 2). 

 

 FIV FIV+4-OHE2 (MaB) IU 

 N Céls (Media±DE) N Céls (Media±DE) N Céls (Media±DE) 
Tasa de eclosión (%) 97   23.71 114 37.72 109 65.8 

Reducción AB (%) 37   1.4 ± 1.1*** 19 1.8 ± 1,8*** 17 9.5 ± 8.9 

Diámetro (µm) 107 82.7 ± 7.7*** 154 86 ± 9.3***, a 90 95.9 ± 10.5 

Espesor ZP (µm) 107 7.6 ± 1.4*** 154 6.9 ± 1.8***, b 90 5.7 ± 1.5 
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Figura 4. Capacidad de unión a EGF de embriones de ratón FIV desarrollados en diferentes 

condiciones de cultivo. Grupo FIV: embriones obtenidos in vitro y completamente 

desarrollados en medios de cultivo convencionales. n = 30; Grupo FIV + 4-OHE2 (PN): 

embriones obtenidos in vitro cultivados con 4-OHE2 desde la fecundación hasta la etapa 

pronuclear. n = 32; Grupo FIV + 4-OHE2 (MaB): embriones obtenidos in vitro cultivados con 4-

OHE2 desde la mórula hasta el estadio de blastocisto n = 31. Estos grupos se cultivaron con EGF 

conjugado con Alexa Fluor 488 durante 2 h. El grupo control (Ctrl) incluyó embriones de FIV 

cultivados en ausencia de EGF conjugado con Alexa Fluor 488. Barra de escala: 50 mm. (A) 

Imágenes representativas, tomadas con un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U, de 

embriones de cada grupo. (B) Análisis de intensidad de fluorescencia. Los datos representan 

valores medios dentro de una escala de 0 a 255 unidades de intensidad de fluorescencia (UIF). 

*P < 0,05 y **P < 0,001 frente al grupo de FIV; Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Las barras 

de error representan DE (desviación estándar). 
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Efectos del 4-OHE2 exógeno sobre la capacidad de unión de EGF de 

embriones extraídos del útero durante las últimas etapas del desarrollo 

previo a la implantación 

Para analizar la importancia de las condiciones del cultivo en las últimas etapas del desarrollo 

del embrión preimplantacional, se comparó la capacidad de unión de EGF entre embriones 

completamente desarrollados en el útero hasta el estadio de blastocisto (grupo IU) y 

embriones desarrollados en el útero hasta el estadio de mórula y luego cultivado in vitro 

(grupo CIV) hasta el estadio de blastocisto en ausencia (grupo IU + CIV (MaB)) o presencia 

(grupo IU + 4-OHE2 (MaB)) de 4-OHE2 exógeno. Los resultados mostraron que los embriones 

desarrollados en el útero, extraídos en la etapa de mórula y luego cultivados in vitro desde la 

mórula hasta la etapa de blastocisto en KSOM, presentaron una disminución estadísticamente 

significativa en su capacidad para unir EGF en comparación con los embriones completamente 

desarrollados en el útero (P < 0.05). Sin embargo, cuando las mórulas desarrolladas en el útero 

se extrajeron del conducto femenino y luego se cultivaron hasta la etapa de blastocisto en 

presencia de 4-OHE2 exógeno, la capacidad final para unirse a EGF se restauró parcialmente 

(Figura 5). 
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Figura 5. Capacidad de unión a EGF de embriones de ratón obtenidos del útero y 

desarrollados en diferentes condiciones de cultivo en las últimas etapas del desarrollo previo 

a la implantación. Grupo IU: embriones extraídos del útero en estadio de blastocisto. n = 30; 

Grupo IU + CIV (MaB): embriones extraídos del útero en estadio de mórula y cultivados in vitro 

en KSOM hasta el estadio de blastocisto. n = 32; Grupo IU + 4-OHE2 (MaB): embriones 

extraídos del útero en estadio de mórula y cultivados con 4-OHE2 hasta el estadio de 

blastocisto. n = 30. Estos grupos se cultivaron con EGF conjugado con Alexa Fluor 488. El grupo 

de control (Ctrl) consistió en embriones extraídos del útero y cultivados en ausencia de EGF 

conjugado con Alexa Fluor 488. Barra de escala: 50 mm. (A) Imágenes representativas, 

tomadas con un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U, de embriones de cada grupo. 

(B) Análisis de intensidad de fluorescencia. Los datos representan la media dentro de una 

escala de 0 a 255 UIF. **P<0,001 frente al grupo de IU; Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. 

Las barras de error representan DE. 
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Efectos del 4-OHE2 exógeno en las tasas de implantación de embriones 

en un modelo in vitro 

Durante diferentes fases del desarrollo del embrión, se añadió 4-OHE2 exógena a los medios de 

cultivo; a continuación, los blastocistos se colocaron sobre una monocapa de células 

endometriales para probar la capacidad de unión. Los efectos del 4-OHE2 sobre la capacidad de 

unión del embrión diferían según la etapa de desarrollo embrionario. El cultivo de embriones 

obtenidos in vitro suplementados con 4-OHE2 solo durante las primeras etapas de desarrollo 

(durante la fecundación y la fase PN) no demostró un efecto significativo en la tasa de fijación 

in vitro; sin embargo, la suplementación con 4-OHE2 durante las últimas etapas del desarrollo 

previo a la implantación (desde la mórula hasta el blastocisto) demostró un aumento 

estadísticamente significativo en la tasa de unión in vitro (P < 0,05). Curiosamente, el cultivo de 

embriones suplementados con 4-OHE2 durante todo el proceso de cultivo bloqueó la mayoría 

de los embriones en la etapa de 2 células (grupo FIV + 4-OHE2(C)) (Figura 6). También hemos 

comprobado en este caso que la mejora en la implantación in vitro es específica para 4-OHE2, 

ya que los embriones tratados con E2 o P4 no muestran una mayor adhesión a las células 

endometriales (Figura complementaria 3). 
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Figura 6. Ensayo de unión de embriones in vitro. (A) Imágenes de microscopía de blastocistos 

de ratón. De izquierda a derecha: ejemplos de blastocistos en eclosión; blastocistos unidos a 

células endometriales después de 24 h de cocultivo y después de 48 h. En cada columna se 

muestran dos embriones representativos. (B) Porcentaje (%) de tasas de fijación  de embriones 

de ratón desarrollados en diferentes condiciones de cultivo. Grupo FIV: embriones obtenidos 

in vitro y completamente desarrollados en medios de cultivo convencionales n = 30. n = 34; 

Grupo FIV + 4-OHE2 (C): embriones obtenidos in vitro cultivados con medios suplementados 

con 4-OHE2 desde el estadio pronuclear hasta el de blastocisto. n = 31; Grupo FIV + 4-OHE2 

(PN): embriones obtenidos in vitro cultivados con medios suplementados con 4-OHE2 desde el 

estadio pronuclear hasta el de 2 células. n = 31; Grupo FIV + 4-OHE2 (MaB): embriones 

obtenidos in vitro cultivados con medios suplementados con 4-OHE2 desde la mórula hasta el 

estadio de blastocisto. n = 32. *P < 0,05 versus grupo de FIV; Prueba de Mann-Whitney-

Wilcoxon.  
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Efectos del 4-OHE2 exógeno en las tasas de implantación de embriones 

en un modelo in vivo 

Para investigar el efecto de la suplementación con 4-OHE2 en embriones durante las últimas 

etapas del desarrollo embrionario en un modelo in vivo, y determinar si los resultados 

obtenidos se correlacionan con los observados en nuestro modelo de implantación in vitro,  

blastocistos de FIV cultivados en KSOM convencional (grupo FIVc) o 0,1 mg/ml de 4-OHE2 

(grupo FIV(0.1)), así como blastocistos extraídos directamente del útero del grupo de ratones 

hembras B6D2 (IU), se transfirieron a ratones hembras ICR en días 3.5–4 de pseudopreñez. En 

cada grupo, se determinó el número de ratones preñados y se calculó la tasa de preñez (Figura 

7, Tabla III). Para determinar más datos del modelo in vivo, los resultados se calcularon 

considerando solo ratones hembras que lograron el embarazo y la cantidad de blastocistos 

transferidos inicialmente a esas hembras. 
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Figura 7. Resultados de la transferencia de embriones de ratón a madres receptoras ICR. (A) 

Se muestran las tasas de embarazo, (B) implantación, (C) aborto y (D) desarrollo. Grupo IU: 

embriones desarrollados en el útero hasta el estadio de blastocisto. n = 237; Grupo FIVc: 

embriones obtenidos in vitro cultivados en medios convencionales. n = 245; Grupo FIV (0.1): 

embriones obtenidos in vitro cultivados con medios suplementados con 4-OHE2 desde la 

mórula hasta el estadio de blastocisto. n = 247. **P < 0,001 y ***P < 0,0001 frente al grupo de 

IU; Prueba de Tukey. Las barras de error representan DE. 
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Tabla III Resultados de la tasa de embarazo, implantación, aborto y desarrollo. 
 

   IU    FIVc   FIV(0.1)  

Tasa de embarazo 56% 35% 40% 

Tasa de implantación 46.34% 32.04% 26.77%** 

Tasa de aborto  39.83% 77.46%** 28.71% 

Tasa de desarrollo 28.41% 7.77%*** 17.69% 

Resultados calculados como porcentaje de los embriones obtenidos en el útero (IU), FIV 

cultivados en medios KSOM normales (FIVc) y FIV cultivados con 4-OHE2 (FIV(0.1)), transferidos a 

madres receptoras que dieron como resultado un embarazo y se implantó en el útero y 

comenzó el desarrollo, y los que resultaron en un aborto. 

** P < 0,001 

***P < 0,0001 frente a IU. Prueba de tukey 

 

 

Como el embarazo en ratones dura 21 días, los ratones preñados se sacrificaron el día 15 

después de la transferencia. Después de disecar el útero, se determinó el número de 

blastocistos implantados en el útero en los tres grupos; Grupo IU, grupo FIVc y grupo FIV(0.1) 

(Figura 7A, Tabla III).  

 
La Tabla III presenta la diferencia estadística determinada al comparar el grupo IU con el grupo 

FIVc o el grupo FIV(0.1) y no hubo diferencias significativas entre los grupos FIVc y FIV(0.1). La tasa 

de implantación fue mayor en el grupo IU que en los grupos FIVc o FIV(0.1); sin embargo, la 

diferencia fue estadísticamente significativa solo cuando se comparó el grupo IU con el grupo 

FIV(0.1), presentando el primero una tasa de implantación reducida en el modelo in vivo (Figura 

7B, Tabla III). 

 
Sobre la base de los blastocistos que se implantaron en el útero de las madres receptoras, se 

determinaron las tasas de aborto y desarrollo embrionario mediante la observación de las 

placentas embrionarias. Las placentas hemorrágicas se determinaron como fetos no viables y 

su número se utilizó para calcular la tasa de aborto (Figura 7C, Tabla III). Se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los grupos IU y FIVc (**P< 0,01). Sin embargo, 

los resultados obtenidos del grupo FIV(0.1) fueron similares a los obtenidos en el grupo IU. Por 

el contrario, se utilizó el número de embriones implantados en el útero de los ratones y que 

presentaban una placenta sin sangre con líquido amniótico claro para calcular la tasa de 

desarrollo del embrión implantado (Figura 7D, Tabla III). Se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos IU y FIVc (***P< 0,001), pero no entre los 

grupos IU y FIV(0.1). De hecho, el número de fetos viables fue mucho mayor en el grupo FIV(0.1) 
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que en los embriones FIV no tratados con 4-OHE2 (FIVc), demostrando una similitud 

considerable con el grupo IU, aunque no se observaron diferencias significativas. 

 

Como experimento adicional, seis ratones hembras ICR transferidas con blastocistos tratados 

con 4-OHE2 llevaron el embarazo a término y dieron a luz. En total, esto resultó en 13 nacidos 

vivos. La Figura 8A muestra una de las madres receptoras durante el embarazo y la 

descendencia obtenida de los blastocistos transferidos en diferentes días posteriores al parto 

(Figura 8B-D). La descendencia vivió durante 2 años, lo que corresponde a la esperanza de vida 

normal de los ratones, sin que se observaran malformaciones ni defectos. Además, se evaluó 

su fertilidad apareándolos, y todos, tanto hembras como machos, pudieron producir 

descendencia (datos no mostrados). 

 

 
 
Figura 8. Imágenes de una madre receptora ICR y crías nacidas tras la transferencia de 

embriones obtenidos in vitro cultivados en presencia de 4-OHE2 desde la mórula hasta el 

estadio de blastocisto. (A) Madre receptora embarazada en el día 19 de embarazo. (B) 

descendencia B6D2 recién nacida. (C) Descendencia B6D2 5 días después del nacimiento. (D) 

Descendencia B6D2 16 días después del nacimiento. 
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Además, no se observaron eventos adversos durante este estudio. Todos los ratones 

respondieron bien a la estimulación hormonal y las transferencias de embriones, así como 

después del parto. 

 

1.3. Material suplementario 

 
Figura complementaria 1 
 

 

 

Figura complementaria 1. Ensayo de sensibilidad frente al EGF durante el desarrollo 

embrionario preimplantacional.  (Día 1) Embriones de 2-4 células, (Día 2) Embriones de 8-16 

células, (Día 3) Mórula-Mórula compactada y (Día 4) Estadio de blastocisto.  
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Figura complementaria 2 

 

 

 

Figura complementaria 2. Ensayo de sensibilidad frente al EGF.  (FIV) Conjunto de embriones 

obtenidos por fecundación in vitro (promedio de unión a EGF488= 21,2/255); (E2) embriones 

obtenidos por FIV y cultivados 24 h desde mórula a blastocisto en un medio enriquecido con E2 

[5µg/ml] (promedio de unión a EGF= 22,8/255);  (P4) embriones obtenidos por FIV y cultivados 

24 h desde mórula a blastocisto en un medio enriquecido con P4 [5µg/ml] (promedio de unión 

a EGF= 21,8/255); (IU) grupo de embriones obtenidos en estadio de blastocisto directamente 

del útero materno (promedio de unión al EGF= 50,2/255). Los datos han sido analizados 

estadísticamente utilizando la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon para comprobar la efectividad 

del tratamiento. 
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Figura complementaria 3 

 

 
 

Figura complementaria 3. Ensayo de adhesión embrionaria in vitro. (FIV) embriones obtenidos 

por fecundación in vitro, (FIVP4MaB) embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados 

de mórula a blastocisto en un medio enriquecido con P4 [5µg/ml], (FIVE2MaB) embriones 

obtenidos por fecundación in vitro y cultivados de mórula a blastocisto en un medio 

enriquecido con E2 [5µg/ml]. Para determinar las diferencias entre las medias se ha aplicado la 

prueba estadística “ANOVA”. 
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2. CAPÍTULO II: La suplementación del medio de cultivo 

con quercetina mejora la calidad embrionaria de los 
blastocisto de ratón y aumenta la expresión de la 
proteína HIF-1α. 

 
2.1. Materiales y métodos  

 
Animales 

Se utilizaron ratones hembras híbridas B6D2F1/J (C57BL/6JOlaHsd x DBA/2OlaHsd, Envigo 

RMS, Holanda) como donantes de ovocitos y embriones, y ratones machos híbridos B6D2F1/J 

como donantes de semen. Todos los ratones tenían entre 8 y 12 semanas de edad. Los 

animales se alojaron en el animalario del Centro de Cirugía de Mínima Invasiva Jesús Usón 

(certificado por ES100370001499) en condiciones controladas, 12 h luz: 12 h oscuridad, 20-25 

ºC de temperatura y 40-70 % de humedad relativa, con comida y agua ad libitum. Los machos 

se alojaron individualmente en jaulas, mientras que las hembras se alojaron en grupos de 2 o 4 

por jaula, y fueron controladas por el veterinario durante toda la realización de este trabajo. 

No se controlaron los factores de confusión. El número de animales utilizados para los 

experimentos se dividió de la siguiente manera: se utilizaron 60 hembras para obtener 

embriones por FIV y tratarlos con quercetina durante largos períodos de tiempo para estudiar 

el potencial de desarrollo; Se utilizaron 11 hembras para obtener embriones por FIV y tratarlos 

con quercetina por períodos cortos de tiempo y para analizar el potencial de desarrollo, el 

número de células, la tasa de apoptosis y la expresión de HIF-1α; Se utilizaron 11 hembras para 

obtener embriones en el útero y tratarlos con quercetina por períodos cortos de tiempo y 

analizar los mismos parámetros que antes. Esto significa un total de 82 hembras utilizadas en 

este trabajo, junto con un total de 40 machos. Todos los experimentos fueron aprobados por 

el Comité Ético de la Universidad de Extremadura según el RD 53/2013, de 1 de febrero, y 

todos los procedimientos siguieron los principios rectores de la investigación con animales de 

acuerdo con la Guía de cuidados del Instituto de Investigación con Animales de Laboratorio 

(ILAR) y Uso de Animales de Laboratorio, y el Reglamento Español (RD1201/2005). 
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Recolección de embriones in útero y embriones obtenidos por 

fecundación in vitro  

Embriones desarrollados en condiciones fisiológicas: Se estimularon ratones hembras adultas  

con 8 UI de eCG (gonadotropina coriónica equina; Syncrostim, CEVA Salud Animal, S.A. 

Barcelona, España) y 48 horas después, con 8 UI de hCG (gonadotropina coriónica humana; 

Veterin Corion, Divisa Farmavic, S.A. Barcelona, España). Las hembras se aparearon con 

machos fértiles de la misma edad y raza para inducir el embarazo (1♂:1♀) durante la noche. El 

embarazo se confirmó mediante la visualización del tapón vaginal en el día 1 del desarrollo del 

embrión. Las hembras se sacrificaron 72 h y 96 h después de la inyección de hCG por 

dislocación cervical y los embriones en desarrollo se recuperaron en medio optimizado simplex 

de potasio (KSOM; Merck Millipore, Madrid, España) después de lavar el útero con medio M2 

(Sigma-Aldrich, Barcelona, España).  

 
Embriones obtenidos por fecundación in vitro (FIV): Se estimularon ratones hembras adultas 

con 8 UI de eCG y 48 horas después, con 8 UI de hCG. Para realizar la FIV, los ratones machos 

fueron sacrificados por dislocación cervical y se obtuvieron espermatozoides de los epidídimos 

caudales y luego se incubaron en medio HTF (fluido tubárico humano) para permitir la 

capacitación. Se recuperaron ovocitos maduros de la ampolla del oviducto de hembras 

sacrificadas por dislocación cervical 12 h después de la inyección de hCG y se colocaron en 

medio HTF. La inseminación se realizó con espermatozoides capacitados (3x106) en 600 µl de 

medio HTF que contenía los ovocitos. Los ovocitos fecundados se lavaron y cultivaron en 

medio KSOM a 37 ºC y concentración de O2 atmosférico (20 %) hasta el momento requerido 

para los experimentos. 

 
Tratamiento de quercetina y cultivo de baja concentración de oxígeno 

La quercetina (Quer; Sigma-Aldrich, Barcelona, España) diluida en DMSO (0,01 %) (Sigma-

Aldrich, Barcelona, España) a diferente concentración (1µM, 5µM, 10µM, 50µM), se añadió al 

medio de cultivo en diferentes etapas de desarrollo (etapa de pronúcleo (PN), 2 células, 8-16 

células y mórulas), y luego se cultivaron los embriones hasta la etapa de blastocisto, a 37 ºC. 

Para estudiar el efecto del vehículo DMSO se cultivó un conjunto de embriones únicamente 

con DMSO (0,01 %), y todos los resultados se compararon con embriones cultivados en medio 

KSOM durante todo el desarrollo (Figura 1A). 

 



 

 
95 

  

En base a los resultados obtenidos, realizamos nuevos experimentos exponiendo embriones a 

quercetina a 10µM por cortos periodos de tiempo. Añadimos este flavonoide al medio de 

cultivo de embriones en estado de mórula, durante 2 h o 4 h. Estos embriones fueron 

obtenidos por FIV o desarrollados en el útero (IU) (Figura 1B). Luego, los embriones se 

cultivaron nuevamente en medio convencionales hasta el estadio de blastocisto. A modo de 

comparación, se cultivaron otros dos grupos de embriones, ambos obtenidos mediante FIV e 

IU, en medio KSOM o con O2 al 3 %. Finalmente, una vez que los embriones alcanzaron el día 

4.5 de desarrollo, se evaluó el porcentaje de desarrollo embrionario, el número total de 

células, el número de células apoptóticas y la expresión de la proteína HIF-1α y se compararon 

con los grupos de control formados por embriones cultivados con DMSO pero sin quercetina 

durante 2 h o 4 h y luego se cultivaron en medios KSOM hasta el estadio de blastocisto (Figura 

1B). 
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Figura 1: Diagrama del flujo de trabajo del tratamiento de los embriones con quercetina. A. 

Tratamiento de los embriones durante largos periodos de tiempo. La parte superior de la 

imagen muestra cómo se obtuvieron los embriones por fecundación in vitro y luego se 

cultivaron hasta diferentes etapas de desarrollo. Los embriones en diferentes días de 

desarrollo fueron tratados hasta el estadio de blastocisto con diferentes concentraciones de 

quercetina, y luego se estudió el potencial de desarrollo (parte inferior). B. Tratamiento de los 

embriones por períodos cortos de tiempo. La parte superior de la imagen muestra la obtención 

de los embriones para los experimentos, por fecundación in vitro (lado izquierdo) o por 

extracción del útero en estado de mórula (lado derecho). La parte inferior de la imagen explica 

cómo se trataron los embriones con quercetina, o DMSO para el control, y qué parámetros se 

analizaron luego. 

 

 

 

Tinción nuclear 

Para contar el número total de células, se tiñeron blastocistos fijados al 4 % con 

praformaldehído (PFA) con 2 μg/ml de Hoechst 33342 (Eugene, OR, EE. UU.) y se examinaron 

los núcleos usando un microscopio confocal (Nikon Eclipse TE2000-U). El número se analizó 

utilizando el software Fiji Image-J (1.45q, Wayne Rasband, NIH, EE. UU.). 
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Ensayo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-

End Labeling)  

Las células apoptóticas en los embriones se detectaron usando el kit de detección de muerte 

celular in situ (TUNEL) de Roche (Mannheim, Alemania) usando el protocolo del fabricante y 

los núcleos se contrastaron con Hoechst 33342 como se describió anteriormente. Las 

imágenes de fluorescencia se tomaron utilizando el mismo microscopio confocal. 

 

Inmunofluorescencia de proteína HIF-1α 

La inmunodetección de HIF-1α se realizó incubando embriones fijados con una dilución 1:100 

del anticuerpo monoclonal HIF-1α (Novus Biologicals; NB100-105) y utilizando IgG 

(Inmunoglobulina G) de cabra anti-ratón conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(Novus Biologicals; NB720-F) a una dilución de 1:400 como anticuerpo secundario. Los núcleos 

se contrastaron de nuevo con Hoechst 33342 y los embriones se observaron en un 

microscopio de barrido láser confocal (Nikon Eclipse TE2000-U). Los embriones de control se 

procesaron como se describe anteriormente, pero se omitió el anticuerpo primario. La 

expresión de HIF1-α se analizó de forma cualitativa, para detectar posibles cambios en su 

expresión. 

 
Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software SPSS (SPSS Onc., Chicago, IL, EE. UU.), y 

un valor de p inferior a 0,05 se consideró estadísticamente significativo. Se utilizó ANOVA para 

comparar la proliferación de embriones, mientras que se realizó la prueba no paramétrica de 

Mann-Whitney-Wilcoxon para comparar la tasa de desarrollo y los resultados del ensayo de 

túnel. Los datos expresados como porcentajes se analizaron utilizando la prueba x². 
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2.2. Resultados 
 

Efecto de la quercetina en el potencial de desarrollo de embriones de 

ratón 

Para investigar el efecto de la quercetina (Quer) en el desarrollo embrionario, primero 

cultivamos con diferentes concentraciones de quercetina (50 µM, 10 µM, 5 µM y 1 µM) cigotos 

y embriones obtenidos in vitro en diferentes etapas de desarrollo hasta que alcanzaron la 

etapa de blastocisto. Como grupo de control se utilizaron cigotos y embriones cultivados en 

medio KSOM durante todo el desarrollo. Nuestros resultados muestran que, 

independientemente de la concentración de Quer, el porcentaje de embriones que llegaron a 

la etapa de blastocisto fue significativamente menor en comparación con el control (Tabla I). 

Embriones cultivados únicamente con el disolvente de la Quer, DMSO a una concentración de 

0,01 %, también se incluyeron en este experimento para analizar el efecto potencial del 

disolvente en los embriones y el potencial de desarrollo. En comparación con los embriones 

control, alrededor del 50 % de los embriones alcanzaron el estadio de blastocisto, un número 

muy superior al de los grupos de embriones tratados con Quer. Esta primera  observación 

indica un efecto negativo o tóxico de la Quer sobre el desarrollo embrionario que no puede 

atribuirse al disolvente. A pesar de estos resultados, el grupo Quer 10µM presentó el mayor 

número de embriones que se desarrollaron a blastocisto (Tabla I), por lo que decidimos utilizar 

esta concentración para los estudios posteriores que se muestran a continuación y tratar de 

contrarrestar este efecto tóxico de la quercetina. 
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Tabla I Desarrollo por fecundación in vitro de cigotos o embriones en diferentes estadios en presencia de quercetina, hasta el estadio de blastocisto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las diferencias entre los grupos se calcularon utilizando la prueba x².  

Quer: quercetina.  

Céls: células 

***p<0,001 frente al grupo control. 

 

 

 

 

 

 

  

Grupos % de zigotos/embriones que alcanzan la etapa de blastocisto 

  
Etapa 
Zigoto 

Blastocisto  
Etapa 
2céls 

Blastocisto  
Etapa  

6-8céls  
Blastocisto   

 Etapa  
Mórula 

Blastocisto 

Control 102 42(41,18%) 97 40(41,23%) 156 85(54,49%) 131 82(62,59%) 

Quer1µM 100 2(2%)*** 98 12(12,24%)*** 135 12(8,88%)*** 127 25(19,68%)***  

Quer5µM 96 2(2,08%)*** 97 2(2,06%)*** 118 8(6,78%)*** 125 20(16%)*** 

Quer10µM 101 2(1,98%)*** 97 2(2,06%)*** 123 11(8,94%)*** 117 28(23,93%)*** 

Quer50µM 103 9(8,74%)*** 97 1(1,03%)*** 120 7(5,83%)*** 116 24(20,69%)*** 
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Con base en los resultados anteriores que muestran un efecto perjudicial de la Quer cuando se 

usa por largos periodos de tiempo en los medios de cultivo, se cambió el enfoque de este 

trabajo. En lugar de estudiar el efecto que produce la Quer sobre el potencial de desarrollo 

cuando se usa a lo largo de todo el cultivo embrionario, decidimos estudiar sus efectos durante 

intervalos de tiempo cortos (2 h o 4 h) en embriones obtenidos directamente del útero en la 

etapa de mórula, un etapa crucial en la que los embriones parecen ser menos susceptibles al 

efecto negativo del tratamiento con Quer/DMSO (ver datos en la Tabla 1). Curiosamente, 

como se puede ver en la figura 2, en este caso, la Quer no mostró un efecto perjudicial sobre 

el potencial de desarrollo del embrión sino más bien beneficioso, con un número similar de 

embriones que alcanzaron la etapa de blastocisto que en los embriones de control o tratados 

con bajo O2. 
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Figura 2: Resultados del efecto del cultivo de quercetina durante 2 horas o 4 horas en el 

desarrollo preimplantacional de embriones obtenidos in utero en estado de mórula. Grupo 

IU KSOM: embriones obtenidos del útero en estadio de mórula y desarrollados a blastocisto en 

medio de cultivo convencional, n = 26. Grupo IU DMSO  2h: embriones obtenidos del útero en 

estadio de mórula y cultivados con DMSO durante 2 horas, n = 24. Grupo IU DMSO 4h: 

embriones obtenidos del útero en estadio de mórula y cultivados con DMSO durante 4 horas, 

n = 24. Grupo IU Quer 2 h: embriones obtenidos del útero en estadio de mórula y cultivados 

con quercetina durante 2 horas, n = 18. Grupo UI Quer 4h: embriones obtenidos del útero en 

estadio de mórula y cultivados con quercetina durante 4 horas, n = 24. Grupo IU O2 3 %: 

embriones obtenidos del útero en estadio de mórula y cultivados en bajo O2 concentraciones 

hasta el estadio de blastocisto, n = 15. Los datos se representan como la media ± la DE 

(desviación estándar). p> 0.05 para todos los análisis estadísticos. Prueba de Mann-Whitney-

Wilcoxon. 
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Por lo tanto, estudiamos más a fondo el efecto de la Quer en embriones obtenidos por 

fecundación in vitro, cultivados hasta la etapa de mórula en medio KSOM y luego tratados con 

Quer durante 2 o 4 h. Nuestros resultados indican que existen diferencias estadísticamente 

significativas en todos los grupos experimentales (Figura 3) a favor de los embriones cultivados 

con Quer, tanto de 2 como de 4 h. También se incluyeron para comparación embriones 

cultivados en baja concentración de oxígeno (grupo FIV O2 3 %), observándose que se 

comportan de manera similar a los desarrollados hasta mórula en el útero (grupo IU KSOM), y 

en todos los casos experimentales los embriones tenían una mayor potencial de desarrollo que 

los cultivados en medio KSOM convencional (grupo FIV KSOM). 
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Figura 3: Resultados del efecto del cultivo de quercetina durante 2 horas o 4 horas en el 

desarrollo preimplantacional de embriones obtenidos por fecundación in vitro y comparado 

con embriones obtenidos in utero. Grupo FIV KSOM: embriones obtenidos por FIV y 

desarrollados hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 18. Grupo 

FIV DMSO 2h: embriones obtenidos por FIV y cultivados con DMSO durante 2 horas en estadio 

de mórula, n = 20. FIV DMSO Grupo 4h: embriones obtenidos por FIV y cultivados con DMSO 

durante 4 horas en estadio de mórula, n = 16. FIV Quer Grupo 2h: embriones obtenidos por FIV 

y cultivados con quercetina durante 2 horas en estadio de mórula, n = 16. FIV Quer Grupo 4h: 

embriones obtenidos por FIV y cultivados con quercetina durante 4 horas en estadio de 

mórula, n = 20. Grupo FIV O2 3 %: embriones obtenidos por FIV y cultivados con bajas 

concentraciones de O2 desde mórula hasta estadio de blastocisto, n = 16. Grupo IU KSOM: 

embriones obtenidos del útero en estadio de mórula y desarrollados a blastocisto en medio de 

cultivo convencional, n = 26. Los datos se representan como la media ± la DE. a, p <0,01 frente 

al grupo FIV DMSO 2h; b, p <0,005 frente al grupo FIV DMSO 4h; y c, p <0,001 frente al grupo 

IU KSOM. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. 
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Efecto de la quercetina en el número total de células en estadio de 

blastocisto 

Una vez que confirmamos el efecto beneficioso de la Quer en el potencial de desarrollo de los 

embriones, examinamos si la Quer producía un aumento en la proliferación celular analizando 

el número total de células de los embriones que alcanzaron la etapa de blastocisto en nuestro 

conjunto de experimentos. Como se puede observar en la figura 4, los embriones 

desarrollados in utero hasta el estadio de mórula y tratados, ya sea por 2 o 4 h con Quer, 

presentaron un promedio mayor estadísticamente significativo de células en el estadio de 

blastocisto, y en el caso de los embriones tratados por 4h (grupo IU Quer 4h), su número total 

de células fue incluso mayor que el de los embriones cultivados en bajas concentraciones de 

O2 (grupo IU O2 3 %) (Figura 4B). También se realizó recuento celular en embriones obtenidos 

por FIV y expuestos a Quer en estadio de mórula (Figura 5). Los resultados muestran 

nuevamente que los embriones presentaron un mayor número de células totales en los grupos 

de Quer y bajo O2, mostrando diferencias estadísticamente significativas (Figura 5B), siendo el 

número de células totales similar al encontrado en embriones desarrollados en el útero hasta 

la etapa de mórula.  
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Figura 4: Resultados del número total de células en blastocistos obtenidos en el útero en la 

etapa de mórula. Grupo IU DMSO 2h: embriones obtenidos directamente del útero y 

cultivados con DMSO durante 2 horas en el estadio de mórula, n = 30. Grupo IU DMSO 4h: 

embriones obtenidos directamente del útero y cultivados con DMSO durante 4 horas en el 

estadio de mórula, n = 27. Grupo IU Quer 2h: embriones obtenidos directamente del útero y 

cultivados con quercetina durante 2 horas en estadio de mórula, n = 24. Grupo IU Quer 4h: 

embriones obtenidos directamente del útero y cultivados con quercetina durante 4 horas en la 

estadio de mórula, n = 30. Grupo IU O2 3 %: embriones obtenidos directamente del útero y 

cultivados con bajas concentraciones de oxígeno desde la mórula hasta la etapa de blastocisto, 

n = 24. (A) Imágenes representativas del número total de células, tomadas con un microscopio 

confocal Nikon Eclipse TE2000-U, de embriones de cada grupo. (B) Análisis del número total de 

células. Los datos se representan como la media ± la DE. a, p <0,001 IU DMSO 2 h frente a IU 

Quer 2 h; b, p<0,001 IU DMSO 4h frente a IU Quer 4h. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. 
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Figura 5: Resultados del número de células totales en blastocistos obtenidos por fecundación 

in vitro. Grupo FIV DMSO 2h: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con 

DMSO durante 2 horas en estadio de mórula, n = 33. Grupo FIV DMSO 4h: embriones 

obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con DMSO durante 4 horas en estadio de 

mórula, n = 27. Grupo FIV Quer 2h: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados 

con quercetina durante 2 horas en estadio de mórula, n = 35. Grupo FIV Quer 4h: embriones 

obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con quercetina durante 4 horas en estadio de 

mórula, n = 29. Grupo FIV O₂ 3 %: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados en 

bajas concentraciones de oxígeno desde la mórula hasta el estadio de blastocisto, n = 29. (A) 

Imágenes representativas del número total de células, tomadas con un microscopio confocal 

Nikon Eclipse TE2000-U, de embriones de cada grupo. (B) Análisis del número total de células. 

Los datos se representan como la media ± la DE. a, p <0,001 FIV DMSO 2h frente a FIV Quer 2h; 

b, p<0,001 grupo FIV DMSO 4h vs FIV Quer 4h, Anova, post-hoc Tukey. 

A 



 

 
108 

  

Efecto de la quercetina en el número de células apoptóticas en los 

blastocistos 

Probamos por Tunel el número de células apoptóticas en embriones desarrollados en el útero 

hasta la etapa de mórula y luego tratados con Quer por períodos cortos de tiempo. Los 

resultados muestran que un tratamiento de Quer durante 4 h reduce el número de células 

apoptóticas que se encuentran en los embriones, aunque las diferencias no son 

estadísticamente significativas. Además, las mórulas cultivadas en baja concentración de O2 

también presentaron un número inferior no estadísticamente significativo de células 

apoptóticas (Figura 6, Tabla II). 
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Figura 6: Imágenes representativas que ilustran la incidencia de muerte celular en embriones 

de ratón obtenidos en el útero. Los nucleos se tiñeron con Hoechst 33342 (azul). El ADN 

fragmentado se marcó utilizando el ensayo TUNEL (verde). Las imágenes combinadas 

representan la proporción de células TUNEL positivas (apoptóticas, fila central) con respecto al 

recuento total de células embrionarias (fila inferior). Grupo IU DMSO 2h: embriones obtenidos 

en el útero en el estadio de mórula y cultivados con DMSO durante 2 horas y desarrollados 

hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 25. Grupo IU DMSO 4h: 

embriones obtenidos en el útero en el estadio de mórula y cultivados con DMSO durante 4 

horas y desarrollados hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 25. 

Grupo IU Quer 2h: embriones obtenidos en el útero en el estadio de mórula y cultivados con 

quercetina durante 2 horas y desarrollados hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo 

convencional, n = 25. Grupo IU Quer 4h: embriones obtenidos in utero en estadio de mórula y 

cultivados con quercetina durante 4 horas y desarrollados hasta el estadio de blastocisto en 

medio de cultivo convencional, n = 25. Grupo IU O₂ 3 %: embriones obtenidos in utero y 

cultivados en bajo concentración de oxígeno desde la mórula hasta el estadio de blastocisto, n 

= 25. Ctrl: control positivo, que consistió en embriones obtenidos en el útero tratados con 

DNasa para inducir la apoptosis antes de la incubación con reactivos TUNEL. Barra de escala: 

50 µm. 
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Tabla II Número de células apoptóticas en embriones obtenidos en el útero de ratones hembra 

y tratados con quercetina o DMSO.  

Las diferencias entre los grupos se calcularon utilizando la prueba x².  

Quer: quercetina. 

 

 

Por otra parte, también se evaluó la muerte celular programada en embriones obtenidos por 

fecundación in vitro, que suelen presentar más apoptosis. Los resultados muestran que los 

embriones tratados con Quer durante 4 h (grupo FIV Quer 4h) presentaron menores tasas de 

apoptosis y mayor número de embriones sin células apoptóticas (Figura 7, Tabla III), aunque 

las diferencias no son estadísticamente significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TUNEL-núcleos positivos (%) 

Grupos 

Nº 

embriones 

0 célula 

apoptótica  

1 célula 

apoptótica 

2 células 

apoptóticas 

>  3 células 

apoptóticas 

IU DMSO 2h 25 20(80%) 3(12%) 2(8%) 0(0%) 

IU DMSO 4h 25 22(88%) 1(4%) 2(8%) 0(0%) 

IU Quer 2h   25 22(88%) 3(12%) 0(0%) 0(0%) 

IU Quer 4h   25 24(96%) 1(4%) 0(0%) 0(0%) 

IU O2 3%   25 23(92%) 2(8%) 0(0%) 0(0%) 
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Figura 7: Imágenes representativas que ilustran la incidencia de muerte celular en embriones 

de ratón obtenidos mediante fecundación in vitro. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342. 

El ADN fragmentado se marcó utilizando el ensayo TUNEL (verde). Las imágenes combinadas 

representan la proporción de células TUNEL positivas (apoptóticas, fila central) con respecto al 

recuento total de células embrionarias (fila inferior). Grupo FIV DMSO 2h: embriones 

obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con DMSO durante 2 horas en estadio de 

mórula, n = 25. Grupo FIV DMSO 4h: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados 

con DMSO durante 4 horas en estadio de mórula, n = 21. Grupo FIV Quer 2h: embriones 

obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con quercetina durante 2 horas en estadio de 

mórula, n = 25. Grupo FIV Quer 4h: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados 

con quercetina durante 4 horas en estadio de mórula, n = 23. Grupo FIV O2 3 %: embriones 

obtenidos por fecundación in vitro y cultivados en baja concentración de oxígeno desde el 

estadio de mórula hasta el estadio de blastocisto, n = 25. Grupo IU KSOM: embriones 

obtenidos en el útero en estadio de mórula y desarrollados al estadio de blastocisto en medio 

de cultivo convencional, n = 25. Ctrl: control positivo, que consistió en embriones obtenidos in 

vitro tratados con DNasa para inducir la apoptosis antes de la incubación con reactivos TUNEL. 

Barra de escala: 50 μm. 
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Tabla III Número de células apoptóticas en embriones obtenidos por fecundación in vitro y 

tratados con quercetina o DMSO.  

Las diferencias entre los grupos se calcularon utilizando la prueba x².  

Quer: quercetina.  

ᵃp<0,05, FIV Quer 4h vs FIV O2. 

 
 

Expresión de HIF-1α 

Se realizó inmunofluorescencia para estudiar la expresión de HIF-1α en embriones cultivados 

en diferentes condiciones, como se explicó anteriormente. Los resultados muestran que en 

embriones obtenidos in utero, la expresión de HIF-1α es similar en todos los grupos a pesar del 

tratamiento utilizado (Figura 8). Por otro lado, cuando estudiamos la expresión de proteínas 

en embriones obtenidos in vitro tratados con Quer, especialmente durante 4h, o en embriones 

cultivados en condiciones de bajo oxígeno (grupo FIV O2 3 %), se produce un aumento 

significativo en la expresión de HIF-1α (Figura 9) en comparación con embriones cultivados en 

condiciones convencionales, que muestran claramente una reducción en la expresión de HIF-

1α. Notablemente, la señal de fluorescencia observada en embriones tratados con Quer es 

similar a la observada en embriones desarrollados en el útero. Finalmente, debemos 

mencionar que también se puede observar una clara disminución en la expresión de HIF-1α en 

embriones cultivados solo con DMSO. 

 

TUNEL-núcleos positivos (%) 

Grupos 
Nº 
embriones 

0 célula 
apoptótica 

1  célula 
apoptótica 

2  células 
apoptóticas 

>  3  células 
apoptóticas 

FIV DMSO 2h 25 15(60%) 6(24%) 2(8%) 2(8%) 

FIV DMSO 4h 21 19(90,47%) 1(4,76%) 1(4,76%) 0(0%) 

FIV Quer 2h 25 20(80%) 4(16%) 0 (0%) 1(4%) 

FIV Quer 4h 23 22(95,26%) 1(4,35%) 0(0%) 0(0%) 

FIV O2 3% 25 19(76%)ᵃ 4(16%) 1(4%) 1(4%) 

IU KSOM 25 21(84%) 3(12%) 0(0%) 1(4%) 
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Figura 8: Análisis de inmunofluorescencia de la expresión de la proteína HIF-1α en embriones 

de ratón obtenidos en el útero. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342 (azul). La expresión 

de HIF-1α se marcó usando FITC (verde). Grupo IU DMSO 2h: embriones desarrollados in utero 

hasta el estadio de mórula y cultivados con DMSO durante 2 horas y cultivados hasta el estadio 

de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 25. Grupo IU DMSO 4h: embriones 

desarrollados in utero hasta el estadio de mórula y cultivados con DMSO durante 4 horas, 

luego cultivados hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 25. 

Grupo IU Quer 2h: embriones desarrollados en el útero hasta el estadio de mórula y cultivados 

con quercetina durante 2 horas, luego se desarrollaron hasta el estadio de blastocisto en 

medio de cultivo convencional, n = 25. Grupo IU Quer 4h: embriones desarrollados in utero 

hasta el estadio de mórula y cultivados con quercetina durante 4 horas, luego desarrollados 

hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 25. Grupo IU O2 3 %: 

embriones desarrollados in utero hasta el estadio de mórula y cultivados en baja 

concentración de oxígeno hasta blastocisto, n = 25. Ctrl: control negativo, que consistió en 

embriones desarrollados in utero de los que se omitió el anticuerpo primario. Barra de escala: 

50 μm (micrómetro). 
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Figura 9: Análisis de inmunofluorescencia de la expresión de la proteína HIF-1α en embriones 

de ratón obtenidos in vitro. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33342 (azul). La expresión de 

HIF-1α se marcó usando FITC (verde). Grupo FIV DMSO 2h: embriones obtenidos por 

fecundación in vitro y cultivados con DMSO durante 2 horas en estadio de mórula, n = 25. 

Grupo FIV DMSO 4h: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con DMSO 

durante 4 horas en estadio de mórula, n = 21. Grupo FIV Quer 2h: embriones obtenidos por 

fecundación in vitro y cultivados con quercetina durante 2 horas en estadio de mórula, n = 25. 

Grupo FIV Quer 4h: embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con quercetina 

durante 4 horas en estadio de mórula, n = 23. Grupo FIV O2 3 %: embriones obtenidos por 

fecundación in vitro y cultivados en baja concentración de oxígeno desde la mórula hasta el 

estadio de blastocisto, n = 25. Grupo IU KSOM: embriones obtenidos in utero en el estadio de 

mórula y desarrollados hasta el estadio de blastocisto en medio de cultivo convencional, n = 

25. Ctrl: control negativo, que consistió en embriones obtenidos por FIV de los que se omitió el 

anticuerpo primario. Barra de escala: 50 μm. 
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3. CAPÍTULO III: Efecto de la adición de 4-

Hidroxiestradiol y quercetina en medios de cultivo sobre 
los niveles de especies reactivas de oxígeno y expresión 
génica en blastocistos de ratón. 

 
3.1. Materiales y métodos  

 
Animales 

Se utilizaron ratones hembras híbridas B6D2F1/J (C57BL/6JOlaHsd x DBA/2OlaHsd, Envigo 

RMS, Holanda) como donantes de ovocitos y embriones, y ratones machos híbridos B6D2F1/J 

como donantes de semen. Todos los ratones tenían entre 8 y 12 semanas de edad. Los 

animales se alojaron en el animalario del Centro de Cirugía de Mínima Invasiva Jesús Usón 

(certificado por ES100370001499) en condiciones controladas, 12 h luz: 12 h oscuridad, 20-25 

ºC de temperatura y 40-70 % de humedad relativa, con comida y agua ad libitum. Todos los 

experimentos fueron aprobados por el Comité Ético de la Universidad de Extremadura según el 

RD 53/2013, de 1 de febrero, y todos los procedimientos siguieron los principios rectores de la 

investigación con animales de acuerdo con la Guía de cuidados del Instituto de Investigación 

con Animales de Laboratorio (ILAR) y Uso de Animales de Laboratorio, y el Reglamento Español 

(RD1201/2005). 

Recolección de embriones in utero y embriones obtenidos por 

fecundación in vitro  

Embriones desarrollados en condiciones fisiológicas: ratones hembras adultas fueron 

estimuladas con 8 UI de eCG (gonadotropina coriónica equina; Syncrostim, CEVA Salud Animal, 

S.A. Barcelona, España) y 48 horas después, con 8 UI de hCG (gonadotropina coriónica 

humana; Veterin Corion, Divasa Farmavic, S.A. Barcelona, España). Las hembras se aparearon 

con machos fértiles de la misma edad y raza para inducir el embarazo (1♂:1♀) durante la 

noche. El embarazo se confirmó mediante la visualización del tapón vaginal en el día 1 del 

desarrollo del embrión. Las hembras se sacrificaron 72 h y 96 h después de la inyección de hCG 

por dislocación cervical y los embriones en desarrollo se recuperaron en medio optimizado de 

potasio simplex (KSOM; Merck-Millipore, Madrid, España) después de lavar el útero con medio 

M2 (Sigma-Aldrich, Barcelona, España). 
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Embriones obtenidos por fecundación in vitro (FIV): Se estimularon ratones hembras adultas 

con 8 UI de eCG y 48 horas después, con 8 UI de hCG. Para realizar la FIV, los ratones machos 

fueron sacrificados por dislocación cervical y se obtuvo esperma del epidídimo caudal y luego 

se incubó en medio HTF (fluido tubárico humano) para permitir la capacitación. Los ovocitos 

maduros se recuperaron de la ampolla del oviducto y se colocaron en medio HTF de hembras 

sacrificadas por dislocación cervical 12 h después de la inyección de hCG. La inseminación se 

realizó con espermatozoides capacitados (3x106) en 600 μl de medio HTF que contenía los 

ovocitos. Los ovocitos fertilizados se lavaron y cultivaron en medio KSOM hasta que se 

necesitaron para los experimentos (Resumen gráfico de los experimentos).  

 

 

 

 

 

 



 

 
119 

  

 

 

Resumen gráfico: Diagrama del flujo de trabajo del tratamiento de los embriones con 

quercetina y 4-OHE2. Tratamiento de los embriones durante 4 h con quercetina y 24 h con 4-

OHE2. La parte superior de la imagen muestra la obtención de los embriones para los 

experimentos, por fecundación in vitro (lado izquierdo) o por extracción del útero en estado de 

mórula (lado derecho). La parte inferior de la imagen explica cómo se trataron los embriones 

con quercetina, o 4-OHE2 y qué parámetros se analizaron luego. 

 

 

Tratamiento de peróxido de hidrógeno 

Se seleccionaron embriones en etapa de mórula para los experimentos. Este experimento se 

realizó tanto en embriones obtenidos por FIV (grupos FIV) como en embriones desarrollados in 

utero (IU) hasta el estadio de mórula (grupos IU). Para determinar el daño oxidativo, las 

mórulas se expusieron durante 15 min a una concentración de peróxido de hidrógeno (H₂O₂) al 

5 % (Sigma-Aldrich, Barcelona, España) diluido en KSOM, con el fin de inducir el daño 
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oxidativo. Luego, las mórulas se dividieron en diferentes grupos de tratamiento. Por un lado, 

estos embriones tratados con H₂O₂ fueron luego cultivados en medio KSOM hasta el estadio de 

blastocisto (grupo FIV/IU KSOM + H2O2). Otro grupo de embriones se cultivó con quercetina 

(Quer) durante 4 h y luego en medio KSOM hasta el estadio de blastocisto (grupo FIV/IU Quer 

+ H2O2). Para el 4-OHE2, las mórulas se cultivaron durante 24 h hasta el estadio de blastocisto 

(grupo FIV/UI 4-OHE2 + H2O2). Como grupos control, se utilizaron e incluyeron en los resultados 

embriones cultivados en medios KSOM, tanto a concentración atmosférica (grupo FVI/IU 

KSOM) como a baja concentración de O2 (FIV/IU O2 3 %). Finalmente, estos embriones se 

utilizaron para estudiar los niveles de especies reactivas de oxígeno (ERO). 

Estudio de niveles de especies reactivas de oxígeno  

Para analizar el estrés oxidativo (EO) se utilizó el reactivo CellRox Green (Sigma-Aldrich, 

Barcelona, España) en células vivas. Después de tratar los embriones con H2O2, cada grupo de 

embriones descrito anteriormente se tiñó con CellRox durante 30 min a 37 ºC. A continuación, 

los embriones se lavaron con PBS 1x + PVP (Solución salina tamponada con fosfato; Sigma-

Aldrich, Barcelona, España; Polivinil polividona; Sigma-Aldrich, Barcelona, España). Se fijaron 

con paraformaldehído (PFA) al 4 % durante 15 min a temperatura ambiente y se lavaron 

nuevamente con PBS 1x + PVP. Los embriones se tiñeron con Hoechst 3334 durante 10-15 min 

a 37 ºC y se lavaron en PBS 1x + PVP. Finalmente, los embriones se montaron en un 

portaobjetos. Las imágenes de fluorescencia se tomaron utilizando un microscopio confocal 

(Nikon Eclipse TE2000-U), equipado con un láser de 488 nm (canal verde) y se analizaron los 

niveles de ERO. 

Tratamiento Quercetina y 4-Hidroxiestradiol, y cultivo de baja 

concentración de oxígeno 

Para estudiar la expresión de diferentes genes se utilizaron diferentes grupos de embriones 

obtenidos por FIV, los cuales fueron tratados con diferentes moléculas o compuestos que se 

añadieron al medio de cultivo en el estadio de mórula. El primer grupo de embriones se trató 

con Quer (Sigma-Aldrich, Barcelona, España) diluido en DMSO (0,01 %) (Sigma-Aldrich, 

Barcelona, España) a una concentración de 10 μM (FIV Quer). Se añadió Quer al medio de 

cultivo durante 4 h y luego los embriones se transfirieron a medio KSOM y se cultivaron hasta 

el estadio de blastocisto. El segundo grupo de embriones se trató con 4-OHE2 (Sigma-Aldrich, 

Barcelona, España) a una concentración de 0,1 mg/ml durante 24 h, hasta el estadio de 

blastocisto (FIV 4-OHE2). Otro grupo de embriones se cultivó  al 3 % O2 desde la mórula hasta 
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el estadio de blastocisto (FIV O2 3 %). El control de este experimento fue otro grupo de 

embriones cultivados en medio KSOM durante todo el desarrollo (FIV KSOM). Adicionalmente, 

se incluyeron en este experimento embriones desarrollados IU hasta la etapa de mórula y 

luego cultivados en medio KSOM (IU KSOM), para tener una idea de los efectos del cultivo in 

vitro en los embriones. Una vez en la etapa de blastocisto, los embriones se utilizaron para la 

extracción de ARN y el análisis de la expresión génica de varios genes. 

Extracción de ARN 

El ARN total se extrajo de grupos de 40 a 50 blastocistos expandidos por tratamiento, usando 

Tri Reagent (Sigma-Aldrich) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los blastocistos 

congelados se descongelaron, se agitaron en vórtex durante 20 segundos y se dejaron a 

temperatura ambiente durante 5 min. Se añadió cloroformo (Sigma-Aldrich) a los embriones, 

las muestras se agitaron vigorosamente y luego se incubaron a temperatura ambiente durante 

15 min. Las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 min a 4 ºC y se eliminó la fase 

acuosa superior. Se añadió isopropanol (Sigma-Aldrich) y el ARN se precipitó mediante 

incubación durante la noche a -80 ºC, seguido de centrifugación a 13 000 rpm (revoluciones 

por minuto) durante 30 min a 4 ºC. Los sedimentos de ARN se lavaron con etanol al 70 %, se 

secaron al aire y se volvieron a disolver en 10 ml de agua estéril. La solución de ARN se 

mantuvo congelada a -80 ºC hasta que todas las muestras estuvieron listas para la 

transcripción inversa. 

Análisis de transcripción inversa y expresión génica por qPCR 

El ensayo de transcripción inversa se llevó a cabo utilizando un kit de transcriptoma completo 

QuantiTect (207.043; Qiagen, Hilden, Alemania). Los niveles de expresión génica de (i) Hif-1α, 

(ii) Egf, (iii) genes diana de HIF: Glut-1 Glut-3, Cox-2 y Vegf, y (iii) el gen Prdx-5 (enzima 

antioxidante), se analizaron cuantitativamente en tiempo real por la reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-qPCR) realizado en un Applied Biosystems 7300 (Applied Biosystems) con el kit 

Sensi-Mix SYBR® Hi-ROX (Bioline, Reagents Ltd., EE. UU.). El programa de amplificación fue el 

siguiente: 95 ºC por 10 min; 40 ciclos de 95 ºC por 10 segundos y 60 ºC por 30 segundos; curva 

de fusión de 65 a 95 ºC. Se calculó un umbral de ciclo (Ct) para cada muestra utilizando el 

software GeneAmp 7300. Las secuencias de los cebadores se enumeran en la Tabla I. Se usó el 

método Ct comparativo para la cuantificación de los niveles de expresión de ARNm usando la 

eficiencia de amplificación de cada gen. Todos los resultados se normalizaron a un gen de 

referencia (β-actina). 
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Tabla I Lista de secuencias de cebadores utilizadas para el experimento de RT-qPCR. Hif-1α: 

factor 1α inducible por hipoxia; Egf: factor de crecimiento epidérmico; Glut-1: transportador 

de glucosa 1; Glut-3: transportador de glucosa 3; Vegf: factor de crecimiento del endotelio 

vascular; Cox-2: ciclooxigenasa 2; Prdx-5: peroxirredoxina 5; Se usó β-actina como control. 

 
Primer Genes Secuencias (5´-> 3´) 

 

Hif-1α Forward: ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG 
Reverse: ACTGTTAGGCTCAGGTGAACT 

Egf Forward: CCAGTTGCTACCCTGACTGG 
Reverse: GAAGGGCTCACTCGATCCTG 

Vegf Forward: CTGCCGTCCGATTGAGACC 
Reverse: CCCCTCCTTGTACCACTGTC 

Glut-1 Forward: CCAGCTGGGAATCGTGTT 
Reverse: CAAGTCTGCATTGCCCATGAT 

Glut-3 Forward: ATGGGGACAACGAAGGTGAC 
Reverse: GTCTCAGGTGCATTGATGACTC 

Cox-2 Forward: CCAACCTCTCCTACTACACCAGGG 
Reverse: ACACCTCTCCACCAATGACCTGAT 

Prdx-5 Forward: CGGAAAGAAGCAGGTTGGGA 
Reverse: CATCTGGCTCCACGTTCAGT 

β-Actin Forward: ACGGCCAGGTCATCACTATTG 
Reverse: CAAGAAGGAAGGCTGGAAAAGA 

 

 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software SPSS (SPSS Onc., Chicago, IL, EE. UU.), y 

un valor de p inferior a 0,05 se consideró estadísticamente significativo. Después de la 

transformación logarítmica, se utilizó la prueba de Kolgomorov-Smirnov para la prueba de 

normalidad. La comparación de ERO se estudió mediante la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney-Wilcoxon. Las diferencias en la expresión génica se analizaron mediante la prueba t 

de Student después de la transformación logarítmica. 

 

 

 



 

 
123 

  

3.2. Resultados 
 
Efecto de diferentes tratamientos en los niveles de especies reactivas de 

oxígeno  

Efecto de quercetina (Quer) y 4-hidroxiestradiol (4-OHE2) en los niveles de especies reactivas 

de oxígeno (ERO) en embriones obtenidos por fecundación in vitro (FIV). Cuando estudiamos el 

efecto de los diferentes tratamientos en los niveles de ERO, los resultados muestran que, en 

comparación con los embriones control cultivados en medios KSOM (grupo FIV KSOM), la 

adición de H2O2 a los embriones provocó un aumento significativo en los niveles de ERO 

(grupos FIV KSOM + H2O2, FIV DMSO + H2O2, FIV Quer + H2O2 y FIV 4-OHE2 + H2O2) (Figura 1B), 

y por lo tanto en la fluorescencia detectada (Figura 1A). Como era de esperar, los embriones 

cultivados en baja concentración de O2 (grupo FIV O2 3 %) presentaron niveles más bajos de 

ERO (p<0,05). En cuanto a los tratamientos empleados, cuando ERO es inducido por H2O2, la 

Quer parece tener un efecto más protector para los embriones (grupo FIV Quer + H2O2), 

reduciendo los niveles de ERO a los observados en embriones cultivados en medio KSOM. Sin 

embargo, no se observaron diferencias entre los grupos FIV KSOM + H2O2 y FIV 4-OHE2 + H2O2 

(Figura 1A, B), lo que sugiere un menor efecto de 4-OHE2 para proteger a los embriones contra 

ERO. 
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Figura 1: Cuantificación de los niveles de ERO en blastocistos obtenidos por FIV expuestos a 

diferentes tratamientos: (A) Representación de los niveles de ERO en blastocistos tratados con 

Quer y 4-OHE2. La ERO intracelular se midió con la sonda CellRox (verde). Barra, 50 μm 

(micrómetro). (B) Cuantificación relativa de la intensidad de fluorescencia de ERO en 

blastocistos. Grupo KSOM de FIV: n = 28; grupo FIV O2 3 %: n = 28; FIV KSOM + grupo H2O2: n = 

30; FIV Quer + grupo H2O2: n = 28; Grupo FIV 4-OHE2 + H2O2: n = 30. Los datos se representan 

como la media ± la DE (desviación estándar). a), p <0,05 para el grupo FIV O2 3 % frente al 

grupo FIV KSOM; b) p <0,001 para los grupos FIV KSOM + H2O2, FIV 4-OHE2 + H2O2 frente al 

grupo FIV KSOM. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. 
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Efecto de Quer y 4-OHE2 en los niveles de ERO en embriones desarrollados IU 

El efecto de Quer y 4-OHE2 en los niveles de ERO se llevó a cabo en embriones desarrollados 

por IU de la misma forma que para los embriones obtenidos por FIV, y se estudió analizando la 

intensidad de la fluorescencia emitida por los blastocistos tratados (Figura 2A). Los resultados 

demuestran que, en comparación con el grupo de control de IU KSOM, en los embriones 

tratados con H2O2 los niveles de ERO fueron estadísticamente más altos (grupo IU O2 al 3 %, 

grupo IU KSOM + H2O2, grupo IU Quer + H2O2 y grupo IU 4-OHE2 + H2O2) (p<0,001). ) (Figura. 2, 

B). Como se vio anteriormente en embriones obtenidos por FIV, los embriones cultivados en 

baja concentración de O2 presentaron niveles más bajos de ERO (p<0,001) y, por lo tanto, una 

intensidad de fluorescencia más baja en comparación con todos los grupos experimentales. En 

los grupos tratados con H2O2, solo aquellos embriones tratados con Quer durante 4 h 

presentaron niveles reducidos de ERO, de forma significativa (grupo IU Quer + H2O2) (p<0,001), 

el resto de embriones presentaron niveles de ERO mucho más elevados. Como se vio 

anteriormente para el 4-OHE2, esta molécula no tuvo un efecto protector contra el H2O2 esta 

vez (grupo IU 4-OHE2 + H2O2) (Figura 2A, B). 
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Figura 2: Cuantificación de los niveles de ERO en blastocistos desarrollados IU y expuestos a 

diferentes tratamientos: (A) Representación de los niveles de ERO en mórulas tratadas con 

Quer y 4-OHE2. La ERO intracelular se midió con la sonda CellRox (verde). Barra, 50 μm. (B) 

Cuantificación relativa de la intensidad de fluorescencia de ERO en blastocistos. Grupo IU 

KSOM: n = 30; grupo IU O2 3 %: n = 30; grupo IU KSOM + H2O2: n = 30; grupo IU Quer + H2O2: n 

= 30; grupo IU 4-OHE2 + H2O2: n = 30. Los datos se representan como la media ± la DE. a) p < 

0.01 para el grupo IU Quer + H2O2 frente al grupo IU KSOM; b) p < 0.001 para los grupos IU 

KSOM + H2O2, IU Quer + H2O2, IU 4-OHE2 + H2O2 frente al grupo IU KSOM. Prueba de Mann-

Whitney-Wilcoxon. 
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Expresión génica en blastocistos obtenidos por FIV 

En comparación con los embriones desarrollados por IU, el análisis de los niveles de expresión 

génica en blastocistos obtenidos por FIV mostró que el cultivo in vitro provoca una disminución 

en la expresión de todos los genes analizados. No obstante, cuando los embriones son tratados 

con Quer, la expresión de Hif-1α, Cox-2, Vegf, Prdx-5, Glut-3 y Egf aumentó significativamente, 

y en el caso de Glut-1 también aumentó la expresión pero no de forma estadísticamente 

significativa (Figura 3, Figura 4). En el caso de los embriones cultivados con 4-OHE2, la 

expresión de genes relacionados con la hipoxia (Figura 3), a excepción de Cox-2 que estaba 

disminuida, también aumentó significativamente en comparación con los embriones control 

cultivados en medio KSOM, aunque no tanto como en el caso de Quer. Curiosamente, en el 

caso de los genes Egf y Vegf, el 4-OHE2 produjo un aumento muy significativo en la expresión 

de estos genes (Figura 4). En embriones cultivados a baja concentración de O2, la expresión 

génica aumentó significativamente a niveles muy similares a los observados en embriones 

desarrollados IU (grupo IU KSOM), observándose resultados mucho mejores que cuando se 

cultivaron in vitro en condiciones atmosféricas (Figura 3, Figura 4) . 
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Figura 3. Niveles de transcripción de genes relacionados con la hipoxia (Hif-1α, Cox-2, Prdx-5, 

Glut-1, Glut-3) en embriones obtenidos por FIV y en embriones desarrollados por IU. Los 

resultados analizados por RT-qPCR se representan como la media ± DE, calculada por el 

método ΔΔCt, normalizada a β-actina. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,0001 frente al grupo FIV 

KSOM. 
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Figura 4. Niveles de transcripción de los genes Egf y Vegf en embriones obtenidos por FIV y 

en embriones desarrollados por IU. Los resultados analizados por RT-qPCR se representan 

como la media ± DE, calculada por el método ΔΔCt, normalizada a β-actina. *p <0,05, **p 

<0,01, ***p <0,0001 frente al grupo FIV KSOM. 
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DISCUSIÓN 

 
El potencial de desarrollo de los embriones obtenidos por FIV, así como su calidad y viabilidad, 

depende entre otras cosas de la composición del medio de cultivo en el que se desarrollan 

(Paternot y cols., 2010). Un cultivo no óptimo puede suponer un fallo en la fecundación de los 

gametos y un desarrollo inadecuado de los embriones, que no llegan al estadio de blastocisto 

o no logran implantarse en el útero por su mala calidad. Por lo tanto, las condiciones de cultivo 

del embrión son cruciales para el resultado de las TRA y tienen un impacto en el desarrollo 

embrionario antes y después de la implantación, y probablemente en la salud del futuro recién 

nacido en todas las especies animales (Mantikou y cols., 2013a; Chronopoulou y Harper, 2014). 

De ahí, que aumentar el potencial de desarrollo in vitro de embriones precoces mediante la 

suplementación del medio de cultivo haya sido de gran interés para muchos investigadores y 

en consecuencia, se hayan llevado a cabo varios trabajos en los que se ha enriquecido el medio 

de cultivo con multitud de compuestos que mejoran la calidad de los embriones obtenidos por 

FIV (Zander-Fox y Lane, 2014; Yao y Asayama, 2016; Sunde y cols., 2016; Tao y cols., 2022; 

Saugandhika y cols., 2022).  

 

Por ello, el principal reto del cultivo de embriones in vitro es recrear en la medida de lo posible 

las condiciones dadas in vivo, tanto en el proceso de fecundación como durante el desarrollo 

embrionario. Hay muchos factores que necesitan ser controlados durante el desarrollo in vitro 

de los embriones. Entre estos, se encuentra la exposición a la luz visible, la composición de los 

medios de cultivo, la temperatura, el pH, la concentración de O2, la centrifugación durante la 

preparación de los espermatozoides, las técnicas de TRA que involucran el manejo de 

gametos/embriones y los métodos de criopreservación (Agarwal y cols., 2006). Estos factores 

aumentan el EO y como consecuencia dan tratamientos reproductivos subóptimos. Los 

resultados obtenidos en los procesos de fecundación in vitro pueden diferir mucho entre 

laboratorios y parte de esta variación puede estar relacionada con diferencias en la 

composición de los medios de cultivo utilizados (Ma y cols., 2017). Por todo esto, el estudio y 

desarrollo de medios más apropiados para el cultivo de embriones desarrollados in vitro ha 

sido de gran interés últimamente.  

 

En el presente trabajo hemos analizado los efectos que tiene la suplementación de los medios 

de cultivo con 4-OHE2 y Quer por separado en la calidad del embrión, implantación, efectos 
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sobre ERO y en la expresión de EGF, la enzima antioxidante Prdx-5, la proteína HIF-1α y otros 

genes inducidos por hipoxia e implicados en estos procesos. 

 

Actualmente, es bien sabido que la capacidad de implantación de los embriones está 

relacionada con la calidad del embrión durante la etapa de blastocisto (Huisman y cols., 2000). 

La morfología y algunas otras características del embrión en desarrollo, desde el cigoto hasta el 

momento de la implantación, se correlacionan con el éxito del embarazo en modelos de FIV, 

tanto en animales como en humanos (Niakan y cols., 2012). Características adicionales, como 

la producción de metabolitos, el consumo de O2, la morfocinética o la información genética del 

embrión, se utilizan para determinar información sobre la capacidad del embrión transferible 

para implantarse con éxito en la pared uterina. Sin embargo, incluso los blastocistos 

completamente desarrollados con las mejores características pueden no implantarse debido a 

factores desconocidos incluso cuando las condiciones del endometrio parecen ser correctas en 

términos clínicos y condiciones moleculares. Por lo que, entre otros factores, este fallo en la 

implantación podría ser asociado a condiciones de cultivo inadecuadas y desarrollo 

embrionario subóptimo (Das y Holzer, 2012; Timeva y cols., 2014). 

 

Por el contrario, está demostrado que los llamados embriones inactivos o detenidos de ciertas 

especies, que poseen buena morfología en la etapa de blastocisto, no se implantan a menos 

que hayan sido previamente activados. Esta situación se da naturalmente después de que se 

cumplan algunas condiciones ambientales y fisiológicas en una amplia variedad de especies, 

pero también se puede producir en roedores durante la lactancia, o puede ser inducida 

experimentalmente al privar a la madre de la fuente natural de estrógeno (Zhang y cols., 

2013). Estos embriones con implantación retrasada pueden reactivarse y reanudar la 

implantación cuando las condiciones sean favorables o se restablece la fuente de estrógenos 

(Ptak y cols., 2012). Usando el modelo de ratón de implantación retardada, se ha informado 

que los catecolestrógenos son esenciales para reactivar el blastocistos para la implantación de 

embriones, haciéndolos competentes para interactuar con el epitelio uterino para la 

implantación (Wang y Dey, 2006). 

 

Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos por los cuales los estrógenos y sus 

metabolitos inician el proceso de implantación. Se sugirió que si bien el E2 es necesario para 

preparar el útero para que se encuentre en un estado receptivo junto con la P4, el 4-OHE2, uno 

de sus metabolitos producido en el útero, media la activación del embrión a través de las 
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prostaglandinas. La Prostaglandina E2 (PGE2)  estimula la producción de adenosín monofosfato 

cíclico (AMPc), que a su vez, induce la activación de proteína quinasa A (Hughes y cols., 1997), 

y permite que los embriones inactivos interactúen con los factores de crecimiento maternos 

(Paria y cols., 1998b). 

 

Por otro lado, algunos investigadores han sugerido que ciertas limitaciones demostradas por 

los embriones desarrollados in vitro, incluida la imposibilidad de implantar correctamente, 

podría atribuirse a la ausencia de factores de crecimiento que normalmente se secretan en 

condiciones fisiológicas en el tracto reproductivo (Rizos y cols., 2002; Lonergan, 2007), y/o la 

dilución de los factores de crecimiento liberados por los embriones en el medio de cultivo 

(Paria y Dey, 1990b). Desde esta perspectiva, se ha informado que la calidad de los embriones 

obtenidos in vitro está disminuida en comparación con los embriones desarrollados en el útero 

(Mahdavinezhad y cols., 2019). Además, el metabolismo del embrión es supuestamente 

deprimido durante el cultivo in vitro (Wrenzycki y cols., 1999), y se ha observado 

frecuentemente que las condiciones de cultivo subóptimas disminuyen el número final de 

células embrionarias. 

 

Algunos estudios han demostrado los efectos beneficiosos de agregar EGF al medio de cultivo 

sobre la síntesis de proteínas, el número de células y procesos de eclosión (Richter, 2008; 

Ahumada y cols., 2013). Estudios recientes han documentado que el EGF añadido al medio de 

cultivo del embrión disminuye la tasa de apoptosis de los blastocistos cultivados in vitro (Wolff 

y cols., 2007; Ahumada y cols., 2013). En nuestro trabajo, nosotros observamos resultados 

similares para embriones desarrollados en cultivo enriquecido con 4-OHE2. Además, nuestros 

resultados revelaron que embriones obtenidos mediante cultivo in vitro suplementados con 4-

OHE2 mostraron un aumento tanto en el metabolismo como en el recuento total de células, 

con una incidencia más baja de muerte celular en comparación con los embriones de FIV 

cultivados en ausencia de 4-OHE2. La ruptura de la zona pelúcida y la posterior eclosión del 

embrión son fundamentales para que se produzca la implantación con éxito (Teklenburg y 

Macklon, 2009).  

 

Recientemente, ha sido propuesto que los efectos del EGF en la aceleración de la progresión 

de la mórula a blastocisto completamente expandido aumenta los efectos de expansión 

natural del blastocisto sobre la zona pelúcida, lo que podría potenciar su capacidad de 

implantación (Fang y cols., 2010). En nuestro trabajo, observamos que en presencia de 4-OHE2, 
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el cultivo de embriones obtenidos in vitro indujo una aumento estadísticamente significativo 

en el diámetro del blastocisto y una disminución en el espesor de la zona pelúcida (aunque se 

siguen observando diferencias en comparación con los embriones en el útero), lo que 

aumentaría el  potencial de implantación de los embriones. Por lo tanto, podemos concluir que 

suplementación con 4-OHE2 de medios de cultivo de los embriones obtenidos in vitro, desde la 

mórula hasta la etapa de blastocisto, mejora la calidad del embrión y su desarrollo. 

 

También se ha establecido que los embriones obtenidos in vitro demuestran una calidad y un 

potencial de implantación inferiores a los desarrollados en condiciones fisiológicas, situación 

que podría atribuirse, al menos en parte, a una capacidad reducida de los embriones para 

interactuar con el EGF (Scheil y cols., 2010; Das y Holzer, 2012). Para ver si los efectos 

beneficiosos de la administración exógena 4-OHE2 en los embriones están relacionados con 

una mayor capacidad para interactuar con EGF, estudiamos la capacidad de unión de EGF in 

útero (IU) e in vitro en los embriones obtenidos en ambos procesos. Sorprendentemente, en 

nuestra investigación observamos una disminución significativa en la capacidad de los 

blastocistos para interactuar con EGF cuando enriquecemos  los medios de cultivo desde el 

comienzo del desarrollo in vitro (desde la fecundación hasta la etapa de PN). No obstante, 

nuestros resultados muestran que cuando la suplementación se lleva a cabo desde el estado 

de mórula hasta el de blastocisto, los embriones demostraron un aumento estadísticamente 

significativo en su capacidad final para unir EGF en comparación con los embriones 

completamente desarrollados in vitro y cultivados en un medio convencional, destacando la 

importancia de las condiciones ambientales en la transición de mórula a blastocisto para el 

potencial del embrión para interactuar con el EGF. Los resultados confirmaron que el entorno 

endocrino en el que el desarrollo del embrión se lleva a cabo en  cultivo in vitro podría afectar 

decisivamente el destino del embrión, en el cual, los niveles de catecolestrógenos son 

perjudiciales en las primeras etapas de la escisión, pero beneficiosos en la transición de la 

mórula a blastocisto (Lattanzi y cols., 2003). Esta situación podría explicarse a nivel fisiológico 

si los niveles elevados de metabolitos E2, incluido el 4-OHE2, al ser detectados por el embrión 

en etapas tempranas, se interpretaron como una señal que indica un endometrio post-

receptivo, lo que impide un mayor desarrollo. 

 

Finalmente, quisimos verificar si estos efectos ventajosos de 4-OHE2 podrían traducirse en una 

mejora en la implantación. En consecuencia, probamos si los efectos de 4-OHE2 en embriones 

obtenidos in vitro se reflejaron en la capacidad del embrión para adherirse a células 
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endometriales, utilizando un modelo de implantación in vitro, consistente en un cocultivo de 

embriones con células endometriales, nuestros resultados demostraron que los embriones 

cultivados en presencia de 4-OHE2 durante las últimas etapas del desarrollo previo a la 

implantación mostraron un aumento significativo en su adherencia a las células endometriales 

en comparación con embriones cultivados durante el mismo período en ausencia de 4-OHE2. 

Sin embargo, la capacidad adhesiva de los embriones tratados no alcanzó el potencial 

demostrado por los embriones obtenidos en el útero. Además, los efectos beneficiosos del 

cultivo enriquecido se restringen a las últimas etapas del desarrollo preimplantacional, 

precisamente durante el aumento fisiológico de catecolestrógenos y cuando se abre la ventana 

de implantación (Paria y cols., 1993, 1998a). Además, algunos embriones expuestos a 4-OHE2, 

antes de la primera división, demostraron una disminución significativa en su potencial para 

unirse a células endometriales en estadio de blastocisto. 

 

En nuestro estudio, también intentamos evaluar el potencial de 4-OHE2 para mejorar las tasas 

de implantación de embriones obtenidos in vitro utilizando un modelo de trasplante in vivo. 

Aquí, los embriones fueron cultivados en diferentes condiciones experimentales y luego 

transferidos a ratonas ICR receptoras, pasados 15 días de la trasferencia embrionaria y tras la 

comprobación del embarazo, se sacrificó a los ratones y se observó su útero y placenta para 

determinar la tasa de implantación, el aborto espontáneo y el desarrollo del embrión. Cabe 

destacar que la calidad de la técnica de transferencia afecta a la tasa de embarazo y puede ser 

responsable de hasta el 30 % de los fallos de implantación (Cohen, 1998). Nuestros resultados 

confirmaron que los embriones obtenidos in vitro mostraron un menor potencial de 

implantación y mayor tasa de aborto espontáneo en comparación con los embriones 

desarrollados in vivo. Sin embargo, los blastocistos que fueron cultivados en presencia de 4-

OHE2 desde mórula hasta blastocisto, aunque mantuvieron tasas de implantación similares, 

produjeron menos tasas de abortos espontáneos y tasas de desarrollo fetal similares a las de 

los embriones desarrollados in utero. Como información adicional para confirmar la seguridad 

experimental, a algunas madres receptoras, transferidas con embriones cultivados en 4-OHE2, 

se les permitió llevar el embarazo a término y dar a luz. Notablemente, no se observaron 

defectos, malformaciones o problemas de fertilidad en la descendencia durante los 2 años de 

observación. 

 

Aunque el objetivo principal de este trabajo fue comprobar si el 4-OHE2 puede ser una posible 

alternativa en los medios de cultivos para mejorar las características del embrión e 
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implantación, aquí también llevamos a cabo experimentos similares con otras hormonas 

candidatas para este papel, como, el E2 y P4, y no se observaron efectos beneficiosos similares. 

Estos resultados sugieren fuertemente que la suplementación con 4-OHE2 en los medios de 

cultivos in vitro, en las últimas etapas del desarrollo preimplantacional, mejora la calidad de los 

embriones, así como el potencial de los embriones implantados para desarrollarse y 

convertirse en fetos viables. Estos efectos pueden ser relacionados con la eficacia de 4-OHE2 

para activar embriones para adquirir potencial de implantación, haciendo que los embriones 

activados sean más propensos a desarrollarse una vez implantados (Paria y cols., 1998a). 

 

La situación de un entorno endocrino y proteómico alterado durante el cultivo in vitro, 

utilizado como base para este estudio, se puede traducir a las TRA, especialmente en FIV 

humana por varias razones, primero, los fluidos tubáricos y uterinos contienen varios 

componentes más, incluidos las hormonas y los factores de  crecimiento (Aguilar y Reyley, 

2005; Avile´s y cols., 2010), que los medios de cultivo suministrados comercialmente. En 

segundo lugar, durante las TAR se produce una clara desregulación del entorno hormonal de la 

mujer, producida por la protocolos de estimulación y transferencia (Timeva y cols., 2014). La 

alteración del perfil hormonal podría explicar niveles incorrectos de catecolestrógenos en el 

momento de la transferencia embrionaria a la cavidad uterina, impidiendo la activación 

necesaria del embrión y afectando la implantación. Esta discrepancia debe ser considerada por 

las clínicas para determinar los niveles hormonales y tenerlos en cuenta a la hora de decidir 

cuándo transferir los embriones, considerando la posibilidad de vitrificar los embriones y 

transferirlos en un ciclo diferido o evitar la transferencia de embriones en el día 3 cuando los 

niveles de estrógenos son altos. Estos resultados son consistentes con informes previos 

(Lattanzi y cols., 2003), destacando la importancia de la sincronización entre el ambiente 

endocrino y el estado de actividad del embrión durante el desarrollo preimplantacional. Los 

resultados obtenidos en nuestro trabajo, también sugieren que el enriquecimiento de los 

medios de cultivo con 4-OHE2 en las últimas etapas del cultivo in vitro podría ser ventajoso 

para los embriones, favoreciendo al menos las primeras fases del proceso de implantación. 

Además, la consideración de diferentes medios de composición para diferentes etapas de 

desarrollo según la suplementación de estrógenos o sus derivados debe ser más investigada. 

 

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo demuestran el importante papel del 4-

OHE2 en el desarrollo del embrión, mejorando su calidad y el éxito de la implantación, 

probablemente al aumentar la capacidad del blastocisto para interactuar con el EGF. Sin 
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embargo, los efectos de los medios de cultivo enriquecidos con 4-OHE2 son insuficientes para 

alcanzar los valores fisiológicos mostrados por embriones completamente desarrollados en el 

útero, abriendo la puerta a la investigación de factores adicionales involucrados en este 

proceso. 

 

Por otro lado, hemos analizado los efectos de la suplementación del medio de cultivo con 

Quer, un flavonoide con propiedades antioxidantes. Se ha informado que la Quer tiene un 

efecto protector en embriones de ratón contra el H2O2, y se observó una mejora en la tasa de 

formación de blastocistos cuando los embriones se cultivaron durante 3 horas con Quer (Yu y 

cols., 2014). También se ha observado que cuando se añade una concentración de más de 100 

µM de Quer en el medio de cultivo se producen algunos defectos y anomalías en el embrión, 

mientras que una concentración de 3 µM de esta molécula tuvo un efecto protector en 

embriones de ratón contra la hidroxiurea (Hu y cols., 2012). Además, se demostró un efecto 

protector de la Quer en embriones cultivados con una concentración de 0,005 µg/ml de 

actinomicina D (Sameni y cols., 2018). En nuestro caso, los resultados obtenidos en los 

experimentos realizados sugieren que la Quer produce un efecto perjudicial sobre el desarrollo 

embrionario cuando se cultiva durante largos períodos de tiempo, independientemente de la 

etapa de desarrollo. Esto podría deberse a que después de 24 horas en medio de cultivo, la 

Quer deja de ser estable (Kang y cols., 2017) y pierde su eficacia como antioxidante, 

produciendo productos tóxicos para los embriones. Además, se ha observado que la Quer 

puede actuar como un compuesto antiproliferativo y proapoptótico en varias líneas de células 

cancerosas, esta propiedad podría explicar sus efectos negativos sobre los embriones en 

cultivo y porque no pueden crecer adecuadamente (Pérez-Pastén y cols., 2010). Además, 

hemos demostrado que el dimetilsufoxido (DMSO), que es el vehículo habitual para disolver la 

Quer, tiene efectos citotóxicos en embriones preimplantacionales de ratón, lo que explica 

algunos de los resultados observados aquí, pero no los efectos drásticos observados con la 

Quer. Otra posibilidad es que este efecto citotóxico y la inestabilidad de la Quer después de 24 

horas puedan estar produciendo un efecto sinérgico con el DMSO y sean responsables de las 

bajas tasas de desarrollo de blastocistos aquí observadas. 

 

Al igual que pasó con la suplementación del 4-OHE2 en el medio de cultivo, se produce una 

mejora en la calidad del embrión cuando se añade Quer en el momento de la compactación 

(día 3 de desarrollo preimplantacional, estadio de mórula), lo que indica que los embriones son 

más sensibles a ciertos cambios ambientales cuando se encuentran en el estadio de mórula 
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(Tao y cols., 2022). Sin embargo, en embriones obtenidos in vitro, nuestro estudio corrobora 

que la adición de Quer en el momento de la compactación del embrión por un período de 2 h 

o 4 h, da como resultado un mayor número de embriones que se desarrollan a la etapa de 

blastocisto, en comparación con los embriones cultivados en medio convencional, con 

resultados casi similares a los observados en embriones cultivados en baja concentración de 

O₂. Estos resultados indican que la Quer no afecta negativamente a los embriones y, además, 

parece contrarrestar los efectos perjudiciales producidos por las condiciones de cultivo in vitro. 

 

Poniendo esta información en el contexto del desarrollo embrionario, parece claro que la 

exposición de embriones de escisión temprana a ciertos compuestos y durante largos períodos 

de tiempo, perjudica el desarrollo normal y no logran alcanzar la etapa de blastocisto. Esto 

podría aplicarse a las hormonas y sus metabolitos, o antioxidantes como la Quer, que reduce la 

viabilidad de los embriones de diferentes maneras, como se indicó anteriormente. Sin 

embargo, la introducción de los mismos compuestos en la transición de mórula a blastocisto 

por períodos cortos de tiempo puede tener un efecto beneficioso cuando los embriones se 

cultivan in vitro. Evidentemente, deben exponerse las posibles implicaciones de esta situación 

sobre la embriología humana y el cultivo de embriones humanos. 

 

Existen dos posibilidades convencionales para el cultivo de embriones humanos in vitro para 

técnicas de FIV, una es el cultivo secuencial, que implica cambiar el medio de cultivo en el día 3 

de desarrollo a un medio más apropiado para cultivo extendido; y la otra es el cultivo único o 

de un solo paso, en el que se utiliza el mismo medio de cultivo a lo largo de todo el desarrollo 

del embrión (Wigger y cols., 2017). Nuestros resultados estarían a favor del primer tipo de 

cultivo, ya que las necesidades y la susceptibilidad de los embriones son muy diferentes en los 

primeros pasos del cigoto a la mórula, en comparación a cuando se forma el blastocisto. 

Nuestros datos podrían ayudar a comprender la posible modificación del medio de cultivo en 

la etapa de mórula para lograr mejores resultados en la FIV. Esta información también podría 

ayudar a algunos laboratorios que no tienen acceso a incubadoras de bajo O2 porque la adición 

de Quer en condiciones del 20 % de O2 en la etapa de mórula se asemeja al éxito que brindan 

estos sistemas en las clínicas de FIV. 

 

Además de mejorar el potencial de desarrollo, nuestros resultados muestran que hay un 

aumento en el número total de células cuando usamos Quer, datos en concordancia con otros 

trabajos que muestran también este aumento después de usar Quer (Yu y cols., 2014; Sameni 
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y cols., 2018). Es importante mencionar que el aumento no fue descontrolado y el número 

máximo de células totales observado se mantuvo alrededor de 160. Esta observación es 

interesante porque un mayor número de células no se relaciona con un mayor potencial de 

implantación, y puede ser indicativo de mala calidad (Cao y cols., 2020).  

 

Con respecto a las tasas de apoptosis, varios estudios demostraron que hubo una reducción en 

el número de células apoptóticas en blastocistos cuando los embriones fueron tratados con 

Quer después del tratamiento con sustancias estresantes o en ratones envejecidos (Yu y cols., 

2014; Sameni y cols., 2018). Nuestros resultados están en concordancia con esto y muestran 

que, efectivamente, el cultivo de embriones obtenidos por fecundación in vitro con Quer 

produjo una reducción del número de células apoptóticas por embrión, encontrando menos 

embriones con células apoptóticas cuando se cultivaron con Quer durante 4 h. Sin embargo, 

cuando los embriones se obtienen del útero en estado de mórula y se cultivan con Quer, no se 

observa una reducción en el número de embriones que tenían células apoptóticas, y muchos 

de los embriones presentan una sola célula apoptótica, lo que coincide con los resultados 

observados en el control. Nuevamente, estos resultados que muestran los efectos de la Quer 

en embriones obtenidos in vitro pero no en embriones desarrollados en el útero hasta la etapa 

de mórula, sugieren que la Quer no afecta a los embriones por si mismos, pero parece 

contrarrestar los efectos negativos que los componentes y condiciones del medio de cultivo in 

vitro producen en los embriones fecundados in vitro. Por lo tanto, los efectos producidos por la 

Quer podrían atribuirse más a sus propiedades antioxidantes que a un efecto beneficioso 

sobre el desarrollo de los embriones (Rocha-Frigoni y cols., 2016). 

 

Se sabe que la tensión de O2 influye en el desarrollo embrionario y el número de células en 

varias especies. Varios estudios sugieren que las bajas concentraciones de O2 benefician el 

desarrollo del embrión desde la etapa de 8 células hasta la de blastocisto (Karagenc y cols., 

2004). De hecho, el desarrollo del embrión se retrasa cuando se cultiva bajo condiciones 

atmosféricas en comparación con una baja concentración de O₂ (Karagenc y cols., 2004). 

Además, el número de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto es menor, y esto 

probablemente se deba a un aumento en la generación de daño en el ADN inducido por las 

ERO en las células (Karagenc y cols., 2004), ya que una de sus principales consecuencias 

negativas es la producción de ERO. Por otro lado, los niveles de O2 tienen una influencia 

significativa en los patrones de expresión génica que están mediados por el factor de 

transcripción heterodimérico HIF-1α (Myhrstad y cols., 2002; Khandujay cols., 2001; Rocha-
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Frigoni y cols., 2016). Harvey en 2007, sugirió que HIF puede estar involucrado en los 

mecanismos moleculares que responden a los cambios en el estado del O₂ durante el 

desarrollo embrionario en blastocistos bovinos y de ratón. Algunos estudios demostraron que 

HIF-1α puede ser activado por el flavonoide Quer para la cicatrización de úlceras (Hyunchu y 

cols., 2007) y producir  un aumento de la expresión de HIF-1α en procesos relacionados con 

inflamación y enfermedades vasculares en células placentarias humanas (Bogacz y  cols., 

2021). Los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que la localización de HIF-1α 

fue predominantemente en el citoplasma de las células, lo que es consistente con el estudio 

previo de Thompson y cols. 2004 en el que se detectó HIF-1α en el citoplasma de blastocistos 

de ratón cuando se cultivaron en una concentración baja de O₂  (2 %) durante la compactación 

y la blastulación. Además, los embriones obtenidos por fecundación in vitro y cultivados con 

Quer durante 4 horas presentaron una mayor expresión de la proteína HIF-1α. Este aumento 

fue similar al observado en embriones obtenidos por FIV cultivados con O2 al 3 % y en 

embriones obtenidos directamente del útero. Por el contrario, los embriones cultivados en 

medios convencionales apenas expresan la proteína HIF-1α. La suma de todos estos 

resultados, podrían determinar que la Quer, al ser añadida al medio de cultivo de embriones 

por períodos cortos de tiempo, produce un aumento en la expresión de HIF-1α, lo que podría 

producir un aumento en la activación de los genes necesarios para la reducción de los niveles 

de ERO y los mecanismos de reparación. 

 

Por tanto, para obtener un medio de cultivo mejorado, se han estudiado diferentes moléculas 

como candidatas potenciales para complementar el medio de cultivo de embriones. En 

nuestro caso hemos empleado las dos moléculas antes mencionadas, la Quer y 4-OHE2 y los 

resultados obtenidos muestran que en mórulas obtenidas por FIV o desarrolladas IU, 

previamente sometidas a EO, la suplementación del medio de cultivo con 10µM de Quer 

disminuyó los niveles de ERO a valores cercanos a los observados en embriones cultivados en 

baja concentración de O₂. Estos resultados sugieren que Quer tiene un efecto protector frente 

al EO, pudiendo mejorar la calidad de los embriones como indicamos anteriormente, ya que 

las mórulas tratadas con Quer presentaban menores tasas de apoptosis y mayor número de 

células totales en estadio de blastocisto. Resultados similares ya fueron reportados por Yu y 

cols. en 2014, que demostraron que el cultivo de embriones con Quer tenía un efecto 

beneficioso sobre el desarrollo embrionario. No obstante, nuestro estudio es el primero que 

evalúa los efectos de Quer específicamente en la etapa de mórula y por un corto período de 

tiempo. 
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En el caso de la 4-OHE2, hemos demostrado que se produce una mejora en la calidad 

embrionaria cuando se añade esta molécula en el momento de la compactación (día 3 de 

desarrollo preimplantacional). No obstante, también hemos demostrado que en este caso el 4-

OHE2 no tiene un efecto protector frente al EO en mórulas obtenidas y desarrolladas por FIV o 

IU, observándose niveles de ERO iguales a los producidos por DMSO o KSOM cuando se induce 

estrés a los embriones. Este resultado es consistente con otros estudios que muestran que el 

4-OHE2 no reduce los niveles de ERO, si no que incluso esta molécula puede aumentarlos 

(Salama y cols., 2008; Rempel y cols., 2009). 

 

Además, como las condiciones de hipoxia inducen HIF, también estudiamos la expresión de 

HIF-1α en diferentes condiciones, ya que es un elemento de respuesta a condiciones de bajo 

O₂  para que las células puedan adaptarse a la hipoxia (Semenza 2000; Wenger 2002), y otros 

genes inducidos por esta proteína. Debido al hecho de que antes de la implantación, los 

embriones están sujetos a bajas concentraciones de O2 en el útero, el papel de HIF y de sus 

genes aún no está claro durante el desarrollo preimplantacional. Se ha observado que los 

niveles de HIF-1α aumentan exponencialmente a medida que las células se exponen a niveles 

bajos de O₂  (Mantikou y cols., 2013b; Ma y cols., 2017) y está estrechamente regulado a nivel 

de proteínas a través de la degradación mediada por ubiquitina en condiciones normóxicas, lo 

que significa que el O₂ lo degrada rápidamente y tiene una vida media corta (Ma y cols., 2017). 

También se ha demostrado que HIF-1α se puede estabilizar en condiciones normóxicas 

mediante una variedad de estímulos diferentes, incluidos los flavonoides (Bogacz y cols., 2021) 

y el 4-OHE₂ (Gao y cols., 2004). De acuerdo con esta información, en este trabajo observamos 

que la expresión de HIF-1α aumentó significativamente en las mórulas obtenidas tanto por FIV 

como desarrolladas IU cultivadas en baja concentración de O₂. Además, los embriones 

obtenidos por FIV y cultivados con Quer en condiciones normóxicas mostraron una mayor 

expresión de HIF-1α, y se obtuvieron resultados similares cuando los embriones se cultivaron 

con 4-OHE2. 

 

Estos cambios en la expresión de HIF-1α pueden afectar a sus genes diana y tener un efecto en 

la implantación embrionaria. Nuestros resultados muestran que en embriones obtenidos por 

FIV, la Quer produce un aumento en la expresión de todos los genes estudiados en este 

trabajo. Lo mismo se puede observar en los embriones tratados con 4-OHE2, excepto en el 

caso del gen ciclooxigensa-2 (Cox-2), que disminuyó ligeramente. En el caso de Cox-2, que se 

ha observado que se expresa durante la ventana de implantación (Marions y Danielsson, 
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1999), su aumento causado por Quer en este trabajo puede estar activando una vía 

importante para la implantación, y por lo tanto dando embriones de mejor calidad. Se ha 

demostrado que embriones con expresión aumentada de Cox-2 tienen una mayor activación 

de prostaglandinas, las cuales están relacionadas con mejoras en la implantación y 

decidualización (Lim y cols., 1997). Nuestros resultados están en concordancia con los 

obtenidos por Bolouki y cols. en 2020, quienes demostraron que el tratamiento de embriones 

preimplantatorios con Quer en ratones diabéticos aumentaba la expresión de Cox-2. 

En el caso de los genes Glut-1 y Glut-3, observamos un aumento significativo de estos cuando 

los embriones se cultivaron con Quer o 4-OHE2. Un aumento en los niveles de Glut-3 puede 

sugerir un aumento en la captación de glucosa, ya que se cree que media la captación de 

glucosa en el blastocisto desde el entorno externo (Havery, 2007). Este aumento podría 

generar cantidades suficientes de ATP para el embrión. Esta regulación positiva de Glut-3 fue 

similar a la observada por Kind y cols. en 2005, y está en concordancia con otros estudios de 

embriones humanos (Gardner y Wale, 2013) y de ratón (Wale y Gardner, 2012) que 

aumentaron significativamente la captación de glucosa cuando se cultivaron con baja tensión 

de O₂. Cabe mencionar, que este es el primer estudio en el que se mide la expresión de 

transportadores de glucosa cuando se cultivan mórulas con 4-OHE₂ por 24 h y con Quer por 4 

h, observándose un aumento de Glut-1 y Glut-3, necesarios para la obtención de energía y en 

consecuencia, la obtención de blastocistos más competentes. 

 

En cuanto a Vegf, un gen que juega un papel importante en la permeabilidad vascular 

endometrial al inducir directamente la angiogénesis, reclutar células endoteliales y estimular 

su proliferación (Rabbani y cols., 2001), en los datos obtenidos en nuestro trabajo, observamos 

un aumento muy significativo en embriones cultivados con Quer y 4-OHE2. Una mayor 

angiogénesis podría ser beneficiosa para la implantación embrionaria, sin embargo se 

necesitan más estudios para corroborar esto, ya que un aumento excesivo de la angiogénesis 

también podría tener efectos muy negativos, llegando a producir tumores, por lo que estos 

resultados deben ser estudiados con detenimiento. Todos estos resultados sugieren que HIF-

1α puede ser un mecanismo molecular a través del cual el blastocisto puede detectar y 

responder a los cambios producidos por diferentes moléculas en el medio de cultivo. Se 

requieren más estudios para determinar si la expresión génica regulada por Quer y/o 4-OHE₂ 

en el embrión está mediada por HIF y el rango de genes regulados por estas moléculas en el 

embrión previo a la implantación. 
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Además, en este trabajo se estudiaron otros dos genes, Egf y Prdx-5, que no demostraron ser 

dianas de HIF-1α. Nuestros resultados mostraron que los niveles de Egf aumentaron en todos 

los grupos, pero el aumento fue menor en el grupo FIV Quer (figura 3, figura 4 del capítulo 3). 

Sin embargo, los niveles entre los grupos FIV 4-OHE₂ e FIV O₂ 3 % son similares pero inferiores 

a los de los embriones obtenidos in vivo. Estos resultados podrían corroborar la hipótesis de 

que en los embriones tratados con Quer, activaría la vía Cox-2 pero no la vía Egf. Para asegurar 

esto, se necesitan más estudios. Anteriormente, demostramos que los embriones cultivados 

durante 24 h con 4-OHE₂ en la etapa de mórula unían más EGF, lo que podría mejorar las tasas 

de implantación. También se sabe que EGF puede inducir la expresión de HIF-1α través del 4-

OHE₂. Estos resultados plantean la hipótesis de que el 4-OHE₂, al unirse a EGF y expresar una 

mayor cantidad de HIF que los embriones cultivados en medios convencionales, podría ser un 

buen candidato para agregarlo a los medios de cultivo, pero para esto se necesitan más 

estudios ya que también produce un aumento de Vegf. Por otro lado, varios estudios 

demostraron que Quer reduce los niveles de EGF (Huangy cols., 1999; Kaneuchi y cols., 2003). 

Sin embargo, este es el primer estudio en el que se mide la expresión de Egf cuando se cultivan 

embriones preimplantacionales con Quer obteniendo resultados positivos, produciéndose un 

aumento de EGF que podría ayudar al embrión a establecer un diálogo con el útero para 

implantarse. No obstante, los resultados no son estadísticamente significativos, lo que podría 

deberse a que Quer tiene un efecto dosis-dependiente y su efecto depende del tejido que se 

trate. 

 

Finalmente, estudiamos Prdx-5, una proteína que puede mejorar el desarrollo de blastocistos 

al proteger a las células del EO al regular la homeostasis de ERO y las especies reactivas de 

nitrógeno (ERN) (De Simoni y cols., 2013). En este trabajo, observamos que la Quer y la baja 

concentración de O2 aumentaban los niveles de Prdx-5 en mórulas obtenidas por FIV. Estos 

resultados son consistentes con los de un estudio en ganado (Balasubramanian y cols., 2007), 

que muestra que las condiciones bajas de O₂ pueden mejorar la defensa mediada por 

antioxidantes contra el EO al eliminar las ERO extracelulares generadas, proporcionando así a 

los embriones un entorno de menos EO. En el caso de Quer, esta molécula podría estar 

reduciendo los niveles de ERO en embriones mediante el aumento de Prdx-5. Sin embargo, los 

niveles de Prdx-5 en embriones cultivados con 4-OHE₂ no aumentaron tanto como en los otros 

grupos. No obstante, los resultados también sugieren que 4-OHE₂ puede expresar la enzima 

antioxidante pero a niveles que no eliminan todas las ERO existentes o que la cantidad de 

expresión de la enzima no es suficiente para realizar su función. Estos datos brindan evidencia 
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creciente de que la protección interna en los embriones podría activarse, además de la hipoxia 

por Quer, a través de una mayor producción de Prdx-5 para limitar las ERO durante el 

desarrollo del blastocisto, pero no por 4-OHE2. 

 

Por lo tanto, la suplementación de medios de cultivo para mejorar el desarrollo embrionario es 

un tema de gran interés. En este trabajo hemos mejorado el desarrollo y la implantación 

embrionaria utilizando dos clases diferentes de moléculas: Quer y 4-OHE2, obteniendo una 

calidad embrionaria similar a cuando los embriones se cultivan en bajas concentraciones de O2 

o se obtienen directamente del útero. Estos compuestos fueron efectivos cuando la adición se 

realizó en la transición de mórula a blastocisto, y no en otras fases de desarrollo, lo que indica 

que los embriones en esta etapa son más susceptibles a factores estresantes y también a 

tratamientos protectores, y por lo tanto es posible que las vías moleculares involucradas sean 

similares para las dos moléculas ensayadas. 

 

En resumen, podemos decir que la Quer y el 4-OHE₂, por separado, mejoran la calidad de los 

embriones, y que la Quer incluso reduce los niveles de ERO, especialmente en la etapa de 

compactación, cuando el embrión es más susceptible al medio que lo rodea. Además, ambas 

moléculas activan varios genes cuando se añaden a los medios de cultivo, entre ellos Hif-1α, al 

que se asocian varios genes implicados en la mejora e implantación embrionaria. Con los 

resultados obtenidos, podemos plantear la hipótesis de que el cultivo de embriones con Quer 

podría mejorar la implantación a través de la vía Cox-2 y el 4-OHE₂ a través de la vía Egf, 

produciendo embriones más exitosos cuando se transfieren a los tratamientos de 

reproducción asistida que ofrecen las clínicas de reproducción, aunque se necesitan más 

estudios antes de que este procedimiento pueda usarse clínicamente. Además, la adición de 

ambos compuestos al medio de cultivo podría producir un efecto sumatorio que beneficiaría 

tanto al desarrollo embrionario como al proceso de implantación, aunque serían necesarios 

más estudios sobre el efecto conjunto de ambos compuestos para sustentar esta afirmación. 

 

Si bien numerosos estudios han explorado el impacto en la calidad del embrión de alterar la 

composición del sustrato energético, complementar las macromoléculas, agregar factores de 

crecimiento y modificar otros constituyentes de los medios y condiciones de cultivo, con 

mejoras tecnológicas y nuevos enfoques para evaluar el metabolismo embrionario, la 

morfocinética y otros medios de evaluación de la viabilidad, sigue existiendo la posibilidad de 

que las formulaciones de los medios puedan refinarse y mejorarse aún más para beneficiar el 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/embryo-quality


 

 
147 

  

desarrollo embrionario y mejorar los resultados clínicos. Los resultados obtenidos en el 

presente trabajo podrían tener por tanto implicaciones importantes para las TRA como la 

modificación de las condiciones de cultivo o niveles hormonales del paciente. En base a los 

datos obtenidos, podrían proporcionar una estrategia interesante para mejorar el éxito de la 

FIV. Sin embargo, más investigaciones son cruciales antes de que estos hallazgos se puedan 

trasladar con eficacia y seguridad a las clínicas de fertilidad. 
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CONCLUSIONES 
 

1. La suplementación de los medios de cultivos in vitro con 4-OHE2 en las últimas etapas del 

desarrollo embrionario preimplantacional, mejora la calidad de los embriones, así como el 

potencial de los embriones implantados para desarrollarse y convertirse en fetos viables. 

 

2. La suplementación de los medios de cultivo con 4-OHE2, aumenta la capacidad final de 

los embriones in vitro para unir EGF.  

 

3. La suplementación de los medios de cultivos con Quer produce un efecto perjudicial 

sobre el desarrollo embrionario cuando se cultiva durante largos períodos de tiempo, 

independientemente de la etapa de desarrollo. 

 

4. La adición de Quer a los medios de cultivo en la fase de compactación por  periodos 

cortos de tiempo mejora la calidad embrionaria y produce un aumento de la expresión de la 

proteína HIF-1α. 

 

5. La suplementación de Quer tiene un efecto protector frente al EO mientras que el 4-

OHE2 no presenta este efecto. 

 

6. La suplementación de los médicos de cultivo con Quer en condiciones normóxicas 

mostraron una mayor expresión de HIF-1α y de los genes Glut-1, Glut-3, Vegf y Cox-2.  

 

7. La suplementación de los médicos de cultivo con 4-OHE2 en condiciones normóxicas 

mostraron una mayor expresión de HIF-1α y de los genes Glut-1, Glut-3 y Vegf. 

 

8. La Quer y el 4-OHE2 producen un aumento de la expresión de los genes Egf y la enzima 

antioxidante Prdx-5.  

 

9. Estos compuestos fueron efectivos cuando la adición se realizó en la transición de mórula 

a blastocisto, y no en otras fases de desarrollo, lo que indica que los embriones en esta 

etapa son más susceptibles a factores estresantes y también a tratamientos protectores, y 

por lo tanto es posible que las vías moleculares involucradas sean similares para las dos 

moléculas ensayadas. 
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