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Resumen

3. Resumen

La extincion de especies animales es una de las consecuencias mas alarmantes provocada
por el deterioro ambiental y nos priva, de manera irreversible, de un material genético Unico
e irremplazable. La Familia Felidae no escapa a esta problematica y es por este motivo que
las biotecnologias reproductivas se convierten en herramientas muy poderosas para la
conservacion de estas especies. La hipotesis de la presente tesis doctoral radica en que es
posible utilizar ovocitos u ovoplastos de gata doméstica (Gd) para desarrollar técnicas
reproductivas aplicables a felinos silvestres. Por ende, nuestro principal objetivo fue
adaptar las biotecnologias existentes, para reproducir y conservar felinos en peligro de
extincion. Debido a la limitada disponibilidad de ovocitos de felinos silvestres, se utiliz6
como modelo experimental ovocitos de Gd para desarrollar las diferentes técnicas. En el
Capitulo I, se estudiaron diferentes condiciones de maduracién y cultivo embrionario para
mejorar los resultados de la técnica de inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide
(ICSI) en el Gd. De esta manera, determinamos que utilizando el suplemento insulina-
transferrina y selenio (ITS) durante la maduracion de los ovocitos, y baja tension de
oxigeno (5%0,) durante el cultivo, se obtienen mayores tasas de formacion de blastocistos,
que realizando la maduracion sin ITS o cultivando con 21%0,. Luego, se seleccionaron las
mejores condiciones para generar embriones interespecificos inyectando espermatozoides
de chita (Ch, Acinonyx jubatus) y leopardo (Leo, Panthera pardus) en ovocitos de Gd. En
este experimento, se obtuvieron tasas similares de formacion de blastocisto tanto en el
control de ICSI homoespecifica de Gd como en los embriones interespecificos, sin

necesidad de realizar activacion quimica luego de la inyeccion del espermatozoide. Con



Resumen

este trabajo fue posible evaluar la capacidad de desarrollo de los espermatozoides de felinos
silvestres por la técnica de ICSI interespecifica utilizando ovocitos de Gd.

En el capitulo Il, se estudio la transferencia nuclear de células sométicas (SCNT, del inglés
somatic cell nuclear transfer) en felinos. El objetivo consistio en desarrollar nuevas
estrategias de SCNT para mejorar la técnica en el Gd y en felinos silvestres. En primer
lugar evaluamos tres técnicas diferentes de SCNT en el Gd, dos de las cuales no habian
sido previamente reportadas en esta especie. Las tres técnicas fueron: fusion de la célula
donante de nucleo en ovoplastos con zona peltcida (ZP), inyeccion de la célula donante de
nacleo en ovoplastos con ZP, y fusién de la célula donante de ndcleo en ovoplastos libres
de ZP. Esta ultima fue la que resultd mas eficiente por lo que se decidio utilizar esta técnica
para determinar la capacidad del ovoplasto de Gd de reprogramar células de felinos
filogenéticamente distantes por SCNT interespecifica (SCNTi). Las células donantes
utilizadas fueron de gato bengal (Be, hibrido entre gato doméstico y leopardo asiatico),
chita y tigre (Ti, Panthera tigris). Asimismo, se evalud el efecto de la agregacién
embrionaria cultivando los embriones reconstituidos libres de ZP en micropozos de manera
individual (1X) o de a 2 clones de la misma especie juntos (2X, embriones agregados), con
el objetivo de mejorar el desarrollo in vitro y la calidad de los embriones, tal como se habia
reportado para otras especies. En este experimento, se obtuvieron embriones hasta el
estadio de blastocisto de todas las especies. La agregacion de embriones mejoré la tasa de
desarrollo en todos los grupos y la calidad de los blastocistos de Gd y de Ti. Ademas, se
estudiaron los niveles relativos de expresion de genes asociados a pluripotencia y
diferenciacion temprana (OCT4, NANOG, SOX2 y CDX2) en blastocistos clones de Gd, Be
y Ch. Este estudio reveld que los embriones de Gd1X tenian mayor nivel relativo de
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expresion de los cuatro genes comparado con embriones del grupo control de fecundacién
in vitro (FIV). Sin embargo, esta sobre-expresion se vio reducida en los blastocistos
derivados del grupo Gd2X, en los que se determind que los cuatro genes alcanzaron niveles
relativos de expresion similares a los de FIV. Por otra parte, los niveles relativos de
expresion de los cuatro genes en los embriones de chita fueron inferiores que los del
control, observandose también este resultado para los niveles relativos de expresion del gen
OCT4 en embriones de bengal.

Como conclusion, podemos afirmar que la técnica de ICSI representa una metodologia
directamente aplicable a la reproduccion de felinos silvestres, especialmente cuando las
muestras seminales son de baja calidad. Con respeto a la SCNT y SCNTi, los ovocitos de
gata doméstica fueron capaces de reprogramar células de otras especies silvestres y generar
blastocistos. Ademas, la agregacion de clones ha demostrado mejorar el desarrollo de los
embriones en todos los grupos y normalizar la expresion relativa de genes en el gato
domeéstico, pero no en los embriones interespecificos. La SCNT representa una alternativa
para generar animales que no estan en edad reproductiva o que han muerto y sus células
fueron criopreservadas. La presente tesis aporta nuevas metodologias biotecnoldgicas y

conocimiento para la reproduccion en felinos.

Palabras clave: Felinos, ICSI, clonacion, reprogramacion nuclear
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4. Abstract

The extinction of animals is one of the most alarming consequences caused by
environmental degradation, and deprives us of unique genetic materials. The Felidae family
does not scape to this problem and it is for this reason that reproductive biotechnologies
become very usefull tools for the conservation of these species. The hypothesis of this
doctoral thesis suggests that it is possible to use domestic cat oocytes or ooplasts to develop
reproductive techniques applicable to wild felids. Thus, our principal objective was to adapt
the existing biotechnologies to reproduce and preserve endangered felid species. Due to the
limited availability of oocytes from wild cats, domestic cat oocytes (Dc) were used as an
experimental model to develop different reproductive techniques. In Chapter I, different
conditions of maturation and embryo culture were studied to improve the intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) technique in the Dc. Thus, we determined that by using the insulin-
transferrin and selenium supplement (ITS) during maturation of the oocytes and low
oxygen tension (5%0,) during embryo culture, higher rates of blastocyst formation were
obtained. These conditions were chosen to generate interspecific embryos by injecting
cheetah (Ch, Acinonyx jubatus) and leopard (Leo, Panthera pardus) spermatozoa in Dc
oocytes. In this experiment, we obtained similar blastocyst rates in both the Dc
homoespecific ICSI and the interspecific ICSI, without the need of chemical activation
after sperm injection. This work was useful to evaluate the developmental ability of wild
cat sperm by the interspecific ICSI technique, using Dc oocytes.

In Chapter 11, the somatic cell nuclear transfer (SCNT) was studied in felids. The aim was

to develop new strategies to improve this technique in the Dc and wild felids. Firstly, we
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evaluated three different SCNT techniques in the Dc, two of which had not been previously
reported in this species. The three techniques were: fusion of the donor cell to an ooplast
with zona pellucida (ZP), injection of the donor cell in an ooplast with ZP, and fusion of the
donor cell to an ooplasts ZP free. The latter one was the most efficient, so we decided to
use this technique to determine the ability of Dc ooplasts to reprogram phylogenetically
distant feline cells by interspecific SCNT (iISCNT). The donor cells used were from bengal
cat (Be, an hybrid between Dc and asian leopard), cheetah or tiger (Ti, Panthera tigris).
The effect of embryo aggregation was also assessed by culturing ZP free reconstructed
embryos in microwells, individually (1X), or 2 clones of the same species toghether (2X,
aggregated embryos), in order to improve the in vitro development and the quality of the
embryos, as had been previously reported for other species. In this experiment, we obtained
embryos until the blastocyst stage of all the groups. Aggregation improved embryonic
development in all the species and the quality of Ti2X and Gd2X blastocysts. Furthermore,
the relative expression of genes related to pluripotency and early differentiation (OCT4,
NANOG, SOX2 and CDX2) was studied in Dc, Be and Ch clone blastocysts. This analysis
found that cat embryos had higher relative expression level of the four genes compared to
the in vitro fertilized embryos (IVF, control group). However, this overexpression was
reduced in Dc2X blastocysts reaching similar relative levels of gene expression as those of
the IVF control. Moreover, the relative expression level of the four genes in cheetah
embryos were lower tan the control, obtaining the same result for the relative expression
level of OCT4 in bengal embryos.

In conclusion, the ICSI technique represents a method directly applicable to wild felids
reproduction, especially when semen samples are of poor quality. With respect to SCNT
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and ISCNT, cat oocytes were able to reprogram wild felid cells and to generate blastocysts.
Furthermore, clone aggregation has shown to improve embryo development in all the
groups and to normalize the relative gene expression only in the Dc but not in interspecific
embryos. The SCNT is an alternative technique to generate animals that are not in good
reproductive conditions or that have died and their cells were cryopreserved. This thesis

provides new knowledge to biotechnological methodologies and reproduction in felids.

Keywords: Felids, ICSI, cloning, nuclear reprogramming
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Introduccion

5. Introduccién

5.1 Situacion actual de los felinos

La familia Felidae esta compuesta por 37 especies diferentes, y todas, excepto el gato
doméstico, se encuentran actualmente amenazadas como consecuencia del deterioro
ambiental, la reduccion de los diferentes ecosistemas y la fragmentacion del habitat (IUCN,

Durant y col. 2010, http://www.iucnredlist.org), lo que genera poblaciones cada vez mas

aisladas y con menos individuos. Como consecuencia, las poblaciones animales pierden
variabilidad genética y son cada vez mas endogdmicas lo cual puede conducir a la
acumulacion de genes recesivos deletéreos, denominado “depresion endogamica”. La
acumulacion de estos genes genera una disminuciéon en la fecundidad, aumento de la
mortalidad, crecimiento enlentecido, defectos de desarrollo, aumento de la susceptibilidad a
enfermedades, disminucion de la capacidad de adaptacion y de tolerancia al estrés (Lacy
1997). Las consecuencias de la endogamia sobre la fecundidad han sido reportadas en
varios estudios los cuales destacan un aumento en anormalidades espermaticas,
disminucion de los niveles hormonales normales y dificultad para reproducirse en
cautividad (O’Brien y col. 1985; O’Brien y col. 1996; Wildt y col. 1987).

Una de las estrategias que ha surgido para tratar de prevenir la extincién de ciertas especies
endogdmicas ha sido el denominado rescate genético. Este consiste en introducir en la
poblacion problema individuos de la misma especie que no estdn relacionados
parentalmente. La introduccion de este nuevo material genético actia aumentando la
variabilidad en las poblaciones y reduciendo o eliminando la frecuencia de genes recesivos

perjudiciales (Hedrick y Fredrickson, 2010). Esta estrategia fue utilizada con éxito para
12


http://www.iucnredlist.org/

Introduccion

prevenir la extincion de la pantera de Florida (P. c. corryi), una subespecie del Puma
concolor. Esta subespecie habia restringido su hébitat al 5% de su area original en
Norteamérica y como consecuencia el nimero de individuos llegd a ser de 100 en 2010
(Johnson y col. 2010), lo que generd disminucion de la variabilidad genética y endogamia,
con los efectos que trae aparejados. El rescate genético consistié en introducir 8 pumas
hembra de Texas para promover la reproduccion con estos individuos. De esta manera el
namero de individuos se triplico, la tasa de crecimiento de la poblacion aument6 del 0 al
12% anual, se duplic6 la heterocigosidad, aumentd la supervivencia, y los factores
relacionados con la consanguinidad se vieron reducidos (Hedrick y Fredrickson, 2010;
Johnson y col. 2010). Esta misma estrategia se utilizd para aumentar la diversidad genética
de una poblacién del gato pescador (Prionailurus viverrinus). Con un programa de
modelado se determind que la diversidad genética de esta especie decreceria del 90% al
73% en un periodo de 50 afios si no se tomaba ninguna otra medida en este periodo y del
90% a 81% si se incorporaba otro nuevo individuo cada 5 afios. Por otro lado, si se
incorporaba un nuevo individuo cada afio por 50 afios se podria mantener una variabilidad
genética del 90% (Swanson y col. 2006, Figura 1).

En la Argentina existen 10 especies diferentes de felinos silvestres, Panthera onca, Puma
concolor, Puma yagouaroundi, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Leopardus guttulus,
Leopardus colocolo, Leopardus jacobitus, Leopardus geoffroyi y Leopardus guigna, cada
una de ellas con algun grado de amenaza.

Por lo expuesto anteriormente, las biotecnologias reproductivas que se practican en la
actualidad, como la inseminacion artificial (IA), la produccion in vitro de embriones (P1V)
y la transferencia de embriones (TE) se convierten en herramientas muy poderosas para la
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preservacion y la redistribucion de la diversidad genética. Las ventajas de las técnicas de
reproduccion asistida son varias, entre ellas, que se puede mantener la diversidad genética
de poblaciones en cautiverio sin necesidad de transportar animales silvestres o de diferentes
instituciones. Esto se logra a partir de la posibilidad de transportar gametas o embriones de
estos individuos para inseminar o transferir a los animales presentes en otros
establecimientos (Wildt y col. 1997; Swanson y col. 2006; Swanson y col. 2007). Ademas,
el material biologico se puede criopreservar y la utilizacion de semen congelado
proveniente de estos animales estaria contribuyendo asi a la variabilidad genética de las
poblaciones en cautiverio.

Debido a la dificultad para obtener gametas provenientes de felinos silvestres y realizar
técnicas de reproduccidn asistida, el gato doméstico ha sido utilizado como modelo para
estudiar y establecer las condiciones para desarrollar este tipo de técnicas. Los avances
logrados han permitido obtener crias en especies silvestres aunque con baja eficiencia aln
(Donoghue y col. 1990; Howard y col. 1996; Swanson y col. 1996; Pope, 2000; Swanson
2012) por lo que es necesario continuar investigando diferentes alternativas para mejorar

los resultados.
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5.2 Importancia de realizar técnicas de reproduccion asistida en el gato
doméstico

Nuestro interés en desarrollar diferentes técnicas de reproduccién asistida en el gato
doméstico es principalmente por su potencial aplicacidn en especies silvestres amenazadas.
Sin embargo, la PIV de embriones de gato se ha utilizado también para estudiar los
mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo temprano de embriones felinos,

como la activacién del genoma embrionario, la reprogramacion nuclear y el metabolismo
15
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embrionario (Herrick y col. 2007; Imsoonthornruksa y col. 2010; Waurich y col. 2010).
Ademas, el gato domestico se ha utilizado como modelo de investigacion biomédica,
gracias a su fisiologia, tamafio, longevidad y genoma, los cuales son mas similares al
humano que el modelo murino (Menotti-Raymond y O‘Brien, 2008; Murphy y col. 2000).
Por ejemplo, el gato se ha utilizado para evaluar diferentes tratamientos para la
mucopolisacaridosis y la a-manosidosis, siendo ambas enfermedades metabdlicas que
afectan al humano (Ellinwood y col. 2004; Vite y col. 2005). Otra aplicacion de las técnicas
de reproduccion asistida en gatos es la generacion y aislamiento de células madre
embrionarias. Hasta el momento no se ha reportado la generacion de lineas estables de este
tipo de células en el gato, pero si en otras especies como el ratén, rata, humanos y otros
primates (Evans y Kaufman, 1981; Thomson y col. 1995; Thomson y col. 1998; Buerh y
col. 2008). La produccion de lineas estables permitiria que éstas sean utilizadas para la
regeneracion de tejidos o para la produccién de embriones quiméricos (Eckardt y col.
2011).

Para comprender la evolucion de las biotecnologias reproductivas y la PIV de embriones, es
necesario primero describir las caracteristicas de la fisiologia reproductiva de la gata y los
eventos ocurridos in vivo. En la proxima seccion se desarrollaran las caracteristicas del

ciclo reproductivo de la gata y el desarrollo embrionario temprano.

5.3 Fisiologia reproductiva de la gata
La gata doméstica alcanza la pubertad entre los 4 y 12 meses de edad, momento en el que

alcanza el 75% del peso corporal (Tsutsui y Stabenfeldt, 1993). Al igual que otras especies

como el equino, la oveja y la cabra, la gata es poliestrica estacional, con intervalos de 21
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dias. La hembra cicla sélo durante una estacion reproductiva, en este caso primavera y
verano cuando los dias son mas largos. Sin embargo, si estan expuestas a 14 horas de luz
artificial diarias, las hembras ciclan todo el afio (Robledo y col. 2003).

Otra particularidad de la gata es que posee ovulacion inducida por coito (Shille y col.
1995). La ovulacion de la gata ocurre por un reflejo neuroendocrino iniciado por una
estimulacion mecanica de los receptores sensoriales de la piel en la region perianal, en la
vulva y el cérvix durante el coito. Se sabe también que la ovulacion puede ser inducida por
una estimulacién similar al coito (Cueva-Rol6n y col. 1994), como la utilizacién de un
hisopo para la estimulacion de vagina. Lo que genera esta estimulacion es la secrecion de
GnRH, la cual determina liberacion pulsatil de LH y desencadena asi la ovulacion
(Robinson y Sawyer, 1987). La duracion y magnitud de la liberacion de LH estan
relacionadas con la cantidad de estimulacidn recibida, y es necesario que la gata sea servida
o estimulada mecénicamente varias veces durante el dia para alcanzar la ovulacion.
Ademas, la liberacion de LH presenta una amplia variacion individual (Glover y col. 1985),
y se produce, en general, unos 15 minutos después de la cépula, alcanzando un maximo en
dos horas (Johnson y Gay, 1981). La ovulacién se produce 24 a 64 h después de la
estimulacion al romperse los foliculos pre-ovulatorios (2,5 a 3,5 mm) presentes en los
ovarios (Wildt y col. 1980, 1981; Swanson y col. 1994). En algunos casos, sin embargo,
puede suceder también que algunos individuos ovulen de manera espontanea.

Los ovocitos de gata crecen de 20-30 um en los foliculos primordiales a 85-100 um al
momento de la ovulacion, siendo los foliculo ovulatorios de 2-3 mm de diametro (Bristol-
Gould y Woodruff, 2006). Una vez que la gata ha ovulado, ocurre la fecundacion, y la
primera division embrionaria sucede a las 30 h. Como ocurre también en otras especies, las
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primeras divisiones embrionarias suceden bajo el control del ovocito ya que no hay
transcripcion gendmica. Hasta el momento de la activacion del genoma embrionario
(cuando el embrién de gato tiene entre 5 y 8 blastomeras), el embridén se desarrolla
utilizando los transcriptos y proteinas provenientes del ovocito y que han sido adquiridos
durante la maduracion del mismo (Hoffert y col. 1997). Luego de la activacion del genoma
embrionario, el embridn continta dividiendose hasta la formacion de la mérulaa dia4 vy la
de blastocisto a dia 5-6 (Figura 2). La transicion oviducto-Utero ocurre en la etapa de
moérula compacta o blastocisto temprano (Swanson y col. 1994). Una vez en el Utero, el
blastocisto se expande hasta liberarse de la zona pellcida por un proceso denominado
eclosion.

Para realizar las diferentes técnicas de reproduccion asistida es necesario tratar de emular
los acontecimientos ocurridos in vivo. A pesar de haberse mejorado mucho las condiciones
in vitro, la PIV de embriones es aun mas ineficiente que los embriones in vivo en cuanto a
la capacidad de desarrollo (Roth y col. 1994). Por ende, todavia se debe continuar

mejorando las condiciones in vitro para obtener mejores resultados.
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Figura 2. Diagrama del desarrollo embrionario in vivo del gato doméstico (Adaptado de Swanson y
col. 1994)
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5.4 Biotecnologias reproductivas en el gato doméstico y especies silvestres

Las biotecnologias reproductivas que se describiran a continuacion, han contribuido a la
propagacion de diferentes individuos de la familia Felidae, ya sea del gato domeéstico como
algunas especies silvestres (Farstad, 2000; Luvoni y col. 2000; Pope y col. 2006 a,b). Las
primeras biotecnologias desarrolladas fueron la sincronizacién del celo de las hembras, 1A
y TE. Sin embargo, actualmente diferentes grupos de investigacion han desarrollado la FIV,
ICSI, SCNT, sexado de espermatozoides, generacion de células madre y produccion de
gatos transgénicos (Gémez y col. 2000; Shin y col. 2002; Spinaci y col. 2007; Ciani y col.

2008; Yu y col. 2008; Gémez y col. 2009; Pope y col. 2009).

5.4.1 Sincronizacion de celo

Para aumentar la capacidad reproductiva de las hembras, ya sea de gata doméstica o de
especies silvestres, se han evaluado diferentes protocolos con estimulacion hormonal. Al
igual que lo que sucede en otras especies, las respuestas ovaricas ante el mismo protocolo
varian entre individuos y entre especies de felinos (Kutzler 2007). Es por eso que a pesar de
que existen varios protocolos para estimular el crecimiento folicular y la ovulacién, no se
ha establecido un régimen ideal de administracion de gonadotrofinas.

Para lograr la ovulacion en las hembras sin utilizar un macho se han utilizado diferentes
protocolos, tales como una o varias inyecciones de FSH, una inyeccion de hCG o de su
analogo leuprolide (Chakraborty y col. 1979; Pelican y col. 2006), y en cada caso diferentes
concentraciones de hormona. La hCG por ejemplo se ha administrado desde 25 a 500 Ul, y
se ha reportado que si se aplica durante el periodo de anestro tiene efecto foliculogénico

(Swanson y col. 1996).
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Margarey y col. (2005) han reportado mejoras en lograr la ovulacion utilizando 100 Ul de
eCG seguido de 1000 Ul de LH comparado con el régimen de sincronizacién utilizando
eCG/hCG.

Hasta la fecha se ha logrado estimular la foliculogénesis y ovulacion para IA 'y FIV en un
tercio de las especies felinas, sin embargo se han obtenido diferentes resultados en cuanto a
porcentaje de prefiez, siendo este menor al 20%. El principal problema son las respuestas
variables y sensibilidad a los tratamientos con gonadotrofinas, especialmente en especies
que poseen ovulacion inducida (Brown, 2011).

El manejo de la sincronizacion del celo de la gata y de otros felinos silvestres es muy
importante para el desarrollo de todas técnicas de reproduccion asistida ya que es necesario
simular el ambiente oviductal y uterino para mantener el desarrollo embrionario. Se han
logrado algunas mejoras en los protocolos utilizados, sin embargo es necesario continuar
estudiando alternativas para controlar de manera mas eficiente el celo de las hembras.

Una de las técnicas de reproduccion asistida que se aplican en felinos y que dependen del

control exacto del momento de la ovulacion es la IA, la cual se describe a continuacion.

5.4.2 Inseminacién artificial
La IA utilizando semen congelado-descongelado proporciona ventajas significativas para la

reproduccion de felinos. La aplicacion de esta técnica en el gato domestico ha sido de
utilidad como modelo de estudio para otras especies silvestres. En general la IA se realiza
mediante laparoscopia y se deposita el semen en el extremo del Utero, cerca del oviducto.
Sin embargo, una de las limitantes de la IA intrauterina por laparoscopia es el
requerimiento de un gran nimero de espermatozoides motiles (>10 millones /IA) para

asegurar la llegada de los espermatozoides al oviducto y permitir la fecundacion. Es por
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este motivo que recientemente se ha desarrollado la técnica de 1A por laparoscoia oviductal,
en la cual se utilizan un nimero menor de espermatozoides motiles y de esta manera se
puede inseminar con una muestra de menor calidad y un Unico eyaculado puede
fraccionarse para realizar varias IA (Conforti y col. 2011).

Una vez que la IA fue realizada con éxito en el gato doméstico, ésta fue aplicada para la
reproduccion de felinos silvestres tales como tigre, chita, leopardo de las nieves, puma,
ocelote, tigrina y gato leopardo (Wildt y Roth 1997).

Un ejemplo sobre la utilidad de esta técnica en felinos silvestres fue la obtencion de
prefieces de chitas en EEUU, logradas tras realizar A con semen de machos en cautividad

en Namibia que fue criopreservado y transportado (Howard y col. 1997).

5.4.3. Fecundacién in vitro

La FIV y la transferencia de embriones ofrecen otra herramienta con gran potencial para la
conservacion de felinos silvestres cuando la muestra seminal es de buena calidad.

La utilizacion de aspiracion folicular por laparoscopia y luego FIV, han permitido la
produccion de embriones en especies como el tigre, chita, puma, ocelote, tigrina, gato
montés y gato pallas (Swanson y Brown 2002; Swanson y col. 2002; Wildt y Roth 1997) y
el nacimiento de tigres, gatos silvestres africanos, caracal, gato pescador y serval
(Donoghue y col. 1990; Pope 2000; Pope y col. 2006 a; Pope y col. 2006 b; Figura 2).

En el gato doméstico, el primer nacimiento a partir de embriones de FIV fue logrado en
1988 tras realizar transferencia de embriones tempranos clivados en el oviducto de una gata
(Goodrowe y col. 1988). Se ha reportado también que entre el 40% y el 70% de los

embriones clivados luego de la FIV alcanzan el estadio de blastocisto, dependiendo de las
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condiciones de cultivo (Karja y col. 2002; Pope y col. 2006; Herrick y col. 2007). A pesar
de los logros alcanzados, los embriones producidos in vitro poseen menor capacidad de
desarrollo que aquellos obtenidos in vivo (Roth y col. 1994; Pope y col. 2006), pudiendo
ser esto atribuido principalmente a condiciones de cultivo deficientes. A diferencia de otras
especies en las que se han realizado muchos estudios de FIV como la murina o en humanos,
la produccion de embriones de gato domestico ha sido mucho menor (Pope, 2014) y esto
hace que el avance en el tema mas lento.

5.4.4. Inyeccidn intracitoplasmatica del espermatozoide

La ICSI es una técnica de reproduccion asistida que consiste en la introduccion de un dnico
espermatozoide en el citoplasma de un ovocito maduro con la ayuda de un
micromanipulador. Los primeros experimentos en mamiferos se realizaron con modelos
animales, principalmente hamster y raton (Uehara y Yanahimachi 1976; Kimura y
Yanahimachi 1995). Hasta la fecha se ha obtenido descendencia viva de las especies
humana (Palermo y col. 1992), murina (Kimura y Yanahimachi 1995), bovina (Goto y col.
1990), equina (Grondahl y col. 1997), felina (Pope y col. 1998) y ovina (Catt 1996). El
primer gato nacido por ICSI fue producido mediante la utilizacion de semen eyaculado y
ovocitos madurados in vivo (Pope y col. 1998, Figura 2). Pope y col. también obtuvieron
resultados preliminares en los cuales se logré fecundar, por ICSI, ovocitos de Puma
yagouaroundi utilizando semen de gato doméstico (Pope y col. 1998).

En felinos silvestres la baja calidad espermatica es una caracteristica comun (Wildt y col.
1988) y cuando esto ocurre, es un factor limitante para la aplicacion de practicas de 1A o
FIV. Por este motivo la ICSI se proyecta como una alternativa para la generacion de nuevos

individuos a partir de muestras seminales problematicas. Sin embargo, todavia no se han
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logrado nacimientos de felinos silvestres generados por esta técnica (Figura 3). Esto puede

deberse a que requiere de un laboratorio con més equipamiento y personal calificado, a

diferencia de las biotecnologias descriptas anteriormente.

En nuestro laboratorio la ICSI se ha desarrollado en diferentes especies (Pereyra Bonnet y

col. 2008), y en el marco de la presente tesis doctoral se ha optimizado esta técnica para el

gato doméstico, con la produccion de embriones hasta el estadio de blastocisto y

consiguiendo una prefiez temprana.
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Figura 3. Felinos domésticos y silvestres nacidos por la transferencia de embriones generados por

FIV e ICSI utilizando ovocitos madurados in vivo e in vitro. EI nimero de fotografias en cada

recuadro representa el total de animales nacidos. (Modificado de Pope 2014).

5.4.5. Transferencia nuclear de células somaticas

Desde la generacion del primer animal clonado a partir de células somaticas (Wilmut y col.

1997), la SCNT ha sido utilizada para la generacion de individuos idénticos (Shin y col.

2002), también ha servido como modelo para el estudio de la reprogramacion nuclear a

nivel molecular y celular (Imsoonthornruksa y col. 2010), y actualmente la clonacién esta
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siendo utilizada para la produccion de células madre (Beyhan y col. 2007). Ademas, esta
técnica tiene gran potencial para ser utilizada con el objetivo de conservacion de ciertos
animales para que no se pierda su genética, ya sea porque no esta en edad reproductiva o
incluso porque han fallecido.

Podemos afirmar que la clonacion es una de las varias formas de aumentar el nimero de
individuos dentro de una poblacion. Claramente, la reproduccion natural es el método ideal
para el mantenimiento de las poblaciones, pero, por los diferentes motivos expuestos
anteriormente algunas especies no tienen la posibilidad de reproducirse naturalmente de
manera eficiente.

La efectividad de la transferencia nuclear en felinos fue confirmada luego del nacimiento
de un gato doméstico clonado, tras la fusion de células del cumulus en ovocitos enucleados
(Shin y col. 2002). La viabilidad de esta técnica se demostrd también, tras el nacimiento de
gatos silvestres africanos (GSA, Felis silvestris lybica) clonados (Gémez y col. 2004), gatos
del desierto (Felis Margarita; Gdmez y col. 2008) y un caracal (Caracal caracal; Pope
2014). Para la obtencion de estos felinos se realizo transferencia nuclear interespecifica
(SCNTI). Para esta técnica el citoplasma del ovocito utilizado para crear al embrion es
provisto por una especie diferente a la célula dadora de nucleo.

Aparte de las investigaciones de SCNTi realizadas en felinos, numerosos estudios han
confirmado la capacidad del ovocito de mantener los ciclos celulares bajo la direccion de
una célula somatica adulta de una especie diferente (Tanja y col. 1999; Lanza y col. 2000).
Esta practica posee un gran potencial para el estudio del desarrollo embrionario en aquellas
especies cuya disponibilidad de ovocitos se ve limitada. Los individuos generados tendran
las mitocondrias correspondientes a la especie dadora de ovoplastos. Sin embargo, es
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importante destacar que los clones machos en edad reproductiva no transferirdn sus
mitocondrias a las proximas generaciones (Sutovsky y col. 2000).

En el caso de especies felinas silvestres de pequefio tamafio, es posible también el
trasplante heterdlogo, es decir transferir embriones de felinos silvestres a vientres de gatas
domesticas. Esto ha sido demostrado tras el nacimiento de crias de gato del desierto indio
(Felis Sylvestris Ornata) en hembras de gato doméstico (Pope 2000). Por lo tanto, el gato
doméstico no so6lo es un buen modelo para las técnicas de desarrollo in vitro sino que
también sirve como recipiente para embriones de diferentes especies de felinos pequefios.
En el marco de esta tesis doctoral se ha realizado SCNT utilizando ovoplastos de gata
doméstica y células de la misma especie, ademas de SCNTi con ovoplastos de gata
domeéstica y células de gato bengal (hibrido entre gato doméstico y gato leopardo asiatico),

tigre y chita.

5.5. Agregacion embrionaria

Como se menciond anteriormente, las fallas en la produccion de embriones por SCNT y por
SCNTi estan asociadas en general a problemas epigenéticos lo que conlleva a una
reprogramacion celular inadecuada.

Se ha reportado que cada embridn reconstituido por clonacion es Gnico en términos de
marcas epigenéticas y expresion génica (Park y col. 2002), como consecuencia del estado
epigenético del nucleo utilizado y de la calidad del ovoplasto recipiente. Esta caracteristica
afecta la calidad embrionaria y como consecuencia el éxito de la clonacion. Ademas, el
desarrollo pre-implantatorio esta tambien regulado por la interaccion entre las células de un
mismo embridn y este proceso se ve alterado en las especies en que los embriones clonados
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poseen menos cantidad de células que los embriones normales. Tal es el caso de los ratones
(Chung y col. 2002), conejos (Chesne y col. 2002), bovinos (Koo y col. 2002) y porcinos
(Koo y col. 2000)

Teniendo en cuenta estos conceptos, se pensd que clones genéticamente iguales pero
epigenéticamente diferentes podrian ser cultivados juntos (lo que se denomina agregacion
embrionaria) para formar un solo embrién que sea epigenéticamente quimeérico. La ventaja
seria que el quimerismo compensaria los problemas epigenéticos de un embrion individual
y la agregacion ademas compensaria la cantidad de células de los embriones. Esta estrategia
fue evaluada en las especies murina, bovina y equina. En el raton se obtuvieron blastocistos
con mayor cantidad de células y mejores tasas de desarrollo in vivo (Boiani y col. 2003).
Los embriones bovinos generados por agregacién embrionaria alcanzaron mayores tasas de
formacion de blastocistos, mayor cantidad de células y mayores tasas de prefiez (Pedersen y
col. 2005, Zhou y col. 2008, Ribeiro y col. 2009). Con estos antecedentes, en nuestro
laboratorio se utiliz6 la agregacién embrionaria en el equino, y al igual que en ratones y en
bovinos, se aumento la eficiencia de la técnica obteniéndose crias a partir de embriones
generados por agregacion de 2, 3 y 4 estructuras, y no se obtuvieron crias a partir de
embriones no agregados (Gambini y col. 2012).

En la presente tesis doctoral se utilizara la agregacion embrionaria como estrategia para

mejorar la clonacién en felinos y especialmente la clonacion interespecifica.
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5.6 Reprogramacion nuclear

La reprogramacion nuclear se define, en el contexto de la transferencia nuclear de una
célula diferenciada a un ovoplasto, como la transformacion del nicleo de una célula
somatica en un nucleo embrionario funcional capaz de formar un organismo viable (Boiani
y col. 2003).

Para realizar la clonacion de manera eficiente, es importante una correcta reprogramacion
nuclear, o sea, convertir una célula diferenciada en totipotencial, y el ovocito es la Unica
célula en el adulto con esta capacidad (Cibelli y col. 2002). Durante la reprogramacion,
genes que se encontraban silenciados en el estado diferenciado se activan, mientras que
genes activos especificos de la célula somatica se silencian.

En una fecundacién natural el material genético paterno se desmetila rapidamente,
activandose transcripcionalmente, en cambio el nucleo femenino sufre una serie de
metilaciones que durante el desarrollo embrionario se van perdiendo (Mayer y col. 2000).
Esta reprogramacién asimétrica ha sido considerada esencial para establecer la
totipotencialidad del cigoto. Las modificaciones (acetilaciones, metilaciones,
fosforilaciones y ubiquitinizacion) que ocurren en el ADN y en las histonas se denominan
modificaciones epigenéticas y son importantes para regular la transcripcion y el
silenciamiento génico (Santos-Rosa y col. 2002).

Los cambios epigenéticos pueden ser sondeados a partir de la expresion de genes
especificos de células indiferenciadas, evaluando la presencia de sus ARNm o de las
proteinas. Una opcion consiste en su determinacion por RT-PCR para transcriptos de
factores como Oct4, Oct6, Sox2, Hesl, Cdx2 y Nanog, entre otros; correspondientes
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marcadores genéticos asociados a pluripotencialidad y diferenciacion temprana (Cherny y
Merei 1994; Hatano y col. 2005). También se ha utilizado la técnica de RT-PCR semi-
cuantitativa para la evaluacion de la dinamica de reprogramacion en la expresion de
diferentes ARNm (Gémez y col. 2011).

Lograr una correcta reprogramacion epigenética es fundamental en la clonacion animal. Sin
embargo, la SCNT ha demostrado ser una técnica ineficiente para alcanzar este objetivo
(Gao y col. 2004). Se ha reportado que sélo un tercio de los blastocistos de raton
producidos por clonacion muestran un patron normal de expresion de Oct4, un gen esencial
para la pluripotencialidad celular embrionaria y el correcto desarrollo (Boiani y col. 2002).
En esta tesis doctoral estudiaremos cdmo se ve afectada la expresion de genes esenciales
para un correcto desarrollo embrionario, tanto en clonacion homoespecifica como
interespecifica, evaluando también la posibilidad de realizar agregacion embrionaria para

mejorar la reprogramacion nuclear.

5.7 Justificacion del trabajo propuesto

Debido a la limitada disponibilidad de ovocitos de felinos silvestres, en la presente tesis
doctoral planteamos la utilizacion de ovocitos de Gd como modelo experimental para
desarrollar diferentes técnicas de reproduccion asistida, entre ellas la ICSI y la SCNT. La
posibilidad de acceder a ovocitos de Gd nos permitio poder realizar estos dos procesos de
manera interespecifica utilizando espermatozoides y células de felinos silvestres. De esta
manera, fue posible estudiar la capacidad fecundante de estos espermatozoides y la
reprogramacion nuclear de los clones interespecificos, aumentando asi el conocimiento en

estas areas y determinando la potencialidad de utilizar ambas técnicas en la conservacion de
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felinos silvetres. En base a todo el conocimiento tedrico descripto y teniendo en cuenta la
justificacion de este trabajo, se plantearon la hipotesis y los objetivos que se detallan a

continuacion.
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6. HIPOTESIS

La hipdtesis de este trabajo radica en que es posible utilizar ovocitos u ovoplastos de gata
doméstica para evaluar respectivamente: la capacidad fecundante de espermatozoides por
ICSI y generar embriones por transferencia nuclear de células somaticas, en ambos casos

utilizando material genético de otros felinos silvestres.

7. OBJETIVOS
7.1 Objetivos Generales

El objetivo de este proyecto consiste en la adaptacion de las biotecnologias existentes, para
reproducir y conservar felinos en peligro de extincion. Se realizard ICSI y SCNT, ambas de
manera homoespecifica e interespecifica para la generacién de embriones de felinos y el
estudio de la reprogramacion nuclear. Como modelo experimental se usaran ovocitos de
gata domestica y espermatozoides o células somaticas de igual especie o de felinos

silvestres.

7.2. Objetivos Especificos

e Producir embriones de gato doméstico hasta estadios pre-implantatorios utilizando
las técnicas de ICSI y clonacion por SCNT.

e Establecer un sistema eficiente para la produccion in vitro de embriones
interespecificos por ICSI y por clonacion utilizando ovocitos de gata doméstica y
espermatozoides/células de felinos silvestres.

e Estudiar la reprogramacion nuclear de embriones generados por clonacion mediante
ensayos de inmunofluorescencia y de expresion génica de marcadores asociados a

pluripotencia y diferenciacion temprana.
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8. Capitulo |

ICSI en el gato domeéstico y en felinos silvestres

- Los resultados de este capitulo forman parte de un trabajo titulado “Evaluation of
cheetah and leopard spermatozoa developmental capability after interspecific ICSI with
domestic cat oocytes”, publicado en Reproduction of Domestic Animals (Moro y col.

2014).
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8.1 Resumen

La ICSI es una técnica con gran potencial para ser utilizada en la reproduccion de felinos,
pero no ha sido aplicada ampliamente en estas especies. El objetivo de este capitulo fue
determinar las mejores condiciones para realizar ICSI en el gato domestico (Gd), para luego
generar embriones interespecificos inyectando espermatozoides de chita (Ch) y de leopardo
(Leo) en ovocitos de Gd. En un primer experimento, los ovocitos de Gd fueron madurados
en medio TCM suplementado con insulina-transferrina-selenio (ITS) o sin suplementar
(MM), y luego de la ICSI los embriones fueron cultivados utilizando tension de oxigeno
atmosférica (21%) o baja tensién de oxigeno (5%). Los grupos experimentales fueron:
MM-21%0,;, MM-5%0,, ITS-21%0, e ITS-5%0,. El grupo ITS-5%0, mostrd las
mayores tasas de blastocisto (p<0.05) y es por este motivo que se eligieron estas
condiciones para generar embriones interespecificos. En un segundo experimento, se
realiz6 ICSI interespecifica con espermatozoides de Ch y Leo, y se evalu6 la activacion con
ionomicina (lo) luego de la ICSI. Los embriones interespecificos alcanzaron altas tasas de
blastocisto, las cuales no mejoraron al utilizar ionomicina: 32.6% vs. 21% para Ch y Ch-lo,
9.8% vs. 21% para Leo y Leo-lo, y 20% vs. 17.4% para Gd y Gd-lo. Con el objetivo de
determinar la calidad de los embriones generados, evaluamos la fragmentacion nuclear del
ADN de los blastocistos obtenidos en el experimento 1 y 2, utilizando el ensayo de
TUNEL. La proporcién de nucleos fragmentados fue mayor en el grupo ITS-5%0,
(67.6%). Sorprendentemente, los blastocistos interespecificos mostraron la menor
proporcién de nacleos fragmentados: 27% y 29.9% para Ch y Leo, respectivamente. Con

estos resultados, concluimos que la suplementacion con ITS y el cultivo con 5%0, mejord
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la formacidn de blastocistos en el Gd, aungue generd un aumento en la fragmentacion de
ADN. Aln mas importante, los espermatozoides de chita y de leopardo fueron capaces de
generar blastocistos sin activacion artificial, lo cual sugiere que la capacidad de desarrollo
de los espermatozoides de felinos silvestres puede ser evaluada por la técnica de ICSI
interespecifica. Finalmente, consideramos que esta técnica deberia ser utilizada para asistir

la reproduccidn de felinos silvestres.
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8.2 Introduccion

Las técnicas de reproduccion asistida han sido ampliamente utilizadas en muchas especies
de mamiferos con diferentes objetivos. Una ellas es la ICSI (Palermo y col. 1992), la cual
ha mejorado las tasas de fecundacién especialmente cuando el semen utilizado es de mala
calidad (Donoghue y col. 1992; Penfold y col. 2003). Este tipo de muestras seminales se
observan en varias especies de felinos silvestres (Wildt y col. 1988), y limita la aplicacion
de otras técnicas de reproduccién asistida como la IA o la FIV (Wildt y col. 1992). Dos de
las especies con este problema son el chita (Acinonyx jubatus) y el leopardo (Panthera
pardus). En ambas especies se observd gran incidencia de espermatozoides anormales con
pleiomorfismo estructural causada por la homocigosis gendmica existente entre individuos.
Se demostré que los eyaculados de chita y de leopardo contienen el 71% y el 80% de
espermatozoides morfoldégicamente anormales, respectivamente, en comparacioén con el

29.1% en el gato doméstico (Wildt y col. 1983, 1988).

Dado que la ICSI permite la seleccion del espermatozoide que seré inyectado en el ovocito,
es posible seleccionar aquellos espermatozoides morfolégicamente normales, incluso a
partir de muestras teratospérmicas (Penfold y col. 2003). Por esta razén, la ICSI seria
relevante para ayudar a la reproduccién y preservar la biodiversidad genética existente en
estas especies y en otros felinos silvestres. Debido a las similitudes entre los felinos
silvestres y el Gd, las mejoras en la produccion de embriones de esta especie y embriones
interespecificos por ICSI pueden contribuir a la conservacion de especies de felinos
silvestres amenazados (Nowell y Jackson 1996).

Hasta la fecha se ha reportado que los ovocitos de Gd pueden ser fecundados por ICSI con

espermatozoides testiculares o provenientes de eyaculado (Comizzoli y col. 2006). Los
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primeros trabajos publicados de ICSI en el Gd demostraron que los cigotos generados
pueden desarrollarse hasta el estadio de blastocisto in vitro, y puede resultar en el
nacimiento de crias normales (Pope y col. 1998; Gémez y col. 2000). Sin embargo, todavia
existen controversias acerca de la necesidad de inducir la activacion artificial de los
ovocitos después de la ICSI en el Gd. Algunos autores han informado que la activacion
artificial es necesaria para reiniciar el ciclo celular de los ovocitos (Bogliolo y col. 2001;
Commizoli y col. 2006), mientras que otros han observado desarrollo del embridn sin
ningun tipo de tratamiento de activacion (Penfold y col. 2003, Pope y col. 1998).

Ademas de dilucidar la necesidad de asistir la ICSI con activacion quimica, es necesario
mejorar la maduracion de los ovocitos y el cultivo de los embriones. Se ha reportado que
para optimizar la produccion de embriones in vitro, los ovocitos y embriones necesitan
estar protegidos contra el estrés oxidativo (Johnson y Nars-Esfahani 1994; Thompson y col.
1990). Estudios previos en porcinos han indicado que la reduccion de la tension de oxigeno
del 20% al 10% o 5% durante el cultivo in vitro disminuye la formacion de especies
reactivas de oxigeno y la fragmentacion del ADN, mejorando de esta manera el desarrollo
in vitro de embriones hasta el estadio de blastocisto (Karja y col. 2004; Kitagawa y col.
2004).

Ademas de reducir la tension de oxigeno, otra estrategia es la suplementacion del medio de
maduracion con antioxidantes, como el compuesto ITS. La insulina es una hormona que
estimula la captacion de glucosa y aminoacidos. La transferrina sirve como un portador
para el hierro y ayuda a reducir los niveles toxicos de los radicales de oxigeno y peroxido.
El selenio es un co-factor para la peroxidasa del glutation que se utiliza como un anti-
oxidante en los medios (Ebert y col. 2006). La suplementacion con ITS ha sido
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ampliamente utilizada en cerdos (Lee y col. 2005; Jeong y col. 2008) y bovinos (Cordova y
col. 2010), pero todavia no se ha estudiado en el Gd.

El objetivo de este trabajo fue, en primer lugar, determinar las condiciones 6ptimas para la
generacion de embriones por ICSI en el Gd, con el fin de utilizar esta técnica y evaluar la
capacidad de desarrollo de embriones de ICSI interespecificos producidos por la inyeccion
de espermatozoides de chita y leopardo en los ovocitos de Gd. Ademas, ovocitos de
leopardo fueron fecundados por ICSI para generar embriones de leopardo homoespecificos.
De esta manera, estariamos demostrando la aplicacion de la técnica de ICSI en felinos

silvestres.

8.3 Materiales y métodos

8.3.1 Reactivos
Excepto cuando se especifique lo contrario, todos los productos quimicos se obtuvieron de

la compafiia Sigma Aldrich Chemical (St. Louis, MO, EE.UU.). Los medios se prepararon
semanalmente y fueron filtrados con filtros de 0,22 pm.

8.3.2 Utilizacién de animales para investigacion

El disefio de estos estudios fue aprobado por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires. La manipulacién de los
animales fue realizada de acuerdo a la reglamentacién de la Direccion Nacional de Fauna.
Ademas se siguieron los estandares establecidos por el codigo de ética de la Asociacion
Latinoamericana de Parques Zooldgicos y Acuarios. Las castraciones para la obtencion de
los ovarios fueron realizadas por profesionales veterinarios en centros de zoonosis

habilitados para tal fin.
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8.3.3 Disefio experimental
En el primer experimento se evalué el desarrollo de los embriones de Gd luego de la ICSI
homoespecifica utilizando cuatro condiciones diferentes: 1) Medio de maduracién sin ITS
(MM) y tensién de oxigeno del 21% durante el cultivo de embriones (21%0,), 2) MM y
5% de oxigeno tension durante el cultivo de embriones (5%0,), 3) MM suplementado con
ITS y 21%0, y 4) MM suplementado con ITS y 5%0,. Los grupos de ICSI fueron: MM-
21%0,, MM-5%0,, ITS-21%0, y ITS-5%0,. A su vez, se realizaron controles que
consistieron en realizar la inyeccion en ausencia del espermatozoide (SHAM), los grupos
fueron: MM-21%0,°T, MM-5%0,“T, ITS-21%0,°" y ITS-5%0,°". En el segundo
experimento, se evaluo el desarrollo in vitro de embriones de ICSI interespecificos
generados por la inyeccion de espermatozoides de chita o leopardo en ovocitos de Gd,
utilizando las mejores condiciones de acuerdo con los resultados del experimento 1.
Ademas se evalud la asistencia con ionomicina (o) de los ovocitos inyectados. Los grupos
experimentales fueron Ch y Ch-lo (cuando se utilizaron espermatozoides de chita), Leo y
Leo-lo (cuando se utilizaron espermatozoides de leopardo), Gd y Gd-lo (cuando se
utilizaron espermatozoides de Gd), Gd“" y Gd-10°" (grupos SHAM control). Por Gltimo, se
determind el numero de células totales y la fragmentacion del ADN de blastocistos de todos
los tratamientos evaluados en el experimento 1, y de blastocistos de ICSI generados con los
espermatozoides de chita y leopardo. A partir de un caso clinico de una hembra leopardo
del Zoolodgico de Buenos Aires que tuvo gque ser sometida a ovariectomia, realizamos ICSI
homoespecifica en esta especie utilizando la misma pajuela de semen que en el

experimento 2.
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8.3.4 Colecta de ovocitos y maduracion in vitro
Los ovarios de Gd se recuperaron de gatas sometidas a ovariectomia y se transportaron al

laboratorio dentro de las 2 h. Alli se lavaron en tirodes albumina lactato piruvato con hepes
(TALP-H, Bavister y Yanagimachi 1977). Los complejos cumulus-ovocito (COCs) fueron
liberados de los foliculos por puncion y raspado de los ovarios. Los ovarios de leopardo se
obtuvieron de una hembra con hiperplasia endometrial que se sometié a ovariectomia
después de tratamientos con antibioticos sin éxito. Los COCs de leopardo se obtuvieron por
aspiracion de foliculos antrales visibles y luego de la aspiracion se continué con el raspado
de los ovarios para obtener COCs de los foliculos no visibles. EI medio de maduracién fue
TCM 199 (31100-035; Gibco, Grand Island, NY, EE.UU.), suplementado con 1 UI/mL de
hCG (Ovusyn, Syntex, Bs As, Argentina), 10 ng/mL eCG (Novormon, Syntex), lactato de
calcio 2,2 mM, piruvato 0,3 mM (p2256), BSA 0,3% p/v y 3% v/v antibidtico-antimicético
(ATB; penicilina, estreptomicina y anfotericina B; 15240-096; Gibco). Dependiendo del
grupo experimental, se suplement6 al medio de maduracion con 1uL/mL de ITS (selenio
0,00067 g/L, 1 g/L de insulina y 0,55 g/L de transferrina; 51300-044 Gibco). Las
condiciones de maduracion in vitro fueron 6.5% de CO; en aire humidificado a 39°C. Los
ovocitos se incubaron en microgotas de 100 pl de medio de maduracion cubiertas con
aceite mineral (M8410). Después de 22-24 h de maduracién in vitro (MIV) se removié las
células del cimulus por pipeteo durante 1 min en solucién con 1 mg/ml hialuronidasa
(H4272) en TALP-H. La maduracién nuclear se evalué mediante la observacién del primer
corpusculo polar (1°CP). Solo los ovocitos con el 1°CP se utilizaron para todos los

experimentos.
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8.3.5 Colecta y congelacion de espermatozoides
Los espermatozoides de Gd se obtuvieron a partir de epididimos de gatos adultos sometidos
a castracion. Brevemente, los epididimos fueron retirados de los testiculos, se cortaron en
pequefias partes y se sumergieron en el medio de criopreservacion (AndroMed; 13503 hasta
0.200; Minitube, Tiefenbach, Alemania) durante 30 min para permitir que los
espermatozoides naden hacia el medio. Se recuper0 el sobrenadante y se centrifug6 a 490 g
durante 5 min. El pellet obtenido se diluyé con medio de criopreservacion y se almacené en
pajuelas de 0.25 ml. Para la criopreservacion, se siguieron las instrucciones del medio de
criopreservacion y se congelaron las pajuelas en vapor de N, durante 7 minutos y luego en
N liquido. La motilidad espermatica fue evaluada antes y después del congelamiento de las
muestras, y solo se usaron las muestras con mas del 60% de espermatozoides con motilidad
progresiva. Las muestras de chita y de leopardo fueron obtenidas del banco genético del
Zooldgico de Buenos Aires que habian sido almacenadas en N liquido durante varios afios
hasta ser utilizadas en este trabajo. Los espermatozoides de chita y leopardo fueron
obtenidos por electroeyaculacién. La colecta de semen se realizd bajo anestesia quirurgica
utilizando xilacina (Xilacina 100, Richmond Vet Pharma, Buenos Aires, Argentina),
ademas de clorhidrato de ketamina (Ketonal 100, Richmond Vet Pharma, Buenos Aires,
Argentina). Los efectos de la xilacina fueron contrarrestados por la inyeccion de clorhidrato
de yohimbina 1% (Reverze, Vetcross, Portinco SA, Montevideo, Uruguay). La
electroestimulacion se llevo a cabo como se describio previamente por Howard (1993) con
algunas modificaciones. Se utilizaron dos sondas rectales diferentes, una de 17,5 cm de
longitud y 13,25 mm de diametro (PT Electronica, Boring, OR, EE.UU.), con tres

electrodos longitudinales (36,4 mm) para estimular al chita y otra de 23 cm de longitud y
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15 mm de diametro con dos electrodos circulares (15,0 mm cada una, 20,0 mm de la punta
y se separ0 18,0 mm entre si) para estimular al leopardo. Las sondas se colocaron en el
recto por encima de la préstata y las glandulas bulbouretrales y se aplicé el voltaje. Un total
de 80 estimulos eléctricos fueron entregados utilizando un estimulador de 50/60Hz, 220V
(PT Electronics). Se dieron estimulos de 2V a 5V de a 10 estimulos por vez. EI semen fue
colectado en tubos estériles pre-calentados. Para la criopreservacion de espermatozoides se
utilizaron dos diluyentes diferentes: (a) TEST, el cual contiene en 4,83% Tes (T-1375),
1,15% Tris (Gibco, 15504-0125), 0,4 % de glucosa (Mallinckrodt, 4912), 200 Ul
penicilina/ml, estreptomicina 200 mg/ml, 20% de yema de huevo y 4% de glicerol. (b)
PDV- 62, el cual contiene 11% de lactosa (Mallinckrodt, 5652), 200 Ul de penicilina/ml,
200 mg de estreptomicina/ml, 20% de yema de huevo y glicerol al 4%. El diluyente “a” se
utiliz6 para congelar los espermatozoides de chita y el diluyente “b” para congelar los
espermatozoides de leopardo. Para la refrigeracion, la temperatura se redujo de 20°C a 5°C
durante un periodo de 120 min. Después del periodo de refrigeracion, las pajuelas se
congelaron en N, vapor durante 10 minutos antes de guardarlo en N liquido.

8.3.6 Inyeccidn intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI)

Para los procedimientos de ICSI, se descongelaron las pajuelas que contenian los
espermatozoides por inmersion en bafio de agua a 37°C durante 30s. En el caso de las
muestras de chita y leopardo se utilizé la misma pajuela para todas las repeticiones, la cual
fue cortada y descongelada en cada caso. Los espermatozoides se resuspendieron en medio
Brackett-Oliphant (BO, Brackett y Oliphant 1975) suplementado con 5 mM de cafeina
(C4144) y 20 Ul/ml de heparina (H3149), y se lavaron por centrifugacion (490 g durante 5

min) para retirar el crioprotector. Luego de la centrifugacion, se resuspendio el pellet con
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medio BO suplementado con 10 mg/ml de albumina bovina libre de &cidos grasos (A6003).
Los espermatozoides fueron inyectados en ovocitos maduros utilizando un
micromanipulador hidrdulico Narishige (Medical Systems, Great Neck, NY, EE.UU.)
montado sobre un microscopio Nikon Eclipse E-300 (Nikon, Melville, NY, EE.UU.). Las
pipetas de inyeccion utilizadas fueron de 7 um de diametro interior. Para ello, los
espermatozoides fueron colocados en una gota de 3pl de polivinilpirrolidona (PVP, 99219,
Irvine Scientific, Irvine, CA, EE.UU.) y los ovocitos denudados maduros se colocaron en
una gota de 100 pl de TALP-H, ambos en una placa de petri de 100x20 mm (Corning,
430167) bajo aceite mineral (M8410). Para realizar la ICSI se seleccion6 un
espermatozoide con motilidad progresiva y morfologia normal, de Gd, chita o leopardo, se
inmovilizé al romper la cola y se aspir6 cola-primero en la pipeta de inyeccion. La pipeta
de microinyeccion que contenia al espermatozoide fue introducida a través de la ZP hacia el
citoplasma del ovocito de Gd o de leopardo con el 1°CP ubicado a las 12 o0 6 h, se aspird el
citoplasma para romper el oolemma y se depositdé el espermatozoide con un volumen
minimo de PVP. Como controles negativos, se realizé la mismo inyeccion, pero sin ningun
espermatozoide (SHAM). Para el experimento 2, después de la ICSI o SHAM, un grupo de
presuntos cigotos fue inmediatamente cultivado como se describe a continuacion y otro
grupo se activd mediante incubacién con 5 mM de lo en TALP-H durante 4 min antes del
cultivo.

8.3.7 Cultivo in vitro de embriones

Los presuntos cigotos de ICSI y SHAM se cultivaron en gotas de 50 ul de fluido oviductal
sintético (SOF, Tervit y col. 1972; Holm y col. 1999) suplementado con 2,5% v/v de suero

fetal bovino (SFB), en una atmosfera humidificada de 21% de O, y 5% CO, en aire, 0 5%
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de Oy, 5% de CO, y 90% de N,, a 39°C. El medio de cultivo se cambi6 a dia 2 y luego se
suplement6 con 10% de SFB a dia 5. El clivaje de los embriones se evalu6 a dia 2 y la
formacion de blastocistos en el dia 7 y 8 después de la inyeccion.

8.3.8 Anélisis de cariotipo

Con el objetivo de determinar si la lo estaria generando activacion partenogenética de los
ovocitos en lugar de aumentando la fecundacion luego de la ICSI, realizamos un ensayo de
cariotipo de los embriones. Para ello, 48 h después de la inyeccidn del espermatozoide, los
embriones madurados con ITS, cultivados con baja tension de oxigeno, activados con lo o
no (los grupos 1TS-5%0, e ITS-10-5%0,) se incubaron durante 6 h en colchicina 1,25
mg/ml (C3915). A continuacion, se transfirieron a una solucion hipotonica de citrato
trisodico (F71497; 0,8% p/v en agua destilada) durante 15 min a 37°C. Posteriormente, los
embriones se colocaron en un portaobjetos de vidrio limpio en una mezcla de metanol:
solucion de acido acetico (3:1 v/v). Después de secado al aire, los embriones fijados se
tifieron con solucion de Giemsa al 5% v/v (Merk 1.09204.1002, Darmstadt, Alemania) en
agua destilada durante 10 min. Las tinciones de los cromosomas fueron examinadas bajo un
objetivo de 100X y se determind la cantidad de cromosomas para cada embrion. Los
embriones se clasificaron como haploides (1n), diploide (2n) y aneuploides.

8.3.9 Sincronizacion de celo y transferencia de embriones

El celo de una gata adulta en buena condicion corporal fue sincronizado a partir de la
inyeccidn diaria de dosis decrecientes de FSH porcina durante 4 dias (dia 1=1.0-1.5 Ul; dia
2: 0.75-1.30 UI; dia 3: 0.75-1.10 Ul; dia 4: 0.50-1.10 UIl). Luego de 4 dias de
administracion de FSH (Folltropin, Syntex), se indujo la ovulacién con una Unica

administracion de 250 Ul de hCG. Cinco dias posteriores a la administracién de hCG, se
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transfirieron 8 embriones generados por ICSI, en estadio de mérula, del grupo experimental
ITS-5%0, (Figura 4). La transferencia se realizé por laparotomia. Uno de los cuernos
uterinos fue exteriorizado a través de una incision de 1.5 cm y perforado con una aguja
estéril 18 g. Los embriones fueron aspirados con un catéter tomcat en el minimo volumen
de medio posible y depositados en el interior del cuerno uterino a partir de la interiorizacion
de 2-3 cm del catéter en la perforacion del Gtero. Dos semanas después de haber realizado
la transferencia se realiz6 una ecografia abdominal para determinar si la gata se encontraba
prefiada.

8.3.10 TUNEL y microscopia confocal

La fragmentacion del ADN fue detectada por ensayo de TUNEL (DeadEndTM
Fluorometric TUNEL System; Promega G3250, Madison, WI, EE.UU.). Después de la
fijacién durante 20 min en 4% (v/v) de paraformaldehido (F-1635), los blastocistos se
lavaron durante 30 min en 0,4% (v/v) de BSA en PBS y luego se permeabilizaron tras 15
min de incubacion en 0,2% (v/v) de Triton X-100 (T-9284) en PBS. El siguiente paso
consistio en 15 minutos de incubacion en el tampon de equilibrio contenido en el kit, y
luego 2 h a 39°C en el tampdn de incubacion (tampdn de equilibrio, mezcla de nucle6tidos
y la enzima desoxinucleotidil terminal transferasa). Los nucleos se tifieron con 30 mg/ml de
ioduro de propidio (P4170) durante 20 min en la oscuridad. Los blastocistos tefiidos se
montaron en portaobjetos de vidrio, en 70% (v/v) de glicerol bajo un cubreobjetos y se
almacenaron a 4°C durante 24 h antes de la evaluacion microscopica de la fluorescencia.
Los controles positivos fueron generados por incubacion en 50 Ul/ml de DNasa (antes de la
permeabilizacién) para inducir la fragmentacion de ADN, y los controles negativos fueron
generados por omisién de la enzima transferasa de la reaccion. Los embriones se analizaron
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en un microscopio laser de barrido confocal Nikon C.1. Para detectar fluorescencia verde
de nucleos fragmentados (fluoresceina-12-dUTP) se utiliz6 una longitud de onda de
excitacion de 488 nm y para detectar los nucleos tefiidos con ioduro de propidio se utiliz6
una longitud de onda de excitacién de 544. Se realiz6 una serie completa de cada embrion
en el eje Z de 13-18 secciones Opticas a 3-4 pum de intervalo, y las imagenes
tridimensionales se reconstruyeron utilizando el software EZ-C1 2,20. Con las imagenes
obtenidas se contaron el nimero de células totales de cada embrion y el nimero de células
TUNEL positivas (TUNEL+). Para determinar el indice de células con ADN fragmentado,
se dividio el promedio del nimero de células TUNEL+ por el promedio del nimero de
celulas totales de los blastocistos.

8.3.11 Analisis estadistico

El desarrollo in vitro de los embriones se compard mediante la prueba no paramétrica de
Fisher. Las diferencias en el nimero de células totales se analizaron utilizando Proc Mixed,
teniendo en cuenta la heterogeneidad de varianzas y el establecimiento de grados de
libertad por Kenward-Roger. Para estos andlisis estadisticos, se utilizo el programa SAS
(SAS Institute Inc SAS/STAT 1989). La proporcion de nucleos fragmentados sobre el
namero de células totales fue analizado por "Prueba de diferencia de proporciones”,
utilizando la version de software InfoStat 2007. En todos los casos se consideraron

diferencias significativas valores de p<0.05.
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8.4 Resultados
8.4.1 Observaciones preliminares

Se compard la eficacia de la maduracion nuclear del MM y el MM suplementado con ITS.
No se observaron diferencias en el porcentaje de ovocitos maduros comparando ambos
medios, 47.4% en MM (n=348) y 46,1% en MM suplementado con ITS (n=308). Se

utilizaron un total de 1727 ovocitos para los experimentos que se detallan a continuacion.

8.4.2 Desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico generados por ICSI y SHAM con
distintos tratamientos

La Tabla 1 muestra el desarrollo de embriones ICSI y SHAM homoespecificos de GD
expuestos a diferentes condiciones durante la maduracion de los ovocitos y el cultivo de
embriones. Las tasas de division fueron menores (p<0.05) en el grupo I1TS-21%0, (35.7%)
respecto a los otros tres grupos de ICSI (52.2%, 55.6% y 56.8% para los MM-21%0,, MM-
5%0, e ITS-5%0,, respectivamente). Los grupos SHAM, MM-5%0,°" y 1TS-5%0,°"
mostraron tasas de division estadisticamente inferiores (10.5% y 28.4%) que los grupos de
ICSI tratados con las mismas condiciones (55.6% y 56.8% para MM-5%0, e ITS-5%0,,
respectivamente). Todos los grupos de ICSI mostraron formacion de blastocisto, aunque la
tasa mas alta se observ6 en el grupo madurado con ITS y cultivado con baja tensién de
oxigeno (36.7% respecto a los embriones clivados y 20.9% respecto a los embriones
totales). De lo contrario, no hubo desarrollo a blastocisto en ninguno de los grupos SHAM.

8.4.3 Sincronizacion de celo y transferencia de embriones

A partir del estudio ecografico realizado 16 dias posteriores a la transferencia de los
embriones, se observo la presencia de una vesicula de 6.7 mm en el Gtero. Sin embargo,
esta vesicula fue reabsorbida dias después ya que no se observd prefiez en un analisis
ecogréfico subsiguiente (Figura 4).
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Tabla 1.Desarollo de embriones de ICSI o SHAM homoespecificos de gato doméstico tratados con diferentes condiciones de maduracion y cultivo

Produccion de blastocistos (%) a

(1 li\‘ll (IO S pa rtir (le
Inyeccion Grupos n " Embriones Embriones
(%) clivados totales

MM-21%0, 138 72(52. 2)% 12(16.7) (8.7)

MM-5% 0, 142 79(55.6)2 10(12.7) (7)®
ICSI

ITS-21%0, 154 55(35.7)° 10(18.2) (6.5

ITS-5%0, 206 117 (56.8)2 43 (36.7) (20.9)°

MM-21%0,T 60 23(38.3)b¢ 0c 0°

MM-5% 0,CT 76 8(10.5) 0c 0¢
SHAM

ITS-21%0,¢T 73 25(34.2) 0° 0°

ITS-5%0,CT 67 19(28.4)b 0c 0°

(a,b,c,d) Los valores con diferentes superindice en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05, prueba de Fisher). MM, medio de

maduracion sin ITS; ITS, medio de maduracion con ITS; 21%0,, cultivo embrionario en presion de oxigeno atmosférica; 5%0,, cultivo

embrionario en presion de oxigeno del 5%.

46



Capitulo |

Figura 4. Transferencia de
embriones ICSI del grupo
experimental  1TS-5%0,.
a) Preparacion de la gata
para la cirugia, b)
Exteriorizacion del cuerno
uterino  para realizar
transferencia embrionaria,
¢) Embriones en estadio de
moérula transferidos, d)
Ecografia de vesicula 16
dias posteriores a la

transferencia embrionaria

8.4.4 Desarrollo in vitro de embriones de ICSI interespecificos asistidos 0 no con
activacion quimica.
Los resultados del desarrollo in vitro de los embriones interespecificos de ICSI utilizando

espermatozoides de chita y de leopardo, y asistida 0 no con activacion quimica, se resume
en la Tabla 2. Respecto al grupo control homoespecifico utilizando espermatozoides de Gd
sin lo, los embriones generados con espermatozoides de chita mostraron mayor clivaje a
diferencia de los embriones generados con espermatozoides de leopardo cuyo clivaje fue
similar al control. Hemos observado que la activacion con lo aument6 las tasas de division
(p<0.05) en Leo-lo (73.7%) y Gd-lo (69.7%) respecto a los grupos Leo (35.3%) y Gd
(43.5%). También se vio aumentada la tasa de clivaje en el grupo control SHAM cuando se
usé lo, 19.2% vs. 65.3% para Gd°T y Gd-10°", respectivamente. Los embriones
interespecificos con espermatozoides de chita mostraron tasas de division similares

independientemente de la activacion con lo, 66.3% frente a 73.6% para los grupos Ch y Ch-
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lo, respectivamente. Respecto a las tasas de blastocisto, los embriones interespecificos
alcanzaron el estadio de blastocisto de manera similar que los embriones de Gd, 32.6%,
9.8% y 20% para Ch, Leo y Gd, respectivamente. A pesar de las diferencias observadas en
las tasas de division, la formacion de blastocistos no se vio afectada positivamente por la
activacion con lo en ninguno de los grupos de ICSI, 21%, 21% y 17.4% para el Ch-lo, Leo-
lo y Gd-lo, respectivamente. Sin embargo, se observo formacion de blastocisto cuando los
embriones SHAM fueron asistidos con lo luego de la inyeccion, 0% frente a 6.9% para el
grupo Gd°T y Gd-10°T, respectivamente. En la figura 5 se observan los embriones

generados con espermatozoides de chita, leopardo y gato doméstico.

Tabla 2. Desarrollo in vitro de embriones interespecificos generados por ICSI madurados con ITS,

cultivados en 5%0, y asistidos 0 no con ionomicina

Inyeccion Grupos n Clivados(®%) Blastocistos(%)
Ch 98 65(66.3) 32(32.06)0
Ch-To 01 67(73.6) 19 (21)2b
Leo 51 18(35.3) 5(9.8)bc
ICSI
Leo-To 37 42(73.7)8 12 (21)2b
Gd 85 37(43.5)¢ 17 (20)
Gd-Io 109 76 (69.7)2 10 (17 4)®
Gd<T 52 10(19.2)¢ 0d
SHAM
Gd-Io“T 72 47(65.3)" 5(6.9)

(a,b) Los valores con diferentes superindice en una columna son estadisticamente diferentes

(p<0.05, prueba de Fisher). Ch, embriones interespecificos generados con ovocitos de gata
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domeéstica y espermatozoides de chita; Leo, embriones interespecificos generados con ovocitos de
gata doméstica y espermatozoides de leopardo; Gd, embriones homoespecificos generados con
ovocitos de gata doméstica y espermatozoides de la misma especie; lo, activacion con ionomicina

luego de la inyeccion del espermatozoide.

Chita Leopardo Gato doméstico

Dia7

Figura 5. a) Embriones interespecificos de dia 2 generados por ICSI con espermatozoides de chita
y ovocitos de gata doméstica, a”) Embriones interespecificos de dia 7 generados por ICSI con
espermatozoides de chita y ovocitos de gata domeéstica, b) Embriones interespecificos de dia 2
generados por ICSI con espermatozoides de leopardo y ovocitos de gata doméstica, b”) Embriones
interespecificos de dia 7 generados por ICSI con espermatozoides de leopardo y ovocitos de gata
domeéstica, ¢) Embriones de dia 2 de gato doméstico producidos por ICSI, ¢”) Embriones de dia 7 de
gato doméstico producidos por ICSI.
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8.4.5 Analisis de cariotipo
El andlisis de cariotipo de embriones de gato doméstico activados con lo y no activados

confirmd que el 72.7% vy el 69.2% de ellos eran diploides, 18.2% y 23.1% haploides, y
9.1% y 7.7% aneuploides, respectivamente, sin diferencias estadisticas entre el grupos

(Tabla 3, Figura 6).

Tabla 3. Analisis del cariotipo de embriones clivados de los grupos Gd y Gd-lo.

Grupos n Metafases Embriones clivados
Haploides (%0) Diploides (“0) Aneuploides (%)
Gd 11 20 2(18.2) 8(72.7) 1(9.1)
Gd-Io 13 21 3(23.1) 9(69.2) 1(7.7)

No se observaron diferencias significativas entre los grupos (p<0.05, prueba de Fisher). Gd, gato

doméstico; lo, activacion con ionomicina luego de la inyeccion del espermatozoide.

Figura 6. Placas metafasicas de embriones clivados de gato doméstico generados por ICSI 48 h
posterior a la inyeccion del espermatozoide: a) Grupo Gd (2n); b) Grupo Gd-lo (2n).

8.4.6 Obtencion de ovocitos de leopardo e ICSI en esta especie
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A partir de 10 foliculos antrales visibles, se recuperaron un total de 9 COCs (grado 1=5,
grado 2=3 y grado 3=1), y 6 mas se obtuvieron luego de cortar y raspar los ovarios (grado
1=1, grado 2=1 y grado 3=4, Tabla 4). La tasa de maduracién fue muy baja si tenemos en
cuenta el total de ovocitos (4/15, 27%), pero fue similar a la del Gd (4/10, 40%) si se
considera sélo los ovocitos de grado 1 y 2 (como lo hacemos para el Gd). Los 4 ovocitos
maduros fueron inyectados con espermatozoides de leopardo. Luego de la ICSI 2 de los 4
ovocitos inyectados liberaron el segundo corplsculo polar y uno de ellos se dividié a dia 2
(Figura 7). Tras una tincion con Hoéchst 33342 y evaluacion bajo microscopio de
fluorescencia se observé la cabeza de los espermatozoides condensada dentro de los otros

dos ovocitos inyectados que no habian liberado el segundo corpusculo polar.

Tabla 4. Recuperacion y maduracion de ovocitos de leopardo

Foliculos Ovocitos Ovocitos Total de Ovocitos Ovocitos  Ovocitos
recuperados recuperados  ovocitos con 1°CP  sinCP degenerados
por raspado
10 9 6 15 4 6 5

CP, Corpusculo polar
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Figura 7. a) Procedimiento de ICSI en leopardo, b) Embrién clivado de leopardo generado por ICSI

8.4.7 Evaluacion de los blastocistos de ICSI por ensayo de TUNEL.
Los blastocistos obtenidos por ICSI homoespecifica e interespecifica se evaluaron para

determinar el numero de células y la presencia de nucleos fragmentados por ensayo de
TUNEL (Tabla 5, Figura 8). El nimero de células de los blastocistos de gato doméstico
fueron similares entre los diferentes tratamientos evaluados, aunque el grupo MM-21%0,
mostré el mayor nimero de células (177.8+28.7; 105.9+16.7; 128.6+18.3 y 129.4+17.9
para MM-21%0;, MM-5%0,, ITS-21%0; e ITS-5%0,, respectivamente). Por otra parte,
los blastocistos interespecificos no mostraron diferencias respecto a los blastocistos de gato
domeéstico utilizando las mismas condiciones, 174.6+22.8 y 100.2+12.6 para grupos Ch y
Leo, respectivamente. Con respecto a la fragmentacion del ADN, ésta fue estadisticamente
mayor en los blastocistos de gato doméstico madurados con ITS y cultivados con baja
tension de oxigeno, respecto a los otros tratamientos (43.5%, 36.5%, 34% y 67.6% para
MM-21%0,;, MM-5%0,, ITS-21%0, e ITS-5%0,, respectivamente). Los blastocistos
interespecificos mostraron una fragmentacion del ADN menor (p<0.05) a la del gato
domeéstico a pesar de haber recibido el mismo tratamiento (27% y 29.9% para los grupos

Chy Leo, respectivamente).
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Tabla 5. Evaluacion del namero de células y nucleos con ADN fragmentado por ensayo de TUNEL

en blastocistos de ICSI obtenidos por diferentes tratamientos.

N° de células de

Grupos . blastocistos Células .TUNE L-f indice (lt.a’
Promedio + SEM Promedio + SEM  fragmentacion*

MM-21%0, 6 177.8+28.72 773+1272¢8 43 5%
MM-5% 0, 7 1059+16.7° 38.7+3.1° 36.5°
ITS-21%0, 10 128.6 £ 18.3% 437+ 8.5P 34be

ITS-5%0, o 129.4+17.9% 874+ 1142 67.6¢
Ch 9 174.6+22.82 472+59b 274

Leo 5 1002+ 12.6° 30 + 7° 29.94de

(a,b,c,d,e) Los valores con diferentes superindices en una columna son estadisticamente diferentes.

Para el nimero de células de los blastocistos y el namero de células TUNEL+ se utilizé Proc Mixed

(p<0.05). Para el indice de fragmentacion, se utilizd6 la prueba de diferencias de proporciones

(p<0.05). MM, medio de maduracion sin ITS; ITS, medio de maduracién con ITS; 21%0,, cultivo

embrionario en presion de oxigeno atmosférica; 5%0,, cultivo embrionario en presion de oxigeno

del 5%. Ch, embridn interespecifico generado con ovocitos de gata doméstica y espermatozoides de

chita; Leo, embriones interespecificos generados con ovocitos de gata doméstica y espermatozoides

de leopardo. Las condiciones para los embriones interepecificos fue ITS y 5%0..

*Para calcular el indice de fragmentacién, el promedio de células TUNEL+ de cada grupo se

dividio por el promedio del nimero de células de los blastocistos.
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Figura 8. Blastocistos
producidos  por  ICSI
homospecifica utilizando
diferentes condiciones (a),
o ICSI interespecifica (b),
analizados por ensayo de
TUNEL para determinar la
presencia de ADN
fragmentado. Las células
con marcacion TUNEL
positivo (TUNEL+) estan
marcadas con fluoresceina-
12-dUTP (verde) y los
ndcleos estan tefiidos con

ioduro de propidio (rojo).
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8.5 Discusion

Este trabajo mostré hallazgos significativos para ser considerados en la técnica de ICSI
para el gato domestico y felinos silvestres. En primer lugar, se utilizaron diferentes
condiciones para generar embriones de gato domestico por ICSI con el fin de determinar el
mejor protocolo para el desarrollo de los embriones. La suplementacién con ITS no se
habia estudiado en ovocitos de gata hasta el momento y existe un unico trabajo en el cual se
evalUa la variacion en la composicion de gases durante el cultivo de embriones de gato
doméstico (Johnston y col. 1991). Los estudios realizados en ovocitos de cerdo y bufalo
han demostrado que la adicion de ITS durante la maduracion de los ovocitos mejora la
capacidad de desarrollo de los embriones (Jeong y col. 2008; Raghu y col. 2002). Con
respecto a la tension de oxigeno, hay poca informacion disponible sobre su influencia en el
desarrollo in vitro de embriones felinos. En nuestros experimentos se mejord la tasa de
blastocistos de ICSI cuando los ovocitos se maduraron con ITS y los embriones se
cultivaron en baja tension de oxigeno (grupo ITS-5%0,), lo que sugiere un efecto sinérgico
entre ambos factores. Mas aun, se logroé obtener una prefiez temprana utilizando estas
condiciones. Es importante tener en cuenta que la ausencia de blastocitos en los grupos
SHAM nos permitié confirmar que los blastocistos obtenidos por la técnica de ICSI fueron
el resultado de la fecundacion del espermatozoide y no el resultado de una activacién
partenogenética. Ademas de ser un agente antioxidante, el ITS ha demostrado facilitar la
decondensacion de la cromatina espermatica (Jeong y col. 2008). Se observo un aumento
en la tasa de formacion de prondcleo masculino tras realizar FIV en cerdos cuando se
utilizo ITS. Este resultado se atribuyd a un aumento en la concentracion de glutation (Jeong
y col. 2008), que es un agente reductor de los enlaces disulfuro presentes en el nucleo
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espermatico. En otro trabajo se obtuvieron mayores tasas de blastocisto cuando se aumento
el contenido de glutation intracelular de los ovocitos durante la maduracion (De Matos y
Furnus 2000).

En el segundo experimento, se generaron embriones interespecificos mediante la inyeccion
de espermatozoides de chita y de leopardo en ovocitos de Gd utilizando las mejores
condiciones de acuerdo con los resultados obtenidos previamente. EIl objetivo de este
experimento fue demostrar la capacidad de desarrollo de los espermatozoides de chita y de
leopardo y el potencial de la técnica de ICSI en felinos silvestres. Por otra parte, se evalué
si la activacién con ionomicina post-inyeccion mejoraba el desarrollo embrionario hasta la
etapa de blastocisto. La ionomicina es un estimulador eficaz de la activacion de ovocitos en
mamiferos, pero no ha sido utilizada previamente en felinos para asistir a la ICSI, sino que
en trabajos previos solamente se ha utilizado etanol o estimulos eléctricos como agentes
activadores (Comizzoli y col. 2006; Bogliolo y col. 2001; Waurich y col. 2010; Ringleb y
col. 2011). En algunas especies de mamiferos tales como conejos, ratones y seres humanos,
la inyeccion del espermatozoide ha demostrado ser estimulo suficiente para activar a los
ovocitos e iniciar el desarrollo del embrion (Keefer 1989; Kimura y Yanagimachi 1995,
Van Steirteghem y col. 1993). En otras especies, como bovinos y porcinos, ha sido
necesario realizar pre-tratamientos a los espermatozoides, activacion artificial o ambos
luego de la ICSI para inducir la decondensacion del ndcleo espermético y el desarrollo
embrionario posterior (Chung y col. 2000; Tian y col. 2006). En el gato doméstico, aun se
discute si la activacion es necesaria para el desarrollo normal del embrion. Algunos autores
han informado que el estimulo de la inyeccion por si sola no es suficiente para lograr una
fecundacion consistente luego de la ICSI (Comizzoli y col. 2006), mientras que otros han
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obtenido desarrollo embrionario sin ningun tipo de tratamiento adicional (Pope y col.
1998), como se observo en nuestro trabajo. Estos resultados podrian estar influenciados por
la maduracion citoplasmatica, preparacion de los espermatozoides, procedimiento de ICSI y
condiciones de cultivo (Bogliolo y col. 2001, Booth y col. 2005, Murakami y col. 2005),
los cuales afectan la activacion y al desarrollo del embrion luego de la ICSI. En el primer
experimento habiamos determinado que no era necesario activar a los embriones de gato
doméstico luego de la ICSI para obtener blastocistos en nuestras condiciones, pero no
sabiamos si los ovocitos de gata necesitarian mayor estimulacion para ser activados por
espermatozoides de especies diferentes. Sorprendentemente, el desarrollo de los embriones
interespecificos fue similar que el de los embriones de gato doméstico sin necesidad de
realizar asistencia quimica. Luego de este ensayo, llegamos a la conclusion que la
activacion quimica no era necesaria ni para la ICSI en el gato doméstico ni para la ICSI
interespecifica. Estos resultados son de gran interés, ya que demuestra que s6lo la inyeccion
del espermatozoide es suficiente para activar los ovocitos de gata doméstica. Sin embargo,
los embriones Ch-Gd tuvieron mayores tasas de blastocistos que los embriones Leo-Gd.
Esta observacion podria atribuirse a una capacidad fecundante diferente de cada especie, a
lo mejor dada por la actividad diferencial de la fosfolipasa Z espermaética (PLCZ, Bedford-
Guaus y col. 2011), o por la distancia filogenética del chita y del leopardo, respecto al gato
domeéstico (Johnson y col. 2006).

Los buenos resultados obtenidos tras la ICSI interespecifica con los espermatozoides de
leopardo, nos permitié asumir que los indices mas bajos de desarrollo utilizando ovocitos

de leopardo fueron resultado de un factor materno, el cual pudo deberse a las malas
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condiciones clinicas de la hembra. A pesar de esto, fue posible fecundar ovocitos de
leopardo por ICSI y obtener clivaje de un embrién.

Con el fin de determinar la calidad de los blastocistos de ICSI homoespecificos e
interespecificos generados, se evaluaron el nimeros de células totales y la proporcion de
nacleos fragmentados, el cual esta relacionado con el proceso de apoptosis. Todos los
blastocistos evaluados mostraron células TUNEL+ en diferentes proporciones. Se ha
demostrado que la apoptosis espontanea tiene ciertas funciones durante el desarrollo del
embrion antes de la implantacion (Hardy 1997; Betts y King 2001) y se produce
normalmente en blastocistos producidos in vitro (Byrne y col. 1999; Matwee y col. 2000).
Sin embargo, una apoptosis inadecuada o exacerbada en las etapas pre-implantatorias
podria afectar el potencial de desarrollo post-implantatorio. Entre los grupos de ICSI, el
grupo con mayor indice de nucleos con ADN fragmentado fue ITS-5%0,. Cabe destacar
que este grupo mostro las tasas més altas de formacion de blastocistos. Estos resultados
indican que las condiciones antioxidantes utilizadas promueven la formacion de
blastocistos, pero inducen mayor fragmentacion del ADN. Sin embargo, los embriones
interespecificos que fueron tratados de igual manera con estas condiciones mostraron el
menor indice de nucleo fragmentado entre todos los grupos. Esta fue una observacion
inesperada. Aunque la fragmentacion del ADN no es determinante para la competencia del
desarrollo embrionario, es un indicativo de estrés celular. Creemos que el estudio del
desarrollo embrionario in vivo del gato doméstico podria contribuir a una comprension del
patron normal de la fragmentacion del ADN en los blastocistos de esta especie, y las

razones que conducen a un aumento de este parametro.
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8.6 Conclusion

En resumen, la suplementacion con ITS y la baja tension de oxigeno mejoraron la
capacidad de desarrollo in vitro de embriones de ICSI de gato doméstico, aunque
acompariado con un aumento en la fragmentacion del ADN. Lo mas importante de este
trabajo fue que los espermatozoides de chita y de leopardo fueron capaces de fecundar
ovocitos de gata doméstica, y se obtuvieron buenas tasas de blastocistos sin asistencia
quimica. Este estudio muestra que la capacidad fecundante de los espermatozoides de
felinos silvestres puede ser evaluada utilizando la técnica de ICSI con ovocitos de gata

domeéstica madurados in vitro.
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9. Capitulo 11

Transferencia nuclear de células somaticas en felinos y reprogramacion nuclear

Los resultados de este capitulo forman parte de un trabajo titulado “Cheetah Embryo
aggregation in interspecific SCNT improves development but not gene expression”,

publicado en la revista Reproduction (Moro y col. 2015).
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9.1 Resumen

La SCNT en felinos es una técnica con gran potencial para ser utilizada en conservacion de
especies, pero aun continda siendo ineficiente. El objetivo de este estudio fue desarrollar
nuevas estrategias para mejorar la clonacion en el gato domestico y en felinos silvestres. En
primer lugar, evaluamos tres técnicas de SCNT diferentes en el gato domeéstico: 1)
Enucleacion de ovocitos con ZP seguido de la fusion de un fibroblasto (grupo “Fusion con
ZP), 1) el mismo procedimiento de enucleacion seguido por la inyeccion
intracitoplasmatica de un fibroblasto (grupo “Inyeccion con ZP”), y Ill) Enucleacion de
ovocitos libres de ZP seguido por la fusion de un fibroblasto (grupo “Fusion sin ZP”). La
técnica més eficiente fue la fusion sin ZP por lo que se decidi6 continuar con esta técnica
para el siguiente experimento. En el experimento 2, se realiz6 SCNTi con ovocitos de gata
doméstica y células de chita, tigre y gato bengal, siendo este Gltimo un animal hibrido
derivado del gato doméstico y el leopardo asiatico. Ademas se evalud el efecto de la
agregacion embrionaria comparando los embriones reconstruidos libres de ZP cultivados en
micropozos de manera individual (1X) o de a 2 estructuras (2X, embriones agregados). Fue
posible obtener embriones hasta el estadio de blastocisto en todos los grupos, y la
agregacion de embriones mejor6 la tasa de desarrollo en todas las especies. No sélo
aumentd la tasa de desarrollo sino que ademas la agregacién mejor6 la calidad de los
blastocistos de gato doméstico y de tigre. El estudio de la expresion génica de blastocistos
clones de gato doméstico reveld que los genes OCT4, NANOG, SOX2 y CDX2 estaban
sobre-expresados en los blastocistos de Gd1X respecto al grupo control de FIV. Sin
embargo, los niveles relativos de expresion de los cuatro genes disminuyeron en los
blastocistos de Gd2X respecto a los blastocistos de Gd1X, alcanzando niveles relativos
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similares de NANOG y SOX2 que los blastocistos de FIV. Los embriones de bengal
mostraron niveles relativos de expresion de OCT4 menores que los del control y los
embriones de chita mostraron menor expresion relativa de OCT4, CDX2 y NANOG que los
grupos Gd1X, Gd2X y FIV. Ademas determinamos que la proteina OCT4 estaba
distribuida de manera heterogénea en los blastocistos de todos los grupos y no estaba
localizada en el MCI. En conclusion, los ovocitos de gata doméstica fueron capaces de
reprogramar células de otras especies de felinos silvestres para generar embriones hasta el
estadio de blastocisto. Ademas, la agregacion de clones ha demostrado mejorar el
desarrollo embrionario y normalizar la expresion de genes solo en el gato doméstico, no asi

en los embriones interespecificos.
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9.2 Introduccion

Desde que la SCNT ha demostrado generar descendencia viable (Wilmut y col. 1997), se
han desarrollado diferentes aplicaciones para esta técnica, tales como la propagacion de
animales de granja, la produccion de animales transgenicos (Cibelli y col. 1998; Salamone
y col. 2006; Gémez y col. 2009), la generacién de células madre pluripotentes y la
conservacion de especies (Chen y col. 2002, Gomez y col. 2004). Por otra parte, se ha
modificado la metodologia para realizar SCNT con el fin de mejorar el proceso, para
reducir el costo o facilitar el procedimiento. Estos nuevos métodos incluyen la inyeccion
intracitoplasmatica de la célula donante (Ideta y col. 2005), la clonacion libre de ZP, la
clonacion sin utilizar un micromanipulador (Vajta y col. 2001) y la agregacion embrionaria
(Boiani y col. 2003). Casi todas estas técnicas se han desarrollado y utilizado en las
especies murina, bovina y porcina.

El interés por la SCNT en felinos se presenta como una estrategia para contribuir a la
conservacion de especies. La mayoria de las 36 especies de felinos silvestres se encuentran
con algin grado de amenaza, y la posibilidad de restaurar la variabilidad genética utilizando
como herramienta esta técnica hace que sea importante su estudio. Debido a la dificultad de
obtener ovocitos de felinos silvestres, el gato doméstico se ha utilizado como modelo para
el desarrollo de las biotecnologias reproductivas y para comprender los aspectos celulares y
moleculares de la reprogramacion nuclear. Shin y col. (2002) reportaron el primer
nacimiento de un gato producido por SCNT. Desde entonces, los intentos por mejorar la
técnica en el Gd llevaron a estudiar diferentes etapas del procedimiento de clonacion, tales
como varios tipos de células donantes de nucleo (Yin 2005, Tomii y col. 2011), diferentes
estrategias de sincronizacion celular (De Barros y col. 2010) y diferentes protocolos de
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activacion de los embriones reconstituidos (Wang y col. 2009). Sin embargo, ninguno de
estos estudios revel6 mejoras significativas ni en el desarrollo de los embriones, ni en las
tasas de prefiez.

Ademas de los estudios en el gato doméstico, también se report6 SCNTi en felinos para
contribuir a la conservacién de especies. Esta técnica consiste en la generacion de
embriones por SCNT, usando el ovocito enucleado de una especie y la célula donante de
otra. Este enfoque se vuelve relevante en las especies que los ovocitos son muy dificiles de
obtener, como es el caso de los felinos silvestres. La aplicacion exitosa de SCNTi en felinos
se demostro tras el nacimiento de gatos silvestres africanos (Felis silvestris lybica; Gomez
y col. 2004) y gatos del desierto (Felis margarita arena; Gomez y col. 2008). Ademas, se
obtuvieron prefieces de embriones generados por la fusién de células de gato leopardo
(Prionailurus bengalensis) con ovocitos enucleados de gato doméstico (Yin y col. 2006). A
pesar de estos logros, todavia es muy dificil obtener prefieces y nacimientos utilizando
SCNTi como se ha demostrado en varias publicaciones (Thongphakdee y col. 2010, Gémez
y col. 2011, Imsoonthornruksa y col. 2012).

El fracaso en la produccién de embriones por SCNT o SCNTi se asocia generalmente con
problemas epigenéticos o inadecuada reprogramacion celular. Se ha informado que cada
embrion reconstituido es Unico en términos de marcas epigenéticas y expresion génica
(Park y col. 2002), como consecuencia del estado del niucleo donante y la calidad del
ovoplasto receptor. Esta caracteristica afecta la calidad del embrion y, como consecuencia,
el éxito de la clonacion. Teniendo en cuenta esto, se sugirid6 que embriones clones
genéticamente iguales pero epigenéticamente diferentes se podrian agregar y formar un
embrion epigenéticamente quimérico. En consecuencia, este quimerismo compensaria parte
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de los problemas epigenéticos asociados a la clonacidn. Esta estrategia resultd en un mayor
namero de células en los blastocisto y mayores tasas de prefiez cuando los embriones eran
generados por agregacion en el ratén (Boiani y col. 2003) y el caballo (Gambini y col.
2012). También se obtuvieron mayores tasas de blastocistos, nimero de células y tasas de
prefiez en el bovino utilizando esta estrategia (Pedersen y col. 2005, Zhou y col. 2008,
Ribeiro y col. 2009). A pesar de estos resultados prometedores, la agregacion embrionaria
no ha sido evaluada en felinos, ni en ensayos de SCNTi en otras especies.

En este capitulo se desarrollardn tres técnicas diferentes de transferencia nuclear y se
determinara si la agregacion embrionaria mejora la eficiencia de la clonacion en el gato
domeéstico y en los embriones SCNTi usando células de gato bengal, chita y tigre, dos de
las especies que se encuentran en la lista roja de especies amenazadas, segun la Union

Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, Durant y col. 2010).

9.3 Materiales y métodos

9.3.1 Disefio experimental
Previamente a la realizacion de la SCNT, evaluamos como pre-ensayo las mismas

condiciones de maduracion y de cultivo que para los embriones de ICSI (descripto en el
capitulo anterior), pero en este caso utilizamos embriones partenogenéticos. Los grupos
experimentales fueron: “pMM-21%0,” (medio de maduracion sin ITS y 21%0, durante el
cultivo). “pMM-5%0,” (medio de maduracién sin ITS y 5%0; durante el cultivo) “pITS-
21%0,” (medio de maduracion con ITS y 21%0, durante el cultivo) y “pITS-5%0,”
(medio de maduracion con ITS y 5%02 durante el cultivo). Las mejores condiciones, segun

los resultados obtenidos en este pre-ensayo, fueron utilizadas para los experimentos de
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SCNT. Se evaluaron diferentes estrategias de SCNT en el gato doméstico, las cuales
fueron: 1) Enucleacion del ovocito con zona pellcida (ZP) seguido por la fusién de un
fibroblasto previamente inyectado en el espacio perivitelino (grupo “Fusion con ZP”), II)
Igual procedimiento de enucleacidon seguido por la inyeccién intracitoplasmatica de un
fibroblasto (grupo “Inyeccion con ZP”) y I11) Enucleacion del ovocito sin ZP seguido de la
adhesion y fusion de un fibroblasto (grupo “Fusion sin ZP”). Se realizaron también
controles de activacion partenogenética con y sin ZP (grupos “AP con ZP” y “AP sin ZP”).
La estrategia libre de ZP fue elegida para realizar el siguiente experimento. Se realiz
SCNT libre de ZP en el gato doméstico y SCNTi utilizando ovoplastos de gata doméstica y
células de chita, bengal y tigre. Ademas, los embriones generados fueron cultivados en
micropozos de a 1 clon (1X) o de a 2 clones juntos (2X), a los que denominamos embriones
agregados. Los grupos experimentales fueron, “Gd1X” y “Gd2X” (cuando se utilizaron
células de gato doméstico), “ChlX” y “Ch2X” (cuando se utilizaron células de chita),
“BelX” y “Be2X” (cuando se utilizaron células de bengal) y “TilX” y “Ti2X” (cuando se
utilizaron células de tigre). Un grupo control de FIV fue incluido en este ensayo.
Evaluamos el desarrollo embrionario de los clones de gato doméstico e interespecificos, el
namero de células de los blastocistos generados, la expresion de la proteina OCT4 y la
expresion de 4 genes asociados a pluripotencia y diferenciacion temprana, OCT4, NANOG,
CDX2 y SOX2. Con estos ensayos determinamos el efecto de la agregacion y de la
clonacion interespecifica en el desarrollo embrionario y la reprogramacion nuclear de los

clones.
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9.3.2 Colecta de ovocitos y maduracion in vitro
La colecta de los ovocitos se realizd como fue descripto en el capitulo anterior, inciso 8.3.4.
Para el pre-ensayo se utilizaron el medio de maduracién suplementado con ITS y no
suplementado como fue descripto anteriormente, inciso 8.3.4. Para la maduracién de los
ovocitos de los procedimientos de transferencia nuclear el medio no fue suplementado con

ITS.

9.3.3 Activacion partenogenética

Los ovocitos maduros fueron activados con 5 pM de ionomicina (lo; 124222; Invitrogen,
CA, EEUU) en TALP-H por 4 min e inmediatamente tratados con 1.9 mM 6-DMAP
(D2629) en SOF por 3 h. Luego del tratamiento con 6-DMAP los ovocitos activados se

lavaron con TALP-H y fueron cultivados como se describe luego.

9.3.4 TUNEL y microscopia confocal

El ensayo fue realizado como se describié en el capitulo anterior, inciso 8.3.10.

9.3.5 Cultivo de células soméaticas

Los fibroblastos utilizados para realizar la SCNT fueron obtenidos del cultivo de una
muestra de piel de aproximadamente 1cm® de la ingle de un gato doméstico y de un gato
bengal. Las muestras de tigre fueron obtenidas del cartilago de la oreja de animales muertos
al nacer y las de chita de biopsias de piel. En todos los casos, se realiz6 un cultivo primario
que consistio en cortar la muestra varias veces y cultivar los pequefios pedacitos en placas
de Petri para permitir que las células comiencen a crecer sobre el plastico. EI medio de
cultivo utilizado para las muestras de gato doméstico y de gato bengal fue DMEM (11885,

Gibco), suplementado con 10% v/v SFB y 1% v/v de antibiotico (penicilina-estreptomicina,
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Gibco 15140-122). Para las biopsias de tigre y chita el medio de cultivo consistié en
DMEM suplementado con 10% SFB, 0,292 mg/ml L-Glutamina (25030-149, Gibco), 2,5
pg/ml fungizona amfotericina B (15290-018, Gibco) y penicilina-estreptomicina 100 U/ml
y 100 pg/ml, respectivamente. Para todas las muestras las condiciones de cultivo fueron
5%CO,, 90% de humedad y 39°C. Luego de establecer el cultivo primario, los fibroblastos
fueron sub-cultivados cada 4-6 dias, congelados en medio DMEM con 10% SFB y 10%
DMSO, y conservados en nitrogeno liquido. Para el procedimiento de clonacion, se indujo
la quiescencia de las células dejando el cultivo en confluencia por entre 2 a 5 dias. Las
celulas fueron levantadas con tripsina 30 min antes de la SCNT o SCNTi, luego fueron

lavadas y resuspendidas con el mismo medio de cultivo.

9.3.6 Preparacion de los ovocitos
Luego de 22 h de MIV, los COCs fueron denudados de las células del cimulus como se

describi6 anteriormente, inciso 8.3.4.

Enucleacion de ovocitos con ZP: Antes de la enucleacion, los ovocitos maduros fueron
incubados en microgotas de 100 pl con 4 uM Demecolcina (D1925) por 1 h, con el
objetivo de generar una protrusion en la zona donde se encuentra el ndcleo. Luego fueron
teflidos con Hoéchst 33342 (H33342) por 15 min. La enucleacion fue realizada por
micromanipulacion mediante la utilizacion de una aguja con bisel con un diametro interno
de 20 um y una aguja sostenedora de 120 um con punta redonda para mantener inmdvil al
ovocito durante el procedimiento.

Enucleacion de ovocitos libres de ZP: Antes de la enucleacion los ovocitos maduros fueron

incubados en 1,5 mg/ml pronasa (P-8811) en TALP-H por 3-8 min a 35°C con el objetivo
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de remover la ZP. Luego, fueron cultivados individualmente en demecolcina y Hoéchst
33342 como se describi6 anteriormente. A diferencia de la enucleacién de los ovocitos con
ZP, el nucleo fue aspirado por micromanipulacién utilizando una aguja sin bisel con un
didmetro interno de 20 pum y una aguja de 120 um con punta redonda cerrada como
soporte.

En ambos procedimientos la enucleacion fue realizada aspirando la protrusion formada por
la demecolcina y luego se confirmo la remocion total del ndcleo mediante la observacion de
la metafase en la aguja con luz UV.

9.3.7 Transferencia nuclear de células somaticas
La reconstitucion del embridon por transferencia nuclear fue realizada de tres maneras

diferentes. Los ovocitos con ZP enucleados fueron reconstituidos a partir de la inyeccion
intracitoplasmatica de la célula, o de la inyeccion de la célula en el espacio perivitelino
seguido por la fusion de la misma. Los ovocitos sin ZP en cambio, fueron reconstituidos
luego de fusionar la célula al ovoplasto. A continuacién se describen las tres técnicas
mencionadas:

Fusion con ZP: Para fusionar una célula en un ovocito enucleado con ZP, ésta fue
introducida en el espacio perivitelino utilizando la misma aguja que para el procedimiento
de enucleacion. Luego, las duplas fueron sumergidas en medio de fusion [0.3M mannitol
(M9546), 0.1 mM MgSO4 (A665286 525, Merck, Darmstadt, Alemania), 0.05 mM CaCl,
(C7902), y 1 mg/ml polyvinyl alcohol (P8136)] por 30 s y luego se colocaron en la camara
de fusion con 2 ml de medio a 30°C. La fusion de las membranas se consiguié mediante 2
pulsos eléctricos de CD de 2.4 KV/cm por 30 ps, separados por 0,1 s entre ellos. Luego de

la administracion de los pulsos, las duplas fueron colocadas en medio SOF.
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Inyeccién con ZP: Este procedimiento fue realizado en ovoplastos enucleados con ZP. En
primer lugar se aspir6 un fibroblasto de Gd con la aguja de inyeccion (10 um de didmetro)
y fue introducido y expulsado de la pipeta varias veces para permitir la ruptura de la
membrana plasmética. Luego de atravesar la ZP, se aspird la membrana del ovoplasto hasta
lograr su ruptura y se deposité la célula dentro del mismo. Una vez realizada la inyeccion,
los embriones reconstituidos fueron colocados en medio SOF.

Fusion sin ZP: Los ovocitos sin ZP enucleados se transfirieron individualmente a una
microgota de 50 pl de 1 mg/ml fitohemaglutinina (PHA; L8754) disuelta en medio TCM-
199. Luego de 3-5 s, fueron colocados sobre un fibroblasto (de Gd, Be, Ch o Ti); como
consecuencia ambas estructuras se mantuvieron unidas. La fusion se indujo de manera
similar que en los ovocitos con ZP descripta anteriormente, pero con 2 pulsos de 1,4 kV/cm
por 30 ps, separados por 0,1 s. Luego de suministrar el pulso eléctrico, las duplas fueron
colocadas individualmente en microgotas de 5 pl de medio SOF.

Tanto en el grupo “Fusién con ZP” como en el grupo “Fusion sin ZP”, la fusion de la célula
fue confirmada 20 min después de suministrar el pulso eléctrico, tras confirmar la presencia
0 ausencia del fibroblasto en el espacio perivitelino o unido al ovocito enucleado libre de
ZP. Cuando fue necesario se realizé una segunda fusién de las duplas.

Dos horas después de la inyeccion o la fusion, los embriones reconstituidos se activaron
con 5 uM ionomicina (124222; Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) en TALP-H por 4 min y
luego fueron tratados con 1.9 mM 6-DMAP por 3 h. Como control de la activacion y del
cultivo, algunos ovocitos maduros con ZP o sin ZP se activaron partenogenéticamente

utilizando el mismo protocolo que para los embriones de SCNT.
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9.3.8 Fecundacion in vitro

Para los ensayos de FIV se utilizaron espermatozoides epididimarios de gato doméstico que
fueron congelados y descongelados como se describid en el capitulo anterior, incisos 8.3.5
y 8.3.6. Como medio de fecundacion se utilizo el medio Talp-fert (Parrish y col. 1988).
Los espermatozoides fueron diluidos a una concentracion final de 1.5-2.5 x 10%ml y co-
incubados con los COCs maduros en microgotas de 50 pl, por 20 h a 39°C en atmdsfera
Umeda de 5% CO, en aire. Transcurrido el tiempo de co-incubacion, los presuntos cigotos

se lavaron tres veces con TALP-H y se cultivaron como se describe a continuacion.

9.3.9 Cultivo de embriones
Los embriones reconstituidos con ZP, los embriones partenogenéticos con ZP y los

embriones de FIV se cultivaron en microgotas de 100 pul de medio SOF suplementado con
2,5% viv SFB. Los embriones reconstituidos sin ZP y los embriones partenogenéticos sin
ZP fueron cultivados utilizando el mismo medio, pero de manera individual, en un sistema
de micropozos descripto anteriormente por nuestro grupo (Gambini y col. 2012). Para el
experimento de SCNTI, los embriones reconstituidos se cultivaron de a 1 embrion por
micropozo o de a 2 embriones por micropozo (embriones agregados). En todos los casos se
utiliz6 una mezcla de gases de 5% CO,, 5% O, y 90% N, y una temperatura de 39°C para
el cultivo de los embriones. El medio fue cambiado el 100% a dia 2 y luego suplementado
con 10% SFB a dia 5. El clivaje fue observado a las 48 h de la activacion, la formacién de
morulas a dia 5 y la formacion de blastocistos a dia 8. El porcentaje de blastocistos fue
calculado por embrion y por ovocito para determinar la eficiencia de nuestro método. Los

blastocistos obtenidos se fijaron y conservaron a 4°C para realizar los ensayos de
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inmunocitoquimica descriptos a continuacion o se guardaron en 30 pl de ARNlater
(AM7020, Ambion, Austin, TX, USA) a -20°C hasta los analisis de expresion génica.
9.3.10 Inmunicitoquimica

Los blastocistos generados por SCNT, SCNTi, y FIV se analizaron por inmunocitoquimica
para determinar la expresion de la proteina OCT4. Brevemente, los embriones fueron
fijados por 20 min en 4% v/v de paraformaldehido (F1635) en solucion tampén fosfato y
permeabilizados por 15 min con 0,2% v/v Tritdbn X-100 (T9284). Las uniones no
especificas se bloquearon tras una incubacion por 30 min con 3% v/v SFB y 0,1% v/v
Tween-20 (Promega, H5152) en DPBS (solucién de blogueo). Se realizé la incubacion por
1 h con el anticuerpo primario contra OCT4 (anticuerpo policlonal con 1gG cabra, SC-8628
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) diluido 1:100 en solucion de bloqueo.
Los embriones fueron luego enjuagados en solucion de bloqueo por 15 min. La incubacion
con el anticuerpo secundario diluido 1:1000 (Alexa 488-burro anti IgG de cabra, A11055,
Molecular Probes Inc. Eugene, OR, EEUU) se realizd por 45 min a temperatura ambiente
en oscuridad. Los nucleos celulares fueron tefiidos con 30 pg/ml ioduro de propidio
(P4170) por 20 min en oscuridad. Los blastocistos marcados se montaron en portaobjetos
con 70% v/v glicerol-solucién de bloqueo y se conservaron a 4°C hasta la evaluacién por
microscopio de fluorescencia. Se realizaron controles negativos que consistieron en incubar

a los blastocistos s6lo con el anticuerpo secundario.

9.3.11 Microscopia de escaneo confocal laser
El andlisis de los embriones sometidos a inmunocitoquimica se realizdé en un microscopio

de escaneo confocal laser Nikon C.1. Una longitud de onda de excitacion de 488 nm fue
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seleccionada usando un laser de argén-ion para excitar al anticuerpo secundario conjugado
con Alexa y una longitud de onda de 544 nm, para excitar al ioduro de propidio. Las
imagenes de secciones Opticas seriadas se registraron cada 1.5 a 2 um de paso vertical a lo
largo del eje Z de cada embrion. Las iméagenes tridimensionales se construyeron utilizando
el software EZ-C1 2.20. Estas imagenes fueron utilizadas para contar el nimero total de

células de los blastocistos y las células OCT4 con marcacién positiva (OCT4+).

9.3.12 Anélisis de expresion génica
Para el analisis de expresion génica, los blastocistos de gato doméstico, chita y bengal se

agruparon de la siguiente manera: Gd1X, Gd2X, Ch2X, BelX y Be2X, cuatro réplicas de
tres blastocistos cada una; Ch1X, dos réplicas de dos blastocistos cada una y una réplica de
un blastocisto; FIV, tres réplicas de tres blastocistos cada una. No se realizé analisis de
blastocistos de tigre debido a la poca disponibilidad de embriones de esta especie. Los
embriones se trataron con una solucién tampdn de lisis, utilizando el kit Cells-to-cDNA
TM 1l (Ambion Co., Austin, TX, EEUU), de acuerdo a las instrucciones del fabricante y
fueron lavados 2 veces en DPBS para eliminar el ARNIater. Luego se adiciond 100 ul de
solucion tampon de lisis y se incubaron 10 min a 75°C. Todas las muestras se trataron con
DNasa | (0.04 U/ul) para la digestion gendmica del ADN. Para la conversion a ADNCc, se
utiliz6 10 pl del ARN total en 20-ul de la reaccion final la cual estaba conformada por 5
uM de cebadores, 10 mM de cada dNTP, 2 ul de solucion tampon (10x), 10 U de inhibidor
de RNasa, y 200 U/ml M-MuLV (Ambion). Los parametros del ciclado fueron: 70°C por 3
min, 42°C por 60 min, y 92°C por 10 min. Los ADNc producidos fueron mantenidos a

—20°C hasta ser utilizados para la PCR.
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El analisis de expresion génica se realizé por gPCR en tiempo real utilizando el método de

curva estandar. La curva estdndar para cada gen fue realizada con los productos de PCR,

eluidos desde el gel de agarosa utilizando un kit de extraccion (Omega Biotek, Santiago,

Chile) y cuantificados por Epoch. Se realizaron luego diluciones seriadas de los productos

de PCR. Se incluyeron al menos 8 puntos en cada curva estandar para asegurar que la

eficiencia de la reaccién se encuentre entre el 90 y 110 %. Los cebadores para cada gen

utilizados en la PCR se enumeran en la tabla 6. El punto de cruzamiento (CP, por Crossing

Point) y la eficiencia de la amplificacion fueron calculados por el programa built-in. En

todas las gPCRs, se utilizé el gen GAPDH como control interno.

Tabla 6. Secuencia de los cebadores y condiciones para realizar lagRT-PCR

T° de Longitud del
Genes Secuencia de los cebadores apareamiento | producto (pb) N° de acceso
(§9)
F: 5- CCGAAAGAGAAAGCGAACAAG3’
OCT4 58°C 136 NM 001173441.1
R: 5"- GACCACATCCTTCTCCAGC 3’
F: 5- CAGCCCCAGATACAGTTACAG 3’
NANOG 58°C 115 NM 001173442.1
R: 5"- GCTGGGCACTAAAATACTTGG 3’
F: 5- ATGCACAACTCGGAGATCAG 3’
SOX2 58°C 132 NM 0011734471
R: 5'- TTTATAATCCGGGTGCTCCTTC 3’
F: 5'- CAGTGAAAACCAGGACGAAAG 3’
CDX2 35°C 104 XM 003980306.1
R: 5- CCGGATGGTGATGTAACGAC 3’
F: 5- AAGGCTGAGAACGGGAAAC 3’
GAPDH 58°C 80 NM _001009307.1
R: 5'- CATTTGATGTTGGCGGGATC 3’
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9.3.13 Sincronizacion de celo y transferencia de embriones
Las gatas fueron confinadas en un cuarto en el que se las mantenia con 14 h de luz diaria

para permitir que ciclen todo el afio. Se evaluaron diferentes protocolos de sincronizacion
de celo en 5 gatas adultas diferentes de buena condicion corporal. Dos gatas se trataron con
2 mg de FSH durante 3 dias para inducir el crecimiento folicular y luego 100 Ul de hCG
para inducir la ovulacion. Las tres gatas restantes no se sincronizaron hormonalmente sino
que se esper6 el celo natural. Tras un seguimiento del comportamiento y ecogréfico
(ecgrafo modelo My Lab 30 Gold, marca Esaote) de los foliculos ovéricos, se indujo
ovulacion cuando estos alcanzaron los 2.5-3 mm de didmetro. Para estimular la ovulacion,
una de las gatas fue tratada con 100Ul de hCG+estimulacion mecénica (estimulacion
vaginal simulando el coito con un hisopo), y las otras dos gatas se estimularon solo
mecéanicamente sin administracion de hCG. Las transferencias embrionarias se realizaron
como se describid en el inciso 8.3.10, en un quiréfano de la Universidad Maimonides. Las
gatas fueron anestesiadas con xilacina 0.5 m/kg y ketamina de 4 mg/kg intramuscular para
realizar el procedimiento. Solo se transfirieron las gatas que presentaban cuerpo luteo en el
momento de la transferencia, sin ningan foliculo ovéarico (Figura 9). Los embriones

transferidos correspondieron al grupo Gd2X.
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Figura 9. Transferencia de embriones de gato doméstico obtenidos por SCNT y agregacion
embrionaria. a,b) Preparacion de la gata para la exteriorizacion del cuerno uterino y transferencia de

los embriones, c) Ovario con cuerpo luteo, d) Deposicidn de los embriones en el cuerno uterino.

9.3.14 Analisis estadistico
El desarrollo in vitro de los embriones se compar6é mediante la prueba de Fisher. Las

diferencias en el nimero total de células y en el numero de células OCT4+ se analizaron
mediante Proc Mixed, considerando la heterogeneidad de varianzas y adaptando los grados
de libertad por Kenward-Royer. Para este analisis estadistico se utiliz6 el programa SAS.
La proporcion de células OCT4+ respecto al total de células se analiz6 mediante la prueba
de diferencia de proporciones utilizando el programa InfoStat version 2007. El analisis de
los datos de expresion génica fue realizado utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal—
Wallis. Las diferencias se consideraron significativas cuando presentaron un nivel de

significacion inferior al 0.05 (p<0.05).
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9.4 Resultados

9.4.1 Desarrollo in vitro de embriones partenogenéticos de gato doméstico utilizando
diferentes condiciones, y ensayo de TUNEL

Los resultados de desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico activado
partenogenéticamente con diferentes condiciones durante la maduracién de los ovocitos y
el cultivo embrionario estan resumidos en la Tabla 7. La tasa de clivaje mas alta se observo
en el grupo plTS-21%0, (85% vs. 66.2%, 75% y 68.9% para los grupos pMM-21%0,,
pPMM-5%0, y pITS-5%0,, respectivamente) Sin embargo, las tasas de blastocisto fueron
mayores (p<0.05) en ambos grupos cultivados con 5% O,, independientemente de la
suplementacion con ITS (34.6% y 38.7% para los grupos pMM-5%0; y pITS-5%0,,
respectivamente).

Ademas determinamos la presencia de nucleos fragmentados en blastocistos
partenogenéticos de gato utilizando el ensayo de TUNEL (Tabla 8, Figura 10). EI nimero
de células de los blastocistos fue mayor en el grupo pITS-5%0, comparado al grupo pMM-
21%0, (161.7+34.4 y 86.7+11.4, respectivamente). Con respecto a la fragmentacion del
ADN, observamos los mismos resultados que para los grupos de ICSI en el capitulo
anterior, el tratamiento con mayor cantidad de células TUNEL+ y con mayor indice de
fragmentacion nuclear fue la suplementacion con ITS en el medio de maduracion y baja

tension de oxigeno durante el cultivo embrionario (grupo pITS-5%0,).
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Tabla 7. Desarrollo de embriones de gato doméstico obtenidos por activacion partenogenética

utilizando diferentes medios de maduracion y cultivo.

=1I'upos n Clivados (%) Blastocistos (%)
pMM-212%0, 121 80(66.2) 21(17.4)
pPMM-5%0, 104 78 (75 36 (34.6)°
Partenogénesis
pITS-21%0, 113 96 (85)F 25(22),%
pITS-5%00, 119 82 (68.9) 46 (38.7)°

(a,b) Los valores con diferentes superindices en una columna son estadisticamente diferentes
(P<0.05, prueba de Fisher). MM, medio de maduracion sin ITS; ITS, medio de maduracién con
ITS; 21%0,, cultivo embrionario en presion de oxigeno atmosférica; 5%0,, cultivo embrionario en

presion de oxigeno del 5%.

Tabla 8. Evaluacion del namero de células y fragmentacion de ADN por ensayo de TUNEL en

blastocistos partenogenéticos obtenidos por diferentes tratamientos.

N°® de células de los blastocistos  Células TUNELA+ Indice de
Grupos n
Promedio + SEM Pomedio + SEM fragmentacion®
pMM-21%0, 11 §6.7x11.4° 347+4.6° 402
pMM-5%00, 5 774+ 1430 302+ 40 300
pITS-21%0, 5 1106+ 21.6" 48+ 11.2° 442
pITS-5%0, 6 161.7+34.4b 118+21.2" 730

(a,b) Los valores con diferentes superindices en una columna son significativamente diferentes.
Para el nimero de células de los blastocistos y el namero de células TUNEL+ se utilizé Proc Mixed
(p<0.05). Para el indice de fragmentacion, se utilizd la prueba de diferencias de proporciones
(p<0.05). MM, medio de maduracion sin ITS; ITS, medio de maduracién con ITS; 21%0,, cultivo
embrionario en presion de oxigeno atmosférica; 5%0,, cultivo embrionario en presion de oxigeno
del 5%. * Para calcular el indice de fragmentacion, el promedio de células TUNEL+ de cada grupo

se dividio por el promedio del nimero de células de los blastocistos.

78



Capitulo 1l

foduro de TUNEL+ Figura 10. Blastocistos

propidio

Superposicion
producidos por activacion
MM-21%0, partenogenética utilizando
diferentes condiciones,
analizados por ensayo de
TUNEL para determinar la
PMM-5%0, presencia  de  ADN
fragmentado. Las células
con marcacion TUNEL
positivo (TUNEL+) estan
marcadas con fluoresceina-
12-dUTP (verde) y los

ndcleos estan tefiidos con

PITS-21%0,

pITS-5%0,

ioduro de propidio (rojo).

9.4.2 Desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico reconstituidos por tres técnicas
de clonacion homoespecifica diferentes

Los resultados relacionados con el desarrollo de embriones de gato doméstico
reconstituidos utilizando diferentes estrategias de transferencia nuclear se muestran en la
Tabla 9. Se observé que la fusidn y el total de embriones cultivados fueron mayores cuando
se utilizaron embriones libres de ZP. Las tasas de clivaje fueron menores en el grupo de
inyeccion pero las tasas de moérulas y de blastocisto fueron similares entre los tres grupos
de clonacién. A pesar de haber alcanzado una tasa similar de blastocistos, los embriones
clones libres de ZP expandieron en mayor proporcion y mostraron el mayor nimero de
células (Tabla 9, Figura 11). Respecto al control de embriones partenogenéticos, ambos
grupos mostraron tasas similares de desarrollo y nimero de células a pesar de las diferentes
condiciones de cultivo utilizadas. Con estos resultados, decidimos realizar clonacion libre
de ZP para los siguientes experimentos y para la SCNTi.
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Tabla 9. Desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico reconstituido utilizando tres técnicas de SCNT diferentes.

Capitulo Il

Fusionados Cultivados Clivados* Morulas* Blastocistos* Bl expandidos** N células BL.

Grows () o) %) (%) (%) (%)
FusionconZP 71 18(25.4)% 18(254)%  17(94.47  4(22.2) 2(11.1) 02 892
Iveccioncon Zp 73 - 45(60  26(57.8) 10(22.2)¢ 5(11.1) 1(16.2)" 77246
Fusion sin ZP 98  SL1(82.7)° T1(725)  55(775)7 23(32.4)p 9(12.7) 7(778)  1779+52.6°
AP con ZP 88 _ 88(100)  72(81.8)% S54(61.4)p 12477 22 (52.4) 22157
AP sin ZP 77 - 77(1000  60(77.9% 46(39 7) 38 (49 4)P 26(68.4)° 240770

(a,b,c) Los valores con diferentes superindices en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05, prueba de Fisher). AP, embriones

activados partenogenéticamente; ZP, zona pelUcida.
* Calculado respecto a embriones cultivados.

** Calculado respecto a blastocistos totales.
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Fusion con ZP Inyeccion

Figura 11. Blastocistos de gato doméstico generados por tres técnicas de clonacion diferentes

9.4.3 Efecto de la agregacion embrionaria en el desarrollo in vitro y la calidad de los
blastocistos en embriones de gato doméstico, bengal, tigre y chita producidos por
clonacion

Los resultados de desarrollo incluyendo clivaje, moérula y blastocistos se muestran en la
Tabla 10. Las tasas de clivaje fueron aumentadas en los embriones agregados respecto a los
embriones no agregados. Por otra parte, los embriones generados por SCNTi clivaron de
manera similar que los embriones de gato domestico tanto para los grupos 1X como 2X.
También observamos que la mayoria de los embriones clivados no agregados se habian
dividido 3 veces a dia 2 en todas las especies, alcanzando entre 5 y 8 blastdbmeras. Este
patrén de desarrollo tan marcado no se observé en los embriones agregados, sino que hubo
menos embriones con una sola division (o sea embriones con 4 blastémeras), y la cantidad
de divisiones a dia 2 fue propia de cada especie (Figura 12).

Respecto a la formacion de blastocistos, se observd un aumento en las tasas de blastocisto
en todos los grupos experimentales utilizando agregacion. Ademas, la agregacion no
implico el uso de ovocito adicionales para obtener la misma proporcion de blastocistos en

gato domeéstico, chita y tigre (Tabla 10).
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Tabla 10. Efecto de la agregacion de embriones clones sin ZP en el desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico, gato bengal, tigre y chita

Embriones . L. . . _
. Embriones en Clivaje Morulas Blastocistos  Blastocistos/
Grupos reconstituidos . _ _ _ _
cultivo (pozos) (%) (%0) (%0) E.R (%0)
(E.R.)
Gd1X 113 113 99 (87.6)x 43 (38)® 31(27.4)x 27 4
Gd2X 218 109 107 (98.2)b% 54 (49.5)  52(47.7)° 23.8%
ChlX 102 102 89(87.2)® 39(38.2)* 17(16.7)° 16.7°
Ch2X 182 91 88(96.7) 34(374)®  26(28.6)¢ 14.3b
BelX 154 154 129(83.8)* 49(31.8)" 48(33.3)p 33.3¢
Be2X 210 105 98(93.3)d  52(49.5)® 46 (43.8)° 21.9%
TilX 63 63 59(93.7)¢  11(17.5) 2(3.2) 3.2¢
Ti2X 132 66 63(95.9)  16(24.2)%  8(12.1)= 6.1¢
FIV - 121 42(34.7)  34(28.1)= 34 (28.1)d -

(a,b,c,d,e) Los valores con superindices diferentes en una columna son significativamente diferentes (P<0.05, prueba de Fisher).
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Figura 12. Cantidad de divisiones celulares de los embriones clivados luego de 43 h de cultivo.

(a,b) Las barras con letras diferentes son significativamente diferentes entre embriones de diferente

especie con igual cantidad de divisiones (P<0.05, prueba de Fisher).
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El nimero total de células y la expresion de OCT4 de blastocistos clones de dia 7 de todas
las especies se muestra en la tabla 12. No se observaron diferencias entre los grupos
respecto al nimero total de células y las células OCT4+. Sin embargo, el promedio del
namero de células de los embriones agregados de cada especie duplica el promedio de
namero de células de los embriones no agregados en todos los grupos. El porcentaje de
células OCT4+ fue marcadamente mayor en los embriones interespecificos clonados

respecto a los embriones clonados de gato doméstico y de bengal (Figura 13).

Tabla 12. NUmero de células y células OCT4+ en blastocistos de gato doméstico, bengal, tigre y

chita producidos por SCNT libres de zona peldcida.

CeélulasOCT-4" CéelulasOCT-4/n°
promedio*SEM

N° de células

n pomedio+SEM de células

Gd1X 10 385.1+127 42b 216.1+103.3 512

Gd2X 12 625.7+182.82 206.84118.3 47 4b
BelX 12 278361 .9% 129+£22.6 46.3b¢
Be2X 12 516.8+103.6 234.4+59.6 45 4°
TilX | 4]8b 40 97.64
Ti2X 2 220+602 190463 86.4¢
ChiX 6 119.3+58.4° 144.3+66.6 82.7¢f
Ch2X 5 400.8+274.22b 321.4+96.6 80.2f
FIV 8 140.7+14.5b 1054158 74.68

(a,b,c,d) Los valores con diferentes superindices en una columna son significativamente diferentes.

Para el nimero de células de los blastocistos y células OCT4+ se utiliz6 Proc Mixed (p<0.05). Para

células OCT4+/n° de células se utilizo la prueba de diferencia de proporciones (p<0.05).

84



Capitulo 1l

Ioduro de o Ioduro de o
propidio OCT4+  Superposicion propidio OCT4+  Superposicion

Gd2X
Ch2X

BelX
FIV

Be2X

TilX

Ti2X

Figura 13. Numero de células y expresion de OCT4 en blastocistos de gato doméstico (Gd), Bengal
(Be), Tigre (Ti) y chita (Ch) generados por clonacion (con o sin agregacién) y blastocistos de
fecundacion in vitro (FIV). Los nucleos se muestran en rojo y la marcacion de OCT4 en verde
(alexa fluor 488).

Los blastocistos fueron clasificados de acuerdo a su morfologia en grado 1, grado 2 y grado
3. Esta clasificacion mostro un incremento en blastocistos de grado 1 en el gato domestico
y disminucion en blastocistos de grado 3 de tigre, cuando se realizo agregacion embrionaria

(Tabla 13).
85



Tabla 13. Clasificacion morfoldgica de los blastocistos generados por agregacion y sin agregacion de todas las especies

Capitulo Il

Clasificacion morfologica Diametro de los blastocistos

Grupos . Gl'ﬂfll] 1 Gl'ﬂfl{l- 2 Gl'aflﬂ 3 u 81}—15'1} 15 1—1?0 19 1—2'311 2312 '{i +2 ??um

(%0) (%0) (%0) pm (%o) mm (%) | pm (%) | pm (%e) (%)
Gd1X 31 5(16.1)® 11 (34.5)* | 15(48.4)2% | 19 | 2(10.5)*° |3(15.8)* | 4(21)® |6(31.6)* 4(21)*
Gd2X 49 | 18(36.7)f | 16 (32.6)* | 15(30.6)* | 38 1(2.6)° |7(184)* | 8(21)* | 9(23.7)* | 13(34.2)"
BelX 19 | 9(47.4) 9(47.4)* 1(5.2)" 15 | 2(13.3)2k 0= 1(6.7)* | 2(13.3)* | 10(66.7)°
Be2X 30 | 17 (43.6)° | 12(30.8)* | 10(25.6)¢ | 35 S5(14.3)* | T(20)* |6(17.1)* | 5(14.3)* | 12(34.3)*
TilX* 2 0 0 2(100) 2 2(100) 0 0 0 0
Ti2X 8 04 3(37.5)2 5(62.5) 8 3(37.5)% | 1(12.5)2 | 2(25)® 0# 2(25)*
ChiX 17 | 2(11.8)*% [ 4(23.5)2® | 11(64.7)% | 14 6(42.9)° |3 (21.4)* |2(14.3)* | 2(14.3)* 1(7.1)*
Ch2X 25 4(16)=¢ 6 (24)*0 15 (60)* | 25 10 (40)® 5(20) 1(4) 5(20) 4(16)*
Total 190 55(28.9) | 61(32.1) | 74(38.9) | 156 31 26 24 29 16

(a,b,c,d) Los valores con diferentes superindices en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05, prueba de Fisher). *No se pudo realizar
andlisis estadiatico sobre este grupo debido al bajo nimero de la muestra.
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9.4.4 Efecto de la agregacion y SCNTi en la expresion génica de OCT4, SOX2, CDX2 y
NANOG de blastocistos de gato doméstico, bengal y chita generados por clonacién

Con el objetivo de evaluar el efecto de la transferencia nuclear interespecifica y la
agregacion en la reprogramacion celular de los clones, medimos la cantidad de ARNm de
los genes asociados a pluripotencia y diferenciacion temprana OCT4, SOX2, NANOG y
CDX2. Con este ensayo observamos que la expresion relativa de los cuatro genes era mayor
en el grupo Gd1X respecto a los blastocistos FIV control. En cambio la expresion relativa
de estos genes en el grupo Ch1X era menor que la del control. La expresion relativa de los
genes en los embriones de bengal fue similar a la de los embriones de Gd1X para SOX2,
similar a la de los embriones de Ch1X para OCT4 y con niveles relativos de expresion
intermedios para NANOG y CDX2.

Por otra parte, la agregacion embrionaria afectdé la expresion relativa de los genes
evaluados. La expresion relativa de los cuatro genes se redujo significativamente en los
blastocistos del grupo Gd2X respecto a los blastocistos Gd1X. Llamativamente, la
expresion relativa de SOX2 y de NANOG en los embriones agregados fue similar que la de
los embriones control de FIV.

Con respecto a los embriones de chita, la cantidad relativa de RNA mensajero de OCT4 y
CDX2 se vio significativamente reducida en los blastocistos Ch2X respecto a blastocistos
Ch1X. La expresion de NANOG no se vio afectada por la agregacion embrionaria y la
expresion de SOX2 se vio aumentada por la agregacion embrionaria.

La comparacion entre los blastocistos de los grupos Gd1X y ChlX revel6 que los
embriones de chita tenian los cuatro genes sub-expresados respecto a los embriones clones
de gato domeéstico. Sin embargo, cuando comparamos Gd2X vs. Ch2X no observamos este

patron para la expresion de SOX2, ya que la expresion relativa de este gen era mayor en
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blastocistos de chita agregados respecto a blastocistos de gato agregados. Todos estos

resultados estan resumidos en la Figura 14.

a)
9 A OCT4
?E i Figura 14. Abundancia relativa de
"% 1 . los transcriptos de los genes OCT4,
£ . . i SOX2, NANOG y CDX2 en a)
° GdIX B:X C:EX FIV blastocistos no agregados de gato
0.08- A Sox2 doméstico, bengal y chita generados
2 o.00] e por SCNT, SCNTi y FIV (s6lo gato
g 0.04] doméstico), b) blastocistos de gato
é% 0.02] _ 5 doméstico y de chita, agregados
0.00 n —.r (2X) 'y no agregados (1X),
GdlX BelX ChlX FIV generados por FIV (s6lo gato
0.7 A et doméstico), SCNT y SCNTi. Todos
é 0.5 los transcriptos fueron normalizados
E 0.3 con el transcripto del gen GAPDH.
E} 0.24 B B (A,B) Diferentes letras
0.0 i c ; corresponden a diferencias
GdIX  BelX  ChiX  FIV estadisticas entre cada expresion
1,07 A Chx2 génica relativa (p<0.05).
%ﬁ 0.8
% 0,5
% 0.31 B
L2 =
GdlX BelX ChlX FIV
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9.4.5 Sincronizacion de celo y transferencia de embriones

Capitulo 1l

Las dos gatas tratadas con FSH y hCG respondieron de manera diferente. Una de ellas

alcanzd la ovulacion y la otra no. Ambas presentaron foliculos en el momento de la

transferencia por lo que no se realizo el procedimiento en estas gatas. Las gatas a las que no

se les administrd FSH y se utilizé el celo natural ovularon las tres, pero s6lo se transfirieron

las dos a las que se les indujo ovulacién mecanicamente, ya que la gata a la que también se
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le administr6 hCG presentaba foliculos en el momento de la transferencia. En una de las
gatas se transfirieron 19 morulas y en la otra 4 blastocistos y 2 mérulas, en ambos casos
fueron embriones de gato doméstico del grupo Gd2X. La ecografia realizada 20 dias
después de la induccion de la ovulacién no mostrd presencia prefiez en ninguna de las

gatas.

9.5 Discusion

En este segundo capitulo nos focalizamos en la SCNT de gato doméstico y felinos
silvestres. En primer lugar, se evaluaron diferentes condiciones de maduracion y cultivo
para embriones partenogenéticos de gato doméstico y luego se realizaron técnicas de
clonacion alternativas en esta especie. El objetivo de ambos experimentos fue determinar
las condiciones mas eficientes para posteriormente realizar SCNTi con células de felinos
silvestres. En la bibliografia relacionada a clonacién en gato doméstico sélo se ha reportado
la utilizacion de la técnica de fusion de la célula donante en ovocitos con ZP, por lo que las
metodologias planteadas en la presente tesis doctoral profundizan el conocimiento en el
area de clonacion de felinos.

Con los resultados obtenidos en el ensayo con embriones partenogenéticos, decidimos
continuar los siguientes experimentos utilizando medio de maduracion sin suplementacion
con ITS y realizando el cultivo de embriones en baja tension de oxigeno, condiciones en las
cuales la fragmentacion del ADN era menor.

Con respecto al ensayo donde se evaluan tres técnicas de clonacion diferente, en la Tabla 9
se puede observar que las tasas de fusion aumentaron significativamente en ausencia de ZP.

Este aumento posiblemente esté relacionado a un mayor contacto de las membranas
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plasméticas dado por la utilizacion de fitohemaglutinina en la unién de la célula donante y
el ovocito enucleado. Por otra parte, se dio especial importancia a la cantidad de cigotos
reconstituidos que ingresaron a cultivo luego del proceso de clonacion, independientemente
de la capacidad de los mismos para desarrollar. Teniendo en cuenta este aspecto, los grupos
“Fusion con ZP” e “Inyecciéon con ZP” mostraron un menor numero de embriones
cultivados respecto al grupo “Fusion sin ZP”. Las causas fueron, bajas tasas de fusion y el
dafio mecanico ocasionado al ovocito tras inyectar la célula donante.

Con respecto al desarrollo embrionario, no se evidenciaron diferencias significativas en las
tasas de morulas compactas y blastocistos entre los tres grupos. Los controles fueron
importantes para corroborar que la diferencia en el sistema de cultivo entre los embriones
sin ZP y con ZP no se refleja en el desarrollo de los mismos. A pesar de obtener iguales
tasas de blastocistos, el porcentaje de blastocistos expandidos fue mayor en los embriones
que habian sido enucleados y fusionados sin ZP, y luego cultivados en un sistema de
micropozos, lo que puede estar asociado con una mejor calidad de los mismos.

Con estos resultados concluimos que el método mas eficiente de clonacién en gato
domeéstico fue la fusién sin ZP y decidimos realizar esta técnica para la SCNTi con células
de felinos silvestres. Con este estudio evaluamos la capacidad del ovoplasto de gata
doméstica para reprogramar células de felinos silvestres y generar embriones hasta el
estadio pre-implantatorio. Ademas de realizar SCNTi estudiamos el efecto de la agregacion
embrionaria para determinar si esta estrategia mejora la calidad de los embriones y aumenta
la eficiencia de la técnica.

La SCNTi se ha evaluado en diferentes especies pero continua siendo ineficiente
(Thongphakdee y col. 2006; Thongphakdee y col. 2010; Imsoonthornruksa y col. 2011). De
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acuerdo a nuestros conocimientos, este trabajo es el primero que reporta la agregacion
como estrategia para analizar el desarrollo embrionario y la reprogramacion nuclear en
felinos y en embriones interespecificos. Ademéas, no se han producido anteriormente
embriones de tigre o chita por clonacién y son especies que se encuentran en la lista roja de
especies amenazadas, de acuerdo a la IUCN (Durant y col. 2010). Este trabajo fue un
desafio importante considerando que la capacidad de desarrollo de un embrién generado
por SCNTi desciende a medida que aumenta la distancia taxondmica entre la célula y el
ovocito (Beyhan y col. 2007). En este caso todas las especies pertenecen a la familia
Felidae, pero el tigre y el chita estan alejados filogenéticamente del gato doméstico ya que

pertenecen a géneros diferentes (Johnson y col. 2006).

Efecto de la agregacion y la interespecificidad en el desarrollo in vitro de embriones de
gato doméstico, bengal, tigre y chita generados por clonacion

En este trabajo alcanzamos altas tasas de desarrollo in vitro de embriones de gato
domeéstico, bengal, tigre y chita generados por clonacion, especialmente cuando se utilizo
agregacion embrionaria. El clivaje no se vio afectado por el origen de la célula donante y
fue comparable a resultados publicados previamente en otras especies de felinos (Hwang y
col. 2001; Gémez y col. 2004a; Lorthongpanich y col. 2004; Gémez y col. 2004b; Gémez y
col. 2006; Thongphakdee y col. 2010). Ademas, el clivaje se vio incrementado cerca de un
10% en los grupos agregados con respecto a los no agregados en cada especie. En el raton
fue reportado que en embriones de ICSI y clonacion el clivaje es un mecanismo colectivo
entre las blastomeras de un mismo embrion, lo que significa que si una célula se divide, la

celula hermana también lo hace, con igual duracion del ciclo celular (Balbach y col. 2012).
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Por lo tanto, un mayor nimero de embriones cultivados juntos podria aumentar las
probabilidades de que uno de ellos se divida y promueva la divisién del otro embrion
cultivado a su lado. Esta interaccion podria estar explicando también por qué las tasas de
division difieren entre los embriones 1X y 2X. Los embriones 1X mostraron un patrén de
division similar alcanzando la mayoria de los embriones entre 5-8 células a dia 2, en
cambio los embriones agregados no tuvieron este comportamiento y, en cambio, la cantidad
de divisiones de los embriones fue variable. En el Gd2X y en el Ch2X, pareceria que
existiese un mecanismo compensatorio por el cual aumenta la cantidad de embriones con
entre 5-8 blastomeras pero alcanzando este nimero con 2 divisiones celulares en lugar de 3.
Sin embargo esto no se observa para los demas grupos y, al contrario, se obtuvieron méas
embriones con mas de 12 blastomeras en los grupos Be2X y Ti2X. De esta manera, s6lo
podemos concluir que la agregacion de alguna manera estd afectando la velocidad de
division de los embriones ya sea aumentandola como disminuyéndola.

Comparado con otros reportes, obtuvimos tasas mayores o iguales de formacion de moérulas
en embriones de gato doméstico clones (Gomez y col. 2003; Imsoonthronraksa y col. 2012;
Thongphakdee y col. 2006). A pesar de estos resultados, solo el 40-50% de los embriones
clivados fueron capaces de alcanzar este estadio. Este arresto antes de la formacion de la
morula ha sido reportado previamente para embriones de gato cultivados in vitro (Kanda y
col. 1995), sin embargo en nuestras condiciones no observamos este arresto para los
embriones de FIV. En el gato doméstico, el arresto ha sido atribuido a una falla en las
condiciones de cultivo o a la transicion del control materno al control embrionario (Kanda y
col. 1995). En otras especies ha sido demostrado que otra causa del arresto embrionario es
la heteroplasmia mitocondrial generada por la SCNT o la SCNTi, la cual podria causar
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respiracion mitocondrial insuficiente (Thongphakdee y col. 2008). Estas organelas estan
involucradas en el metabolismo celular con la produccion de ATP, la regulacion de la
apoptosis, de la concentracion del calcio y del envejecimiento celular (Wang y col. 2009).
Una comunicacién nucleo-citoplasma ineficiente para la regulacion de la transcripcion y la
replicacion del ADNmt puede llevar a una falla en el desarrollo embrionario. La herencia
materna de las mitocondrias que ocurre en una fecundacion y desarrollo embrionario
normal no se aplica para la SCNT, y se observa heteroplasmia en la mayoria de los
embriones reconstituidos (Hiendleder y col. 2003; Burgstaller y col. 2007; Yang y col.
2004).

Con respecto a las tasas de blastocistos, este parametro fue beneficiado por la agregacion
embrionaria como fue previamente demostrado para otras especies (Pedersen y col. 2005,
Zhou y col. 2008, Ribeiro y col. 2009, Gambini y col. 2012). Hubo un incremento de la
capacidad de los embriones para transitar de morula a blastocisto del 24% en el grupo
Gd2X, del 34% en el grupo Ch2X 'y del 38% en el grupo Ti2X, respecto a sus respectivos
grupos 1X. Por lo tanto, la agregacion embrionaria redujo el arresto embrionario en este
estadio. La calidad de los blastocistos también se vio incrementada con esta estrategia ya
que obtuvimos mas cantidad de blastocistos de grado 1 en el Gd2X y menos cantidad de
blastocistos grado 3 en el Ti2X. Con todos estos resultados, podemos decir que la
agregacion embrionaria tiene un efecto positivo en el desarrollo in vitro de los embriones
felinos generados por SCNT y SCNTi. Los efectos positivos de la agregacion pueden
deberse a un mayor nimero de celulas desde el inicio del cultivo embrionario, a una
combinacion epigenética dentro de cada embrién que compensa la reprogramacion
ineficiente de un embridn individual, o a un efecto de ambas hipotesis. La combinacion
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epigenética obtenida por la agregacion de 2 embriones reconstituidos genéticamente
idénticos pero que fueron reprogramados de manera diferente (Boiani y col. 2002; Park y
col. 2002), podria compensar embriones individuales defectuosos aumentando la
competencia de desarrollo de los agregados (Eckardt y Mc. Laughlin 2004; Balbach y col.
2012). De esta manera, la agregacion podria hacer posible el desarrollo de un embrion

completo aun si uno de los 2 embriones no fuera competente por si solo.

Efecto de la clonacion interespecifica y la agregacién en la reprogramacion nuclear

Para comprender mejor el efecto de la SCNTi y la agregacion embrionaria, analizamos la
expresion de OCT4, NANOG, SOX2 y CDX2 en los blastocistos de gato doméstico
generados por FIV y clonacién y en los blastocistos de bengal y chita generados por
SCNTI.

En este trabajo observamos que los embriones de Gd agregados disminuyeron los niveles
relativos de expresién de los 4 genes evaluados en comparacioén con los no agregados,
obteniéndose niveles relativos de expresion de NANOG y SOX2 similares a los embriones
control de FIV. Por lo tanto, utilizando agregacion embrionaria pudimos normalizar la
expresion relativa de ambos genes (NANOG y SOX2). Ademas, los niveles relativos de
expresion de OCT4 y CDX2 de los embriones de Gd agregados no se normalizaron pero se
acercaron a los niveles relativos de expresion de los embriones de FIV. Por otra parte, tanto
el grupo Ch1X como el grupo Ch2X mostraron menores niveles relativos de expresion de
OCT4, CDX2 y NANOG que ambos grupos de Gd, lo que sugiere que el ovocito de gata
domeéstica no fue capaz de reprogramar el nucleo de la célula de chita de manera tan

eficiente como el nucleo de la célula de la misma especie. Con respecto a esto, nosotros
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observamos que mas embriones de chita que de gato doméstico se arrestaba en el estadio de
morula, lo que significa que la primera diferenciacion celular que ocurre en la formacion
del blastocisto no estaba ocurriendo de manera eficiente. Esta observacion puede estar
relacionada con los bajos niveles de expresion de los genes evaluados. Con respecto al gato
bengal, so6lo el gen de OCT4 se encontrd sub-expresado en relacion a los embriones control
de FIV, lo que no tuvo efecto alguno en la capacidad de estos embriones para la formacién
de blastocistos. A pesar de haber mejorado la calidad de los embriones de gato domestico,
no logramos obtener prefieces del grupo Gd2X lo cual lo atribuimos a las dificultades
derivadas de la sincronizacién de las gatas y a las pocas transferencias realizadas.

Para tener éxito en la clonacién la célula dadora tiene que borrar su estado diferenciado y
establecer la expresion génica especifica de un embrion. En felinos, se han evaluado
diferentes estrategias para mejorar la SCNT pero ninguna de ellas ha demostrado tener
considerable efecto positivo (Yin y col. 2005; Yin y col. 2007; Imsoonthornruksa y col.
2011; GOmez y col. 2011; GOmez y col. 2012). Hasta el momento, la mayoria de los
embriones clonados mostraron reprogramacion nuclear ineficiente lo que lleva a fallas en el
desarrollo a término (Tamada y Kikyo 2004; Sawai y col. 2009). Se reportaron
anormalidades fetales en clones de gatos silvestres africanos y gatos del desierto (Gémez y
col. 2006; Gomez y col. 2008) que pueden estar relacionadas con alteraciones en la
expresion de varios genes, potencialmente ocasionadas por desordenes epigenéticos de la
célula dadora (Gémez y col. 2008). Ademas, embriones de gato jaspeado generados por
clonacion no fueron capaces de alcanzar el estadio de blastocisto probablemente debido a

alteraciones en la expresion de los genes (Imsoonthronraksa y col. 2010).
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La aplicacion de la agregacion embrionaria es una estrategia facil de aplicar que podria
resolver algunos de los problemas asociados a una reprogramacion nuclear ineficiente.
Balbach y col. (2012) reportaron que la agregacion de embriones clonados de ratdn
normalizaban los niveles de expresion de la proteina CDX2 y este efecto fue atribuido a un
mayor namero de células. En cerdos, la agregacion embrionaria aumentd la expresion de
OCT4 y CDX2 (Terashita et al. 2011), a diferencia de los resultados obtenidos en este
trabajo.

El interés en aumento de la aplicacion de las técnicas de reproduccion asistida en felinos
requiere que se comprendan los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion del
desarrollo embrionario preimplantatorio. En raton, fue demostrado que oct4 en asociacion
con sox2 y nanog forman un complejo que mantiene la pluripotencia del macizo celular
interno de los blastocistos (Masui y col. 2007; Rodda y col. 2005; Mitsui y col. 2003;
Nichols y col. 1998). Ademas, la expresion de sox2 es esencial durante la embriogénesis
para facilitar el establecimiento del linaje del trofoectodermo (Keramari y col. 2010), una
deficiencia de este gen provoca el arresto en el estadio de mérula (Keramari y col. 2010) o
los embriones mueren luego de la implantacion (Avilion y col. 2003). En el modelo
murino, la diferenciacion del MCI y del trofoectodermo esta dirigida por una expresion
antagonista de oct4 y cdx2. Fallas en la expresion de estos genes lleva a formaciones
aberrantes del MCI y del trofoectodermo, lo cual es comin en embriones de clonacién
(Amano y col. 2002). En otras especies, la regulacion de la pluripotencia y la diferenciacion
temprana es diferente, lo cual lleva a diferencias en el desarrollo embrionario (Kirchhof y
col. 2000; Kuijk y col. 2008). Entonces, cada especie debe ser estudiada con el objetivo de
comprender el mecanismo involucrado en el mantenimiento de la pluripotencia y
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diferenciacion de embriones preimplantatorios, lo cual puede ser Gtil para mejorar el
desarrollo embrionario o establecer lineas estables de células madre embrionarias en
diferentes especies (Kirchhof y col. 2000; Kuijk y col. 2008).

En nuestro trabajo observamos que la interespecificidad también afectd la expresion de
OCT4, NANOG, CDX2 y SOX2. Los blastocistos de chita disminuyeron la expresion
relativa de estos genes cuando comparamos los grupos Ch1X vs. Gd1X, obteniéndose muy
bajos niveles de expresion. En varios estudios se han reportado anormalidades en la
transcripcion de genes relacionados con la reprogramacion nuclear cuando se realiz6
SCNTi (Loi y col. 2011), incluyendo estudios en felinos como el gato jaspeado
(Imsoonthornruksa y col. 2010) y el gato patinegro (Gomez y col. 2011). La expresion
génica ineficiente puede estar relacionada con las menores tasas de blastocisto y menor
calidad de los embriones de chita comparados con los de gato doméstico.

Ademas de estudiar la expresion génica, evaluamos la distribucion de la proteina OCT4 en
los blastocistos de todos los grupos. En el modelo de raton, OCT4 estd negativamente
regulada en el trofoblasto de los blastocistos y se expresa principalmente en el MCI. Por
otra parte, los blastocistos bovinos, porcino y de primates no poseen este patron de
expresion y OCT4 también se encuentra expresada en el trofoblasto (Kirchhof y col. 2000;
Harvey y col. 2009). Estas diferencias en la distribucion de OCT4 pude estar relacionada
con diferencias en el desarrollo y placentacion entre las especies. Nosotros observamos que
OCT4 no esta restringido al MCI en ninguno de los blastocistos analizados y obtuvimos
marcacion también en el trofoblasto, tal como fue descripto previamente para blastocistos

de gato doméstico (Gomez y col. 2010).
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9.6 Conclusion

El trabajo descripto en este capitulo demuestra que es posible generar embriones hasta
estadios pre-implantatorios utilizando 3 técnicas diferentes de transferencia nuclear, siendo
la mas eficiente la transferencia nuclear sin ZP, por primera vez evaluada en esta especie.
Ademas, observamos que la agregacion mejora el desarrollo embrionario, la calidad de los
bastocistos y normaliza la expresion génica en embriones clonados de gato domestico. El
desarrollo de los embriones de chita también se vio beneficiado cuando se realizo
agregacion, pero nuestros resultados de expresion génica mostraron que la reprogramacion
nuclear no fue tan eficiente como la de los embriones homoespecificos. Ademas de ser una
herramienta para la conservacion de especies, la SCNTi puede ser potencialmente utilizada
para estudios basicos de reprogramacion nuclear y para el aislamiento de células madre

embrionarias.
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10. Conclusiones generales

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue desarrollar biotecnologias reproductivas de
alta complejidad en felinos, con el proposito de estudiar, reproducir y conservar felinos en
peligro de extincidon. Nosotros hipotetizamos que es posible utilizar ovocitos u ovoplastos
de gata domeéstica para evaluar la capacidad fecundante de espermatozoides de otros felinos
y generar embriones de felinos silvestres por transferencia nuclear de células somaticas.

Al momento de comenzar la presente tesis doctoral, el Laboratorio de Biotecnologia
Animal contaba con vasta experiencia en biotecnologias reproductivas de bovinos y ovinos
principalmente, habiendo realizado s6lo algunos ensayos en felinos. Por ende, el primer
objetivo fue desarrollar las diferentes técnicas en gato doméstico para luego aplicarlas a
especies silvestres de las cuales el material biologico es limitado.

En el capitulo I realizamos la técnica de ICSI. En primer lugar nos focalizamos en la
evaluacion de diferentes condiciones de maduracion y de cultivo de los embriones y
determinamos que la suplementacion del medio de maduracién con ITS y el cultivo de los
embriones con bajo nivel de oxigeno mejoraban el desarrollo embrionario. Méas adn,
determinamos que la ICSI en gato doméstico es mas eficiente que en los animales de granja
ya que no es necesario tratar quimicamente a los ovocitos inyectados para inducir el
desarrollo embrionario tal como sucede en estas especies. La posibilidad de generar
embriones por esta técnica y la limitante de conseguir ovocitos de felinos silvestres, nos
condujo a evaluar la capacidad fecundante de espermatozoides de chita y de leopardo en

ovocitos de gata doméstica. Al realizar este ensayo y observar que los embriones se
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desarrollaban de igual manera que los controles de ICSI en gato doméstico determinamos
que la capacidad fecundante de los espermatozoides de felinos silvestres puede ser evaluada
utilizando la técnica de ICSI con ovocitos de gata doméstica madurados in vitro.

El potencial del trabajo descripto en este primer capitulo fue puesto en evidencia cuando
fue necesario castrar a una hembra de leopardo y nosotros contdbamos con la tecnologia
desarrollada para recuperar los ovocitos de los ovarios, madurarlos y generar embriones in
vitro con los mismos. Esta experiencia revela la importancia de contar con este tipo de
técnicas para no perder material biolégico valioso en términos de biodiversidad. Vale
destacar también la importancia de los bancos genéticos ya que gracias al banco genético
del Zooldgico de Buenos Aires contamos de manera inmediata con semen de leopardo para
generar los embriones homoespecificos en esta especie por ICSI. En esta experiencia
logramos obtener ovocitos fecundados y clivados habiéndose arrestado en los primeros
estadios. Debido a que la capacidad fecundante de los espermatozoides utilizados ya habia
sido demostrada con los ovocitos de gata doméstica, concluimos que los ovocitos de
leopardo eran incompetentes ya sea como consecuencia de la gran infeccion que presentaba
la hembra en el momento de la castracion o por el tratamiento con antibidticos que recibid.
Hasta el momento no hay reportados nacidos de felinos silvestres generados por ICSI y
nuestros resultados sugieren que es una técnica prometedora para contribuir a la
reproduccion en estas especies, especialmente aplicable cuando las muestras seminales son
de baja calidad.

Una vez desarrollada la técnica de ICSI en felinos, nos avocamos a estudiar la transferencia
nuclear en estas especies. Hasta el momento se habia reportado la SCNT utilizando
ovocitos con zona pelucida y fusionando un fibroblasto al ovoplasto. Ademas, habia sido
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demostrada la capacidad del ovocito de gata doméstica de reprogramar células de felinos
silvestres de especies filogenéticamente cercanas y permitir el nacimiento de gatos salvajes
africanos. Con estos antecedentes, decidimos evaluar otras alternativas de SCNT en el gato
doméstico para utilizar la méas eficiente en la SCNTi con células de felinos
filogenéticamente distantes como el tigre y el chita. El objetivo de este experimento fue
profundizar el conocimiento en el &rea de clonacion de felinos. Este trabajo demostrd que
independientemente de la técnica utilizada es posible generar embriones de gato doméstico
hasta estadios pre-implantatorios, siendo la més eficiente la transferencia nuclear sin ZP,
por primera vez evaluada en esta especie. Se ha reportado previamente que el hecho de
quitarle la ZP a embriones aumenta significativamente la cantidad de células (Freistedt y
col. 2001), tal como vimos en este trabajo. Al obtener los mejores resultados con la SCNT
sin ZP, decidimos evaluar el efecto de la agregacion embrionaria sobre el desarrollo in
vitro, la calidad de los embriones y la reprogramacién nuclear, utilizando células de bengal,
tigre y chita con ovocitos de gata doméstica. Esta estrategia habia sido anteriormente
evaluada en otras especies como el murino, bovino y equino, habiéndose aumentado la
eficiencia de la técnica con la agregacion de los embriones en estas especies. En felinos
observamos el mismo efecto, ya que aumentamos las tasas de blastocisto, la cantidad de
celulas de los mismos, la calidad de los blastocistos en el gato doméstico y en el tigre.
Queda por discernir si este efecto beneficioso se dio por un aumento del nimero de células
de los embriones desde el inicio del cultivo, por una compensacion epigenética dada por el
quimerismo celular con diferencias a nivel de reprogramacion nuclear, o por una
combinacion de ambos efectos. Ademas de las mejoras observadas en el desarrollo
embrionario, el analisis de la expresion de los genes OCT4, NANOG, SOX2 y CDX2 revelo
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que la agregacion en los clones de gato doméstico disminuye los niveles relativos de
expresion de estos genes alcanzando niveles relativos de expresion similares a los de
controles de FIV. En cuanto a los clones agregados de chita, a pesar de aumentar la
eficiencia en el desarrollo de los embriones con esta estrategia, nuestros resultados de
expresion génica mostraron que la reprogramacion nuclear no fue tan eficiente como la de
los embriones homoespecificos, obteniendo muy bajos niveles relativos de expresion de los
4 genes analizados. El efecto de la transferencia interespecifica también se observo en los
embriones de bengal, donde los niveles relativos de expresion de OCT4 fueron similares a
los niveles de expresion de los embriones de chita, los niveles de expresion de SOX2 fueron
similares a los de gato doméstico y los niveles de expresion de NANOG y CDX2 fueron
intermedios y diferentes a los de chita y a los de gato doméstico. Como se explicd
anteriormente, el analisis de la expresion génica es una herramienta muy importante para
tener nuevas perspectivas en la regulacion molecular del desarrollo embrionario. Es
necesaria una correcta reprogramacion nuclear para que el desarrollo embrionario y fetal
sea eficiente. Las alteraciones en la expresion génica son comunes en los embriones
generados por transferencia nuclear, mas aun cuando la transferencia nuclear es
interespecifica. Es por este motivo que es necesario buscar estrategias que permitan mejorar
la reprogramacion nuclear de los clones y asi aumentar la eficiencia de la técnica. Hasta el
momento se habian evaluado diferentes protocolos de sincronizacién de la célula donante,
de activacion de los embriones reconstituidos y tratamientos con drogas que modifican la
apigenética de la células, sin embargo no se habia logrado una mejora significativa para le
técnica. Con la agregacion embrionaria descripta en la presente tesis doctoral obtuvimos
evidencias de aumento en la eficiencia de la SCNT, las cuales deberian ser confirmadas
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mediante mas transferencias de embriones en hembras receptoras y tasas de nacimientos
viables.

Sumado al andlisis de la expresion génica, evaluamos la presencia de la proteina de OCT4
en los embriones de clonacion y de FIV. El gen de OCT4 se ha encontrado s6lo en especies
de mamiferos (Ovitt y Scholer, 1998) y ha conservado tanto su funcién como su secuencia
en las diferentes especies. La funcion de este gen es regular el desarrollo embrionario
temprano y diferenciacion celular temprana (Van Eijk y col. 1999). En el raton la expresion
de este gen esta restringida a las células del MCI del blastocisto, a diferencia de los
blastocistos de otras especies como los del humano (Cauffman y col. 2005) y de los
animales de granja, los cuales presentan expresion de OCT4 también en el trofoblasto
(Kirchhof y col. 2000; Harvey y col. 2009). Nosotros hemos observado que OCT4 se
encuentra presente tanto en las células del MCI como en las células del trofoblasto de los
blastocistos analizados, tal como habia sido previamente reportado para embriones de FIV
(Gémez y col. 2010).

Por lo expuesto anteriormente, la SCNTi puede ser una herramienta para la conservacion de
especies y también puede ser utilizada para el estudio de la reprogramacion nuclear y el
aislamiento de células madre embrionarias de estas especies.

En esta tesis doctoral hemos alcanzado los objetivos propuesto y aceptamos la hipdtesis
planteada: “Es posible utilizar ovocitos u ovoplastos de gata doméstica para evaluar
respectivamente: la capacidad fecundante de espermatozoides por ICSI y generar
embriones por transferencia nuclear de células somaéticas, en ambos casos utilizando

material genético de otros felinos silvestres”.
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