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ABREVIATURAS

1CP: primer cuerpo polar

3B-HSD: 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa (segun traduccion literal del

término en inglés: 3B-hydroxysteroid dehydrogenase)

ADAML1.: desintegrina y metaloproteasa 1 (segun traduccion literal del término en
inglés: a desintegrin and metalloprotease 1)

ADAM2: desintegrina y metaloproteasa 2 (segun traduccion literal del término en
inglés: a desintegrin and metalloprotease 2)

ADAMa3: desintegrina y metaloproteasa 3 (segun traduccion literal del término en
inglés: a desintegrin and metalloprotease 3)

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNasa: desoxirribonucleasa

ADNmMmit: acido desoxirribonucleico mitocondrial

Al: anafase |

AMP¢: adenosin monofosfato ciclico

Apaf-1: factor activador de la peptidasa apoptética 1 (segun traduccion literal del

término en inglés: apoptotic peptidase activating factor 1)

APC: complejo promotor de la anafase (segun traduccion literal del término en

inglés: anaphase-promoting complex)
ARNmM: acido ribonucleico mensajero
ATP: adenosin trifosfato

Bak: proteina destructora del antagonista homoélogo Bcl-2 (segun traduccion

literal del término en inglés: Bcl-2 homologous antagonist killer protein)
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Bax: proteina X asociada a Bcl-2 (segun traduccion literal del término en inglés:

Bcl-2-associated X protein)

BCB: azul brillante de cresilo (segun traduccion literal del término en inglés:

brilliant cresyl blue)

Bcl-2: proteina 2 del linfoma de células B (segun traduccion literal del término en

inglés: B-cell ymphoma 2 protein)

BGC-1: linea de células de la granulosa bovina 1 (segun traduccion literal del

término en inglés: bovine granulosa cell line 1)

BMP: proteina morfogenética 6sea (segun traduccién literal del término en

inglés: bone morphogenetic protein)

BRL: células de higado de rata y bufalo (segun traduccion literal del término en

inglés: bufallo rat liver cells)
Ca**: calcio iénico

CD9: proteina grupo de diferenciacion 9 (segun traduccion literal del término en

inglés: cluster of differentation 9 protein)

Cdc25B: fosfatasa del ciclo de division celular 25B (segun traduccion literal del

término en inglés: cell division cycle 25B phosphatase)
Cdh1: activador del complejo APC

CDK1: quinasa dependiente de ciclina 1 (segun traduccion literal del término en

inglés: cyclin-dependent kinase 1)

Cdx2: proteina tipo 2 homeobox caudal (segun traduccion literal del término en

inglés: caudal-type homeobox protein 2)

CENPF: proteina F del centromero (segun traduccion literal del término en inglés:

centromere protein F)

CG: células de la granulosa
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CGB-1: células de la granulosa bovina de pasaje 1
CGP: células germinales primordiales

CIV: cultivo in vitro de embriones

CL: cuerpo luteo

CLB-1: células luteales bovinas purificadas de pasaje 1
COg2: dioxido de carbono

COC: complejo cumulus ovocito (segun traduccion literal del término en inglés:

cumulus-oocyte complex)
CPCLB: cultivo primario de cuerpo luteo bovino
CPGB: cultivo primario de células de la granulosa bovina

CRISPL1: proteina secretada rica en cisteina (segun traduccion literal del término
en inglés: cysteine-rich secretory protein 1)

CycB1: ciclina B1 (segun traduccion literal del término en inglés: cyclin B1)

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol (segun traduccion literal del término en inglés:

4',6-diamidino-2-phenylindole)

DCF: 2’,7’-diclorofluoresceina

DCHF: 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina

DCHFDA: 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato

DMEM/F12: medio Eagle modificado de Dulbecco/ mezcla de nutrientes F-12
(segun traduccion literal del término en inglés: Dulbecco’s modified Eagle

medium/ nutrient mixture F-12)
DMSO: dimetil sulfoxido
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dUTP: desoxiuridina trifosfato
dUTP: desoxiuridina trifosfato
EEM: error estandar de la media

EGF: factor de crecimiento epidérmico (segun traduccion literal del término en

inglés: epidermal growth factor)

ELISA: enzimoinmunoensayo (segun traduccion del término en inglés: enzyme-

linked immunosorbent assay)

Emil: inhibidor mitético temprano 1(segun traduccion literal del término en
inglés: early mitotic inhibitor 1)

ERO: especies reactivas derivadas del oxigeno

FADD: proteina con dominio de muerte asociada a Fas (segun traduccion literal

del término en inglés: Fas-associated death domain protein)
FasL: ligando Fas (segun traduccion literal del término en inglés: Fas ligand)

FasR: receptor del ligando Fas (segun traduccion literal del término en inglés:

Fas receptor)
Fe: hierro

FGF: factor de crecimiento fibroblastico (segun traduccion literal del término en
inglés: fibroblast growth factor)

FITC: isotiocianato de fluoresceina (segun traduccion literal del término en

inglés: fluorescein isothiocyanate)
FIV: fecundacion in vitro

FSH: hormona foliculoestimulante (segun traduccién literal del término en inglés:

follicle-stimulating hormone)
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G: gauge

G6PHD: glucosa-6-fostato deshidrogenasa (segun traduccion literal del término

en inglés: glucose-6-phosphate dehydrogenase)

GDF-9: factor de crecimiento y diferenciacion 9 (segun traduccién literal del
término en inglés: growth differentiation factor 9)

GMPc: guanosin monofosfato ciclico

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas (segun traduccion literal del

término en inglés: gonadotropin-releasing hormone)

GnRHa: analogo o agonista de la hormona liberadora de gonadotrofinas (segun
traduccion literal del término en inglés: gonadotropin-releasing hormone

analogue or agonist)

GnRHR: receptor de la hormona liberadora de gonadotrofinas (segun traduccién

literal del término en inglés: gonadotropin-releasing hormone receptor)

GPCR: receptor acoplado a proteina G (segun traduccion literal del término en

inglés: G protein—coupled receptor)
GPX: glutation peroxidasa

Gs: proteinas G

GSH: glutatién

GVBD: ruptura de la vesicula germinal (segun traduccion literal del término en

inglés: germinal vesicle breakdown)

H202: peroxido de hidrogeno

HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico

hMG: gonadotrofina menopausica humana (segun traduccion literal del término

en inglés: human menopausal gonadotropin)
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IA: inseminacion artificial

ICQ: inmunocitoquimica

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de un espermatozoide (segun traduccion

literal del término en inglés: intracytoplasmic sperm injection)

IETS: Sociedad Internacional de Tecnologia Embrionaria (segun traduccion

literal del término en inglés: International Embryo Technology Society)

IGF-1: factor de crecimiento insulinico 1 (segun traduccion literal del término en

inglés: insulin-like growth factor 1)

IP: ioduro de propidio

IP3: inositol trifosfato

igf2r: gen para el receptor del factor de crecimiento tipo insulinico 2 (segun

traduccion literal del término en inglés: insulin-like growth factor 2 receptor gen)
Ki-67: antigeno o proteina de proliferacion celular

LA: acetato de leuprolide (segun traduccion literal del término en inglés:

leuprolide acetate)

LH: hormona luteinizante (segun traduccion literal del término en inglés:

luteinizing hormone)

LPA: acido lisofosfatidico (segun traduccion literal del término en inglés:

lysophosphatidic acid)

MAPK: proteina quinasa activada por mitégeno (segun traduccion literal del

término en inglés: mitogen-activated protein kinase)
MCI: macizo celular interno

MCP: muerte celular programada
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MI: metafase |

MIl: metafase Il

MIV: maduracion in vitro

MOS: serina/treonina proteina quinasa del oncogén del sarcoma Moloney

MPEF: factor promotor de la maduracion (segun traduccion literal del término en

inglés: maturation-promoting factor)
NADH: nicotinamida adenina dinucledétido reducido

NDUFS3: proteina 3 NADH deshidrogenasa (ubiquinona) Fe-S (segun
traduccion literal del término en inglés: NADH dehydrogenase [ubiquinone] Fe-S

protein 3)

NPPC: precursor del péptido natriurético C (segun traduccion literal del término

en inglés: natriuretic peptide precursor C)

NPR2: receptor del péptido natriurético 2 (segun traduccion literal del término en
inglés: natriuretic peptide receptor 2)

Oz anién superdxido

Oct-4: factor de transcripcion 4 de union a octamero (segun traduccion literal del

término en inglés: octamer-binding transcription factor 4)
OH-: anion hidroxilo

OPU: recuperacion de ovocitos (segun traduccion literal del inglés: ovum pick

up) para hacer referencia a la aspiracion folicular transvaginal ecoguiada

P4: progesterona

p53: proteina supresora tumoral p53 (segun traduccion literal del término en

inglés: tumor suppressor p53 protein)
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PBS: tampon fosfato salino (segun traduccion literal del término en inglés:

phosphate-buffered saline)

PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular (segun traduccion literal del

término en inglés: proliferating cell nuclear antigen)

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (segun traduccion literal del término

en inglés: polymerase chain reaction)

PDE3A: fosfodiesterasa 3A (segun traduccién literal del término en inglés:

phosphodiesterase 3A)

PGF2aq: prostaglandina Faaq

Pl: profase |

PIP2: fosfatidilinositol bifosfato

PIV: produccion in vitro de embriones

PKA: proteina quinasa A (segun traduccion literal del término en inglés: protein
kinase A)

PLC{: fosfolipasa C zeta (segun traduccion literal del término en inglés:

phospholipase C zeta)
PMIV: premaduracion in vitro
PP: proteinas fosfatasas

PS: fosfatidilserina (segun traduccion literal del término en inglés:
phosphatidylserine)

PUMA: proteina moduladora de apoptosis por sobreexpresion de p53 (segun
traduccion literal del término en inglés: p53 upregulated modulator of apoptosis)

PVA: alcohol de polivinilo (segun traduccidn literal del término en inglés: polyvinyl
alcohol)
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RA: reaccion acrosomal o acrosdmica
RE: reticulo endoplasmaético

S: azufre

SFB: suero fetal bovino

SOF: fluido oviductal sintético (segun traduccion literal del término en inglés:

synthetic oviductal fluid)
SOV: superovulacion

T75: frasco de cultivo para tejidos de 75 cm? (segln traduccion literal del término

en inglés: tissue culture flask 75 cm?)

TCM-199: medio de cultivo para tejidos 199 (segun traduccidn literal del término

en inglés: tissue culture medium 199)

TCN: numero total de células (segun traduccién literal del término en inglés: total

cell number)

TdT: desoxinucleotidil transferasa terminal (segun traduccion literal del término

en inglés: terminal deoxynucleotidyl transferase)
TE: transferencia embrionaria

TGF: tracto genital femenino

TI: telofase |

TNFR1: receptor del factor de necrosis tumoral 1 (segun traduccion literal del

término en inglés: tumor necrosis factor receptor 1)

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa (segun traduccion literal del término en

inglés: tumor necrosis factor alpha)

TRA: tecnologias de reproduccion asistida
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TRADD: proteina con dominio de muerte asociada al TNRF1 (segun traduccion

literal del término en inglés: TNFR1-associated death domain protein)

TUNEL: desoxinucleotidil transferasa terminal dUTP etiquetado de extremo
(segun traduccion literal del término en inglés: terminal deoxynucleotidyl

transferase dUTP nick end labeling).

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular (segun traduccion literal del

término en inglés: vascular endothelial growth factor)

VG: vesicula germinal

WeelB: proteina quinasa WeelB

ZP: zona pellucida
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RESUMEN

Durante el siglo XX, la introduccién de biotecnologias reproductivas
innovadoras en la produccion bovina le ha permitido a la ganaderia un gran
avance. La transferencia de embriones producidos por fecundacion in vitro (FIV)
aumento significativamente, alcanzando en el afio 2013 un maximo histérico a
nivel mundial de 42% del total de embriones transferidos. Sin embargo, a pesar
de los esfuerzos cientificos para optimizar los sistemas de produccién in vitro
(PIV), las condiciones de cultivo contintan siendo subdptimas. En consecuencia,
el rendimiento y la calidad de los embriones es inferior respecto a los producidos
in vivo lo que genera mayores pérdidas embrionarias, afectando negativamente

la produccién.

El cocultivo con células somaticas podria mejorar las condiciones
suboptimas y favorecer el desarrollo embrionario a través de la produccion de
compuestos con actividad mitogénica y sustancias que promueven la
diferenciacion celular, la detoxificacion de embriotoxinas y la modificacién de las
concentraciones de sustratos energéticos. Asimismo, el estudio de sistemas de
cocultivo podria proporcionar informacién valiosa sobre los requerimientos para
el desarrollo embrionario temprano, la bioquimica de las células somaticas y su

interacciéon con el embrién.

El objetivo general de la tesis es optimizar la produccion de embriones
bovinos obtenidos por FIV, a través de la utilizacion de sistemas de cocultivo con
células de granulosa y luteales bovinas, para incrementar el rendimiento y/o la
calidad de los blastocistos obtenidos a través de dicha biotecnologia. Se evalu6
el efecto de dos sistemas de cocultivo con células de granulosa bovina durante
la maduracion in vitro (MIV): células de la linea BGC-1 (bovine granulosa cell line
1) y células del primer pasaje luego del cultivo primario (CGB-1). Paralelamente,
se utilizaron células de pasaje 1 de cultivo primario de cuerpo lateo bovino sin
purificar, no obteniéndose resultados concluyentes. De igual modo, se evalud el
efecto de un sistema de cocultivo con células luteales bovinas purificadas de
pasaje 1 (CLB-1) durante el desarrollo embrionario temprano. La presencia de

BGC-1 no demostr6 tener un efecto beneficioso sobre la maduracién nuclear
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ovocitaria respecto al grupo control (sin células). Se observaron porcentajes
variables y en la mayoria de los casos la reanudacion meiotica fue inhibida. Al
emplear como modelo alternativo las CGB-1, se incremento significativamente el
porcentaje de maduracidn nuclear (85%) respecto al control (70%). Sin embargo,
los porcentajes de ovocitos Anexina V-FITC positivos (determinacion para
apoptosis temprana) y de ovocitos muertos luego de la MIV no mostraron
diferencias entre el cocultivo con CGB-1 y el control. También, se evalu6 la
apoptosis tardia (ensayo TUNEL) sin observar diferencias entre los grupos
(CGB-1: 1,12% vs. control: 1,33%). Los niveles ovocitarios de especies reactivas
derivadas del oxigeno (ERO) se determinaron a través del ensayo de DCHFDA
luego de la MIV, observando un incremento significativo de los mismos en el
cocultivo con CGB-1. Como parametro indirecto de evaluacion de la maduracién
citoplasmatica se realizaron experimentos de FIV, en cuyo caso se agregaron
gonadotrofinas al medio de MIV en el grupo control. El porcentaje de embriones
segmentados se determind a las 48 h post-FIV y fue similar en ambos grupos
(CGB-1: 80,5% vs. control: 79,4%). Sin embargo, el rendimiento de blastocistos

fue significativamente menor en el cocultivo (CGB-1: 14% vs. control: 25,6%).

El cocultivo de embriones con CLB-1 se realiz6 durante las primeras 48 h
de cultivo in vitro (CIV). Las CLB se aislaron y purificaron previamente mediante
centrifugacion diferencial en un gradiente discontinuo de Percoll®, determinando
la pureza mediante inmunocitoquimica (ICQ) para 3p-HSD (enzima que cataliza
la biosintesis de progesterona a partir de la pregnenolona). Se observé que la
totalidad de las células de pasaje 1 que habian sido seleccionadas (fracciones 5
y 6 del gradiente de Percoll®) fueron positivas a 3-HSD. Utilizando el colorante
rojo Nilo se determiné la presencia de vacuolas lipidicas citoplasmaticas en la
totalidad de las células evaluadas, lo cual indicé actividad esteroidogénica
conservada. Del mismo modo, las células de pasaje 1 sin seleccion mostraron
un porcentaje del 80,6% + 7,02 de positividad al colorante. El cocultivo con este
sistema modificé la cinética de desarrollo embrionario respecto al sistema
convencional sin células (control). Se observo un incremento significativo del
porcentaje de blastocistos (CLB-1: 50% vs. control: 30%) y de blastocistos de
estadio 6 (CLB-1: 37% vs. control: 24%). Los niveles de ERO se determinaron

en embriones de dia 2, siendo significativamente superiores en el cocultivo. Por
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otro lado, se planted la deteccion del factor de proliferacion celular Ki-67 como
marcador temprano de calidad embrionaria. Mediante inmunofluorescencia para
Ki-67 y tincion con Hoechst 33342 se determind el porcentaje de proliferacion
celular y el niumero promedio de blastbmeras en embriones de dia 2. El
porcentaje de proliferacion celular en los embriones cocultivados con CLB-1 fue
significativamente mayor respecto al control sin existir diferencias en el nimero
de blastbmeras. Se evalué la apoptosis tardia (ensayo TUNEL) en blastocistos,
observando un menor porcentaje de blastobmeras apoptéticas en el cocultivo con
CLB-1 respecto al control (4,10% vs. 10,90%).

En conclusion, el sistema de cocultivo con BGC-1 no es una alternativa
para optimizar la PIV de embriones bovinos. Sin embargo, el cocultivo con CGB-
1 mostré un efecto positivo sobre la maduracion nuclear ovocitaria, no obstante,
su utilizacion no resultd ser superior en términos de eficiencia respecto al sistema
de PIV tradicional. Los efectos de este sistema de cocultivo se evidenciaron
tardiamente y los menores rendimientos podrian asociarse a los mayores niveles
de ERO en los ovocitos. Finalmente, la utilizacion de CLB-1 purificadas y en
cocultivo durante las etapas tempranas de desarrollo demostrd un marcado
efecto embriotrofico con altos porcentajes de blastocistos de mejor calidad,
optimizando la PIV de embriones bovinos.

Palabras clave: cocultivo; células de la granulosa bovina; células luteales

bovinas; produccion in vitro de embriones bovinos.
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SUMMARY

BOVINE OOCYTE MATURATION AND EMBRYO DEVELOPMENT IN
COCULTURE WITH MONOLAYERS CELLS

During the twentieth century, the introduction of innovative reproductive
biotechnologies in cattle production has allowed a breakthrough in this field. The
embryo transfer produced by in vitro fertilization (IVF) increased significantly and
in 2013 reached a global record high of 42% of transferred embryos. However,
despite scientific efforts to optimize systems for in vitro production (IVP), the
culture conditions remain suboptimal. Thus, the performance and quality of
embryos are lower than those produced in vivo thereby generating higher early

embryonic losses that negatively affect production.

Coculture with somatic cells could improve suboptimal conditions and
promote embryonic development through the production of mitogenic compounds
and substances that promote cell differentiation. Also, through detoxifying and
modifying embryotoxins concentrations and energy substrates. Besides, the
study of coculture systems would provide valuable information about the
requirements for early embryonic development, biochemistry of somatic cells and

their interaction with the embryo.

The aim of this thesis is to optimize the bovine embryo production from
IVF, using systems of coculture with granulosa and luteal cells from bovine, to
increase yield and/or quality of blastocysts produced. The effect of two coculture
systems with bovine granulosa cells: granulosa cells line 1 (BGC-1) and
granulosa cells from passage 1 after primary culture (CGB-1), on in vitro
maturation were assessed. Similarly, unpurified cells from a primary culture of
bovine corpus luteum were used but the results were inconclusive. Furthermore,
the effect of a coculture system with purified bovine luteal cells of passage 1
(CLB-1) during early embryonic development was evaluated. The presence of
BGC-1 showed no beneficial effect on oocyte nuclear maturation compared to
the control group (without cells). Varying maturation rates were observed, and in

most cases, meiotic resumption was inhibited. By employing an alternative model
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with CGB-1 significantly increases the nuclear maturation rates (85%) compared
to the control (70%). However, there were no differences in Annexin V-FITC rate
(determination for early apoptosis) or dead rate in oocyte between groups. Also,
late apoptosis (TUNEL assay) was evaluated and there were no differences
between groups (CGB-1: 1.12% vs. control 1.33%). After IVM, oocyte levels of
reactive oxygen species (ROS) were determined using DCHFDA assay and it
showed a significant increase in coculture group with CGB-1. As an indirect
assessment parameter of oocyte cytoplasmic maturation, IVF assays were
performed. In this case, the control group received the gonadotropins. The
cleavage rate was determined at 48 h post-IVF and was similar in both groups
(CGB-1: 80.5% vs. control: 79.4%). However, blastocysts rate was significantly
lower in control than the coculture (CGB-1: 14% vs. control: 25.6%).

The embryo coculture with CLB-1 was performed during the first 48 h of in
vitro culture (IVC). The CLB were previously isolated and purified by differential
centrifugation on a discontinuous Percoll™ density gradient, and the purity was
determined by immunocytochemistry (ICC) using antibodies against 3p-HSD
(enzyme that catalyzes progesterone biosynthesis from pregnenolone). All the
cells selected (fractions 5 and 6 of the Percoll™ gradient) were positive to 3[3-
HSD. Nile red dye was used to detect cytoplasmic lipid droplets and all the cells
assessed were positive indicating steroidogenic activity preserved. On the other
hand, cells from passage 1 without selection showed 80.6% + 7,02 of positive
cells. This coculture system modified the kinetic of embryo development respect
to a conventional system that not uses cells (control). A significantly increase in
blastocyst rate (CLB-1: 50% vs. control: 30%) and stage 6-blastocyst rate (CLB-
1. 37% vs. control: 24%) was observed. The ROS level was measured in day 2-
embryos and was significantly higher in the coculture. Furthermore, the detection
of the proliferation antigen Ki-67, as an early marker of embryo quality, was
proposed. The cell proliferation rate and the mean number of blastomeres were
determined in day 2-embryos using immunofluorescence for Ki-67 and Hoechst
33342 staining. The cell proliferation rate in embryos cultured with CLB-1 was
significantly higher than the control but there were no differences in a mean

number of blastomeres. Late apoptosis (TUNEL assay) was assessed in
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blastocysts and the rate of apoptotic blastomeres was lower in coculture with
CLB-1 than the control (4.10% vs. 10.90%).

In conclusion, the coculture system with BGC-1 is not an alternative to
optimize PIV of the bovine embryo. On the other hand, the coculture with CGB-1
showed a positive effect on nuclear maturation but their use was not superior
regarding efficiency about traditional PIV system. The effects of this coculture
were evident delayed, and the lower yield may be associated with an increased
level of ROS in oocytes. Finally, the use of CLB-1 in coculture during early embryo
development showed a significant embryotrophic effect with high blastocyst yield

of a better quality, thereby optimizing the PIV of the bovine embryo.

Keywords: coculture; bovine granulosa cells; bovine luteal cells; in vitro

bovine embryo production.

[30]



INTRODUCCION
PRODUCCION DE EMBRIONES BOVINOS: CONTEXTO MUNDIAL

Durante el siglo XX, la incorporacion de biotecnologias reproductivas
innovadoras en la produccion bovina le ha permitido a la ganaderia un
crecimiento significativo (Blondin, 2015). Dentro ellas, la inseminacién artificial
(IA) y la transferencia embrionaria (TE) fueron y continGan siendo las principales
herramientas que aceleran notablemente la mejora genética en los rodeos

bovinos.

Las técnicas de reproduccion recurren a la seleccion de los animales
genéticamente superiores como progenitores de las generaciones
subsiguientes. En la produccion bovina, el mejoramiento genético se realiza
principalmente utilizando un pequefio nimero de toros de élite y, desde la
elaboracion de métodos eficaces de criopreservacion de semen, es favorecido
por la gran difusién de la IA. De igual modo, la superovulaciéon (SOV) y la TE
permiten multiplicar la descendencia y ofrecen posibilidades para acentuar el
mejoramiento genético aumentando la presion de seleccion de las hembras al
reducir el intervalo generacional. Con el advenimiento de la ultrasonografia fue
posible la obtencién de ovocitos de hembras vivas, incluso prepuberes o
gestantes, mediante la aspiracion folicular ecoguiada u ovum pick up (OPU).
Estos ovocitos son la base para la produccion de embriones mediante la
fecundacion in vitro (FIV), permitiendo incrementar aiun mas el nimero de crias
gue se pueden obtener de una hembra por afio que utilizando la combinacién de
SOV-TE.

En los dltimos afios la proporcién de embriones transferidos provenientes
de sistemas de produccion in vitro aumentd notablemente a nivel mundial: desde
30.000 embriones transferidos en el afio 2000 a mas de 300.000 en el 2012, un
aumento de diez veces en la ultima década (Grafico 1). Asimismo, el nimero de
embriones producidos in vivo y transferidos en el afio 2000 aumento

gradualmente hasta el afio 2006 para disminuir luego y volver al nivel inicial en
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2009. Desde entonces, existieron fluctuaciones en los afios siguientes (Callesen,
2012).

Transferencia de embriones bovinos obtenidos mediante
superovulacion y técnicas in vitro en el periodo 2000-2012
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=#= Embriones producidos por SOV == Embriones producidos in vitro

Grafico 1

Transferencia de embriones bovinos, utilizando superovulacién y técnicas de produccién
in vitro a nivel mundial durante el periodo 2000-2012. Adaptado de Callesen, 2012.

Datos mas recientes obtenidos durante el 2014 y presentados en el 23°
informe de la International Embryo Transfer Society (IETS) indican que, por
primera vez, la produccién mundial de embriones bovinos de FIV supero la marca
de medio millén con un total de 546.628 embriones producidos. De este total,
517.587 provinieron de OPU mientras que 29.041 de ovarios de mataderos. Este
es un salto significativo de 19,5% desde el maximo anterior en 2012 y es
indicativo de un rapido crecimiento de la popularidad de dicha biotecnologia en
todo el mundo. Su uso continta creciendo en Ameérica del Sur, particularmente
en Brasil, que produjo el 70,8% de los embriones bovinos de FIV a partir de OPU

a nivel mundial.

En este contexto, la Argentina respeto la tendencia y en el afio 2012 se
encontraba en el quinto lugar (paises no europeos) en el nUmero de embriones
transferidos (Callesen, 2012). Por otro lado, los ultimos datos presentados
indican que un porcentaje cercano al 15% corresponde a embriones
provenientes de sistemas de produccion in vitro de los cuales un 88% proviene
de OPU (www.sateweb.com.ar, s.f.).
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A través del Plan Nacional Argentina Innovadora 2020, el Ministerio
establece los lineamientos de politica cientifica, tecnolégica y de innovacién en
el pais hasta el afio 2020 (www.argentinainnovadora2020.mincyt.gob.ar, s.f.).
Estas politicas apuntan a la identificacion de areas teméticas estratégicas en la
actual red productiva. Dentro de los sectores estratégicos se encuentra la
agroindustria que constituye el 25% de la industria manufacturera y representa
el 40% de las exportaciones. Su valor de produccion se aproxima a los 177.000
millones de pesos y da trabajo a 600.000 personas en todo el pais. En este sector
existen politicas que pretenden dar impulso al desarrollo de novedades
tecnoldgicas destinadas a incrementar de manera significativa la heredabilidad
de caracteres ligados a la produccion animal y calidad de la carne; entre otros
desafios cientificos, tecnolégicos e innovadores.

La produccion de embriones por FIV aumenté significativamente afio tras
aflo con un méaximo histérico del 42% de los embriones totales en 2013
(Callesen, 2012). De entre las razones por las cuales la FIV se esta utilizando
cada vez mas en el negocio de transferencia de embriones, se encuentran las
mejoras significativas de los medios de cultivo in vitro (CIV), la introduccién de
semen sexado y la reduccion del intervalo generacional a través de la
identificacion de machos y hembras genéticamente de élite a través de técnicas

gendmicas (Blondin, 2015).

A pesar de los esfuerzos cientificos para mejorar el rendimiento de los
sistemas de produccion in vitro (PIV) de embriones, la calidad embrionaria
continda siendo inferior a la de aquellos producidos in vivo, lo que resulta en un
aumento de las pérdidas embrionarias. Las condiciones in vitro son subdptimas,
como lo demuestran los rendimientos mas bajos de blastocistos (30-40%)
(Lopera-Vasquez, et al., 2016), la menor criotolerancia (Rizos, et al., 2008), la
relacion alterada entre el macizo celular interno y las células del trofoectodermo
(Plourde, et al., 2012), los patrones de expresion génica alterada (Niemann &

Wrenzycki, 2000) y los menores porcentajes de prefiez (Pontes, et al., 2009).

En base a lo expuesto anteriormente, es claro que las tendencias a nivel

mundial promueven el desarrollo y la tecnificacibn de la ganaderia a nivel
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nacional. La mayor incorporacion de biotecnologias reproductivas en los
sistemas ganaderos de nuestro pais presentaria grandes beneficios. También se
ha mencionado la baja eficiencia de la produccion in vitro de embriones y su
inferior calidad. Por todos los motivos expuestos, la presente tesis pretende
contribuir a la optimizacion de los procedimientos de produccion in vitro de
embriones para la especie bovina a través de la implementacion de sistemas de
cocultivo con células somaticas durante la maduracién ovocitaria y el desarrollo

embrionario temprano.

BASES FISIOLOGICAS DE LA REPRODUCCION

Uno de los principios fundamentales de la biologia es la perpetuacion de
los seres vivos, lograda mediante la reproduccién. A lo largo de la escala
evolutiva diversas estrategias garantizan dicho proceso. La reproduccion sexual
oogamica implica el desarrollo de células haploides especializadas denominadas
gametas y su posterior fusion, durante la fecundacion, para iniciar la vida

embrionaria de un nuevo individuo genéticamente Unico.

Las hembras mamiferas presentan en su vida reproductiva una serie de
eventos ovaricos, endécrinos y conductuales que tienen la caracteristica de ser
ciclicos, y cuyo objetivo es garantizar el apareamiento con el macho para lograr
una exitosa fecundacion y gestacion. Al conjunto de estos eventos se lo conoce
como ciclo estral, existiendo multiples diferencias evolutivas entre las especies.
La actividad ovérica ciclica se inicia en la pubertad y continda durante toda la
vida de la hembra, siendo interrumpida en ciertas etapas como la gestacion y el

anestro fisiolégico.

El control enddcrino del ciclo estral se debe a una compleja interaccion
entre el hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios y el Utero. Las hormonas mas
importantes para este proceso son la kisspeptina (Okamura, et al., 2013), la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la oxitocina a nivel hipotalamico;
las gonadotrofinas: hormona foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH), producidas por la hipdfisis; el estradiol, la progesterona (P4), la inhibina y

el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) provenientes del ovario y la
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prostaglandina Fza (PGF2d), secretada por el endometrio uterino (Ptaszynska,
2007).

La GnRH es sintetizada en los nucleos neuronales hipotalamicos y su
secrecion es pulsatil. En la hembra, la amplitud y frecuencia de los pulsos fluctta
alo largo del ciclo estral, existiendo una secrecion basal y otra ciclica. Los niveles
de hormonas sexuales, como el estradiol y la progesterona, tienen

consecuencias sobre la amplitud y frecuencia de los pulsos de GnRH.

Los bovinos domésticos, Bos taurus y Bos taurus indicus, son animales
poliéstricos continuos ya que las hembras presentan ciclos estrales durante todo
el afio. El comienzo de los ciclos estrales ocurre entre los 6-12 meses de edad,
generalmente con un peso de entre 200-250 kg. El ciclo estral presenta una
duracion de 18-24 dias y se divide en 4 fases: estro, metaestro, diestro o fase
luteal y proestro (Grafico 2). El periodo de estro o celo promedia las 12 a 18
horas en la mayoria de las condiciones. La ovulacion es espontanea y se
produce aproximadamente 24 a 30 horas posteriores al inicio del celo. Este
periodo se caracteriza por la pasividad a la monta o receptividad sexual. Los
primeros signos de celo generalmente coinciden con el inicio del pico
preovulatorio de las hormonas LH y FSH. El metaestro comprende las fases
finales de la maduracion folicular, la ovulacion y la formacion del cuerpo
hemorragico. Dicha estructura es el precursor del cuerpo lateo, glandula
enddcrina productora de progesterona. El aumento significativo de la
concentracion sanguinea de P4 (= 1 ng/mL-1) marca el comienzo de la fase luteal
o diestro, que continla hasta la involucibn o regresién del cuerpo luteo
(lutedlisis). Al declinar los niveles de P4 se inicia el proestro con el crecimiento de

una onda folicular y la seleccion de un foliculo dominante (Forde, et al., 2011).
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Gréfico 2

Fases del ciclo estral bovino con las principales fluctuaciones de los niveles hormonales
(Ptaszynska, 2007).

FOLICULOGENESIS Y OVOGENESIS

El foliculo es la unidad estructural y funcional de los ovarios y constituye
el ambiente Optimo para el crecimiento, maduracion ovocitaria y
esteroidogénesis. La foliculogénesis se define como el proceso de formacion,
crecimiento y diferenciacion folicular. Abarca desde el estadio de foliculo
primordial hasta el de foliculo preovulatorio. La ovogénesis es el proceso de
formacién y desarrollo del ovocito. Este Ultimo, comienza con las ovogonias, que
derivan de las células germinales primordiales en el embrion, y culmina con el
ovocito Il (Gigli, et al., 2006). La ovogénesis incluye no sélo el proceso de
meiosis, con reduccion del nUmero de cromosomas y la recombinacion genética,
sino también la citodiferenciacion que confiere caracteristicas estructurales a las

gametas.

Las células germinales primordiales (CGP) son las predecesoras de las

gametas masculinas y femeninas. Cuando el embrion se diferencia en las capas
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germinales somaticas, durante el proceso de gastrulacion, la mayoria de las
células pierden la pluripotencialidad (Hyttel, et al., 2010). Sin embargo, queda un
grupo remanente de ceélulas pluripotentes que son las CGP, las cuales
comienzan a ser reconocidas en el borde del disco embrionario durante la
gastrulacion. Al momento en que los primeros somitos son formados, las CGP
se pueden encontrar no solo en el mesodermo del saco vitelino y del alantoides,
sino también en el mesodermo de la incipiente cresta gonadal donde estan
dispuestas a poblar la génada en desarrollo. Durante y después de su migracion,
las CGP proliferan por mitosis y en la gdbnada primitiva se diferencian a ovogonias
y espermatogonias, en la hembra y macho respectivamente. Las ovogonias
proliferan rapidamente constituyendo los cordones o nidos ovigeros. Sin
embargo, esta proliferacion es seguida de apoptosis que conduce a una drastica
disminucién de esta poblacion celular. Las ovogonias inician la diferenciacion a
ovocitos primarios con la primera profase meiética comenzando entre los dias
75-80 de gestacion en el bovino (Erickson, 1966). En los foliculos primordiales el
ovocito es rodeado por una capa simple de células planas pregranulosas
(Figura 1), las cuales se rodean de una membrana basal, estas son la primera
generacion de células foliculares y derivan del epitelio celémico. Desde el dia
170 en adelante, los cordones ovigeros de CGP dejan de verse y solo hay
foliculos primordiales (Erickson, 1966). Después de la formacion de foliculos
primordiales, las células pregranulosas dejan de multiplicarse y permanecen es
estado de reposo hasta que son estimuladas a crecer. Los foliculos primordiales

constituyen el pool de reserva gametogénica.

Durante la iniciacion del crecimiento folicular, en una fase conocida como
activacion del foliculo primordial, algunos foliculos primordiales abandonan el
pool de reserva de foliculos quiescentes y entran en el pool de crecimiento. La
activacion de los foliculos primordiales es un proceso irreversible, caracterizada
por modificaciones morfolégicas de las células de la granulosa de planas a
cubicas, asi como la reanudacion de la proliferacién celular y la iniciacién del
crecimiento folicular. Sin embrago, los factores y mecanismos responsables del
control de la foliculogénesis temprana contindan siendo pobremente conocidos
y representan uno de los mayores interrogantes relacionados a la biologia

ovérica.
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Después de la activacion, los foliculos primordiales bovinos adquieren
gradualmente células de la granulosa cubicas y comienza la transicion a foliculo
primario. Los foliculos secundarios son caracterizados por el agregado de una
segunda capa de células de la granulosa (Figura 1), sintesis de las
glucoproteinas organizandose en la zona pellucida (ZP), formacién de los
granulos corticales dentro del citoplasma del ovocito, inicio de la formacion de la
capa de células tecales, sintesis de ARNm ovocitario y sensibilidad a
gonadotrofina debida a la expresion de receptores. Los foliculos primarios y

secundarios aparecen en el feto bovino entre los dias 140-210 (Russe, 1983).

El crecimiento de foliculos preantrales posterior al estadio primario
también depende de importantes eventos que incluyen la expresion de factores
de crecimiento y diferenciacion como el factor de crecimiento endotelial (VEGF)
y el factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9). VEGF, en patrticular, ha
sido considerado como un estimulador del desarrollo folicular bovino in vitro
porque proporciona apoyo para la transicion de estadio de foliculo primario a
secundario (Gordon, 2003).

Durante el crecimiento de los foliculos secundarios la organizacién de las
células de la granulosa ocurre en diversas capas en torno a una cavidad central
o antro folicular que se llena de fluido folicular formando por estas células. A
partir de este estadio, los foliculos son llamados terciarios o antrales tempranos
y han sido observados durante la fase fetal bovina a los 210 dias (Carambula,
et al., 1999) o entre 230-250 de gestacion (Russe, 1983). La transicion desde el
estadio de foliculo secundario a foliculo terciario incluye el desarrollo de capas
de la teca externa e interna y el comienzo de la formacién de células del cumulus
(Figura 1). Las células que contactan con el antro se denominan células de la
granulosa mural y las que se vinculan con el ovocito, células del cumulus
(Figura 2). Las células tecales se diferencian a partir del tejido estromal

periférico.
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Secuencia del desarrollo folicular o foliculogénesis (Aradjo, et al., 2014).
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Figura 2

Esquema de foliculo maduro. El recuadro sefiala el complejo cumulus ovocito. Adaptado
de Aradijo, et al., 2014.

Desarrollo folicular dependiente de gonadotrofinas: dinamica folicular

Una segunda activacion de foliculos se produce a partir de los foliculos
antrales y es dependiente de gonadotrofinas. Dicha activacién ocurre en forma
de ondas, en la que un grupo de foliculos es reclutado para continuar el
desarrollo. En el bovino las ondas foliculares se observan durante todo el afio y
en diferentes estados fisiolégicos como el periodo prepuberal, ciclo sexual,
prefiez y el periodo posparto. Durante el ciclo estral puede producirse hasta tres

ondas foliculares (Figura 3).
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Las ondas foliculares constan de tres etapas: reclutamiento, seleccion y
dominancia. Durante la etapa de reclutamiento un grupo de foliculos de
aproximadamente 4 mm de didmetro comienza su crecimiento en respuesta a
concentraciones crecientes de FSH (Hendriksen, et al., 2003). Las células
granulosas de estos foliculos sintetizan estradiol que, eventualmente, estimula
la produccion de inhibina. Ambas hormonas ejercen un efecto de
retroalimentacion negativa para la secrecion de FSH a nivel hipofisario. En ese
momento, uno de los foliculos reclutados que ha alcanzado un diametro de 8 a
9 mm se selecciona y convierte en dominante. La seleccién se debe a que ese
foliculo comienza a desarrollar receptores de LH en las células de la granulosa,
los cuales le permiten continuar su crecimiento aun cuando las concentraciones
circulantes de FSH estén disminuyendo por efecto del estradiol y la inhibina. De
este modo, el foliculo seleccionado se transforma en foliculo dominante ya que
inhibe el crecimiento del resto de los foliculos que aun dependen de FSH. Debe
considerarse que el foliculo dominante continta produciendo factores como el
IGF-1, la activina y la foliculostatina, que continGian participando en el crecimiento

y madurez del mismo (mecanismo autocrino) (Ptaszynska, 2007).

Finalmente, el ovocito maduro de la Gltima onda folicular es liberado de su
ambiente ovarico durante la ovulacién. Este fenédmeno complejo, abarca cambios
bioquimicos, fisioldégicos y morfolégicos y en la mayoria de las especies, como
en el bovino, es desencadenado por el pico preovulatorio de LH (Marden, 1952).
Los tejidos remanentes del foliculo ovulatorio daran lugar a la formacion del

cuerpo lateo (CL).
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Figura 3

Ciclo estral bovino de tres ondas foliculares. A partir del pool de reserva de foliculos
sensibles a gonadotrofinas se inicia el reclutamiento, seleccién y dominancia folicular.
El ovocito, formando parte del complejo cumulus ovocito (COC), del foliculo dominante
de dltima onda folicular es ovulado.

El cuerpo liteo es una glandula enddécrina transitoria esencial para la
gestacion en mamiferos (Figura 4). Estd constituido por una poblacion
heterogénea de células esteroidogénicas y no esteroidogénicas. Las
esteroidogénicas, representadas por ceélulas luteales grandes y pequefas, se
originan por fenémenos de diferenciacion a partir de la granulosa y teca interna
respectivamente (Wiltbank, et al., 2012). La luteinizacion hace referencia a los
cambios morfolégicos y funcionales que llevan a la sintesis de progesterona,
hormona necesaria para el mantenimiento de la gestacion. Por otro lado, las
células no esteroidogénicas incluyen a los fibroblastos, células endoteliales
vasculares, sanguineas y del sistema inmune. Todos estos tipos celulares se
encuentran en el estroma del CL, ya sea en la capsula o en las finas trabéculas

internas de tejido conectivo.
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Figura 4

Imagenes macroscopicas de cuerpos luteos bovinos cortados a través del plano
ecuatorial. El aspecto del CL durante el estadio temprano (EL) es hemorragico o carnoso
y el tamafio es menor a 2 cm. El CL durante los estadios medio (ML) y tardio (LL)
incrementa el tamafio a mas de 2 cm de diametro (b, ). El color del CL durante el estadio
ML es carnoso o naranja (b), mientras que durante el estadio LL se vuelve amarillo (c).
Los CL en regresion (Reg) son pequefios con un diametro menor a 1,5 cm y muestran
diversas coloraciones tales como ocre (d), marrén (e) o amarillo claro (f). Las flechas en
e y f muestran tejido conectivo en el parénquima de la glandula (Nio-Kobayashi, et al.,
2016).

Atresia folicular

Durante la foliculogénesis se calcula que méas del 99% de los foliculos
sufriran regresion. Este fendmeno se denomina atresia folicular y puede ocurrir
en cualquier momento de la foliculogénesis. En etapas previas al establecimiento
del foliculo primordial, la mayoria de las CGP son eliminadas del ovario a través
del fendmeno de atresia, mientras que menos del 1% culminan en ovogonias
(Tiwari, et al., 2017). La atresia folicular es un proceso totalmente regulado en el
cual hay una desorganizacion de la estructura folicular, donde se observa
separacion por pérdida de los contactos célula-célula y muerte por apoptosis en
las células de la granulosa (CG) y en el ovocito. La apoptosis desempefia un
papel importante en la eliminacién de células de todos los estadios de la

ovogénesis e incluso luego de la ovulacion (Tiwari, et al., 2017).
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MADURACION Y COMPETENCIA OVOCITARIA

El ovocito primario detenido en la profase de la primera divisibn meiotica
no soélo debe reanudar la meiosis para que el ovocito Il sea fecundado
(Figura 7), sino adquirir caracteristicas ultraestructurales (Figura 8) y bioquimicas
para una exitosa fecundacion y desarrollo embrionario temprano. El conjunto de
dichos eventos fisioldgicos se conoce como maduracion ovocitaria (Lonergan &
Fair, 2016) (Ferreira, et al., 2009) (Sanchez & Smitz, 2012).

La competencia meiética es la capacidad del ovocito de reanudar la
meiosis y llegar a ser maduro nuclearmente al alcanzar el estadio de metafase Il
(MII). Mientras que la competencia para el desarrollo, vinculada a la maduracién
citoplasmatica del ovocito, se refiere a la capacidad del ovocito de ser fecundado
y originar un embrién viable capaz de continuar el desarrollo. La competencia
ovocitaria es adquirida de forma gradual y de manera secuencial durante la
foliculogénesis y es necesaria la comunicacion entre el ovocito y las células de
cumulus que lo rodean. El ovocito se encuentra en intimo contacto con las
células del cumulus, a través de uniones comunicantes o de tipo gap,
estableciéndose una cooperacion metabdlica (Gilchrist, et al., 2008) (Figura 5).
Las vias de sefializacién regulatorias bidireccionales promueven no solo la
maduracion del ovocito, sino también la diferenciacion de las células del

cumulus.
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Figura 5

La comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células del cumulus via sefializacion
paracrina (flechas curvas) y a través de uniones gap (flecha recta) es esencial para el
normal crecimiento y desarrollo del ovocito y del foliculo (Gilchrist, et al. , 2004).

Maduracién nuclear

La maduracién nuclear o mei6tica involucra una cascada de procesos
iniciados por el pico preovulatorio de la hormona luteinizante, que permiten que
el ovocito reinicie la meiosis y progrese desde la profase | (Pl) o estadio de
vesicula germinal (VG) al estadio de MlI con la liberacion del primer cuerpo polar.
Nuevamente, se bloquea la meiosis y el ovocito permanece en MIl hasta el
momento de la fecundacion (Figura 7).

Regulacion de la detenciéon y progresion meibtica

La detencién y la progresion meiotica estan finamente reguladas por
cascadas de fosforilaciones y desfosforilaciones de proteinas clave en las que
intervienen diversas vias de sefializacion y activacion a través de quinasas
(Prochazka & Blaha, 2015). La detencion meiotica en profase | es el resultado
de la baja actividad del complejo CDK1/CycB1 también conocido como factor
promotor de la maduracion (MPF), mientas que la reanudacién es mediada por
la activacion de dicho complejo (Adhikari, et al., 2012) (Jones, 2004) (Figura 6).
El mismo esta constituido por una subunidad regulatoria o ciclina B1 (CycB1) y
una subunidad catalitica o quinasa dependiente de ciclina 1 (CDK1) (Dorée &
Hunt, 2002). Diversas vias de sefializacion interactian para asegurar el

mantenimiento de la baja actividad del complejo CDK1/CycB1. Los altos niveles
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ovocitarios de AMPc son los responsables de prevenir la activacion de CDK1 y
mantener la detencién meidtica. La sintesis y el mantenimiento de altos niveles
de AMPc ovocitarios se produce mediante la activacion de la via de la adenilato
ciclasa (GPCR/G/AC) y se mantiene por la prevencién de su degradaciéon a
través de la inhibicion de la fosfodiesterasa 3A (PDE3A). Las células de la
granulosa mural producen el precursor del péptido natriurético C (NPPC), que
estimula la generacion de GMPc por la guanilil ciclasa NPR2 presente en las
células del cumulus. EI GMPc ingresa al ovocito a través de las uniones gap y
evita que la PDE3A hidrolice el AMPc en el ovocito. EI AMPc activa la proteina
quinasa A (PKA) que a su vez activa la quinasa WeelB e inhibe la fosfatasa
Cdc25B conduciendo a la inactivacion de CDKL1. Por otro lado, se produce una
degradacion constante de ciclina B1 por el complejo APC®! que impide la
activacion del complejo CDK1/CycB1. Asimismo, APCCd en si mismo es
inhibido por Emil en ovocitos detenidos en profase |. La baja actividad de
CDK1/CycB1 también favorece la activacién de proteinas fosfatasas (PP) que
desfosforilan constantemente las proteinas meio6ticas. El pico preovulatorio de
LH provoca la interrupcion de las uniones gap y detiene el suministro de GMPc
al ovocito. Esto a su vez aumenta la hidrélisis del AMPc por la PDE3A. Los
niveles bajos de AMPc y PKA ya no pueden activar WeelB e inactivar Cdc25B
por lo que CDK1 comienza a ser desforforilarilada y cataliticamente activa. El
complejo activo CDK1/CycB1 fosforila e inactiva a PP y esto favorece el
mantenimiento del estado de fosforilacion de otros sustratos de CDK1. La
fosforilacién de las lamininas A y C provoca la desorganizacion de la envoltura
nuclear (Adhikari & Liu, 2014). El CDK1 activo también fosforila varias otras
proteinas meidticas que favorecen la progresion meidtica (Figura 6). En
resumen, la activacion del complejo CDK1/CycBL1 y la activacion de diversas vias
de sefalizacion que implican la fosforilacion, inducen cambios del citoesqueleto

y nucleares que permiten alcanzar el estadio de ovocito maduro.
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Figura 6

Modelo de la regulacion del complejo CDK1/CycB1 (MPF) durante la detencion meidtica
en la profase | (A) y después del aumento preovulatorio de la LH (B). Adaptado de
Adhikari & Liu, 2014.

Cambios nucleares

La meiosis presenta dos divisiones meidticas consecutivas, con las
mismas fases de la mitosis cada una. Las ovogonias previamente al inicio de la
meiosis atraviesan la fase S del ciclo celular, por lo que el complemento inicial
de ADN es 2n, 4C. En la profase de la primera division meiética los cromosomas
homologos duplicados se aparean y se produce el fendmeno de recombinacion
genética o crossing-over. En una fase posterior de la PI, denominada diploteno,
se produce la detencion meibtica permaneciendo en un estado de latencia

prolongado también conocido como dictioteno.

Al reiniciarse la meiosis, los cromosomas vuelven a condensarse, el
namero de quiasmas disminuye y los pares homdélogos recombinados quedan
unidos solo por sus extremos. Al término de la Pl se produce la condenacién

gradual de la cromatina, la desaparicion de nucléolo compacto y la
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desorganizacion de la membrana nuclear, etapa conocida como ruptura de la
vesicula germinal (GVBD). En la metafase | (MI) los cromosomas homoélogos se
hallan dispuestos en el plano ecuatorial y luego son traccionados y segregados
hacia los polos opuestos por los centromeros durante la anafase | (Al). Una vez
gue se localizan en los polos, en el estadio de telofase | (TI), uno de los grupos
de cromosomas homologos es eliminado del ovocito como primer cuerpo polar
a través de la citocinesis mediada por elementos del citoesqueleto. En el estadio
de MIl, los cromosomas restantes se disponen en el plano ecuatorial, dado el
cambio en la disposicién espacial del huso, con cada crométide hermana unida
por el centrémero a polos opuestos del huso. En este punto la meiosis se detiene

nuevamente y se reinicia en caso de que el ovocito sea fecundado (Figura 7).

VG VGBD M
% % //I\\
/ //\\\ ,
M Fecundacion : Cigoto

Figura 7.

Esquema del proceso de maduracion meidtica. El ovocito en profase | o vesicula
germinal (VG) reanuda la meiosis transitando por los estadios de vesicula germinal rota
(VGBD), metafase | (MI), anafase | (Al) y metafase Il (MIl). El ovocito maduro (Mll) es
fecundado culminando la meiosis y originando el cigoto. El prontcleo femenino (violeta)
y masculino (rojo) se forman en este estadio (Wang, et al., 2011).
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Maduracién citoplasmaética

La maduracién citoplasmética involucra un conjunto de modificaciones
ultraestructurales y de sintesis y almacenamiento de factores necesarios para
los fendmenos de progresion meibdtica, fecundacion y desarrollo embrionario

temprano (Ferreira, et al., 2009).

Desde el comienzo del crecimiento en los foliculos primordiales hasta la
maduracion en los foliculos preovulatorios, las organelas y componentes del
citoesqueleto del ovocito sufren alteraciones dinamicas que se reflejan en
cambios fisiologicos y del desarrollo. Los principales cambios incluyen la
redistribucion de las mitocondrias hacia una localizacion central, distribucion
subcortical de los granulos corticales, pérdida de las microvellosidades,
reorganizacion del reticulo endopldsmico asociado a cambios dinamicos del
citoesqueleto y redistribucion de las gotas lipidicas en asociacion a las
mitocondrias (Paulini, et al., 2014) (Hyttel, et al., 2010) (Figura 8).
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Figura 8

Maduracion final del ovocito post-pico de LH en el bovino. A) Antes del pico de LH, el
ovocito en diploteno se caracteriza por presentar un nucleo periférico y una localizacion
periférica de las organelas. A nivel ultraestructural, presenta un reticulo endoplasmico
(RE) bien desarrollado (verde), asociado con gotas lipidicas (grandes esferas negras) y
mitocondrias (azul), complejo de Golgi (rojo) y agrupaciones de granulos corticales
(pequeiias esferas negras). El ovocito se comunica con las células del cumulus a través
de uniones gap (flechas). B) A las 10 h post-pico de LH, el ovocito reanudé la meiosis y
la envoltura nuclear se desorganiza, las mitocondrias tienden a disponerse alrededor de
las gotas lipidicas y el complejo de Golgi disminuye de tamafio. Se desarrolla el espacio
perivitelino entre el ovocito y la zona pellucida. Las uniones gap disminuyen
parcialmente. C) Alrededor de 15 h post-pico de LH, el ovocito alcanz6 la metafase I. El
namero y el tamafio de las gotas lipidicas aumenta y las mitocondrias se organizan
alrededor de ellas. Estos conglomerados alcanzan una distribucion mas uniforme en el
citoplasma. Numerosos ribosomas (puntos negros) aparecen, especialmente alrededor
de los cromosomas, y el tamafio del complejo de Golgi disminuye. Las uniones gap se
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pierden. D) Aproximadamente 24 h post-pico de LH, el ovocito alcanzé la metafase Il 'y
el primer cuerpo polar se elimindé. La mayor parte de los granulos corticales se
distribuyen en posiciones aisladas por debajo de la membrana plasmatica. Las gotas
lipidicas y las mitocondrias alcanzaron una localizacibn mas central dejando una zona
periférica con un predominio del RE. El complejo de Golgi esté practicamente ausente.
La ovulacion ocurre alrededor de 24 h post-pico de LH (Hyttel, et al., 2010).

La maduracion molecular se incluye para su estudio dentro de la
maduracion citoplasmética e involucra la trascripcion, acumulacion y
procesamiento de ARNmM que seran luego traducidos a proteinas por los
ribosomas. Los patrones de poliadenilacion (que favorecen la estabilidad de los
ARNmM), determinan que muchos de los trascriptos sean acumulados y participen
en procesos subsecuentes como la fecundacion y la modulacion de expresién

génica en el embrion (Sanchez & Smitz , 2012).

Los principales transcriptos producidos durante la maduraciéon molecular
del ovocito codifican reguladores del ciclo celular, MPF, MAPK y serina/treonina
quinasa MOS (Calder, et al., 2003). Asimismo, se sintetizan proteinas y
moléculas marcadores de la maduracion citoplasmatica como el glutation (Ali,
et al., 2003), moléculas de ATP (Stojkovic, et al., 2001) componentes de enzimas
del sistema antioxidante catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa
(Cetica, et al., 2001).

FECUNDACION

La reproduccién sexual ocurre a través de la fecundacion o singamia,
proceso que implica la fusién de dos gametas haploides, el ovocito maduro y el
espermatozoide, para constituir un nuevo individuo. En la ovulacion, el ovocito
es liberado del foliculo hacia el infundibulo del oviducto ipsilateral formando parte
del complejo cumulus ovocito (COC). Dicho complejo, permanece en la region
de la ampolla del oviducto que es el sitio donde ocurre la fecundacién (Evans &
Florman, 2002).

Los espermatozoides maduros que ingresan al tracto genital femenino
(TGF) luego de la eyaculacién, deben sufrir modificaciones bioquimicas,
morfoldgicas y fisiologicas para adquirir la capacidad de tomar contacto con el
ovocito y de fecundarlo. Este proceso gradual se denomina capacitacion

espermatica y se completa en la proximidad del ovocito (Hirohashi, 2016). Los
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principales eventos bioquimicos incluyen la remociéon de factores
descapacitantes de la superficie espermatica (incorporados durante la
maduracion en el epididimo), modificaciones de la fluidez de la membrana
plasmética por deplecion del colesterol, incremento de los niveles de calcio idnico
(Ca*) y pH intracelular, aumento del AMPc, fosforilacion proteica en residuos de
tirosina e hiperpolarizacion de la membrana. Estos complejos cambios
bioguimicos conducen a dos eventos principales de la capacitacién que son la
hiperactivacion y la reaccién acrosomal (RA) (Stival, et al., 2016) (Aitken & Nixon,
2013).

Al ingresar al TGF, los espermatozoides adquieren un patréon de motilidad
progresiva caracterizado por un movimiento flagelar vigoroso de baja amplitud y
larga longitud de onda, relativamente simétrico dando como resultado un rapido
movimiento de avance lineal. Posteriormente comienza a desarrollar un patrén
de hiperactivacion caracterizado por movimientos flagelares como golpes de
latigo, de alta amplitud y baja longitud de onda, asimétricos y con una trayectoria
de avance circular o irregular (Armon & Eisenbach, 2011). La hiperactivacion es
esencial para la fecundacion ya que ayuda a los espermatozoides a nadar a
través de las secreciones del epitelio oviductal, a evadir el reservorio espermatico
y a penetrar en la matriz del cumulus y zona pellucida que rodea al ovocito
(Chang & Suarez, 2010). Tradicionalmente la migracion de los espermatozoides
hacia el sitio de la fecundacion se atribuia a diferentes mecanismos como la
termotaxis, movimientos peristalticos uterinos y sobre todo a la quimiotaxis. Sin
embargo, estudios recientes demostraron que la reotaxis cumple un rol
significativo para guiar a los espermatozoides largas distancias dentro del TGF
hacia el sitio de la fecundacién (Kantsler, et al., 2014) (Miki & Clapham, 2013).

El otro fendbmeno que se inicia en el TGF y se completa en la proximidad
del ovocito es la reaccion acrosomal que consiste en la liberacion del contenido
acrosomal como consecuencia de la vesiculizacién y exocitosis del acrosoma,
fenomeno dependiente de calcio. Si bien la RA se inicia antes de que el
espermatozoide contacte con la ZP, la interaccion con las glucoproteinas de la
ZP acelera drasticamente la RA, aunque no puede ser considerado como el

anico estimulo capaz de desencadenarla (Fléchon, 2016). En consecuencia, las
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enzimas liberadas como la acrosina y hialuronidasa permiten que el
espermatozoide penetre a través de la matriz extracelular del cumulus y ZP. La
accion enzimatica, junto con los movimientos de latigazo del flagelo posibilitan al
espermatozoide ingresar al espacio perivitelino y contactar con la membrana
plasmatica del ovocito (Saling, 1989). Por otro lado, como consecuencia de la
RA se exponen sitios fusogénicos en la membrana espermatica de la region
ecuatorial que permiten la fusién con la membrana plasmatica del ovocito y la
internalizacion del espermatozoide dando lugar a la fecundacién propiamente
dicha (Rubinstein, et al., 2006). La base molecular del proceso de fusion de las
gametas no se encuentra completamente conocido, pero dentro de los complejos
proteicos intervinientes se destacan la fertiina a y B (ADAM1 y ADAM2
respectivamente) (Evans, et al., 1998) (Rubinstein, et al., 2006), ciritestina
(ADAM3) (McLaughlin, et al., 2001), CRISP1, CD9 (Chen, et al., 1999), Izumo y
Juno (Bianchi, et al., 2014).

Activacion ovocitaria

Inmediatamente a posteriori del ingreso del espermatozoide, el ovocito se
activa produciéndose el bloqueo de la fecundacién polispérmica, la reanudacion
de la meiosis Il, el reclutamiento de los ARNm maternos y cambios en la sintesis
de proteinas necesarias para el inicio del desarrollo embrionario. Estos cambios
son desencadenados por un incremento de la concentracién de Ca** citosélico
que actla como un segundo mensajero ubicuo. La fosfolipasa C zeta
espermatica (PLCCQ) hidroliza el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) originando dos
segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3)
(Saunders, et al., 2002). Este ultimo es quien induce la salida de Ca** desde el
reticulo endoplasmatico (RE) produciéndose oscilaciones en su concentracion

que duran varias horas antes de la primera division embrionaria.

La exocitosis del contenido de los granulos corticales o reaccion cortical
da como resultado la liberacion de enzimas hacia el espacio perivitelino tales
como proteasas, fosfatasas acidas, mucopolisacaridasas, peroxidasa y el

activador del plasmindgeno (Rekkas, et al.,, 2002). Las mismas producen
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modificaciones de la estructura de la ZP evitando la penetracion de otros

espermatozoides, es decir, se bloquea la fecundacion polispérmica (Liu, 2011).

Como se menciono, la meiosis Il se reanuda y culmina con la liberacion
del segundo cuerpo polar hacia el espacio perivitelino. En el ovocito, cada set de
cromosomas, materno y paterno, comienza a rodearse de membranas derivadas
del reticulo endoplasmético delimitindose de esta forma los pronucleos.
Previamente a la formacion del pronucleo masculino, la cromatina espermatica
se descondensa proceso en el que intervienen sustancias reductoras tales como
el glutation (Kim, et al., 1999) (Sanchez-Vazquez, et al., 2008). Por otro lado, las
protaminas implicadas en el empaquetamiento del ADN espermatico son
reemplazadas por histonas. Finalmente, los prondcleos se aproximan por accién
de la traccion ejercida por los componentes del citoesqueleto y se desorganizan
las envolturas pronucleares. Durante la migracion pronuclear se completa la fase
S y los cromosomas duplicados se condensan y agrupan en la placa ecuatorial
(anfimixis). Este punto representa el fin de la fecundacién y el comienzo de la
primera division mitética embrionaria (Hyttel, et al., 2010).

DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO: DESDE LA
FECUNDACION HASTA LA BLASTULACION

Luego de anfimixis se establece un genoma embrionario Unico y la
ciclicidad celular retorna al patrén de divisién mitotica. La primera division celular
da origen a un embrién de dos células denominadas blastomeras. La ZP continta
presente y con las sucesivas divisiones, las blastomeras son cada vez mas
pequefias. Asimismo, pueden ser de tamafios desiguales debido a la asincronia

en las divisiones (Gordon, 2003).

El citoplasma del nuevo cigoto, heredado del ovocito, contiene los
componentes estructurales y moleculares para iniciar las primeras divisiones
mitoticas hasta la activacion del genoma embrionario y la transcripcion de novo
de ARNm (Latham, 1999). Los transcriptos y proteinas se degradan
gradualmente después de la fecundacién y el genoma embrionario se activa
progresivamente, acentuandose en etapas especificas de especie. En el bovino
la etapa de mayor activacion gendémica ocurre en el cuarto ciclo celular o en el

embridn de 8 células (Meirelles, et al., 2004).
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En el estadio de 8-16 células el embrion bovino ingresa al cuerno uterino
entre los dias 3y 3,5 post-ovulacion. A partir del estadio de 16 células el embridn
es mas o0 menos esférico y estd constituido por pequefias blastomeras, por lo
que se lo denomina morula. Posteriormente, las células externas se diferencian
en un epitelio denominado trofoectodermo con uniones intercelulares estrechas
y desmosomas, otorgandole al embridon una superficie mas lisa. Este proceso se
conoce como compactacién y en el bovino se inicia en el estadio de 16-32 células
(Hyttel, et al., 2010). Asimismo, comienza la citodiferenciacién y la expresion
diferencial de factores de transcripcion en las distintas poblaciones celulares.
Uno de los eventos de relevancia durante la compactacion es el establecimiento
de uniones comunicantes entre las blastomeras internas, de manera tal de ser
cooperativas en cuanto a factores y productos, mientras que las periféricas se
mantienen unidas por moléculas de adhesion del tipo cadherinas (zonas de
adherencia). Las blastdbmeras externas disminuyen la transcripcion del factor
Oct-4 seguido de un aumento en la transcripcion de otros factores como Cdx2,
mientras que las células internas mantienen la expresién de Oct-4 (Vejlsted,
et al., 2005) (Pfeffer, et al., 2017). De esta forma, las blastomeras centrales
constituyen una agrupacion denominada macizo celular interno (MCI) o
embrioblasto, base celular para el desarrollo de los tejidos embrionarios (Hyttel,
et al., 2010).

La compactacion de la mérula es un prerrequisito para la blastulacién, que
implica la formacion de una cavidad central llena de liquido denominada
blastocele. La blastulacion en la especie bovina ocurre en la luz uterina al dia
7-8 postovulacién. Las células epiteliales trofoectodérmicas participan
activamente en la formacién de liquido, conduciendo al aumento de volumen del
blastocele pasando desde el estadio de blastocisto temprano a blastocisto
propiamente dicho. El aumento del blastocele continla y se alcanza el estadio
de blastocisto expandido con la ZP aun presente y mas delgada. Finalmente, el
embrién protruye a través de las ZP durante el fendmeno de eclosion o hatching
en el que intervienen enzimas proteoliticas liberadas por el endometrio y por el

trofoectodermo embrionario (Gordon, 2003) (Figura 9).
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1-Célula 2-Células 8-Células

16-Células Mérula Morula compacta
Blastocisto temprano Blastocisto Blastocisto expandido Blastocisto eclosionando
Figura 9

Estadios de desarrollo embrionario temprano preimplantacional.

PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES BOVINOS

Durante el siglo XX, las investigaciones in vitro en el area de la biologia
de la reproduccion permitieron incrementar el conocimiento sobre los
mecanismos complejos que subyacen a los fendmenos de maduracion
ovocitaria, fecundacion y desarrollo embrionario temprano. La transferencia de
estos conocimientos permitid la incorporacion de biotecnologias reproductivas
en la produccién bovina. Hace 40 afios se reportd por primera vez la fecundacién
in vitro de ovocitos bovinos madurados in vitro (Iritani & Niwa, 1977) y 10 afios
mas tarde se obtuvieron los primeros terneros por el proceso completo de

produccién in vitro de embriones (Lu, et al., 1987).

La PIV es un proceso secuencial que consta de las siguientes etapas:
obtencion y seleccion de gametas, maduracion in vitro (MIV), fecundacion in vitro
y cultivo in vitro de embriones (Figura 10). La eficiencia de la produccion, medida
en términos de calidad y cantidad de blastocistos, es afectada por multiples
variables que interactian a distintos niveles del proceso. Dentro de ellas se
destacan las caracteristicas inherentes a las gametas, las condiciones de cultivo

como la temperatura, la humedad, la atmosfera, la composicion del medio, el pH,
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la osmolaridad, etc., y aquellas asociadas a la manipulacion de las gametas y
embriones tales como las variaciones de temperatura, la exposicion a la luz, el
dafo directo, etc. (Gordon, 2003).

Maduracion in vitro

Obtencién de COC Seleccién de COC

o Fecundacidn in vitro
Cultivo in vitro de

embriones

con espermatozoides
capacitados

Figura 10
Esquema del proceso de produccion in vitro de embriones bovinos

La calidad del ovocito se encuentra en estrecha relaciébn con la
competencia para el desarrollo. Como ya se mencioné anteriormente, dicha
competencia se adquiere de forma gradual durante la foliculogénesis y el empleo
de ovocitos inmaduros hace necesario promover la finalizacion de este proceso.
La calidad del ovocito se encuentra afectada por factores intrinsecos o
extrinsecos del animal (Moussa, et al., 2015). Dentro de los primeros se destacan
la raza, edad, estado nutricional, estadio del ciclo estral o fisiol6gico y
tratamientos hormonales recibidos. Entre los principales factores extrinsecos se
encuentran la temperatura de conservacion de los ovarios, el tiempo transcurrido
desde la faena hasta la obtencion de los COC, el método de obtencién de los
COC (puncién-aspiracion folicular, slicing o diseccién folicular) y la habilidad de
manipulacion del operador. En el caso de recuperar ovocitos de hembras vivas
a través de la técnica de OPU (Ward, et al., 2000), los principales factores

extrinsecos a considerar son la presion de vacio del sistema de aspiracion, la
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habilidad del operador y el tiempo transcurrido entre la aspiracion folicular y la
busqueda de los COC (Merton, et al., 2003).

EVALUACION DE LA CALIDAD OVOCITARIA

Las caracteristicas intrinsecas del ovocito impactan directamente en el
desarrollo hasta el estadio de blastocisto (Hoelker, et al., 2013). In vivo existe
naturalmente una seleccién de ovocitos, sin embargo, al recuperar una poblacion
ovocitaria heterogénea desde los ovarios, sumado a las mdultiples variables
extrinsecas intervinientes, hacen necesario contar con métodos de evaluacion

para la seleccién de ovocitos competentes.

Las técnicas o metodologias de evaluacién de la calidad ovocitaria
pueden ser invasivas 0 no invasivas. Las metodologias no invasivas presentan
la ventaja de no dafar al ovocito por lo que pueden ser utilizados posteriormente
en diferentes biotecnologias como FIV, inyeccion intracitoplasmatica de un
espermatozoide (ICSI) y transferencia nuclear. La clasificacion y seleccion de los
COC segun su aspecto morfologico, bajo Ilupa estereoscoOpica, es
tradicionalmente utilizada en bovinos y en otras especies (Leibfried & First,
1979). Se trata de una valoracién subjetiva que tiene en cuenta la homogeneidad
y coloracién del ooplasma y las caracteristicas de las células del cumulus como
la compactacién y el numero de capas celulares. De este modo, es posible
realizar una primera seleccion y descartar ovocitos de baja calidad, pero no
permite predecir la competencia para el desarrollo, asi como tampoco detectar
ovocitos apoptoéticos, dafiados o incluso inviables. La viabilidad puede evaluarse
empleando colorantes vitales como el azul tripan (Nandi, et al., 2010) o el verde
lisamina B, este ultimo recientemente utilizado en ovocitos porcinos (Dutta, et al.,
2016). La tincion con azul brillante de cresilo (BCB) es una alternativa
cuestionada para predecir la competencia ovocitaria en relacion con la
maduracién citoplasmatica. Esta prueba determina la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), una enzima sintetizada en los
ovocitos en crecimiento, pero inactiva en los ovocitos que han completado esta

fase (Opiela & Katska-Ksigzkiewicz, 2013).

[57]



Las metodologias invasivas no permiten la utilizaciéon posterior de los
ovocitos ya sea por el dafio que implica la técnica o porque se evallan ovocitos
fijados. Dentro de ellas se incluyen estudios ultraestructurales (Nabenishi, et al.,
2012) (Del Collado, et al., 2015), de expresion génica (Sirard, et al., 2003),
protedmica y metabolémica (Bhojwani, et al., 2006) (Memili, et al., 2007), niveles
de especies reactivas derivadas del oxigeno (ERO) (Park, et al., 2014)
(Sutton-McDowall, et al., 2015) y apoptosis (Roth & Hansen, 2004) (O'Shea, et
al., 2013) (Tiwari, et al., 2017) (Tello, 2012).

EVALUACION DE LA CALIDAD EMBRIONARIA

Los embriones producidos en condiciones in vitro presentan diferencias
morfoldgicas y funcionales respecto de los obtenidos in vivo que se expresan en
los primeros en una inferior calidad. Las condiciones del ambiente post-
fecundacion son el principal factor que incide sobre la calidad de los embriones
(Hoelker, et al., 2013). La calidad se vincula al potencial para el desarrollo
embrionario in vivo, es decir su capacidad de crecimiento, implantacion y
desarrollo. Por lo tanto, es necesario utilizar metodologias que permitan

seleccionar aquellos embriones con mayor potencial para el desarrollo post-TE.

La valoracién de la calidad a través de biomarcadores también permite
evaluar el impacto de diferentes condiciones de cultivo in vitro o de
procedimientos tales como la criopreservacion o la micromanipulacion.
Actualmente es necesario el desarrollo de metodologias no invasivas o poco
invasivas para cumplir con dicho objetivo. En el campo de las tecnologias de
reproduccion asistida (TRA) continda siendo un gran desafio el desarrollo de
metodologias no invasivas con un alto valor predictivo del potencial para el

desarrollo embrionario.

Criterios morfoldgicos de evaluacion no invasivos

Los principales pardmetros morfolégicos que pueden ser evaluados a
través de un estereomicroscopio son: el tamafio y la forma de las blastbmeras,
la presencia de células o fragmentos celulares en el espacio perivitelino, la
compactacion, el color del embrién y la etapa de desarrollo que es alcanzada en

un momento determinado después de la fecundacion (Merton, 2002). Un sistema
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atil de graduacion fue desarrollado por Lindner en 1983 (Lindner & Wright, 1983)
para estadios embrionarios bovinos teniendo en cuenta las caracteristicas
mencionadas. El gold standard en este sistema es representado por embriones
producidos in vivo. Actualmente, la IETS se basa en dicho sistema y establece

estandares de calidad para embriones bovinos (B6 & Mapletoft, 2013).

Ademas de las caracteristicas inherentes al embrion propiamente dicho
se puede evaluar la zona pellucida ya que en condiciones in vitro sufre
modificaciones (Vanroose, et al., 2000) (Van Soom, et al., 2003) (Holm, et al.,
2002) (Held, et al., 2012).

Metodologias invasivas de evaluacion de calidad embrionaria

En la mayoria de las especies mamiferas, especialmente en bovinos y
humanos, la evaluacién de la morfologia embrionaria continta siendo el método
de eleccién para la transferencia de embriones viables. Sin embargo, con los
avances de las TRA comenz6 a aclararse que la competencia embrionaria puede
verse severamente comprometida sin cambios morfolégicos evidentes
(Van Soom, et al., 2003). Por lo tanto, la utilizacion Unicamente de criterios
morfolégicos no es suficiente para predecir el potencial para el desarrollo in vivo

de los embriones (Donnay, et al., 1999).

La evaluacibn de embriones a través de metodologias invasivas
imposibilita la transferencia embrionaria posterior. Sin embargo, pueden
vincularse criterios morfolégicos con parametros obtenidos a través de técnicas
invasivas como el analisis de ARNm, expresién génica (Lopera-Vasquez, et al.,
2016) o proteinas embrionarias (Yang & Rajamahendran, 2000), la deteccion de
apoptosis (Hardy, 1997) y la medicidbn de especies reactivas derivadas del
oxigeno (Park, et al., 2014).

APOPTOSIS

El término apoptosis se propuso en el afio 1972 para describir el
mecanismo de eliminacién controlada de células en la regulacién de poblaciones
celulares animales (Kerr, et al., 1972). La apoptosis se refiere a las

caracteristicas morfolégicas del fendmeno y el término es a menudo utilizado de
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forma errénea como sinénimo de muerte celular programada (MCP). Esta ultima
es una definicibn mas funcional que indica que el tipo de muerte celular resulta
de la activacion regulada de un programa preexistente que se codifica en el
genoma, involucrando varios tipos de muerte, dentro de las cuales se encuentra
la apoptosis. Es importante sefalar que se han descripto otras formas de MCP
tales como la autofagia, la anoikis y la mitosis suicida, cada una con
caracteristicas particulares, pero todas respondiendo a un programa de
activacion génica especifico (Elmore, 2007).

La apoptosis ocurre normalmente durante el desarrollo y el
envejecimiento, y es un mecanismo homeostatico para mantener estables las
poblaciones celulares en los tejidos. Asimismo, se produce espontdneamente en
neoplasias malignas no tratadas y participa en al menos algunos tipos de
regresion tumoral inducida terapéuticamente (Kerr, et al., 1972) (Saikumar, et al.,
1999). También se presenta como un mecanismo de defensa en las reacciones
inmunitarias o cuando las células son dafiadas por noxas (Norbury & Hickson,
2001).

Cambios morfolégicos

Durante el proceso de la apoptosis varios son los cambios morfolégicos
que se visualizan a nivel citoplasmatico incluyendo, la contraccién celular, el
aumento pleomorfico del perimetro de membrana de manera ondulatoria, y a
nivel nuclear la condensacion de la cromatina en la cara interna de la envoltura
nuclear, seguido de picnosis y cariorrexis (fragmentacién nuclear). Finalmente,
la célula se fragmenta originando cuerpos apoptoéticos, fenémeno conocido como
gemacion o blebbing. Los cuerpos apoptoéticos pueden contener fragmentos
nucleares y organelas completas o restos de las mismas. En los tejidos, las
células circundantes con actividad fagocitica reconocen los cuerpos apoptéticos,

los fagocitan e inician la digestion celular (Saikumar, et al., 1999).
Bases moleculares de la apoptosis

Los mecanismos de la apoptosis son altamente complejos y sofisticados

e involucran una cascada de eventos moleculares dependientes de energia en
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los que las caspasas desempefian un rol central. Las caspasas son proteasas
gue presentan un residuo de cisteina que media la ruptura de otras proteinas a
nivel de los residuos de aspartato. Son sintetizadas como zimogenos
(procaspasas) y segun funcién y ubicacién en las vias de sefializacion se las
clasifica en iniciadoras o efectoras. Las caspasas iniciadoras, como las caspasas
8y 9, procesan las formas inactivas de las caspasas efectoras (caspasas 3y 7),
activAndolas (MacKenzie & Clark, 2012).

El proceso de apoptosis puede ser activado por induccion negativa ante
la falta de estimulos que suprimen los mecanismos apoptéticos o por induccién
positiva, como resultado de la unién de un ligando a un receptor de membrana o

a través de estimulos que no actian por medio de un receptor.

Existen dos vias principales de la apoptosis: la via extrinseca o del
receptor de muerte y la via intrinseca o mitocondrial (Figura 11). Sin embargo,
estas vias estan relacionadas a través de moléculas intermediarias (Igney &
Krammer, 2002). Otra via adicional es la que involucra a los linfocitos T
citotoxicos a través de las perforinas y granzimas A y B. La granzima A activa
paralelamente una via de muerte celular independiente de caspasas al clivar a
NDUFS3 del complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial,
conduciendo a un incremento de las ERO y el subsecuente dafio del ADN
(Lieberman, 2010).

La via extrinseca de sefializacién se inicia con la unién de ligandos
especificos a receptores transmembrana, miembros de la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF). Los modelos FasL/FasR y TNF«/TNFR1 son los que
mejor caracterizan los eventos de la via extrinseca. Los dominios intracelulares
de los receptores se conectan con complejos proteicos adaptadores como
TRADD y FADD que actuan como plataformas de adaptacién para reclutar
moléculas de sefializacién. En consecuencia, se activan caspasas iniciadoras
como la 8 y 10 que participan en la activacion de caspasas efectoras (Escobar,
2011) (Figura 11).

La via intrinseca de la apoptosis puede ser desencadenada por dafio en

el ADN, grandes aumentos en la concentracion de calcio citosolico o estrés
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celular, asi como por un aumento en la generacidon de especies reactivas
derivadas del oxigeno en la mitocondria. Esto activa la expresion del gen
supresor de tumores p53 que regula la expresion de proteinas proapoptéticas de
la familia de proteinas Bcl-2. Dichas proteinas participan en la regulacion de la
permeabilidad mitocondrial, dentro de ellas, la proteina PUMA interactia con
proteinas antiapoptoticas, liberando a Bax y Bak. Estas ultimas son proteinas
proapoptoticas que aumentan la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa dada la generacion de verdaderos poros, consecuencia de la activacion
de proteinas fusogénicas que logran la fusiobn de la membrana mitocondrial
externa con la interna. Esto conduce a la liberacion de citocromo C y Apaf-1
(factor de activacion de la apoptosis). En el citosol, el citocromo C se une a Apaf-
1y alaprocaspasa 9 formando un complejo denominado apoptosoma (Escobar,
2011). En consecuencia, se activa la caspasa 9 que a su vez participa en la
activacion de caspasas efectoras como las caspasas 3 y 7 (Figura 11)
(MacKenzie & Clark, 2012).

Independientemente de la via de sefalizacion, la activacion de las
caspasas efectoras inicia la fase de ejecucién. Otras proteasas, ademas de las
caspasas, participan en los procesos de muerte celular. Dentro de ellas se
encuentran ADNasas, calpainas, la granzima B y proteosomas. La activacion de
ADNasas lleva a la fragmentacion internucleosomal originando fragmentos de
entre 180-200 pares de bases. Ademas, las proteasas actian a distintos niveles
como elementos del citoesqueleto, enzimas, factores de transcripcion y
proteinas reguladoras (Escobar, 2011). Los cambios bioquimicos
desencadenados conducen a alteraciones funcionales y ultraestructurales que
se reflejan en las caracteristicas morfoldgicas tipicas de la apoptosis

mencionadas anteriormente.

Entre los cambios ultraestructurales y moleculares de membrana se
encuentran la pérdida de complejos de adhesién y la externalizacion de
fosfatidilserina (PS). Estos cambios se vinculan a la pérdida de contactos entre
los cuerpos apoptéticos y las células vivas, su reconocimiento y fagocitosis

posterior.
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La fosfatidilserina es un fosfolipido que se distribuye asimétricamente en
la membrana plasmatica, localizandose casi exclusivamente del lado interno de
la bicapa lipidica. Durante la apoptosis, se modifica la distribucion y la
fosfatidilserina se externaliza como consecuencia de la inhibicion de flipasas
(enzima que con gasto de energia mantiene la asimetria de la membrana) y la
activacion de escramblasas (Daleke, 2003) (Mirnikjoo, et al., 2009). Estas
enzimas son dependientes de calcio y ATP. Si bien la pérdida de la asimetria se
asocia tipicamente con el reconocimiento y la eliminacién de células apoptoticas,
también desempefa papeles esenciales en diferentes procesos celulares
incluyendo la actividad procoagulante de las plaquetas (Obydennyy, et al., 2016).
Recientemente, se observd la externalizacion transitoria de PS durante la
activacion de ovocitos murinos en respuesta al incremento de calcio citosélico
(Curia, et al., 2013). Estos cambios de membrana no se vincularon a fenébmenos

apoptaoticos.
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Figura 11

Resumen de las vias apoptéticas. La apoptosis se induce a través de dos vias
principales, la mitocondrial (via intrinseca) o de activacion de receptores de muerte (via
extrinseca), ambas convergen en la activacion de caspasas (Apoptosis, tools for cells
death series 1, abcam, 2017).
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Apoptosis en complejos cumulus ovocito

Como se mencion6 anteriormente, la evaluacion del proceso apoptotico
puede ser utilizado como un indicador de calidad ya que, durante el desarrollo
folicular normal en el ovario, aquellos foliculos que no llegan a madurar,

degeneran o involucionan por el proceso de atresia.

El primer signo de atresia en los foliculos antrales es la degeneracion de
las células de la granulosa mural, esta degeneracion se produce mediante la
apoptosis (Hughes & Gorospe, 1991) (Hughes & Gorospe, 1991). Las células del
cumulus y el ovocito son los ultimos compartimentos del foliculo en sufrir atresia
(Driancourt, et al., 1995) (Yang & Rajamahendran, 2000), la accién paracrina de
factores ovocitarios (por ejemplo, bone morphogenic protein [BMP]) podrian
explicar este fendmeno (Hussein, et al., 2005). Es necesario que se alcance un
nivel umbral de células apoptéticas en el foliculo para que el ovocito se vea
afectado (Zeuner, et al., 2003) (Janowski, et al., 2012).

Existen grandes controversias acerca de qué manera afecta la apoptosis
la capacidad de desarrollo del ovocito (Hirshfield, 1991) (Tilly, et al., 1991)
(Hughes & Gorospe, 1991), si es posible que la apoptosis temprana se revierta
bajo ciertas condiciones (Morita & Tilly, 1999)y si es factible que cierto grado de
apoptosis favorezca el potencial desarrollo de los ovocitos y posteriormente de
los blastocistos (Blondin & Sirard, 1995) (de Wit, et al., 2000) (Bilodeau-Goeseels
& Panich, 2002) (Li, et al., 2009).

En cuanto a los resultados obtenidos respecto de si la apoptosis favorece
o no la maduracién ovocitaria y el desarrollo embrionario subsecuente, se
observan dos corrientes. Por un lado, los investigadores que correlacionan el
grado de apoptosis con una mejora en la maduracion ovocitaria y/o desarrollo
embrionario (Blondin & Sirard, 1995) (Hinrichs & Williams, 1997) (de Wit, et al.,
2000) (Bilodeau-Goeseels & Panich, 2002) (Feng, et al., 2007) (Janowski, et al.,
2012), y por otro aquellos que hallaron resultados contrapuestos (Lee, et al.,
2001) (Yuan, et al., 2005) (Corn, et al., 2005). Dentro de la primera corriente,
tanto Li, et al., 2009, como Janowski, et al., 2012, hallaron una mejora en el

potencial de desarrollo de ovocitos bovinos con el incremento de la apoptosis
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temprana en los mismos. La similitud de los cambios estructurales que ocurren
durante la degeneracion en los foliculos subordinados y en el ovocito del foliculo
dominante previo a la LH apoyan estos hallazgos (Li, et al.,, 2009), estos
investigadores demostraron que los ovocitos provenientes de foliculos que
muestran signos de atresia experimentan procesos similares a los de la
maduracion (Janowski, et al., 2012). Por otro lado, Anguita, et al., 2009, infieren
que el desarrollo potencial ovocitario estd determinado por otros multiples
factores que deben considerarse juntos para predecir la calidad del ovocito, y
gue la apoptosis en los mismos y en células del cumulus en cabras prepuberes

puede afectar negativamente el desarrollo.

Como puede notarse, los niveles de apoptosis y su presencia en ovocitos
maduros e inmaduros son controversiales y variables. Trabajos previos
realizados en nuestro laboratorio demostraron que el fendbmeno de apoptosis se
presentod en bajos porcentajes en ovocitos bovinos madurados in vitro (cercanos
al 1%) (Cruzans, 2015).

Apoptosis embrionaria

La presencia de grandes cantidades de células o fragmentos celulares en
el espacio perivitelino es indicativa de una mala calidad embrionaria (Lindner &
Wright, 1983). Sin embargo, en embriones bovinos y porcinos, la fragmentacion
es por lo general detectada en la etapa de mérula y es mucho menos frecuente
en estadios tempranos de division (Van Soom, et al., 2003). La fragmentacion es
una de las caracteristicas de la apoptosis (Hardy, 1999), por lo tanto, puede ser
un marcador no invasivo de la aparicion de apoptosis en el embrion (Van Soom,
et al., 2003). En embriones bovinos la ausencia de fragmentacién en estadios
tempranos coincide con la ausencia de apoptosis evaluada a través del ensayo
TUNEL (Matwee, et al., 2000). La apoptosis comienza a aparecer en el estadio
de 8-16 células (Byrne, et al., 1999) que coincide con la activacién del genoma
embrionario, y es detectada en casi la totalidad de las mérulas y blastocistos
evaluados (Matwee, et al., 2000) (Van Soom, et al., 2002).

La incidencia de apoptosis en el embridon es sugerida como un criterio

adicional al morfolégico para evaluar la calidad embrionaria y predecir
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efectivamente la viabilidad (Pomar, et al., 2005). ElI fendmeno apoptético se
observé en embriones preimplantacionales de diferentes especies (Hardy, 1997)
y estaria involucrado en la eliminacion de células anormales (Pomar, et al.,
2005). Las condiciones de cultivo pueden tener efectos sobre el grado de
apoptosis en embriones como se ha demostrado en varias especies como el
humano (Hardy, 1999), raton (Brison & Schultz, 1998), rata (Pampfer, et al.,
2001), bovino (Gjorret, et al., 2003) (Makarevich & Markkula, 2002), caballo
(Moussa, et al., 2004), oveja (Rizos, et al., 2002) y cerdo (Kidson, et al., 2004).

Los pardmetros morfolégicos por los cuales la apoptosis puede ser
detectada en embriones incluyen la condensacion nuclear y la fragmentacion,
identificables con colorantes que se unen especificamente al ADN tales como
4,6-dimanino 2-fenilindol (DAPI) o Hoechst 33342 y la presencia de
fragmentaciéon del ADN que es detectada mediante el ensayo TUNEL (Pomar,
et al., 2005).

La viabilidad embrionaria se asocia con alteraciones en la expresion de
moléculas reguladoras de muerte celular (Jurisicova, et al., 2003). Enfoques
metabdlicos 0 gendmicos no invasivos 0 poco invasivos son prometedores a la
hora de detectar muerte celular, como por ejemplo la deteccion de la salida de
potasio (Trimarchi, et al., 2000) o la deteccion de ADN mitocondrial (ADNmit)
(Diez-Juan, et al., 2015) (Fragouli, et al., 2015).

ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DEL OXiIGENO

Las especies reactivas derivadas del oxigeno incluyen radicales libres y
peréxidos con una potente actividad oxidante. Se producen en pequefias
cantidades como subproducto del metabolismo aerdbico y los principales
representantes son el anién superéxido (O2), el radical hidroxilo (OH") y el
peroxido de hidrogeno (H202). También las ERO pueden tener origen exdgeno.
Estas, participan en la sefializacion celular y sus niveles se encuentran regulados
por mecanismos antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, etc.) y no enziméaticos (glutation, vitamina C, vitamina E,
B-caroteno, acido urico, etc.) evitando el dafio oxidativo (Battin & Brumaghim,
2009).
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En el caso de producirse un desequilibrio entre la produccion de ERO y la
capacidad antioxidante celular o de reparacion de dafo, se produce un estado
de estrés oxidativo caracterizado por la injuria celular. Las ERO generan
peroxidacion de lipidos de membranas, oxidacion de proteinas y dafio del ADN.
En consecuencia, se producen lesiones celulares irreversibles (necrosis o
apoptosis) o subletales (Gil, et al., 2003). Estas ultimas implican alteraciones

ultraestructurales y funcionales que pueden ser reversibles.
Especies reactivas derivadas del oxigeno en ovocitos

Los ovocitos utilizados en biotecnologias reproductivas son extraidos
frecuentemente de ovarios de hembras sacrificadas. En la etapa post-mortem se
produce hipoxia tisular y los ovarios se ven afectados. Por lo tanto, la extraccion
de los COC desde el microambiente folicular genera una reoxigenacion y estaria
asociada a un incremento de ERO (lwata, et al., 2003). De igual modo, la mayor
concentracion de oxigeno en los sistemas de cultivo in vitro contribuye al

aumento de los niveles de ERO (Luvoni, et al., 1996).

El papel de las ERO durante la MIV de ovocitos mamiferos es
controversial (Morado, et al., 2009). Existen investigaciones que vinculan el
incremento de los niveles de ERO con efectos negativos sobre la maduracion o
competencia para el desarrollo (Iwata, et al., 2003) (Hashimoto, et al., 2000).
Mientras que otros investigadores observaron que una mayor reduccion del
medio de cultivo puede impactar negativamente (Agarwal, et al., 2007) (Agarwal,
et al., 2006). Asimismo, durante la MIV los niveles de ERO no son constantes.
En la especie bovina, se describen fluctuaciones, observando una reduccion de
los niveles de ERO en forma coincidente con un periodo de mayor demanda

metabdlica del ovocito (Morado, et al., 2009).
Especies reactivas derivadas del oxigeno durante el cultivo embrionario

La embriogénesis preimplantacional ocurre en condiciones hipdxicas
incluso casi anaerodbicas. En el oviducto los niveles de oxigeno son bajos y
disminuyen ain mas en el utero (Takahashi, 2012). Sin embargo, el oxigeno es

fundamental para el desarrollo embrionario y como consecuencia del
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metabolismo aerdbico se producen las ERO. Ellas participan en vias de
sefalizacion celular, pero su aumento puede llevar a un estado de estrés
oxidativo (Ufer & Wang, 2011). Como ya se ha mencionado anteriormente, las
condiciones in vitro distan mucho del ambiente in vivo, y dentro de los factores
suboptimos se encuentra la concentracion de oxigeno utilizada que cominmente
es cercana al 20%. Este es uno de los motivos que hace que los embriones
producidos in vitro tengan mayores niveles de ERO impactando negativamente
en la calidad y capacidad de desarrollo (Agarwal, et al., 2006)

La cadena respiratoria mitocondrial es el principal sistema de consumo de
oxigeno en las células y la mayor fuente de ERO potencialmente toxicas. El
ovocito presenta una carga mitocondrial elevada, aproximadamente 100 veces
superior a las células somaticas (Michaels, et al., 1982), lo que demuestra la
necesidad de energia para el drastico crecimiento y diferenciacion celular

durante el periodo preimplantatorio (Takahashi, 2012).

En embriones producidos in vitro una disfuncion mitocondrial puede
conducir al estrés oxidativo asociandose este aspecto a una maduracion
ovocitaria deficiente. Sin embargo, en un estudio reciente donde se realizé FIV
de ovocitos murinos madurados in vivo se observaron alteraciones
mitocondriales relacionadas a las condiciones in vitro posteriores a la MIV. Los
investigadores, al comparar los perfiles de expresion génica vinculados a las
mitocondrias en embriones producidos in vitro e in vivo, observaron una
inhibicién de la replicacion de ADNmit y de la biogénesis mitocondrial, con
desregulacion de los sistemas metabdlicos como el glutation/glutation
peroxidasa (GSH/GPX). En consecuencia, los embriones de FIV presentaron
mayores niveles de ERO y de apoptosis. Los procesos de fecundacion y cultivo
in vitro, entonces, podrian conducir a cambios epigenéticos sobre la expresion
de genes que codifican en el ADNmit y en el ADN nuclear, impactando
negativamente sobre el desarrollo embrionario temprano e incluso mas

tardiamente en el desarrollo fetal y la vida posnatal (Ren, et al., 2015).

Un incremento de las ERO no necesariamente implica una lesién celular.

Durante la maduraciéon ovocitaria y las etapas tempranas del desarrollo existen
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cambios en el metabolismo celular que se reflejan en fluctuaciones de los niveles
de ERO. Durante las primeras divisiones embrionarias los niveles de ERO
incrementan significativamente alcanzado un maximo en el estadio de mérula
para comenzar a disminuir luego a valores similares al ovocito en el estadio de
blastocisto (Dalvit, et al., 2005). Estas variaciones estarian vinculadas a cambios

metabdlicos durante el desarrollo (Dalvit, et al., 2005).

Debido a las condiciones ambientales variables, incluyendo las
concentraciones de oxigeno y de glucosa en las diferentes regiones del tracto
reproductor femenino, el embridn temprano tiene que adaptarse para mantener
un apropiado metabolismo energético necesario para el desarrollo exitoso (Ufer
& Wang, 2011). Durante la compactacién y blastulaciébn se requiere mayor
energia derivada de la glucdlisis. Tal cambio en las vias metabdlicas es esencial
ya que el embrion se enfrenta a un entorno cada vez mas hipéxico en el utero
(Thompson, et al., 1996).

Teniendo en cuenta la importancia de las ERO en la embriogénesis, su

medicién podria resultar en un parametro util para evaluar la calidad embrionaria.

PROLIFERACION CELULAR

El desarrollo embrionario es consecuencia de un delicado balance entre
procesos de proliferacién y diferenciacion celular que se reflejan en los cambios
morfologicos y funcionales de los sucesivos estadios. Las metodologias
tradicionales de evaluacion de la cinética de desarrollo se basan en la
observacion embrionaria bajo lupa estereoscopica a tiempos definidos.
Alteraciones en la proliferacion celular pueden bloquear o reducir la velocidad de
desarrollo y observarse una asincronia entre los diferentes estadios. Por
ejemplo, la presencia de mérulas compactas al dia 8 del cultivo in vitro de
embriones puede interpretarse como un desarrollo enlentecido o detenido. Otra
forma de estimar la proliferacion celular es a través del recuento total de células
por embrion (TCN, total cell number). Es una metodologia ampliamente
difundida, sin embargo, hay que considerar que no todas las blastomeras se

encuentran en mitosis. También, se reportaron en la bibliografia marcadores
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especificos de proliferacion como el antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA) (Markkula, et al., 2001) o la mitosina (CENPF) (Toralova, et al., 2009).

La deteccion del antigeno de proliferacion celular Ki-67 se utiliza
ampliamente en histopatologia tumoral por su valor prondéstico. Si bien las
funciones de la proteina Ki-67 contintan siendo poco claras, estudios recientes
dilucidaron que es requerida para el mantenimiento individual de los
cromosomas mitéticos en una etapa posterior a la desorganizacion de la
envoltura nuclear. Este efecto se produce a través de un mecanismo tensioactivo
en la interfase entre la cromatina mitética y el citoplasma (Cuylen, et al., 2016).
También se lo vincula al control de la organizacién de la heterocromatina al
interactuar con proteinas implicadas en procesos nucleolares y reguladores de

la cromatina (Sobecki, et al., 2016).

La marcacion del antigeno Ki-67 en embriones bovinos de estadios
tempranos de desarrollo podria utilizarse como un parametro de calidad
embrionario y/o como un predictor del desarrollo.

COCULTIVO CON CELULAS SOMATICAS EN LA PRODUCCION IN
VITRO DE EMBRIONES

El cocultivo se define como la coincubacion in vitro de dos o mas tipos
celulares diferentes. La complejidad de estos sistemas varia desde la utilizacién
de monocapas celulares sobre soportes plasticos hasta sofisticados modelos de
cultivo de células tridimensionales inmersos en una matriz extracelular. Las
principales aplicaciones de los sistemas de cocultivo se centran en estudios de
eficacia y toxicidad de farmacos (Gayathri, et al., 2015), comportamiento tumoral
(Xu, et al., 2011), fisiopatologia de enfermedades (Zuppinger, 2016) e ingenieria
de tejidos y medicina regenerativa (Laschke & Menger, 2017). En el campo de la
biologia de la reproduccion, la utilizacién de sistemas de cocultivo permite
estudiar fenomenos de interaccion entre las gametas y aquellas del tipo
materno-embrionarias. Asimismo, pueden emplearse como soporte en las
diferentes etapas de la PIV de embriones ya sea para promover la maduracion
ovocitaria, favorecer la fecundacion o el desarrollo embrionario preimplantacional
(Orsi & Reischl, 2007). En todos los casos, las interacciones intercelulares son

representaciones de las condiciones in vivo, en mayor o menor medida,
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presentando ventajas respecto de los sistemas simples de cultivo in vitro
(Ménézo, et al., 2012).

Durante décadas se han realizado investigaciones buscando reproducir
artificialmente los eventos de maduracion ovocitaria, fecundacion y desarrollo
embrionario temprano, sin embargo, la eficiencia de la PIV de embriones bovinos
contintia siendo baja. Para optimizarla, una alternativa al uso de medios definidos
o semidefinidos es la utilizacion de células somaticas en sistemas de cocultivo
de ovocitos o embriones. El cocultivo de embriones bovinos comenzo en la
década del 80 (siglo XX), empleando vesiculas trofoblasticas para simular el
efecto embriotréfico sobre embriones recuperados in vivo (Camous, et al., 1984).
Este sistema permitié obtener blastocistos a partir de embriones de estadios de
1-8 células. Desde entonces, los principales tipos celulares reportados en la
bibliografia incluyen células derivadas de 6rganos reproductores como células
epiteliales oviductales (Ulbrich, et al., 2010) (Gandolfi & Moor RM, 1987)
(Rexroad & Powell, 1988), células estromales uterinas (Soong, et al., 1998) y
células de la granulosa (Fabbri, et al., 2000) (Sirard & Bilodeau, 1990), o células
que no corresponden especificamente al aparato reproductor como los
fibroblastos (Wetzels, et al., 1992). También se utilizaron lineas celulares dentro
de las que se destacan las células Vero (Kim, et al., 2002) (Desai & Goldfarb,
1998) y las células buffalo rat liver (BRL) (Hasler, 2000)

Las lineas celulares presentan algunas ventajas respecto de los cultivos
primarios como el de minimizar el esfuerzo de obtencion, reducir el riesgo de
transmision de enfermedades o contaminacion inherente a la muestra, y
presentar menos variaciones en el crecimiento y comportamiento in vitro. Sin
embargo, deben mantenerse por pasajes sucesivos y muchas de las
caracteristicas morfologicas y funcionales propias de las células de origen se

pierden con el establecimiento de la linea celular (Lerner, et al., 1995).

Los principales mecanismos involucrados en el efecto beneficioso de las
células somaticas en cocultivo son: la sintesis de factores de crecimiento y
citoquinas de accién paracrina, el contacto directo que puede desencadenar

respuestas bidireccionales y la modulacion de las caracteristicas fisicoquimicas
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del medio de cultivo (Rexroad, 1989) (Ménézo, et al., 2012) (Orsi & Reischl,
2007) (Figura 12). Durante la MIV, las células somaticas pueden promover la
maduracion nuclear y citoplasmatica de los ovocitos (Li, et al., 2011) (Jahromi,
et al., 2015), incrementar la criotolerancia (Casillas, et al., 2015), aumentar la
segmentacion embrionaria (Adeldust, et al., 2015) y reducir la polispermia (Chen,
et al., 2007). Durante el CIV de embriones, las células somaticas pueden
aumentar la eficiencia de la PIV en términos cualitativos y/o cuantitativos (Orsi &
Reischl, 2007).

v | |
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Representacién esquematica de las interacciones bidireccionales en un sistema de
cocultivo entre embriones (E), células somaticas (C) y medio de cultivo (M).

Los efectos embriotroficos reportados del cocultivo estan influenciados
por la interaccion de diversos parametros que incluyen; el origen de las células
somaticas y su tratamiento previo (criopreservacion, exposicion a hormonas,
perfusion, etc.), composicion del medio base, método de cultivo, tiempo de
cultivo, presencia de suero, cultivo en gotas vs. cultivo abierto, concentracion de
oxigeno y atmésfera, sustrato de las células somaticas, adicion de suplementos
al medio, y factores asociados al origen de los tejidos (sexo, raza, estadio del
ciclo estral, etc.) (Ménézo, et al., 2012) (Orsi & Reischl, 2007).

Los cultivos primarios de células de la granulosa pueden presentar
diferente comportamiento in vitro en relacion con su origen y las condiciones de
cultivo. Por ejemplo, pueden inhibir la maduracion nuclear de ovocitos bovinos

(Sirard & Bilodeau, 1990) o mostrar un efecto beneficioso sobre la maduracion y
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desarrollo embrionario posterior (Deng, et al., 2008) (Konishi, et al., 1996).
También existen estudios de cocultivos heterdlogos con efectos variables, por
ejemplo, ovocitos murinos madurados in vitro en presencia de células de la
granulosa porcinas (Heng, et al., 2004) o humanas (Lin, et al., 2009). Como se
menciono anteriormente, los foliculos ovaricos y en relacién con su dinamica,
presentan un microambiente caracteristico para cada etapa de crecimiento y
diferenciacion. Por lo tanto, el tipo de foliculo punzado para la obtencién de
liquido folicular y por consiguiente de células de la granulosa, repercute en el
comportamiento in vitro del cultivo. En general, los foliculos mayores a 8 mm por
su condicién de dominantes y/o preovulatorios no se punzan. Por otro lado, la
atresia en etapas tempranas no puede ser detectada al momento de la puncion,
por lo que muchas de las células recuperadas provienen de foliculos atrésicos.
Estos aspectos y otros mas dificiles de manejar e identificar (al menos utilizando
ovarios de frigorifico) explicarian lo resultados variables y la controversia de los

resultados observados en diferentes investigaciones de cocultivo.

La linea celular BGC-1 se obtuvo por inmortalizacion espontanea de
cultivos primarios de granulosa bovina (Bernath, et al., 1990). Estas células han
conservado algunas caracteristicas de los cultivos primarios, como la regulacién
hormonal de la biosintesis de fibronectina. Asimismo, el patrén de secrecion de
proteinas en las células BGC-1 fue cualitativamente similar al de los cultivos
primarios. Las principales diferencias fueron una mayor proporcion de
fibronectina y las cantidades relativas de varias proteinas no identificadas. Por
otro lado, los no se detectaron niveles de progesterona en cultivo (Lerner, et al.,
1995). En lo que respecta a la utilizacion de estas células en sistemas de
cocultivo, existe un Unico estudio en el que se examind el papel de los ovocitos
de rata y bovinos en la regulacion de la proliferacion de células de la granulosa
bovina (Lanuza, et al., 1998). Sin embargo, el efecto de las BGC-1 sobre la

maduracién ovocitaria no fue reportado.

La hormona GnRH es un decapéptido neuronal hipotalamico que
desempeiia un papel fundamental en la reproduccion de mamiferos. En medicina
veterinaria su principal aplicacién es el control del ciclo estral en animales de

produccion (Lamb, et al., 2010) (Martinez, et al., 2014), mientras que en medicina
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humana se utiliza ampliamente en el tratamiento de enfermedades dependientes
de hormonas y en TRA (Ramakrishnappa, et al., 2005). Existen receptores de
GnRH (GnRHR) en tejidos extrapituitarios como endometrio, miometrio, epitelio
oviductal, células de la granulosa ovérica, glandula mamaria y placenta (Tan, et
al., 2013). En tejidos ovaricos, se considera que la GnRH actia de manera
autocrina o paracrina modulando distintos fendmenos como la esteroidogénesis.
Trabajos de nuestro laboratorio, (Cruzans, et al., 2012) reportaron por primera
vez el efecto del agonista de GnRH acetato de leuprolide (LA) en la modulacion
de la apoptosis en cultivos de células de la granulosa bovina. La accién de la
GnRH sobre las células de la granulosa es de particular interés ya que permitiria

modular su funcion (Carou, 2012) (Carou, et al., 2015).

Son escasas las publicaciones que tratan sobre la utilizacion de células
luteales en sistemas de cocultivo embrionario. Thibodeaux, et al., 1994,
coincubaron por primera vez células luteales bovinas con blastocistos bovinos
con el objetivo de estudiar el efecto luteotréfico de los embriones y de vesiculas
trofoblasticas. Este estudio demostrd que las células luteales incrementaron la
secrecion de progesterona en presencia de blastocistos que habian sido
recuperados in vivo y cocultivados posteriormente. Casi 20 afios después,
Torres, et al., 2013, emplearon un sistema de cocultivo con células luteales
durante el cultivo in vitro de embriones bovinos producidos por FIV. El objetivo
de la investigacion se centrd en estudiar las interacciones entre embriones
tempranos y células luteales, evaluando la sintesis de progesterona y
prostanoides. Este modelo no fue planteado como soporte para promover el
desarrollo embrionario, sin embargo, se observd un efecto embriotréfico
evidenciado Unicamente a través de métodos subjetivos de valoracién de

calidad.

La utilizacion de cocultivos también ha sido motivo de controversia y
surgieron criticas acerca de su implantacion en la PIV de embriones. La mas
relevante esta relacionada al riesgo de contaminacion de los cultivos celulares y
de trasmision potencial de enfermedades virales (por ej., diarrea viral bovina y
herpesvirosis) (Perry, 2007) (Bielanski & Lalonde, 2009). Los lavados

secuenciales de los embriones o el tratamiento con tripsina segun las directrices
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de la IETS no serian medidas suficientes para eliminar el herpesvirus tipo 1
(D'Angelo, et al., 2009). Por otro lado, la contaminacién de los cultivos celulares
puede impactar negativamente sobre el desarrollo y/o calidad embrionaria. Otro
de los cuestionamientos es que en los sistemas de cocultivo los medios no son
definidos, es decir, muchos de los componentes son desconocidos. Ademas, los
requerimientos de nutrientes embrionarios y de las células somaticas no son
equivalentes, asi como tampoco la concentraciébn de oxigeno Optima para el
cultivo in vitro. Por este motivo, los medios utilizados son mas adecuados para
los embriones que para las células somaticas lo cual puede resultar en pérdida
de las propiedades morfologicas y funcionales que presentaban in vivo
(Rodriguez-Boulan & Nelson, 1989). El metabolismo de nutrientes por la
monocapa celular puede conducir a la acidificacion del medio y a un aumento de
ERO con un impacto negativo en el desarrollo. Por ultimo, otra de las criticas es
la falta de estudios concluyentes sobre los efectos del cocultivo a largo plazo en
etapas mas avanzadas del desarrollo, placentacion y vida postnatal. A pesar de
ello, en la actualidad se emplean estos sistemas en pacientes humanos con
resultados exitosos (Ohl, et al., 2015), sin embargo, en medicina veterinaria no
presenta tal difusion en la produccién bovina, siendo una de las causas la falta

de investigaciones en el tema.
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HIPOTESIS GENERAL

El cocultivo de complejos cumulus ovocito y de embriones tempranos bovinos
con células somaticas (granulosas y luteales) favoreceria el desarrollo in vitro de
los mismos a través de la produccion de factores paracrinos y/o la detoxificacion

de especies reactivas derivadas del oxigeno.

HIPOTESIS PARTICULARES

1. El cocultivo de complejos cumulus ovocito bovinos y células de la
granulosa bovina (linea BGC-1 y/o de pasaje 1) favoreceria la
competencia para el desarrollo ovocitario a través de la produccion de
factores parécrinos, la reduccion de la apoptosis y/o de los niveles de

especies reactivas derivadas del oxigeno.

2. La induccion con un analogo de GnRH (acetato de leuprolide) sobre la
monocapa de células de la granulosa bovina, podria favorecer la
maduracion ovocitaria. El efecto modulador del acetato de leuprolide
sobre la apoptosis en células de la granulosa podria reflejarse en cambios
esteroidogénicos o del fenotipo secretor promoviendo la maduracion

ovocitaria a través de efectos paracrinos.

3. El cocultivo de embriones tempranos bovinos y células luteales bovinas
favoreceria la competencia para el desarrollo a través de la produccion de
factores paracrinos, la reduccion de la apoptosis y/o de los niveles de
especies reactivas derivadas del oxigeno. Los posibles efectos
embriotroficos podrian evidenciarse a través de biomarcadores de calidad

embrionaria.
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OBJETIVO GENERAL

Optimizar la produccion in vitro de embriones bovinos, en términos de
rendimiento y/o calidad de los blastocistos obtenidos, a través de la utilizacién
de sistemas de cocultivo con células de la granulosa y luteales bovinas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocito bovinos y
células de la granulosa bovina (BGC-1 y/o de pasaje 1) sobre la
maduracién nuclear, calidad ovocitaria y competencia para el desarrollo

in vitro.

2. Evaluar si la induccién con acetato de leuprolide modifica el efecto del

sistema de cocultivo sobre la maduraciéon nuclear ovocitaria.

3. Evaluar el efecto del cocultivo de embriones bovinos tempranos y células
luteales bovinas sobre el desarrollo y/o calidad de los blastocistos.

[78]



MATERIALES Y METODOS

ESTANDARIZACION DE METODOLNOGI'AS PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE LOS DISENOS EXPERIMENTALES

Cultivo de células de lalinea BGC-1: determinacion del medio de desarrollo

y de la densidad de siembra

Con el objetivo de determinar si las células de la linea BGC-1 crecian en
el medio de maduracion in vitro TCM-199 se establecié una comparacion con el
medio de cultivo DMEM/F12. Este ultimo, suplementado con suero fetal bovino
permite el crecimiento 6ptimo de las células de la granulosa bovina. La finalidad
de esta prueba fue sustituir dicho medio por el medio de maduracién TCM-199
para el cocultivo con complejos cumulus ovocito, permitiendo de este modo no
agregar una nueva variable a los experimentos (efecto per se del medio
DMEM/F12).

El otro aspecto que debi6 definirse fue la densidad de siembra celular a
utilizar, que segun la bibliografia es muy variable en relacion al sistema de
cocultivo empleado (Orsi & Reischl, 2007). Inicialmente, las BGC-1 se sembraron
en gotas de 100 pL utilizando diferentes concentraciones celulares (50, 100, 200
y 400 células/pL) y se compararon dos medios diferentes, DMEM/F12 y TCM-
199. En ambos casos se suplementaron con SFB al 5%, penicilina,
estreptomicina y L-glutamina. Se efectuaron dos experimentos por
cuadruplicado. El cultivo en gotas bajo aceite mineral impidi6 la tripsinizacion de
las células y su recuento posterior por lo que se realiz6 una valoracion subjetiva
de los cultivos mediante observacion bajo un microscopio invertido a las 12 y a
las 24 h de crecimiento in vitro. Se tuvo en cuenta la coloracion del medio (como
indicador del consumo de nutrientes y acidificacion del mismo) y la confluencia
de la monocapa celular. En los dos experimentos no existieron diferencias
observables entre el medio DMEM/F12 y el TCM-199. Asimismo, se descartaron
las concentraciones celulares mas altas ya que a las 24 h el cultivo era de
semiconfluente a confluente y el medio se encontraba acidificado. En una
segunda etapa se realizaron dos experimentos por cuadruplicado en medio
TCM-199 con las siguientes concentraciones de siembra: 25, 50 y 100

células/pL. Se optd por la concentracidbn menor ya que a las 24 h de crecimiento
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deben agregarse los complejos cumulus ovocito y por una cuestion de disefio no
debe renovarse el medio de maduracion. A las 48 h de desarrollo, el cultivo fue
confluente en el caso de 50 y 100 células/uL, por esta razon se eligio la menor

concentracioén celular.

Con el fin de cuantificar lo observado en el cultivo en gotas, las BGC-1 se
sembraron en una placa de 24 pocillos para comparar el crecimiento en los
medios de cultivo TCM-199 y DMEM/F12. Se realiz6 el recuento celular en cuatro
tiempos: 6, 10, 24 y 48 h sin observar diferencias en el crecimiento celular entre

los grupos (Grafico 3).

En base a lo expuesto se defini6 la concentracibn de siembra
(25 células/uL) y el medio de cultivo a utilizar (TCM-199 suplementado) en los
experimentos de cocultivo con BCG-1 o células de la granulosa bovina de pasaje
1 durante la maduracion in vitro de COC bovinos.
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Gréfico 3

Curva de crecimiento de las BGC-1 comparando los medios de cultivo TCM-199 y
DMEM/F12.
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Determinacion de la apoptosis en complejos cumulus ovocito por

marcacion con Anexina V-FITC

A los fines de aplicar y estandarizar la técnica de marcacion con Anexina
V-FITC y ioduro de propidio (IP) para la evaluacién de la apoptosis y viabilidad
respectivamente, se utilizaron complejos cumulus ovocito inmaduros con
citoplasma homogéneo y varias capas de cumulus compacto. Esta categoria es
la utilizada para la maduracion in vitro por su mayor calidad, hecho que
posteriormente se expresa en una mayor competencia para el desarrollo in vitro
(Leibfried & First, 1979). Se evaluaron los ovocitos y las células del cumulus con
la tincion de Anexina V-FITC y IP, planteandose tres clases de ovocitos: los
positivos solo a Anexina V-FITC (apoptosis temprana), los positivos a IP
(muertos o dafiados) y los negativos tanto a Anexina V-FITC como a IP (vivos)
(Figura 13). Para la cuantificacion del porcentaje de células del cumulus inviables
y apoptéticas, se establecieron los siguientes rangos arbitrarios segun el
porcentaje de células positivas a IP o a Anexina V-FITC respectivamente:
[0; 25%), [25; 50%), [50; 75%) y [75; 100%].

Ensayo en COC inmaduros

Con la finalidad de determinar los niveles de apoptosis basal en las
muestras de COC inmaduros obtenidos mediante puncién-aspiracion folicular,
se realizaron tres repeticiones (n = 39). En el cumulus no se observaron células
apoptéticas tempranas (Anexina V-FITC positivas). Por otro lado, el mayor
porcentaje de COC inmaduros present6 un elevado numero de células inviables
(rango entre 75 y 100%) (Gréfico 6), probablemente esto se deba a las
condiciones de conservacion de los ovarios y/o al tiempo transcurrido desde la
faena hasta el procesamiento de los COC. Asimismo, la mayor cantidad de los
ovocitos (92,3 %) resultaron negativos a la Anexina V-FITC mientras que el
7,69 % resultdé positivo (Grafico 4). Por otro lado, el 10,25 % de los ovocitos
evaluados se encontraron muertos al momento de la evaluacion (IP positivos)
(Gréfico 5).
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APOPTOSIS TEMPRANA EN OVOCITOS
INMADUROS
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Gréfico 4

Porcentajes de ovocitos inmaduros positivos y negativos a Anexina V-FITC.

MUERTE EN OVOCITOS INMADUROS

100
90
80
70
60
50
40
30
20

p ]
0

Porcentaje de ovocitos

Gréafico 5

Porcentajes de ovocitos inmaduros positivos (muertos) y negativos (vivos) a IP.
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MUERTE CELULAR EN EL CUMULUS DE COC
INMADUROS
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Gréfico 6

Distribucion de los COC bovinos inmaduros segun el porcentaje de células del cumulus
positivas a IP (muertas) en los siguientes cuatro rangos arbitrarios: [0; 25%), [25; 50%),
[50; 75%) y [75; 100%].

Ensayo en COC post-MIV

Se realiz6 la tincién de Anexina V-FITC y IP en COC madurados in vitro
en medio TCM-199 (n = 14) y en cocultivo con BGC-1 (n = 21). En ambos
sistemas se observaron células del cumulus positivas a Anexina V-FITC,
encontrandose siempre en el primer rango (entre 0 y 25%) (Figural4). En cuanto
a la viabilidad, se evidencié una tendencia que sugiere que fue mayor en el
sistema de cocultivo con BGC-1 (Gréficos 7 y 8). Por otro lado, la viabilidad
ovocitaria fue elevada en ambos casos (Gréaficos 10 y 12) y se detectd apoptosis

temprana en los dos grupos (Figura 13C) (Graficos 9y 11).
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MUERTE CELULAR EN EL CUMULUS DE COC POST-
MIV EN TCM-199

Porcentaje de COC post-MIV
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Gréfico 7

Distribucion de los COC bovinos post-MIV en medio TCM-199 segun el porcentaje de
células del cumulus positivas a IP (muertas) en los siguientes cuatro rangos arbitrarios:
[0; 25%), [25; 50%), [50; 75%) y [75; 100%)].
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Gréfico 8

Distribucion de los COC bovinos post-MIV en cocultivo con BGC-1 segun el porcentaje
de células del cumulus positivas a IP (muertas) en los siguientes cuatro rangos
arbitrarios: [0; 25%), [25; 50%), [50; 75%) y [75; 100%].
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APOPTOSIS TEMPRANA EN OVOCITOS POST-MIV
EN COCULTIVO CON BGC-1
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Grafico 9

Porcentajes de ovocitos post-MIV en cocultivo con BGC-1, positivos y negativos a
Anexina V-FITC.
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Gréfico 10

Porcentajes de ovocitos post-MIV en cocultivo con BGC-1, positivos (muertos) y
negativos (vivos) a IP.
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APOPTOSIS TEMPRANA EN OVOCITOS POST-MIV
EN TCM-199
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Gréfico 11

Porcentajes de ovocitos post-MIV en medio TCM-199, positivos y negativos a Anexina
V-FITC.
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Grafico 12

Porcentajes de ovocitos post-MIV en medio TCM-199, positivos (muertos) y negativos
(vivos) a IP.
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Figura 13

Marcacién con Anexina V-FITC y IP en ovocitos bovinos. A, ovocito muerto (IP +); B,
ovocito muerto (IP +) con marca para Anexina V-FITC y C, ovocito apoptotico (Anexina
V-FITC +). X400. Barra = 20 pm.

Figura 14

Marcacién con Anexina V-FITC y IP en células del cumulus de un COC bovino entero
post-MIV. Las flechas sefialan células muertas (IP +) mientras que el recuadro sefiala
dos células apoptéticas (Anexina V-FITC +). X1000. Barra = 10 pum.

Durante la estandarizacion de la técnica de marcacion con Anexina V-

FITC y IP en COC surgieron algunas limitaciones a saber:

e La tridimensionalidad del COC dificulta la identificacion de células

positivas a Anexina V-FITC, ya que predominan las células IP +.
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e La valoracion de la apoptosis en COC post-MIV puede resultar
subvalorada ya que la expansion del cumulus implica pérdida de células

al momento del analisis.

e La superposicion celular del cumulus sobre el ovocito puede dificultar la
visualizacion de su nucleo y ser considerado de forma errbnea como
positivo a Anexina V-FITC en el caso que exista doble marcacion tanto

para Anexina V-FITC como para IP.

Estos inconvenientes metodoldgicos fueron resueltos evaluando a los

ovocitos denudados y a las células del cumulus por separado.

Para valorar las células del cimulus de forma mas precisa, se utilizé la

marcacion y el recuento en de las mismas en un extendido.

Extendido de las células del cimulus: a partir de un pool de COC (entre
20-30) se realiz6 la disgregacion enzimatica (hialuronidasa al 0,1%) y mecanica
de las células del cumulus y se hizo un extendido para aplicar la marcacién con
Anexina V-FITC y IP. Las células doble negativas (Anexina V-FITC - /IP -) y
positivas a Anexina V-FITC en campo claro se visualizaron refringentes a
diferencia de las inviables (IP positivas) (Figura 15).

Recuento de células del cumulus por COC: con la finalidad de
estandarizar el conteo de células del cumulus y que fuera representativo de un
COC, se realizaron dos repeticiones (n = 20 y n = 30) obteniendo en promedio
4900 y 5000 células/COC respectivamente.
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Figura 15

Marcacion con Anexina V-FITC y IP en células del cumulus disgregadas (extendido) de
un COC inmaduro bovino. La microfotografia de la izquierda muestra una célula viable
(V), una apoptotica (A) y otra muerta (M). A la derecha se aprecian las mismas células
en campo claro. X1000. Barra = 10 pm.

Determinacion de la apoptosis tardia en complejos cumulus ovocito por el
ensayo TUNEL

A los fines de aplicar y estandarizar la técnica de evaluacion de la
apoptosis tardia en ovocitos, se realiz6 el ensayo TUNEL. Debido a que la
superposicion de las células del cumulus puede dificultar la evaluacién del nucleo
ovocitario, se opté por analizar ovocitos denudados. Se evaluaron 57 ovocitos

post-MIV y el 5,26% result6é positivo a TUNEL indicando apoptosis tardia.

Durante la estandarizacién del ensayo TUNEL para la deteccién de

apoptosis tardia surgieron algunas limitaciones a saber:

e Eltamano variable de los COC inmaduros hace necesario tener en cuenta

el area en relacién al nimero de células TUNEL positivas.

e La expansion del cumulus luego de la maduracién dificulta la
cuantificacion de las células TUNEL positivas; se torna una estructura

fragil, lo que implica pérdida de células y de continuidad.

Estos resultados preliminares y de puesta a punto de metodologias fueron

el sustento para definir los disefios experimentales del presente trabajo de tesis.
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Se establecieron parametros de cultivo de las células de la granulosa en los
sistemas de cocultivo de COC, tales como el medio a utilizar y la concentracion
celular de siembra. Por otra parte, se procedi6 a establecer un disefio
experimental que incluya la determinacion de la apoptosis en los diferentes

tratamientos aplicados.
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DISENOS EXPERIMENTALES

Disefio experimental I: cocultivo de complejos cumulus ovocito y BGC-1

durante la maduracion in vitro.

Se estudio el efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocito y células
de la linea BGC-1 sobre la maduracion in vitro ovocitaria. La maduracién nuclear

se evaluo a traves de la tincion con Hoechst 3342 (Figura 16).

Previamente al cocultivo, debieron definirse las condiciones mas

adecuadas de cultivo para las BGC-1 en el sistema planteado.
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| 4 )

CONTROL COCULTIVO BGC-1

Y | 4

EVALUACION DE LA MADURACION NUCLEAR
TINCION CON HOECHST 33342

Figura 16

Diagrama de flujo del disefio experimental I.
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Disefio experimental Il: cocultivo de complejos cumulus ovocito y células

de la granulosa bovina de pasaje 1 (CGB-1) durante la maduracion in vitro

Se estudio el efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocito con
células de la granulosa bovina de pasaje 1 sobre la maduracion in vitro ovocitaria.
La maduracion nuclear se evaluo a través de la tincion Hoechst 3342. Asimismo,
se evaluo si el agregado de acetato de leuprolide (andlogo de GnRH) al sistema
de cocultivo presentaba algun efecto beneficioso respecto al control (sin LA).

Como posibles marcadores de calidad ovocitaria se evalud la apoptosis
temprana (tincion con Anexina V-FITC), la apoptosis tardia (ensayo TUNEL) y
los niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno (ensayo de DCHFDA)
en ovocitos post-MIV. Para estudiar el efecto sobre la maduracion citoplasmaética,
se realizaron experimentos de fecundacion in vitro y se evaluaron los porcentajes
de embriones segmentados y de blastocistos, al dia 2 y 7-8 respectivamente
(Figura 17).

A los fines de desarrollar este sistema de cocultivo (COC-CGB-1), se
partié de cultivos primarios de células de granulosa bovina y se definieron las

condiciones mas adecuadas para su cultivo y crecimiento.
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Diagrama de flujo del disefio experimental .
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Disefio experimental Ill: cocultivo de embriones y células luteales bovinas

de pasaje 1 (CLB-1) durante el desarrollo embrionario temprano

Se estudio el efecto del cocultivo de embriones y células luteales bovinas
de pasaje 1 (CLB-1) sobre el desarrollo y calidad embrionaria. Al dia 2, se
determind el porcentaje de embriones segmentados y la proliferacion celular a
través de inmunofluorescencia para la determinacion de la proteina Ki-67. Los
niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno se evaluaron a través del
ensayo de DCHFDA. Se determinoé el rendimiento de la PIV en ambos sistemas
de cultivo y como parametros de calidad embrionaria se evalué la apoptosis
tardia (ensayo TUNEL) y la proliferacién celular (inmunomarcacion de Ki-67) en
blastocistos de 7 dias de desarrollo (Figura 18).

Inicialmente, se obtuvieron cultivos primarios de cuerpo luteo bovino
(CPCLB) y se purificaron las células luteales. Para ello, se desarrollé una
metodologia de purificacion basada en la centrifugacion y migracion celular
diferencial en un gradiente discontinuo de Percoll®. La pureza se determind
mediante la inmunomarcacion de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD), implicada en la sintesis de P4. Para evidenciar la naturaleza lipidica
de las inclusiones citoplasmaticas en las células luteales se utilizé el colorante
fluorescente rojo Nilo. Asimismo, se definieron las condiciones mas adecuadas
de cultivo para el sistema de cocultivo planteado y se verificé la sintesis de Pa

mediante enzimoinmunoensayo (ELISA) (Figura 18).
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Figura 18

Diagrama de flujo del disefio experimental Ill.
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MUESTRAS BIOLOGICAS

Para el desarrollo de los cultivos celulares primarios y como fuente de
complejos cumulus ovocito se utilizaron ovarios de hembras bovinas sacrificadas

en el frigorifico Ecocarnes (San Fernando, Buenos Aires, Argentina).

Para los experimentos de fecundacion in vitro se utilizaron pajuelas de
semen congelado de un mismo toro de raza Holando-Argentino y de fertilidad
comprobada a campo, donadas por el Centro de Reproduccion Bovina (San

Antonio de Areco, Buenos Aires, Argentina).

METODOLOGIAS

1. Preparacién de las monocapas de BGC-1 para el cocultivo de

complejos cumulus ovocito

Las BGC-1 se descongelaron 24 h previas a la MIV y se diluyeron a una
concentracion de 25.000 células/mL en medio TCM-199 suplementado con 10%
de SFB, 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Se sembraron
en gotas de 100 pL, se cubrieron con aceite mineral e incubaron a 39°C, en
atmosfera con 5% de CO:2 y saturada de humedad. Al inicio de la MIV, las

monocapas celulares se encontraban en semiconfluencia.

La linea BGC-1, provista por el Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IByME), originalmente se encontraba en pasaje 21. En nuestro
laboratorio se repicé y amplificé la semilla generando una linea de pasaje
24 - 27, congelandose en diferentes crioviales y conservandose a -80°C hasta la

utilizacién en los experimentos de cocultivo (disefio experimental I).
2. Cultivo primario de células de la granulosa bovina (CPGB)

Se utilizaron ovarios con cuerpo lateo, procesandolos dentro de las dos
horas de la faena. Se realiz6 la puncion-aspiraciéon de foliculos ovaricos
(4 a 8 mm) utilizando una aguja 18G acoplada a una jeringa de 10 mL. El liquido
folicular obtenido se centrifugo a 200 g durante 10 minutos y el pellet celular se
resuspendié en agua destilada para lisar los glébulos rojos. La osmolaridad se

restituyd con el agregado de solucion de solucion de NaCl al 9% y se realiz6 una
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segunda centrifugacion. Luego, las células se resuspendieron en medio de
cultivo DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB, 100 Ul/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina y 2 nM de L-glutamina, se sembraron en un frasco
para cultivo celular T75 e incubaron (39°C, atmésfera con 5% de CO:2 y saturada
de humedad) hasta alcanzar la confluencia. Finalmente, las células se
tripsinizaron y criopreservaron en medio de congelacion (20% de SFB, 7,5% de
DMSO en DMEM/F12) a -80°C hasta la utilizacion en los experimentos de

cocultivo (disefo experimental I1).

3. Preparacion de las monocapas de CGB-1 para el cocultivo de

complejos cumulus ovocito

Las CGB-1 se descongelaron 24 h previas a la MIV y se diluyeron a una
concentracion de 25.000 células/mL en medio TCM-199 suplementado con 10%
de SFB, 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Se sembraron
en placas de cuatro pocillos (Nunc®), colocando 1 mL/pocillo, e incubaron a 39°C
en atmoésfera con 5% de CO2 y saturada de humedad. Previamente al agregado
de los COC, para mantener la relacion de volumen, se descartaron 0,5 mL de
medio de cada pocillo y se cubrieron con aceite mineral. Al inicio de la MIV, las

monocapas celulares se encontraban en semiconfluencia.
Induccién con acetato de leuprolide

Se agregd acetato de leuprolide a una concentracion de 100 nM 24 h

previas a la MIV de acuerdo al disefio experimental 1.
4. Cultivo primario de cuerpo luteo bovino (CPCLB)

Los ovarios utilizados como fuente de cuerpos liteos se conservaron
refrigerados hasta la llegada al laboratorio dentro de las dos horas de la faena.
Se obtuvieron por diseccion 4-6 cuerpos luteos de estadio temprano segun el
aspecto morfolégico (Miyamoto, et al., 2000). El tejido luteal se lavé con PSB
refrigerado y suplementado con antibioticos. Sobre una placa de Petri, con medio
DMEM/F12 suplementado con 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de

estreptomicina, se llevd a cabo el corte en pequefios fragmentos. Luego, se
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colocaron en medio de digestion con 0,5 UI/mL de colagenasa IV en DMEM/F12
y se incubaron en agitacion a 37°C durante 30 minutos. La suspension celular
se filtro a través de una malla metalica y se centrifug6 a 200 g durante 5 minutos.
Se llevd a cabo la lisis de globulos rojos presentes en el pellet celular, para ello
se descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células en 2 mL de agua
destilada y se restituy6 la osmolaridad con el agregado de solucién de NaCl al
9%. Se realiz6 una segunda centrifugacion en medio de cultivo para eliminar el
excedente de colagenasa. Finalmente, las células se resuspendieron en medio
DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB, 100 Ul/mL de penicilina'y 100 pg/mL
de estreptomicina, se sembraron en un frasco para cultivo celular T75 e
incubaron a 39°C en atmdésfera con 5% de CO: y saturada de humedad. Cada

48 h se renovod el medio hasta alcanzar la confluencia del cultivo.

5. Purificacion del cultivo primario de cuerpo lateo bovino a través de
la centrifugacion en un gradiente discontinuo de Percoll®

Se desarroll6 un nuevo protocolo para purificar células luteales bovinas a
partir de un cultivo primario de cuerpo luteo, basado en la metodologia descripta
por Wang, et al., 2013, en la especie caprina. Se fundamenta en la migracién
diferencial de los diferentes tipos celulares empleando la centrifugacién en un

gradiente discontinuo de Percoll®.

Las células del CPCLB se tripsinizaron y centrifugaron a 200 g durante 5
minutos en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB, 100 Ul/mL de
penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. El pellet celular se resuspendid en
2 mL del mismo medio y la suspension celular se sembr6 sobre una columna de
Percoll® previamente armada. Luego, se llevo a cabo la centrifugacion
diferencial a 200 g durante 30 minutos.

Columna de Percoll®

Se utilizaron las siguientes fases de Percoll® de concentraciones
crecientes hacia el fondo de un tubo de 15 mL: 10%, 20%, 30%, 35%, 37,5% y
40% (Figura 19). Cada fase tuvo un volumen de 2 mL y las diluciones de la
solucion stock de Percoll® (100%) se realizaron con medio DMEM/F12
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suplementado con 25 mM de HEPES con el fin de evitar grandes variaciones del

pH durante la centrifugacion prolongada.

IR

Susp.
Celular

10%

20%

30%

35%

37,5%

\

Figura 19

Esquema de columna de Percoll® utilizada para la purificacion de células luteales
bovinas a partir de un cultivo primario de cuerpo luteo.

Posteriormente a la centrifugacion diferencial, se recuperaron las
interfases y se observaron alicuotas de cada una de ellas bajo un microscopio
de campo claro. Las células recuperadas de las interfases 35-37,5% (fraccion E)
y 37,5-40% (fraccion F) se lavaron por centrifugacion a 200 g durante 5 minutos
en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB, 100 Ul/mL de penicilina y
100 pug/mL de estreptomicina. Finalmente, las células de las fracciones E y F
agrupadas se criopreservaron en medio de congelacion (20% de SFB, 7,5% de
DMSO en DMEM/F12) a -80°C hasta la utilizacion en los experimentos de

cocultivo embrionario (disefio experimental III).

6. Inmunocitoquimica para 38-HSD

Para determinar el grado de pureza de las fracciones seleccionadas, se
realizé la inmunocitoquimica para la enzima 3B-HSD. Dicha enzima cataliza la
biosintesis de progesterona a partir de la pregnenolona y su inmunomarcacion

permite identificar células luteales.

Células de las fracciones E y F se sembraron sobre cubreobjetos

(18 x 18 mm) dentro de una placa de cultivo de seis pocillos. Como parametro
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de comparacion se sembraron células del cultivo primario de cuerpo lateo bovino
sin seleccionar. Se utilizO una densidad de siembra de 100.000
células/cubreobjeto y los cultivos se incubaron hasta alcanzar la
semiconfluencia. Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehido al
4% durante 30 minutos y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,3% en PBS
durante 20 minutos. Las peroxidasas intracelulares se bloquearon con H20: al
0,3% en PBS durante 10 minutos y los sitios de union inespecificos con leche
descremada al 5% en PBS durante 10 minutos. Se incubaron, excepto el control
negativo, con el anticuerpo primario anti-33-HSD (dilucion 1:500 en PBS) durante
1 h a37°C en camara humeda. Se continué el protocolo segun las instrucciones
del fabricante Universal Dako LSAB® + Kit Peroxidase. Finalmente, se realizo el
contraste nuclear con hematoxilina de Gill, se secaron y montaron las muestras
para la observacion al microscopio de campo claro. Se utiliz6 un microscopio
DM4000 B LED (Leica) y se realizo la captura digital de imagenes mediante una
camara digital DCC-380X (Leica) soportada por el software LASZ (Leica). Se
contabilizaron alrededor de 400 células en cada uno de los grupos (con y sin
seleccién con Percoll®) y se registr0 el nimero de células positivas para
3B-HSD.

7. Tincion de lipidos con rojo Nilo

Las células Iluteales purificadas se fijjaron durante 1 h con
paraformaldehido al 4%, se lavaron con PBS e incubaron durante 3 h con 10
pg/mL de rojo Nilo. Luego, se lavaron con PBS, incubaron 15 min con 10 pg/mL
de Hoechst 33342 en PBS y se montaron con glicerol-PBS (1:1). Finalmente, se
observaron con un microscopio de fluorescencia DM4000 B LED (Leica),
utilizando longitudes de onda de excitacion y emision de 450-490 nm vy
515-565 nm, respectivamente. La captura digital de imagenes se realizd
mediante camara digital DCC-380X (Leica) soportada por el software LASZ

(Leica).
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8. Preparacion de las monocapas de células luteales bovinas para el

cocultivo de embriones

Las CLB-1 se descongelaron 120 h previas a la FIV y se diluyeron a una
concentracion de 25.000 células/mL en medio TCM-199 suplementado con 5%
de SFB, 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Se sembraron
en gotas de 50 pL, se cubrieron con aceite mineral e incubaron a 39°C, en
atmosfera con 5% de CO:2 y saturada de humedad. A las 72 h de la siembra se
renovo parcialmente el medio de cada una de las gotas con medio SOF
suplementado con 5% de SFB y el dia de la FIV se cambié a medio SOF
suplementado con 2,5% de SFB. Al inicio del CIV de embriones, las monocapas

celulares se encontraban en semiconfluencia.

9. Medicién de progesterona del medio de cultivo de las CLB-1

Se tomaron muestras del medio de cultivo de las CLB-1 a las 72 y 120
horas de crecimiento. Se agruparon alicuotas de tres gotas para cada una de las
mediciones. Se realiz6 la técnica de ELISA segun las instrucciones del Kkit
Progesterone EIA (Oxford Biomedical Research®, EA 74). Para la lectura y
analisis se empled el equipo Biochrom EZ Read 400 Microplate Reader y el

software Galapagos respectivamente.

10.Obtencién de complejos cumulus ovocito

Los ovarios utilizados se transportaron al laboratorio, dentro de las dos
horas de la faena en un recipiente adiabatico, llegando con una temperatura
cercana a los 30°C. Se lavaron con solucion de NaCl al 0,9% a 37°C y se realiz6
la puncién-aspiracién de los foliculos ovaricos (4 a 8 mm) utilizando una aguja
18G acoplada a una jeringa de 10 mL. Bajo una lupa estereoscoépica, los COC
se buscaron y lavaron tres veces en medio TCM-199 suplementado con 10% de
SFB, 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Se seleccionaron
Gnicamente ovocitos con ooplasma homogéneo y rodeados por un cumulus
compacto (Leibfried & First, 1979).
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11.Maduracion in vitro

Los COC seleccionados se colocaron en las gotas o pocillos
correspondientes de acuerdo al disefio experimental. En todos los casos se
utilizé el medio TCM-199 suplementado con 10% de SFB, 100 Ul/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. En los experimentos de fecundacion
in vitro se adicionaron 1,5 Ul/mL de gonadotrofina menopausica humana (hMG)
en el control (disefio experimental 1l). En los experimentos de cocultivo
embrionario con células luteales (disefio experimental IllI), el medio de

maduracion incluyé 0,3 mM de piruvato de sodio y hMG.

La MIV se llevo a cabo a 39°C, en atmosfera con 5% de CO:2 en aire y

saturada de humedad, durante 22 h.
12.Fecundacioén in vitro

Se utilizaron un total de 186 ovocitos post-MIV (control: 93, CGB-1: 93)
correspondientes al disefio experimental Il y 274 (control: 141, CLB-1: 133)

correspondientes al disefio experimental Ill.

Se utiliz6 la metodologia descripta por Nedambale, et al., 2006,
empleando medio TCM-199 modificado para la preparacién de los medios de
lavado y capacitacion de los espermatozoides, lavado de COC y fecundacion.
Para cada experimento, una pajuela de semen congelado se descongeld a 37°C
durante 30 segundos. Los espermatozoides se lavaron dos veces por
centrifugacion a 490 g en medio TCM-199 modificado y se diluyeron a una
concentracion de 15 x 10%/mL en medio de fecundacion. Posteriormente, se
armaron gotas de 100 pL y cubrieron con aceite mineral. Los COC se lavaron en
medio de lavado de ovocitos, se removio parcialmente el cumulus utilizando una
micropipeta de 20 pL y se colocaron en las gotas de fecundacion manteniendo

la misma relacion de volumen que la MIV.

La FIV se llevo a cabo a 39°C, en atmosfera con 5% de CO:z en aire y
saturada de humedad, durante 5 h. Luego, los presuntos embriones se

denudaron mediante agitacion en medio de lavado de ovocitos durante 3
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minutos, lavaron tres veces en el mismo medio y transfirieron a las gotas de

cultivo embrionario de acuerdo al disefio experimental Ill.
13.Cultivo in vitro de embriones

Los presuntos embriones se cultivaron en gotas de 50 uL de medio SOF
(Tervit, et al. , 1972) suplementado con 2,5 % de SFB, en grupos de 25-30
embriones por gota. Se incubaron hasta el dia 7-8 a 39°C, en atmaosfera con 5%
de CO: en aire y saturada de humedad. En todos los casos, al dia 2 de cultivo,
se evalud el porcentaje de embriones segmentados por observacion bajo una

lupa estereoscoépica y los embriones se transfirieron a una nueva gota de SOF.

En los experimentos de cocultivo con células luteales (disefio
experimental Ill), los presuntos embriones se colocaron en las gotas previamente

sembradas con CLB-1 y permanecieron en ellas hasta el dia 2.

14.Evaluacién de la maduracién nuclear del ovocito: tincion con
Hoechst 33342

El fluorocromo Hoechst 33342 se une al surco menor del ADN, es excitado
por luz ultravioleta con una longitud de onda cercana a los 350 nm y emite
fluorescencia azul con un maximo de emisién de alrededor de 461 nm. Permite
de este modo, determinar el grado de compactacién de la cromatina del ovocito

y su estadio meidtico.

Se evaluaron un total de 262 ovocitos (control: 132, BGC-1: 127)
correspondientes al disefio experimental | y 414 (control: 122 y CGB-1: 146,
CGB-1: 76 y CGB-1+ LA: 70) correspondientes al disefio experimental II.

Luego de la MIV, los ovocitos se denudaron mediante agitacion en una
solucion de hialuronidasa al 0,1% en PBS durante 3 minutos, se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 30 minutos y tifieron en oscuridad con 10 pg/mL
de Hoechst 33342 durante 5 minutos. A continuacion, se lavaron con PBS-PVA,
colocaron sobre un portaobjetos y montaron con una solucion de glicerol en PBS
(1:1). Finalmente, se observaron utilizando un microscopio DM4000 B LED

(Leica), utilizando longitudes de onda de excitacion y emision de 350 nm y
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461 nm respectivamente. La captura digital de imagenes se realiz6 mediante
camara DCC-380X (Leica) soportada por el software LASZ (Leica). Se registro
el nUmero de ovocitos en estadio de metafase Il respecto al total evaluado,

determinado de este modo el porcentaje de maduracién nuclear.

En los primeros experimentos de MIV (disefio experimental 1), la
maduracion nuclear se evalu6 a través de la técnica de (Tarkowski, 1966) en
ovocitos fijados con acido acético-etanol (1:3) y tefiidos con Giemsa. La
observacion de los cromosomas de la placa metafasica indicé maduracion

nuclear.
15.Evaluacién del desarrollo embrionario

El porcentaje de embriones segmentados se determind al dia 2 de
desarrollo. El porcentaje de blastocistos totales y los porcentajes relativos de
blastocitos de estadios 5, 6, 7 y 8 se determinaron al dia 7-8 de desarrollo (Tabla

1). En todos los casos la observacion se realiz6 bajo una lupa estereoscopica.

cODIGO ESTADIO

1 OVOCITO NO FECUNDADO O CIGOTO NO SEGMENTADO

EMBRION SEGMENTADO

MORULA
MORULA COMPACTA
BLASTOCISTO TEMPRANO
BLASTOCISTO

BLASTOCISTO EXPANDIDO
BLASTOCISTO ECLOSIONANDO
BLASTOCISTO ECLOSIONADO

O 00 N oo n B W N

Tabla 1

Estadios de desarrollo embrionario bovino segun la IETS.
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16.Evaluacion de apoptosis temprana en ovocitos: tincion con Anexina
V-FITC

La Anexina V pertenece a la familia de proteinas de unioén a fosfolipidos y
puede unirse a la fosfatidilserina en presencia de calcio. Las células viables
mantienen de forma activa, a través de las flipasas, una asimetria entre la cara
externa e interna de la membrana plasmética. La fosfatidilserina se encuentra en
el lado citosdlico y puede ser externalizada en determinadas condiciones como
la apoptosis temprana. De este modo, la marcacion con Anexina V unida al
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) permite la deteccidon de células

apoptoticas (Figura 20).

El ioduro de propidio (IP) es un fluorocromo intercalador del ADN que
permite detectar células no viables ya que ingresa Unicamente cuando la

membrana plasmética se encuentra dafiada (Figura 20).

CELULA VIABLE CELULA EN PROCESO DI CELULA INVIABLE
Ca* . .
FITC ®
& o ®
ﬁ‘ay‘. Anexing |, N
N e (e e FITC  FITC FITC

fq #&i . ca wﬁi‘

T i i
i~ N

de fosfatidilserina permeabilidad de
membrana

Figura 20

Esquema representativo del fundamento de la tincion con Anexina V-FITC para revelar
la translocacion del fosfolipido fosfatidilserina (representado en amarillo).

Se evaluaron un total de 219 ovocitos (control: 108, CGB-1. 111)

correspondiente al disefio experimental 1.

Luego de la MIV, los ovocitos se denudaron utilizando el método descripto

anteriormente. Se incubaron con Anexina V-FITC (1 pL de solucién stock en 100
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pL de buffer de union) y con 1 pg/mL de ioduro de propidio (segun protocolo del
kit), durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. A continuacion,
se lavaron con PBS-PVA (1:1) y fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30
minutos. Por udltimo, se montaron con glicerol-PBS (1:1) y observaron con un
microscopio de fluorescencia DM4000 B LED (Leica), utilizando longitudes de
onda de excitacion y emision de 450-490 nm y 515-565 nm, respectivamente. Se
registraron los porcentajes de ovocitos apoptoticos e inviables, de acuerdo a la

fluorescencia emitida.

» Florescencia verde: ovocitos Anexina V-FITC positivos.
» Fluorescencia roja: ovocitos muertos (IP positivos).
» Ausencia de fluorescencia: ovocitos viables.

17.Evaluacion de apoptosis tardia en ovocitos y blastocistos: ensayo
TUNEL

El ensayo TUNEL, del inglés terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling, es un método que permite detectar fragmentacién del ADN.
Durante las fases tardias de la apoptosis, se produce la fragmentaciéon del ADN
en fragmentos de 180-200 pares de bases a través de la hidrélisis de enlaces
fosfodiéster catalizada por ADNasas. La deteccidn de este fendmeno se basa en
el agregado de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), que
cataliza la adicion del nucledtido desoxiuridina trifosfato conjugado con
fluoresceina (dUTP-FITC) a los extremos 3' de los fragmentos del ADN
(Figura 21). De esta manera, la emision de fluorescencia verde indica

fragmentacion y permite identificar células en apoptosis tardia.
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en el proceso de apoptosis

Figura 21

Esquema representativo del fundamento del ensayo TUNEL para revelar la
fragmentacion internucleosomal del ADN.

Se evaluaron un total de 164 ovocitos (control: 75, CGB-1: 89)
correspondientes al disefio experimental 1l y 52 blastocistos (control: 23, CLB-1:

29) correspondientes al disefio experimental 111

La metodologia empleada fue la misma tanto para ovocitos post-MIV
(disefio experimental 1) como para blastocistos de dia 7 de desarrollo (disefio
experimental 111). En el primer caso, se eliminaron previamente las células del
cumulus utilizando el método anteriormente descripto. Los ovocitos y embriones
se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 1 h y permeabilizaron con 0,5%
de Triton X-100 en citrato de sodio al 0,1% durante 1 h. Los controles se
incubaron con 100 Ul/mL de ADNasa a 37°C durante 1 h. Se procedié segun lo
especificado en el kit In Situ Cell Death Detection, POD (Roche): las muestras y
los controles positivos se incubaron con el reactivo de TUNEL (TdT + dUTP-
FITC) a 37°C durante 1 h, mientras que los controles negativos se mantuvieron
en las mismas condiciones exceptuando la enzima. Luego, se tifileron con
10 pg/mL de Hoechst 33342 durante 5 minutos, lavaron con PBS-PVA y
montaron con glicerol-PBS (1:1). Finalmente, se observaron con un microscopio
de fluorescencia DM4000 B LED (Leica), utilizando longitudes de onda de
excitacion y emision de 350 nm y 461 nm respectivamente. La captura digital de
imagenes se realizO mediante camara DCC-380X (Leica) soportado por el
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software LASZ (Leica). Se determiné el porcentaje de ovocitos TUNEL positivos

y de blastomeras TUNEL positivas por blastocisto evaluado.

18.Medicion de especies reactivas derivadas del oxigeno en ovocitos y

embriones de dia 2 de desarrollo: ensayo de DCHFDA

El ensayo del 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCHFDA) permite
determinar de manera indirecta y semicuantitativa los niveles de peroxidos
intracelulares. EI DCHFDA es un compuesto no polar que atraviesa las
membranas celulares. En el citoplasma, a través de la actividad catalitica de
esterasas, se  hidrolizan los grupos acetio dando lugar al
2, 7’-diclorodihidrofluoresceina (DCHF) que es polar. Por este motivo, el
compuesto queda retenido en el espacio intracelular. Finalmente, la oxidacion de
DCHF por peroxidos intracelulares forma al compuesto fluorescente
2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) (Figura 22). El nivel de DCF que se produce
dentro de las células esta linealmente relacionado con el de los peréxidos
presentes. Por lo tanto, su emision verde fluorescente proporciona una medida

de los niveles de peroxidos (LeBel, et al., 1992)

Medio extracelular

Citoplasma

Figura 22

Fundamento del ensayo de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCHFDA) para la
deteccion de ERO: el DCHDA ingresa a las células donde se hidroliza a
2, 7’-diclorodihidrofluoresceina (DCHF). Finalmente, la oxidacion de DCHF por
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peréxidos intracelulares forma al compuesto fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina
(DCF). Adaptado de LeBel, et al., 1992.

Se evaluaron un total de 137 ovocitos (control: 72, CGB-1: 65)
correspondientes al disefio experimental Il y 76 embriones (control: 37, CLB-1:

39) correspondientes al disefio experimental 111

La metodologia empleada fue la misma para ovocitos post-MIV (disefio
experimental 1) que para embriones segmentados de dia 2 de desarrollo (disefio
experimental Ill). En el primer caso, se eliminaron previamente las células del
cumulus utilizando el método anteriormente descripto. Se utilizé la metodologia

descripta con minimas modificaciones (Gupta, et al., 2010) (Park, et al., 2014).

Los ovocitos y embriones se incubaron con 153 pM de DCHFDA en 0,1%
de polivinil alcohol en PBS (PBS-PVA) durante 30 min a 39°C en oscuridad,
lavaron tres veces con PBS-PVA e inmediatamente se colocaron en microgotas
de 10-15 pL. Finalmente, se observaron con un microscopio de fluorescencia
DM4000 B LED (Leica), utilizando longitudes de onda de excitacién y emision de
450-490 nm y 515-565 nm, respectivamente. La captura digital de imagenes se
realiz6 mediante cdmara DCC-380X (Leica) soportada por el software LASZ
(Leica). Se determind la intensidad de la emisién del fluorésforo por la variable
transmitancia, medida por analisis digital en las imagenes capturadas mediante
el software de analisis digital Qwin Plus V3 de Leica. Se comparo la transmitancia

promedio de acuerdo al disefio experimental.

19.Deteccion de proliferacién celular en embriones:

inmunofluorescencia para el antigeno Ki-67.

La proteina Ki-67 se expresa durante todas las fases activas del ciclo
celular (G1, S, G2y M) y esta ausente en las células en reposo (fase Go) (Cuylen,
et al., 2016). Durante la interfase, el antigeno es detectado exclusivamente
dentro del nucleo, mientras que en la mitosis la mayor parte de la proteina se
asocia a la superficie de los cromosomas. A medida que la célula entra en el
estado no proliferativo, el antigeno se degrada rapidamente. Por lo tanto, es un
marcador de proliferacion celular y su expresion puede revelarse a través de

técnicas inmunofluorescentes (Cuylen, et al., 2016) (Sobecki, et al., 2016).
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Se evaluaron un total de 119 embriones de dia 2 de desarrollo (control:
54, CLB-1. 65) y 32 blastocistos de dia 7 (control: 17, CLB-1. 15),

correspondientes al disefio experimental Ill.

Todas las incubaciones y lavados se realizaron a temperatura ambiente.
Los embriones se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos, se
lavaron con PBS-PVA y permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% en PBS
durante 15 minutos. Luego se realizd el bloqueo con 3% de SFB y 0,1% de
Tween-20 en PBS durante 30 minutos e incubaron las muestras con el
anticuerpo primario anti-Ki-67 (1:100) durante 1 h. Los controles negativos no
incluyeron al anticuerpo primario. Luego de lavar con solucién de bloqueo, se
realizé la incubacion con el anticuerpo secundario anti-lgG1 murina conjugado
con FITC (1:100) durante 40 minutos. Luego se tifieron con 10 pg/mL de Hoechst
33342 durante 10 minutos, lavaron con PBS-PVA y montaron con glicerol-PBS
(1:1). Finalmente, se observaron con un microscopio de fluorescencia DM4000
B LED (Leica). Para la observacion de la tincion nuclear con Hoechst 33342 se
utilizaron longitudes de onda de excitacién y emision de 350 nm y 461 nm
respectivamente, mientras que para la deteccién de la marcacion fluorescente
de antigeno Ki-67 se emplearon longitudes de onda de excitacion y emision de
450-490 nm y 515-565 nm, respectivamente. La captura digital de imagenes se
realiz6 mediante camara DCC-380X (Leica) soportada por el software LASZ
(Leica). Se determind el porcentaje de blastomeras positivas a Ki-67

(fluorescencia verde) por embrion evaluado.
20.Anélisis estadistico

Los datos obtenidos para la evaluacion de las ERO se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. El resto de las variables
medidas en porcentajes, se analizaron a través del test diferencia de
proporciones entre el control y cada uno de los grupos experimentales. En todos
los casos, se utilizd un nivel de significancia del 5% y los datos se analizaron

mediante el software Infostat, version 5.13.1 (Di Renzo, et al., 2015).

[110]



RESULTADOS
COCULTIVO CON BGC-1 DURANTE LA MADURACION IN VITRO

Efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocito y BGC-1 durante la
maduracion in vitro

La presencia de BGC-1 durante la MIV de complejos cumulus ovocito
bovinos present6 un efecto inhibitorio sobre la reanudacion de la meiosis de los
ovocitos. El porcentaje de maduracion nuclear en el cocultivo fue
significativamente menor respecto al grupo control (37,8% vs. 77,8%)
(Gréfico 13) (Figuras 23, 24 y 25).
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Gréfico 13

Porcentaje de maduracion nuclear de ovocitos bovinos madurados in vitro en ausencia
(control) o en presencia de BGC-1 (77,8% vs. 37,8%). Se grafica la media de cinco
experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 262 ovocitos (control:
135, BGC-1: 127). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05).
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Figura 23

Ovocito bovino maduro. Se observan los cromosomas agrupados en la placa ecuatorial,
correspondiente al estadio de metafase Il (Mll), y el primer cuerpo polar (1CP). Técnica
de Tarkowski, tincion con Giemsa. X1000. Barra = 10 um.

Figura 24

Ovocito bovino inmaduro en estadio de profase I. Tincién con Hoechst 33342. X400.
Barra = 50 pm.
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Figura 25

Ovaocito bovino maduro. Se observan los cromosomas agrupados en la placa ecuatorial,
correspondiente al estadio de metafase Il (Mll), y el primer cuerpo polar (1CP). Tincion
con Hoechst 33342. X400. Barra = 50 pm.
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COCULTIVO CON CGB-1 DURANTE LA MADURACION IN VITRO

Efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocito y CGB-1 durante la

maduracioén in vitro

La presencia de CGB-1 durante la MIV de complejos cumulus ovocito
bovinos promovi6 la reanudacion de la meiosis de los ovocitos. El porcentaje de
maduracion nuclear en el cocultivo fue significativamente mayor respecto al
grupo control (85% vs. 70%) (Grafico 14).
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Grafico 14

Porcentaje de maduracion nuclear de ovocitos bovinos madurados in vitro en ausencia
(control) o en presencia de CGB-1 (70% vs. 85%). Se grafica la media de seis
experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 268 ovocitos (control:
122, CGB-1: 146). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05).

Por otro lado, la induccion previa de las CGB-1 con 100 nM de acetato de
leuprolide (24 h de induccién) no mostré diferencias significativas en el
porcentaje de maduracion nuclear respecto al cocultivo sin induccién (80% vs.

82%) (Gréafico 15).
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Grafico 15

Porcentaje de maduracién nuclear de ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia
de CGB-1, inducidas o no con 100 nM de acetato de leuprolide (80% vs. 82%). Se grafica
la media de tres experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 146
ovocitos (CGB-1 + LA: 70, CGB-1: 76).

Figura 26

Cocultivo de complejos cumulus ovocito bovinos (COC) y células de la granulosa bovina
de pasaje 1 (CGB-1), post-MIV. Sobre la monocapa celular (A) se observan los COC
parcialmente expandidos (B). X50. Barra = 500 pum.
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Evaluacion de la apoptosis temprana en ovocitos post-MIV

Se detectaron bajos niveles de apoptosis temprana en los ovocitos
madurados in vitro tanto en ausencia como en presencia de CGB-1 (0,93% vs.
0,9%), sin existir demostrar diferencias significativas (Grafico 16). Asimismo, no
se observaron diferencias significativas en el porcentaje de ovocitos muertos
(IP +) entre los grupos experimentales (control: 1,85% vs. CGB-1: 0,9%) (Grafico
17) (Figura 27).
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Gréfico 16

Porcentaje de ovocitos bovinos con apoptosis temprana (Anexina V-FITC +) posterior a
la maduracion in vitro, en ausencia (control) o en presencia de CGB-1 (0,93% vs. 0,9%).
Se grafica la media de cuatro experimentos independientes en los que se evaluaron un
total de 219 ovocitos (control: 108, CGB-1: 111).
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Grafico 17

Porcentaje de ovocitos bovinos muertos (IP +) posterior a la maduracion in vitro en
ausencia (control) o en presencia de células de CGB-1 (1,9% vs. 0,9%). Se grafica la
media de cuatro experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 219
ovocitos (control: 108, CGB-1: 111).

Figura 27

Ovaocito bovino post-MIV Anexina V-FITC + (fluorescencia verde) indicativo de apoptosis
temprana. X400. Barra = 50 pm.
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Evaluacion de la apoptosis tardia en ovocitos post-MIV

Los ovocitos madurados in vitro en ausencia o en presencia de CGB-1
presentaron fragmentacion del ADN, la que fue evidenciada a través del ensayo
TUNEL. En ambos casos, los porcentajes de ovocitos TUNEL positivos fueron
bajos sin presentar diferencias significativas (control: 1,33% vs. CGB-1: 1,12%)
(Grafico 18) (Figura 28).
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Gréfico 18

Porcentaje de ovocitos bovinos en apoptosis tardia (TUNEL +) posterior a la maduracion
in vitro en ausencia (control) o en presencia de CGB-1 (1,33% vs. 1,12%). Se grafica la
media de tres experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 164
ovocitos (control: 75, CGB-1: 89).
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Figura 28

Ovocito bovino post-MIV TUNEL + (florescencia verde) indicativo de apoptosis tardia.
X1000. Barra = 50 pm.

Evaluacion de los niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno en
ovocitos post-MIV

Los ovocitos madurados in vitro en presencia de CGB-1 presentaron
mayores niveles de ERO respecto al grupo control (39,5 vs. 26,1) (Gréfico 19)
(Figura 29).
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Grafico 19

Niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno ovocitarios posterior a la
maduracion in vitro, en ausencia (control) o en presencia de CGB-1 (26,1 vs. 39,5). Se
grafica la media £ EEM de tres experimentos independientes en los que se evaluaron
un total de 137 ovocitos (control: 72, CGB-1: 65). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).

Figura 29

Ovocitos bovinos post-MIV tefidos con DCHFDA para la determinaciéon de la variable
transmitancia (intensidad de fluorescencia verde). Los ovocitos de mayor intensidad
(flechas) presentan mayores niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno. X100.
Barra = 200 pm.
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Efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocitos y CGB-1 sobre el

desarrollo embrionario

La presencia de CGB-1 durante la MIV impacté negativamente sobre el
desarrollo embrionario tardio. Sin embargo, esto no se evidencié en la
segmentacion embrionaria evaluada a las 48 horas de CIV. El porcentaje de
blastocistos de dia 8 de desarrollo fue significativamente menor en el cocultivo
respecto al grupo control (14% vs. 25,8%) (Tabla 2).

Embriones segmentados (%) Blastocistos/ovocitos (%) Blastocistos/segmentados (%)
Dia 2 Dia 8 Dia 8

CONTROL 73 (78,5) ® 24 (25,8) 2 24 (32,9) @

CGB-1 93 77 (82,8)° 13 (14)° 13 (16,9) ®

Tabla 2

Desarrollo embrionario evaluado a los 2 y 8 dias post-FIV de ovocitos madurados in vitro
en ausencia (control) o en presencia de CGB-1. Se muestra la media de tres
experimentos independientes. Letras distintas en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).
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OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL CULTIVO DE CLB-1

Purificacion del cultivo primario de cuerpo lateo bovino a través de un
gradiente discontinuo de Percoll®

Se recuperaron células de todas las interfases luego de la seleccién con
Percoll®. El 80% de las mismas se encontraron en las fracciones E (35%-37,5%)
y F (37,5%-40%) y el tamafio celular fue mayor a 20 um (Figura 31). La escasa
celularidad de las fracciones restantes y la menor viabilidad (evaluada por azul
tripan) limitaron el subcultivo. En la fraccion A predominaron restos celulares,
mientras que en las fracciones B, C y D, los tamafios celulares fueron mas

heterogéneos.

Proporcion de células luteales: el 100% de las células analizadas de
pasaje 1 posterior a la seleccién con Percoll® (fracciones E y F) (Figura 30),
fueron positivas para 33-HSD, mientras que las células de pasaje 1 sin seleccion

presentaron un porcentaje del 80,6% + 7,02 de positividad.

Figura 30

Células luteales bovinas positivas para 33-HSD. Se aprecia una marca leve (marron).
En el recuadro inferior izquierdo se muestra el control negativo de la técnica. Contraste
nuclear con hematoxilina. X400. Barra = 10 um.
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Figura 31

Células luteales bovinas recuperadas de las interfases E y F luego de la centrifugacion
diferencial del CPCLB en un gradiente discontinuo de Percoll®. Se observa la
homogeneidad en el tamafo celular. Microscopia de contraste de fases. X50.
Barra = 500 pm.

Deteccion de lipidos en cultivo de CLB-1

A través de la tincidn con el colorante rojo Nilo se determiné la presencia
de gotas lipidicas citoplasmaticas en la totalidad de las células evaluadas
(Figura 32B).
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Figura 32

CLB-1 tefiidas con rojo Nilo (A) donde se observan gotas lipidicas citoplasmaticas
(fluorescencia amarilla-naranja) y con Hoechst 33342 (B) para contrastar los ndcleos
(fluorescencia azul). X200. Barra = 100 pm.

Medicién de progesterona del medio de cultivo de las CLB-1

Se verifico la actividad esteroidogénica por parte de las CLB-1 a través de
la deteccion de P4 alas 72 y 120 h de cultivo. La concentracion promedio de P4
fue de 31,9 ng/mL £ 3,93 a las 72 h incrementando a 65,54 ng/mL a las 120 h
(correspondiente al inicio del cocultivo embrionario) (Grafico 20). No fue posible
obtener mas de una lectura para el segundo tiempo, sin embargo, se observé un

incremento la concentraciéon de Pa.
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Grafico 20

Concentracion de progesterona del medio de cultivo de las CLB-1 a las 72 y 120 h de
crecimiento.
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COCULTIVO CON CELULAS LUTEALES BOVINAS PURIFICADAS DE
PASAJE 1, CLB-1, DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO
TEMPRANO

Evaluacion de los niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno en
embriones de 2 dias de desarrollo

Los embriones cultivados in vitro en presencia de CLB-1, durante las
primeras 48 h, presentaron mayores niveles de ERO respecto al grupo control
(82 vs. 57,1) (Gréfico 21) (Figura 33).
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Gréfico 21

Niveles de especies reactivas derivadas del oxigeno en embriones bovinos de 2 dias de
desarrollo, cultivados in vitro en ausencia (control) o presencia de CLB-1 (57,1 vs. 82).
Se grafica la media £ EEM de tres experimentos independientes en los que se evaluaron
un total de 76 embriones (control: 37, CLB-1: 39). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).

[125]



Figura 33

Embriones bovinos de 2 dias de desarrollo tefiidos con DCHFDA para la determinacién
de la variable transmitancia (intensidad de fluorescencia verde). Los embriones de
mayor intensidad (flechas) presentan mayores niveles de especies reactivas derivadas
del oxigeno X100. Barra = 200 pm.

Efecto del cocultivo con CLB-1 sobre el desarrollo embrionario

La presencia de CLB-1 durante las primeras 48 h de CIV modifico la
cinética de desarrollo embrionario. Esto se evidencid por un incremento
significativo del porcentaje de blastocistos respecto al grupo control (maduracién
con hMG y sin cocultivo embrionario) (50,4% vs. 29,8%). Sin embargo, al dia 2
no se evidenciaron diferencias significativas en el porcentaje de segmentacion

embrionaria entre los grupos (control: 84% vs. CLB-1: 83%) (Tabla 3).
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Embriones segmentados (%) Blastocistos/ovocitos (%) Blastocistos/segmentados (%)
Dia2 Dia 8 Dia 8

CONTROL 118 (84)2 42 (29,8)? 42 (35,6)
CLB-1 133 111 (83)2 67 (50,4) 67 (60,4) ©
Tabla 3

Desarrollo de embriones bovinos cultivados in vitro las primeras 48 horas en ausencia
(control) o en presencia de células luteales bovinas purificadas (CLB-1), evaluado a los
2 y 8 dias post-FIV. Se muestra la media de tres experimentos independientes. Letras
distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,05).

Al analizar los porcentajes relativos de los diferentes estadios de
blastocistos (Figura 34), se observaron diferencias significativas en el porcentaje
de blastocistos de estadio 6, siendo mayor en los embriones cocultivados con
CLB-1 respecto al grupo control (37,3% vs. 23,8%). Por otro lado, no se
observaron diferencias en los porcentajes de expansién ni eclosion de los

blastocistos (Tabla 4).

m Blastocistos (n) | Estadio 5 (%) | Estadio 6 (%) | Estadio 7 (%) | Estadio 8 (%)
Dia 8

CONTROL 4 (9,5) 10 (23,8) @ 18 (42,9) 10 (23,8)
CLB-1 67 2(3) 25(37,3) P 29 (43,3) 11 (16,4)
Tabla 4

Porcentajes relativos de blastocistos bovinos, de acuerdo a su grado de desarrollo,
cultivados in vitro las primeras 48 h en ausencia (control) o en presencia de células
luteales bovinas purificadas (CLB-1), evaluados a los 8 dias post-FIV. Blastocisto
temprano (estadio 5), blastocisto (estadio 6), blastocisto expandido (estadio 7) y
blastocisto eclosionado (estadio 8). Se muestra la media de tres experimentos
independientes. Letras distintas en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 34

Blastocistos bovinos producidos in vitro. Se observan blastocistos (E6: estadio 6),

blastocistos expandidos (E7: estadio 7) y blastocistos eclosionando (E8: estadio 8).
X100. Barra = 200 pm.

Evaluacion de la proliferacién celular en embriones de 2 dias de desarrollo

Se observ6 un mayor porcentaje de proliferacion celular en los embriones
que fueron cultivados in vitro en presencia de CLB-1 respecto al grupo control
(48% vs. 13%) (Grafico 22) (Figuras 35B y 35D). Al analizar el nimero promedio
de blastomeras por embrion no se observaron diferencias significativas entre los

grupos experimentales (control: 8,3 vs. CLB-1: 8,2) (Grafico 23) (Figuras 35Ay
35C).
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Gréfico 22

Porcentaje de proliferacion celular determinado mediante IF para Ki-67 en embriones
bovinos de 2 dias de desarrollo, cultivados in vitro en ausencia (control) o en presencia
de CLB-1 (13% vs. 48%). Se grafica la media + EEM de tres experimentos
independientes en los que se evaluaron un total de 119 embriones (control: 54, CLB-1:
65). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Grafico 23

Numero de blastomeras en embriones bovinos de 2 dias de desarrollo, cultivados in vitro
en ausencia (control) o en presencia de CLB-1 (8,3 vs. 8,2). Se grafica la media £ EEM
de tres experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 119 embriones
(control: 54, CLB-1: 65).

[129]



Figura 35

Embriones bovinos de 2 dias de desarrollo tefiidos con Hoechst 33342 (fluorescencia
azul) e inmunomarcacion para el antigeno Ki-67 (fluorescencia verde nuclear: flechas
blancas). Ay B, grupo control; By C, grupo cocultivo con CLB-1. X200. Barra = 100 pm.

Evaluacion de la proliferacion celular en blastocistos de 7 dias de

desarrollo

Se observaron porcentajes de proliferacion celular elevados en
blastocistos de 7 dias de desarrollo, sin existir diferencias significativas entre los
grupos experimentales (control: 88% vs. CLB-1: 90%) (Gréfico 24) (Figura 36)
Tampoco se observaron diferencias en el nimero promedio de blastbmeras por
embrién (control: 76,7 vs. CLB-1: 83,5) (Grafico 25) (Figura 36).
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Grafico 24

Porcentaje de proliferacion celular determinado mediante IF para Ki-67 en blastocistos
bovinos de 7 dias de desarrollo, cultivados in vitro en ausencia (control) o en presencia
de CLB-1 (88% vs. 90%). Se grafica la media + EEM de dos experimentos
independientes en los que se evaluaron un total de 32 blastocistos de estadios 5, 6y 7
(control: 17, CLB-1: 15).

Figura 36

Blastocistos bovinos de 7 dias de desarrollo tefiidos con Hoechst 33342 (fluorescencia
azul) e inmunomarcacion para el antigeno Ki-67 (fluorescencia verde nuclear). X200.
Barra = 100 pm.
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Grafico 25

NUmero de blastbmeras en blastocistos bovinos de 7 dias de desarrollo, cultivados in
vitro en ausencia (control) o en presencia de CLB-1 (76,7 vs. 83,5). Se grafica la media
+ EEM de dos experimentos independientes en los que se evaluaron un total de 32
blastocistos de estadios 5, 6 y 7 (control: 17, CLB-1: 15).

Evaluacion de la apoptosis tardia en blastocistos de 7 dias de desarrollo
El porcentaje de blastbmeras apoptoéticas fue significativamente menor en
los blastocistos cultivados in vitro en presencia de CLB-1 durante las primeras

48 horas respecto al grupo control (4,1% vs. 10,9%) (Grafico 26) (Figuras 37B y
37D).
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Grafico 26

Porcentaje de blastomeras TUNEL + por blastocisto bovino de 7 dias de desarrollo,
cultivados in vitro las primeras 48 horas en ausencia (control) o en presencia de CLB-1
(10,9% vs. 4,1%). Se grafica la media + EEM de tres experimentos independientes en
los que se evaluaron un total de 52 blastocistos de estadios 5, 6 y 7 (control: 23, CLB-
1: 29). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Figura 37

Blastocistos bovinos de 7 dias de desarrollo teflidos con Hoechst 33342 (fluorescencia
azul) y ensayo TUNEL (fluorescencia verde: flechas blancas). Ay B, grupo control; C y
D, grupo cocultivo con CLB-1. X200. Barra = 100 pum.
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DISCUSION

En este trabajo se propusieron dos sistemas de maduracion in vitro
empleando células de la granulosa bovina de diferente origen: las BGC-1 como
representantes de células de la granulosa inmaduras (Fazzini, et al., 2006), y

células de la granulosa de pasaje 1 obtenidas a partir de cultivos primarios.

Al evaluar el efecto del cocultivo de complejos cumulus ovocito y BGC-1
sobre la maduracion nuclear ovocitaria se observé un marcado efecto inhibitorio
sobre la reanudacién meiética. Este efecto podria deberse a factores que
promuevan la detencion meidtica directamente sobre el ovocito, indirectamente
a través de las células del cumulus, o por ambos mecanismos. Nuevas
investigaciones sobre los mecanismos de la detencibn meibtica serian
necesarias a los fines de aportar informacién valiosa acerca de la interaccién
dindmica ovocito-cumulus-granulosa y su efecto en el desarrollo intraovarico y la
posterior competencia para el desarrollo. En la misma linea de la discusion, la
premaduracion in vitro (PMIV) o detencion meiética inducida se ha sugerido
como un medio para proporcionar al ovocito un tiempo adicional en el cual
adquirir competencia para el desarrollo antes de la MIV (Hendriksen, et al., 2000)
(Hashimoto, et al., 2002) (Adona & Lima Verde Leal, 2004). En un intento por
aumentar la competencia para el desarrollo de ovocitos y embriones, se han
utilizado ampliamente inhibidores de la fosfodiesterasa 3A (Sasseville, et al.,
2009) tales como la cilostamida y el péptido natriurético C, para la premaduracién
de ovocitos bovinos que se utilizan en la PIV (Dieci, et al., 2013) (Franciosi,
et al., 2014) (De Cesaro, et al., 2015) (Farghaly, et al., 2015) (Guimaraes, et al.,
2015). Teniendo en cuenta esto, el modelo de cocultivo con BGC-1 podria ser
una alternativa al uso de farmacos en estudios de premaduracién in vitro. En
cuyo caso, deberia evaluarse la reversibilidad de la detencion meidtica inducida

por las BGC-1 en el sistema de cocultivo planteado.

Se utilizé un modelo alternativo de maduracion in vitro de COC en
cocultivo con células de la granulosa bovina de pasaje 1. Para el establecimiento
del cultivo primario y con el objetivo de reducir la variabilidad inherente a la

muestra, se utilizaron ovarios con cuerpo luteo. La presencia de CL indic6 que,
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las hembras que poseian dichos ovarios se encontraban en fase luteal (diestro
o prefiez). Por otro lado, al no ser identificados en el frigorifico los pares de
ovarios correspondientes a cada hembra y al desconocer acerca de la presencia
0 ausencia de CL en el par, la ausencia del mismo no permitiria estimar la fase
del ciclo estral en la que se encontrarian, representando este un factor de

variabilidad en los modelos de cultivo de células de la granulosa.

En contraposicion con el efecto inhibitorio de las BGC-1 sobre la MIV, las
CGB-1 no produjeron detencibn meidtica, sino que incrementaron
significativamente la maduracion nuclear de los ovocitos con respecto al control,
asi como también los niveles de ERO. Esto ultimo podria estar en
correspondencia con el metabolismo celular de la monocapa. Con el objetivo de
estudiar el efecto de este sistema de cocultivo sobre el desarrollo embrionario,
se realizaron experimentos de FIV y en el grupo control se agregdé hMG al medio
de MIV. Esto se fundamentd en que la ausencia de gonadotrofinas en el medio
de MIV se refleja en bajos porcentajes de blastocistos (resultados no mostrados),

motivo por el cual se las adiciona en los sistemas de PIV de embriones bovinos.

Los ovocitos madurados in vitro en presencia de CGB-1 presentaron
menor competencia para el desarrollo con respecto al control, evidenciado esto
a través de los bajos porcentajes de blastocistos (14%). Sin embargo, la
evaluacion de la segmentacion embrionaria al dia 2 de desarrollo no mostré
diferencias entre los grupos. Por lo tanto, la valoracién de la segmentacion no
tendria valor predictivo para el desarrollo en este sistema de cocultivo. El bloqueo
gue se observé en el desarrollo embrionario podria deberse a una maduracién

citoplasmatica ineficiente y/o a sefiales inhibitorias por parte de las CGB-1.

En un estudio realizado en la especie bovina (Sirard & Bilodeau, 1990),
en el que emplearon cultivos primarios de células de la granulosa obtenidas a
partir de foliculos pequefios (menores a 5 mm), se evidencié un efecto inhibitorio
sobre la maduracion. En este trabajo no se hizo referencia al tipo de ovarios
utiizados para la aspiracion folicular. Asimismo, otras investigaciones
demuestran lo contrario (Deng, et al., 2008) (Heng, et al., 2004), por ejemplo, un

estudio en bovinos indicé mejores porcentajes de desarrollo (dependiendo de la
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calidad de los COC) al usar células de granulosa como soporte de la maduracion.
En este caso, las células se obtuvieron a partir de foliculos cercanos a los 10 mm
(preovulatorios) y tampoco en dicho estudio se hace referencia al tipo de ovarios
utilizados (Konishi, et al., 1996)

Existen también, estudios de cocultivos heterélogos con resultados
contrapuestos. Por ejemplo, se observé que las células de la granulosa porcina
mejoran la maduracion de ovocitos murinos, mientras que utilizando células de
la granulosa murinas o de macaco no presentaron tal beneficio (Heng, et al.,
2004). En otro estudio, al utilizar células de la granulosa obtenidas de foliculos
preovulatorios humanos, se observé un efecto negativo sobre la maduracion y

desarrollo de ovocitos murinos (Lin, et al., 2009).

La controversia observada en la bibliografia seria consecuencia del
comportamiento variable de las células de la granulosa in vitro. Como ya se
menciond, el comportamiento de las células de la granulosa es variable,
dependiendo de mudltiples factores intraovaricos y fisioldgicos de la hembra. El
microambiente folicular es dindmico y las células de la granulosa pueden inducir
detenciébn meidtica o promover la maduraciébn ovocitaria. Ademas, las
condiciones de cultivo in vitro también pueden influir sobre el comportamiento de

las células de la granulosa (Portela, et al., 2010).

La induccién con acetato de leuprolide, como analogo de GnRH, se
report6 por primera vez en cultivos de células de la granulosa bovina por (Carou,
2012) (Carou, et al., 2015). La mayoria de las investigaciones estudiaron el
efecto de la administracion in vivo de analogos de GnRH, por ejemplo, en
tratamientos de fertilidad en humanos (Youssef, et al.,, 2014) o en protocolos
hormonales de sincronizacion-superovulacion en animales (Fields, et al., 2012)
(Kelly, et al., 2007).

En este trabajo de tesis, se evaluo el efecto de la induccidn con acetato
de leuprolide sobre las CGB-1 y en consecuencia la modulaciéon de la actividad
de éstas sobre la maduracion ovocitaria. Las CGB-1 se estimularon con LA
durante 24 h previas a la MIV y los hallazgos no indicaron beneficios respecto

del sistema de cocultivo sin induccion. Esto fue evaluado a través de la
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maduracion nuclear. Del mismo modo, los bajos porcentajes de blastocistos
obtenidos en el sistema de cocultivo con CGB-1 sin induccion, llevaron a que se
desestime dicho modelo al no optimizar la PIV de embriones bovinos. Sin
embargo, la utilizacion de GnRHa como moduladores del fenotipo secretor de
las CG seria de interés para simular el estado de las células en un periodo
cercano al pico preovulatorio de LH vinculado con sefiales foliculares que

culminan en la maduracién ovocitaria.

Nuevos estudios sobre estos aspectos podrian contribuir al entendimiento
del perfil secretor celular para el disefio de sistemas in vitro que induzcan
detencién meiotica o promuevan la maduracién ovocitaria de un modo mas

fisiolégico.

Durante este trabajo, se utiliz6 una concentracién de LA basada en la
bibliografia existente (Carou, 2012) (Carou, et al., 2015). La respuesta a la GnRH
depende de multiples variables por los que es fundamental establecer
condiciones definidas de cultivo y disponer de datos precisos de las células
utilizadas. Debe considerarse el estado fisiolégico y el ambiente ovarico al
momento de proponer un sistema de cocultivo con células de la granulosa
bovina. Por lo tanto, la recuperacion de células de la granulosa desde foliculos
ovaricos de hembras vivas mediante la técnica de OPU podria ser una alternativa

para el establecimiento de cultivos primarios (Gagnon, et al., 2015).

Considerando que el cocultivo con CGB-1 durante la MIV afecté la
maduracién ovocitaria, se evalu6 la apoptosis temprana y tardia en ovocitos

como posibles indicadores de calidad.

Los niveles de apoptosis y su presencia en ovocitos maduros e inmaduros
son controversiales y variables en la especie bovina (Janowski, et al., 2012) (Li,
et al., 2011) (Blondin & Sirard, 1995). En este trabajo, se detecté apoptosis en
ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia o ausencia de CGB-1. Los
porcentajes de apoptosis tanto temprana como tardia fueron bajos (cercanos al
1%) en concordancia con otras investigaciones realizadas por nuestro grupo y

en bovinos (Cruzans, 2015)
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Como se menciono anteriormente, el ensayo TUNEL revela un patron de
fragmentacion del ADN que se relaciona intimamente al fendmeno de apoptosis
en etapas tardias. Por otro lado, la marcacién con Anexina V-FITC revela la
exposicion de fosfatidilserina. Este cambio se encuentra tradicionalmente
asociado a la apoptosis temprana, sin embargo, un estudio reciente en murinos
demostré por primera vez la exposicion transitoria de PS en ovocitos fecundados,
sin tener relacién con la apoptosis (Curia, et al., 2013). Los investigadores
observaron que el incremento intraovocitario de Ca**, asociado a la activaciéon
del ovocito, induce dicha exposicion transitoria. Por este motivo, deberia
cuestionarse si la exposicion de PS se encuentra siempre asociada al fenébmeno
de apoptosis, al menos para este modelo. Por esta razén, no se descarta que la
activacion partenogenética espontanea observada en bovinos y en muy bajos
porcentajes (Lechniak, et al., 1998) (He, et al., 1997) tenga algun tipo de relacién
con la marcacion de Anexina V-FITC observada en este trabajo, mas alla de su

relacion con el fendmeno de la apoptosis temprana.

La deteccion de apoptosis en ovocitos post-MIV, demostrada en el
presente trabajo y postulada como parametro de calidad, no permitié predecir la
capacidad de desarrollo de los ovocitos. Recientemente, investigaciones en
bovinos respaldan esta afirmacion ya que a pesar de observar una reduccion
significativa en los niveles de apoptosis (frente al agregado de FGF al medio de
MIV), esto no se reflejé en los porcentajes de desarrollo embrionario (Pomini
Pinto, et al., 2015). En consecuencia, el papel de la apoptosis como predictor de
calidad ovocitaria resulta cuestionable, al menos utilizando Unicamente la

marcacion con Anexina V-FITC.

De otro modo, Li, et al., 2009, asociaron los mayores niveles de apoptosis
temprana en ovocitos, en este caso inmaduros, con una mejora en la
competencia para el desarrollo. Mientras que, Anguita, et al., 2007, observaron
una disminucion de la apoptosis en ovocitos de bovinos al ser madurados in vitro,
lo cual podria interpretarse como una reversion del proceso de apoptosis
temprana (iniciada en foliculos atrésicos o por manipulacion in vitro) o vincularse

a otros procesos. Esta reversibilidad de la exposicion de PS en un proceso tan
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complejo como la maduracion ovocitaria y deberia ser investigado en mayor

extension.

El cocultivo de embriones con diferentes tipos de células somaticas
resulté beneficioso para el desarrollo embrionario in vitro y diversos estudios se
han realizado en esta area del conocimiento durante los ultimos afios (Orsi &
Reischl, 2007). Las células somaticas han demostrado, en muchos casos,
superar el blogueo del desarrollo embrionario in vitro y mejorar la calidad del
embridn con mayores porcentajes de implantacion y prefiez. Sin embargo,
guedan muchos interrogantes por resolver sobre sus factores de influencia y
mecanismos de accion (Tan & Tan, 2003). Asimismo, es conocido el efecto
trofico de la progesterona sobre el embrion temprano (Ferguson, et al., 2012)
(Merlo, et al. , 2007), sin embargo, existe un Unico reporte en la bibliografia sobre
cocultivo embrionario con células luteales bovinas (Torres, et al., 2013). Al
respecto, se propuso purificar células luteales bovinas para utilizarlas como
sistema de cocultivo embrionario y con el objetivo de optimizar la produccion in

vitro de embriones bovinos.

La existencia de varios tipos celulares en el cuerpo lateo llevd a la
necesidad de desarrollar un método efectivo de purificacién de células luteales
bovinas. Segun los reportes bibliograficos los métodos de purificacion de células
se realizan en una etapa anterior a la siembra, luego de la etapa de digestién en
caso de cultivos primarios (Arikan, et al., 2010) (Batista, et al., 2012). En el
presente trabajo de tesis, los cuerpos liteos se sometieron a digestion
enzimatica y mecanica, y las células se sembraron en botellas de cultivo. La
purificacion se llevé a cabo en una segunda etapa, utilizando la centrifugacion
en gradiente discontinuo de Percoll®. Las células del cultivo primario crecieron
in vitro y una vez alcanzada la confluencia total se tripsinizaron y purificaron. Esta
modificacion, sencilla pero novedosa, mostré beneficios respecto de realizar la
centrifugacion previamente a la siembra. En primer lugar, las células del cultivo
primario se encontraban adheridas y proliferando en la placa, por lo que la
viabilidad posterior a la centrifugacion fue considerada alta. En el caso de
realizarla antes, debido a factores de conservacion y sumado a la centrifugacion

prolongada en Percoll®, un elevado porcentaje de células se encontraron
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muertas (resultados no mostrados). Ademas, se sabe que en un cultivo primario
se genera una preseleccion de las subpoblaciones celulares predominantes, que
pudo haber afectado positivamente el predominio de células luteales en las
fracciones. En cuanto a las concentraciones de Percoll® utilizadas, nos basamos
en un estudio en la especie caprina (Wang, et al., 2013), considerando las

posibles similitudes en el tejido luteal tratAndose de rumiantes menores.

Una vez obtenidas las células, se definieron las condiciones y tiempos del
sistema de cocultivo a emplear. Como el blogqueo del desarrollo embrionario se
produce en las primeras divisiones mitoticas (Meirelles, et al., 2004), se disefid
un modelo de cocultivo corto durante las primeras 48 h de CIV. De igual modo,
otros estudios de cocultivo de embriones bovinos con células epiteliales
oviductales no mostraron diferencias entre cocultivos largos vs. cortos (Cordova,
etal., 2014). Ademas, en cocultivos mas prolongados la monocapa celular podria
competir con los embriones por los sustratos del medio, modificar el pH o generar
metabolitos toxicos. Asimismo, la adhesion de las células en torno a los

embriones podria afectar la expansion, incluso la eclosion de los blastocistos.

En base a un estudio que demostré que la capacidad esteroidogénica de
las células luteales bovinas no se ve afectada por la criopreservacion (Batista,
et al., 2012), para todos los experimentos de cocultivo embrionario se utilizaron
células criopreservadas provenientes de un Unico pool. De esta forma, se reduce

la variacion entre los experimentos.

La evaluacion dinamica y morfoldgica del desarrollo embrionario, revelo
que el cocultivo con CLB-1 ejerce un marcado efecto embriotréfico que se
evidencio mas tardiamente en el desarrollo. Inmediatamente a la etapa de
cocultivo, es decir a las 48 h, se evalud la segmentacién embrionaria sin observar
diferencias en el porcentaje (cercanos al 80%). Como se discutirh mas adelante,
la interaccion de CLB-1con embriones y durante este periodo corto, promovio la
proliferacion celular y el efecto se vio reflejado mas tardiamente en mayores
porcentajes de blastocistos respecto del cultivo embrionario sin células.
Teniendo en cuenta que los sistemas de produccion in vitro de embriones

bovinos mediante la técnica de FIV presentan rendimientos de blastocistos de
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entre 30-40%, o incluso menores, entonces este modelo de cocultivo presentd
grandes diferencias respecto al control. Se obtuvieron porcentajes elevados de
blastocistos, cercanos al 50% respecto del total de ovocitos por FIV (control:
30%). Otra consideracion para tener en cuenta es que el sistema que se utilizé
aplicé presiones parciales de oxigeno cercanas a la atmosférica (20%) y, como
ya se ha mencionado, la reduccion a valores mas cercanos a los fisiolégicos
(inferiores al 10%, variable segun la porcién del tracto genital de la hembra)
incrementa la competencia para el desarrollo y la calidad. Vinculando esto ultimo
al estado redox del medio de cultivo embrionario y por consiguiente de los
embriones. El cocultivo en condiciones hipoxicas podria ser incluso superior en

términos cualitativos y cuantitativos respecto de lo realizado en este trabajo.

Torres, et al., 2013, observaron que el cocultivo con células luteales
bovinas incrementé la calidad embrionaria (incremento significativo de
embriones de grado | y Il), sin embargo, la valoracion fue subjetiva basada
Unicamente en estandares morfologicos. Por otro lado, los investigadores no
evidenciaron un incremento en el rendimiento de blastocistos respecto al control.
En ambos casos, los porcentajes de blastocistos fueron similares al control
utilizado en este trabajo (cercanos al 30%). El efecto embriotr6fico menos notorio
que observaron los investigadores podria vincularse a la etapa en la cual los
embriones estuvieron cocultivados con células luteales, que fue posterior al
periodo critico asociado al bloqueo en el desarrollo. Por otro lado, las

condiciones de cultivo no fueron equivalentes a las utilizadas en este trabajo.

Al evaluar los porcentajes relativos de los diferentes estadios de
blastocistos, el cocultivo con CLB-1 no modifico los porcentajes de blastocistos
expandidos (estadio 7) ni de eclosion (estadio 8). Sin embargo, la presencia de
CLB-1 incremento el porcentaje de blastocistos de estadio 6. Este cambio en la
cinética de desarrollo demuestra un efecto promotor del desarrollo o

embriotrofico por parte de las células luteales.

La progesterona y prostanoides sintetizados por las células luteales
bovinas (Torres, et al., 2013) podrian estar involucrados en el efecto

embriotrofico observado en este trabajo, mas alla de los mecanismos generales

[141]



de cocultivo (modulacién del pH, reduccién de ERO, etc.). Las concentraciones
de P4 detectadas en el medio de cultivo de las CLB-1, fueron similares a lo
reportado por Batista, et al., 2012. Dichos investigadores concluyeron que las
concentraciones bajas de P4 se debieron a la presencia de una cubierta de aceite

mineral en los sistemas de cultivo.

El acido lisofosfatidico (LPA) es un conocido mediador de sefalizacion
celular en los tejidos reproductivos. La sefalizacion del LPA se asoci6 con una
amplia gama de eventos celulares, incluyendo supervivencia, diferenciacion,
proliferacion, migracion, invasion y adhesion (Ye, 2008). Estudios en bovinos
demostraron que el CL sintetiza LPA. También se observo que la suplementacion
in vitro de LPA a partir de las 48 h de CIV no modificé los porcentajes de
blastocistos bovinos, sin embargo, afectdé los niveles de transcripcion de
marcadores de calidad embrionaria (Kowalczyk-Zieba, et al., 2012). Se observé
ademas un aumento de la transcripcién de genes antiapoptoticos (bcl2) y de
crecimiento (igf2r), y una disminucién de genes proapoptéticos (bax) (Torres,
et al., 2014). Estos hallazgos se relacionan a lo observado en este trabajo. Por
lo tanto, el LPA podria ser uno de los principales mediadores involucrados en el

efecto embriotrofico observado en el sistema de cocultivo planteado.

La deteccion del antigeno de proliferacion celular Ki-67, ampliamente
utilizada en histopatologia tumoral por su valor prondstico, se utilizé por primera
vez en este trabajo como marcador de proliferacion celular en embriones bovinos
producidos in vitro. La marcacion de Ki-67 en embriones bovinos de estadios
tempranos de desarrollo no se encontraba reportada hasta el momento. Un
estudio en la especie bovina demostrd la expresion de la proteina Ki-67 en el
epiblasto de embriones de 12-14 dias de desarrollo producidos in vitro. Los
investigadores determinaron su expresion mediante inmunohistoquimica en
cortes ultrafinos, pero no realizaron una cuantificacion de la marcacion (Vejlsted,
et al., 2005). Existen pocos reportes en otras especies. Por ejemplo, en murinos
se estudio el patron de expresion diferencial en embriones de diferentes estadios
de desarrollo producidos in vivo. Se observo que desde el estadio de 4 células
la proteina Ki-67 presenta una relocalizacién nuclear regular como ocurre en

tejidos somaticos. Durante la mitosis la proteina se detectd cubriendo los brazos
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cromosOomicos como un constituyente de la capa pericromosémica, al inicio de
Ga distribuido en la totalidad del nucleo y en el resto del ciclo celular asociado al
nucléolo o a las regiones organizadoras nucleolares (Winking, et al., 2004). Se
describio de forma detallada el patron de expresion desde el estadio de cigoto

hasta el estadio de 64 células, pero tampoco se cuantificé la proliferacion celular.

En este trabajo de tesis, se observo que los embriones cultivados in vitro
en presencia de células luteales bovinas de primer pasaje (CLB-1), durante las
primeras 48 h de desarrollo, presentaron un mayor porcentaje de proliferacion
celular evidenciado por la expresion de Ki-67. Este incremento se vio reflejado
en un mayor rendimiento de blastocistos respecto del cultivo embrionario en
ausencia de células, indicando un efecto embriotrofico por parte de las células
luteales. Al evaluar este parametro en blastocistos, no existieron diferencias
entre los grupos y en ambos casos se observaron porcentajes altos de
proliferacion celular (cercanos al 90%). Estos valores fueron similares a lo
observado recientemente en blastocitos murinos cocultivados con stem cells
mesenquimaticas y fibroblastos embrionarios de la misma especie (Jasmin,
et al., 2016). Asimismo, en un estudio realizado en felinos domésticos en el que
se evaluo el efecto del factor de crecimiento epidérmico (EGF) sobre la
competencia para el desarrollo y calidad embrionaria, se utilizé la
inmunofluorescencia para Ki-67 en blastocistos (Thongkittidilok, et al., 2015). En
este caso, se observaron variaciones asociadas a la suplementacion con EGF,
pero los porcentajes de proliferacion celular fueron bajos (inferiores al 20%) al
compararlos con lo observado en nuestro sistema de produccién de embriones
bovinos. Por lo expuesto, la evaluacién de la expresion del antigeno Ki-67 al dia
2 de desarrollo lo convierte en un novedoso marcador temprano de calidad
embrionaria, con un posible valor predictivo de la competencia para el desarrollo

in vitro.

La apoptosis, un tipo de muerte celular programada, es una caracteristica
comun del desarrollo de mamiferos (Jacobson et al., 1997). La apoptosis ha sido
observada en embriones bovinos posterior al estadio de 8 células utilizando el
ensayo TUNEL (Fahrudin, et al., 2002 ) (Matwee, et al., 2000). El aumento de la

apoptosis probablemente esté relacionado con pérdidas embrionarias y con la
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menor capacidad de desarrollo de embriones fecundados y cultivados in vitro
(Betts & King, 2001).

En este trabajo se evalu6 la apoptosis tardia mediante el ensayo TUNEL
en blastocistos de 7 dias de desarrollo como parametro de calidad embrionaria.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
apoptosis entre los embriones cocultivados en ausencia o presencia de CLB-1.
Los niveles de apoptosis observados fueron acordes a lo reportado en la
bibliografia. Aunque el periodo de cocultivo se limitd a las primeras 48 h de CIV,
los efectos se evidenciaron mas tardiamente no solo en el porcentaje de
blastocistos de desarrollo sino también en la menor apoptosis indicando un

incremento de la calidad embrionaria.

Como se menciond anteriormente, uno de los efectos beneficiosos del
cocultivo de embriones con células sométicas se relaciona con la modulacion de
las condiciones fisicoquimicas del medio de cultivo, tales como los niveles de
ERO (Orsi & Reischl, 2007). Ademas, la manipulacién in vitro conduce a un
incremento de los niveles de ERO, que representan uno de los principales
determinantes de calidad entre los embriones producidos in vivo vs. in vitro
(Agarwal, et al., 2006). Estos incrementos son principalmente el resultado de
eventos tales como la exposicién a la luz, concentraciones elevadas de oxigeno
y elevadas concentraciones de metabolitos y sustratos que no estan presentes
en el ambiente in vivo (Agarwal, et al., 2006) (Guérin, et al., 2001). Por lo tanto,
en este trabajo se hipotetizé que el sistema de cocultivo con CLB-1, en caso de
presentar un efecto embriotrofico, se asociaria a menores niveles embrionarios
de ERO. Este llevo a que la evaluacion de dichos niveles se realice luego del
periodo de cocultivo. El incremento de los niveles ERO tiene un impacto negativo
sobre el desarrollo embrionario (Agarwal, et al., 2006) (Ufer & Wang, 2011), sin
embargo, en el sistema de cocultivo con CLB-1 se observaron niveles de ERO
significativamente mayores al control sin que esto impacte negativamente en el
desarrollo in vitro. Por el contrario, los embriones de dia 2 con mayores niveles
de ERO presentaron mayor competencia para el desarrollo a estadio de
blastocisto. Es un hecho conocido que el oxigeno es fundamental para el

desarrollo embrionario y que como consecuencia del metabolismo aerdbico se
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producen ERO. Esto demuestra la necesidad de energia para el drastico
crecimiento y diferenciacion celular durante el periodo preimplantatorio
(Takahashi, 2012) y los mayores niveles observados podrian asociarse a la tasa
metabdlica que se encuentra incrementada en los embriones con mayor
actividad proliferativa, comprobada a través de la deteccion inmunofluorescente
de Ki-67. En embriones bovinos producidos in vitro, durante las primeras
divisiones celulares los niveles de ERO incrementan significativamente
alcanzado un maximo en el estadio de mérula y luego declinan a valores
similares al ovocito al alcanzar el estadio de blastocisto. Estas variaciones
estarian vinculadas a cambios metabdlicos durante el desarrollo (Dalvit, et al.,
2005). Las fluctuaciones observadas indican que, frente a cambios en la
produccién de ERO, existen también variaciones dindmicas de los mecanismos
antioxidantes que evitan el dafio celular del embridon. En el cultivo in vitro la
concentracion de oxigeno suele mantenerse constante, por lo que las
variaciones en los niveles de ERO se vinculan casi exclusivamente al
metabolismo celular. En este sentido, las monocapa de CLB-1 no solo podria
modular los niveles de ERO del medio a través de su propia actividad enzimatica,
sino también mediante la secrecion de agentes antioxidantes al medio. Sin
embargo, los mecanismos moleculares subyacentes sobre cémo las células
somaticas eliminan los agentes toxicos del medio de cultivo permanecen en gran
parte desconocidos (Cheong, et al., 2009). Por lo tanto, los sistemas enzimaticos
de las CLB-1 y embrionarios o del medio actuarian para compensar esta
sobreproduccién de ERO. Existen multiples mecanismos de proteccion de los
embriones contra las ERO, tanto extrinsecos como intrinsecos, y con acciones
complementarias (Guérin, et al., 2001). El estudio del estado redox del medio del
sistema de cocultivo planteado, complementado con la determinacién de otros
indicadores embrionarios, tales como enzimas antioxidantes o glutation,
ayudarian a comprender la interaccion entre células luteales y embriones
bovinos. Por otro lado, contribuiria a la comprension de los mecanismos
detoxificantes presentes, que actuarian en los sistemas de cocultivo con células

somaéticas.
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CONCLUSIONES

>

Las células de la linea BGC-1 inhibieron la reanudacion meidtica de los

ovocitos bovinos.

Las células de la granulosa bovina de pasaje 1 (CGB-1) promovieron la

maduracioéon nuclear de los ovocitos bovinos.

La induccidn previa de las CGB-1 con 100 nM de acetato de leuprolide no
mostro ventajas respecto de la no induccion, evaluado en términos de

maduracién nuclear de los ovocitos bovinos.

Se detectd apoptosis, tanto temprana como tardia, en ovocitos bovinos
madurados in vitro en ausencia o presencia de CGB-1. Los porcentajes

fueron bajos sin existir diferencias entre los grupos

La deteccion de apoptosis no permitié predecir la competencia para el
desarrollo de los ovocitos bovinos.

Los niveles de ERO ovocitarios fueron mayores en los ovocitos bovinos
madurados in vitro en presencia de CGB-1 respecto al grupo control.
Posiblemente esto estaria asociado a una tasa metabdlica elevada y a un
estado de estrés oxidativo en las células sométicas de cocultivo.

Los ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia de CGB-1
presentaron menor competencia para el desarrollo embrionario respecto
de los madurados en presencia de gonadotrofinas (hMG). Esto
posiblemente esté asociado a una maduracién ovocitaria deficiente y/o a
la inhibicion directa por parte de las CGB-1. Sin embargo, la segmentacion
evaluada al dia 2 no difirié entre los grupos por lo que la evaluacion de la

segmentacion no permitio predecir la competencia para el desarrollo.

La centrifugacion diferencial en un gradiente descontinuo de Percoll®
permitié obtener cultivos puros de células luteales bovinas (CLB-1) a partir

de cultivos primarios de cuerpo luteo.

El cocultivo de embriones bovinos con CLB-1 durante las primeras 48 h
de CIV promovido el desarrollo embrionario evidenciandose en un

incremento significativo del porcentaje de blastocistos.
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» La evaluacion de la segmentacion embrionaria al dia 2 de desarrollo no

permitié evidenciar el efecto embriotrofico inducido por las CLB-1.

» El cocultivo con CLB-1 afectd los porcentajes relativos de blastocistos;
incrementando significativamente el porcentaje de blastocistos de estadio
6. Sin embargo, no se modificaron los porcentajes de expansion ni de

eclosion (estadios 7 y 8).

» Se utilizo por primera vez la deteccion de la proteina Ki-67 en embriones
bovinos de estadios tempranos de desarrollo.

» EIl cocultivo con CLB-1 incrementd significativamente la proliferacion
celular de embriones de dia 2 de desarrollo, evidenciado a través de la
marcacion de Ki-67. Sin embargo, no se observaron diferencias en el

namero de blastbmeras entre los grupos.

» La evaluacion de la proliferacion celular mediante la deteccién de la
proteina Ki-67 en embriones de dia 2 de desarrollo, podria utilizarse como
predictor temprano del desarrollo embrionario, no existiendo reportes

previos.

» Se detectaron porcentajes elevados de proliferaciéon celular en
blastocistos independientemente del sistema de cultivo utilizado (en

ausencia o en presencia de CLB-1).

» Se detectaron mayores niveles de ERO en los embriones de 2 dias de
desarrollo cultivados en presencia de CLB-1. Teniendo en cuenta que
estos embriones presentaron mayor competencia para el desarrollo, el
incremento de los niveles de ERO se corresponderia a una mayor

actividad metabolica en embriones con mayor proliferacion celular.

» Los blastocistos obtenidos en el sistema de cocultivo con CLB-1
presentaron menores porcentajes de blastomeras apoptéticas respecto al

grupo control, indicando un incremento de la calidad embrionaria.

En este trabajo, con el objetivo de optimizar la PIV de embriones bovinos,
se utilizaron sistemas de maduracién in vitro en cocultivo con células de la
granulosa bovina de diferente origen (de linea o de cultivo primario). Los

resultados hallados indicaron que estos sistemas de MIV no fueron superiores
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respecto de la maduracion convencional en presencia de gonadotrofinas, en
términos de maduracién nuclear y/o desarrollo embrionario. Sin embargo, la
modulacién del comportamiento in vitro de las células de la granulosa permitiria
disefiar sistemas de cocultivo que promuevan la maduracion ovocitaria de un
modo mas fisiologico y eficiente. En segundo lugar, se utilizd un sistema de
cocultivo con células luteales bovinas durante el cultivo embrionario con el

objetivo de evaluar un posible efecto embriotrofico.

Se reportd por primera vez el efecto embriotréfico inducido de células
luteales bovinas (CLB-1) durante las primeras 48 h de CIV. Los altos porcentajes
de blastocistos obtenidos, sumado a su mayor calidad, postulan a este modelo
de cocultivo como una alternativa valida para incrementar la eficiencia de la PIV
de embriones bovinos. Por otro lado, los mecanismos que subyacen a los efectos
embriotroficos evidenciados, asi como los efectos a largo plazo podrian ser

objeto de estudio de futuras investigaciones.
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ANEXOS
REACTIVOS UTILIZADOS

REACTIVO
Aceite mineral

Acetato de leuprolide
Albumina sérica bovina
Anexina V-FITC-FITC
Anticuerpo anti 3-HSD
Anticuerpo anti IgG1-FITC
Anticuerpo anti Ki-67
Azul tripan

Cafeina

Colagenasa IV
DCHFDA

DMSO

Glicerol

Hematoxilina de Gill
Heparina sédica
HEPES

hMG

Hoechst 33342

loduro de propidio

Kit Progesterone EIA

Kit in situ cell death
detection, POD
Kit LSAB + System-HRP

Kit Progesterone EIA
L-glutamina

Medio DMEM/F12
Medio TCM-199
Paraformaldehido
Penicilina y estreptomicina
Percoll®

Piruvato de sodio
PVA

Rojo Nilo

SFB biotecnologico
Tripsina de pancreas
porcino

Triton X-100

Tween 20

Datos

Vaselina liquida EXTRA DENSA

340 EWE

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Invitrogen

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Dako

Gibco

Sigma-Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biopack

Biopack

Laboratorios Duncan
Sigma-Aldrich

Menopur ®, Ferring
Invitrogen

Invitrogen

Oxford Biomedical Research®,
EA 74
Roche

Dako

Oxford Biomedical Research®
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco
Sigma-Aldrich
Gibco
Sigma-aldrich
Sigma-aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Internegocios
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Pharmacia Biotech
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CcODIGO

L0399
A9418
A13199
sc-30820
sc-2078
M7240
15250-061
C0750
1704019
D6883
D8418

H3375
Ferring 75
H1399
P3566

11 684 817
910
K0679 6
K0690

EA 74
G8540
D8900
14190-144
P6148
15140-122
P4937
P2256
81365
N3013

T4799

X100
17-1316-01
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