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ABREVIATURAS

5-8C: % de embriones de mas de 4-células, obtenidos en dia 3, con relacion al total de zigotos
divididos.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

APAF-1: Proteasa (apoptotic protease activating factor).

ARNmM: acido ribonucléico mensajero.

ATP: Adenosin trifosfato.

B6: % blastocistos obtenidos en dia 6 con relacion al total de zigotos divididos.

B7: % blastocistos y blastocistos expandidos obtenidos en dia 7 con relacion al total de zigotos
divididos.

Bec % de blastocistos eclosionados en dia 9 con relacion al total de zigotos divididos.

Bex8: % blastocistos expandidos, en dia 8 con relacion al total de zigotos divididos.

BIt: Blastocisto.

BME: Aminodcidos esenciales.

BRL: Linea celular comercial que deriva del epitelio del rifion del mono.

BSA: Alblimina sérica bovina./ BSArs: Albumina sérica bovina libre de &cidos grasos.

CARD: Dominio de Reclutamiento de Caspasas.

CCO: Complejo cumulus-ovocito. / CCOs: Complejos cumulus-ovocito.

CENSYRA: Centro de Seleccion y Reproduccion Animal.

CG-Control: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+PVA. N° zigotos =20-25.
CG-E: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos = 20-25.
CG-EFIP: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N°
zigotos =20-25.

CG-F: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FGF. N° zigotos =20-25.
CG-FCS: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
CG-I: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pul MF // 50 ul SOFaaci+IGF. N° zigotos =20-25.
CG-P: 500 ul MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+PDGF. N° zigotos =20-25.
CPg-Control: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos =4-6.
CPg-E: 50 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos =4-6.
CPg-EFIP: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+EGF+FGF+IGF-1+PDGF. N° zigotos
=4-6.

CPg-F: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos =4-6.
CPg-FCS: 50 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos =4-6.
CPg-I: 50 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 ul SOFaaci+IGF. N° zigotos =4-6.

CPg-P: 50 pul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 pl SOFaaci+PDGF. N° zigotos =4-6.

CPp-Control: 500 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos =4-6.
CPp-E: 500 pl MD+FCS. N° CCOs =4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos =4-6.

CPp-EFIP: 500 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 pl SOFaaci+EGF+FGF+IGF-1+PDGF. N°
zigotos =4-6.
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CPp-F: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FGF. N° zigotos =4-6.
CPp-FCS: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos =4-6.
CPp-I: 500 pul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 pl SOFaaci+IGF. N° zigotos =4-6.
CPp-P: 500 wl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 wl SOFaaci+PDGF. N° zigotos =4-6.

D: % embriones de 2 0 méas células, obtenidos en dia 3, con relacién al total de zigotos puestos
en cultivo.

DAPI: Tincion fluorescente (4',6-diamidino-2-phenylindole).
DED: Dominio Ejecutor de la Muerte celular.

DD: Dominio de Muerte.

DNasa: Enzima que rompe el ADN.

DR: Receptor de muerte de la familia TNF-a. (DR3, DR4, DR5 y DR6).
dUTP: desoxiuridinotrifosfato.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

EGF-R: Receptor del EGF.

EthD-1: Homodimero Ethidium.

FADD: Proteina adaptadora.

Fas: Receptor de muerte de la familia TNF-c..

Fas-L: Ligando del receptor Fas.

FCS: Suero fetal bovino.

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico.

FGFb: FGF basico.

FICT: isocianato de fluoresceina.

FIV: Fecundacion in vitro.

FSH: Hormona foliculo estimulante.

G: Gauge.

GH: Hormona de crecimiento.

GLM: Procedimiento estadistico (General Linear Model).
GnRH: Factor hipofisario que regula la liberacion de gonadotropinas.
HB-EGF: Heparina unida a EGF.

hCG: Hormona Gonadotropina Coriénica Humana.

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos.

HTF: Human Tubal Fluid (Fluido tubarico humano).

IA: indice de apoptosis.

IAt: indice de apoptosis temprana.

IGF-I: Factor de crecimiento similar a la insulina-I.

IGF-II: Factor de crecimiento similar a la insulina-1.
IGF-I-R: Receptor de IGF.

IGF-11/M-6-P: Receptor de IGF (IGF-II/Manosa-6-fosfato).
IM: indice mitdtico.

INc: indice de necrosis.

ISEL: in situ end-labeling.
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KSOM: Medio Optimizado simple de Potasio.

LH: Hormona luteinizante.

M16: Solucion modificada de Bicarbonato de Krebs-Ringer.

M+B: % de morulas y blastocistos obtenidos en dia 6, con relacion al total de zigotos divididos.
MAP-quinasas: Proteinas quinasas activadoras de mitosis.

MCG-Control: 500 ul MD+PVA. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos = 20-25.
MCG-E: 500 ul MD+EGF. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos = 20-25.

MCG-EFIP. 500 ul MD+EGF+FGF+IGF-+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 50 pl
SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° zigotos = 20-25.

MCG-F: 500 ul MD+FGF. N° CCOs = 20-25 // 50 pl SOFaaci+FGF. N° zigotos = 20-25.
MCG-FCS: 500 ul MD+FCS. N°CCOs = 20-25 // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MCG-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 20-25 // 50 pl SOFaaci+IGF-I. N° zigotos = 20-25.
MCG-P: 500 pl MD+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 20-25.

MCPg-Control: 50 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos = 4-6.
MCPg-E: 50 pul MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos = 4-6.
MCPg-EFIP: 50 ul MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl
SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° zigotos = 4-6.

MCPg-F: 50 ul MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 4-6.
MCPgFCS: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MCPg-I: 50 ul MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+IGF-I. N° zigotos = 4-6.
MCPg-P: 50 ul MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 4-6.
MCPp-Control: 500 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos = 4-6.
MCPp-E: 500 pl MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos = 4-6.

MCPp-EFIP: 500 pl MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 4-6 / 50 pl
SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° zigotos = 4-6.

MCPp-F: 500 pul MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 4-6.

MCPp-FCS: 500 ul MD+FCS. N°CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MCPp-I: 500 ul MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+IGF-I. N° zigotos = 4-6.

MCPp-P: 500 ul MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 4-6.

MCI: Masa Celular Interna.

MD: Medio de maduracion.

MEM: Aminodcidos no esenciales.

MF: Medio de fecundacidn.

MG-Control: 500 ul MD+PVA. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MG-E: 500 ul MD+EGF. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.

MG-EFIP: 500 ul MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N°
zigotos = 20-25.

MG-F: 500 pul MD+FGF. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MG-FCS: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25
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MG-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 20-25 // 500 pul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.

MG-P: 500 pl MD+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.

MIV: Maduracion in vitro.

MM: Medio de mantenimiento.

MPg-Control: 50 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPg-E: 50 ul MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPg-EFIP: 50 ul MD+EGF+FGF+IGF-1+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos
= 4-6.

MPg-F: 50 pl MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPg-FCS: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPg-I: 50 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPg-P: 50 ul MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPp-Control: 500 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPp-E: 500 ul MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPp-EFIP: 500 pul MD+EGF+FGF+IGF-I1+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N°
zigotos = 4-6.

MPp-F: 500 pl MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPp-FCS: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPp-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 500 pul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MPp-P: 500 ul MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 500 wl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

NGF: Factor de crecimiento nervioso.

OPU: Puncién transvaginal guiada por ecografia.

PAF: Factor activador de plaquetas.

PBS: Fosfato Buffer-Salino.

PDGF: Factor de crecimiento plaquetario.

PDGFa.: Receptor o del PDGF.

PGF,,: Prostaglandina Fy,.

PVA: Polivinil alcohol.

PVP: Polivinilpirrolidona.

RNasa: Enzima que rompe el ARN

SOF: Fluido oviductal sintético.

SOFaa: SOF sin BSA, con amino&cidos.

SOFaaci: SOF sin BSA, con citrato sédico y mioinositol (Holm et al., 1999).

spz: Espermatozoides.

STL: Medio Tyrode modificado, utilizado para la separacion de los espermatozoides mediante

“swim-up”.

TALP: Medio Tyrode modificado para fecundacion.

TCM-199: Medio de cultivo de tejidos 199.

TdT: Enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal.

TE: Trofoectodermo.

TGF-au: Factor de crecimiento transformante a.
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TGF-B: Factor de crecimiento transformante (3.

TGF-B1: Isoforma 1 del TGF-B.

TNF-a.: Factor de necrosis tumoral o.

TNFR-I: Receptor de muerte de la familia TNF-a.

TRADD: Proteina adaptadora.

TUNEL: TdT-mediated dUTP nick end labeling.

UV: Ultravioleta.

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial.

VERO: Linea celular comercial que procede del higado de rata “bufalo”.
Z: NUmero de presuntos zigotos puestos en cultivo.









ntroduccion

Que te voy a decir, si yo acabo de llegar,
si esto es como el mar, quien conoce alguna esquina.

Fito (Album “Por la boca vive el pez”. Acabo de llegar, 2006)






Introduccion 3

La fecundacion in vitro (FIV) es una técnica de reproduccion asistida que en
los ultimos afios ha experimentado grandes e importantes avances, gracias al desarrollo
cientifico y tecnolégico de diferentes areas como son Bioquimica, Embriologia,

Ginecologia, Genética, etc.

La FIV consiste en fecundar artificialmente, en un laboratorio, ovocitos
maduros con espermatozoides capacitados Yy, en las condiciones adecuadas, continuar el

desarrollo de los embriones resultantes de dicha fecundacion.

Esta técnica es muy (til en casos de esterilidad, cuando el esperma tiene una
concentracion insuficiente, cuando las trompas estan obstruidas o ante el fracaso de

varias inseminaciones.

El equipo médico britanico formado por ginecdlogo Patrick Steptoe y el
fisiblogo Robert Edwards, consiguieron que en Julio de 1978 naciera Louise Brown, en
Oldham (Inglaterra), conocida como la primera bebé probeta del mundo, nacida por
fecundacién in vitro. Y desde entonces, millones de mujeres que no podian tener hijos

se convirtieron en madres.

Este excepcional nacimiento fue la culminacion de varias décadas dedicadas a
la investigacion en biologia de la reproduccién, que comenzaron con el éxito de la
fecundacién in vitro en animales de laboratorio y especies domésticas. En bovino el
nacimiento del primer ternero por fecundacién in vitro ocurrio en 1982 (Bracket et al.,
1982). A partir de esta fecha son numerosos los estudios realizados con el fin de obtener

una mejora progresiva de los resultados.

La FIV en Veterinaria es muy util para mejora de las razas y por lo tanto de la
produccion. Representa una practica de gran importancia en los esquemas de seleccion
genética, ya que a diferencia de la técnica de Inseminacién artificial, permite combinar
el factor macho y el factor hembra, aumentando la intensidad de seleccion y el progreso
genético. También es un recurso para evitar la desaparicion de especies en peligro de
extincion y una fuente de investigacion embrioldgica, genética, de cultivos celulares, de

células madre, de técnicas de congelacion, vitrificacion, etc.
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La produccion de embriones bovinos in vitro como instrumento de mejora
genética, esta condicionada por la obtencidén de ovocitos a partir de hembras de alto
valor genético. Para esto, la extraccion de los ovocitos se realiza in vivo mediante una
puncién transvaginal guiada por ecografia (OPU) donde se aspira el liquido folicular
que contiene los ovocitos. El transplante posterior de estos embriones obtenidos in vitro
a otras hembras, aceleraria la transmision de caracteres econémicamente importantes
para lograr una mejor planificacion de los mercados lacteo y carnico, sujetos a ajustes

periddicos.

Aunque en este trabajo los ovocitos se extraen de ovarios recogidos en el
matadero, la utilizacion de grupos reducidos tanto en la maduracion y fecundacion de
los ovocitos como durante el cultivo de embriones, representa un modelo experimental
que podria reproducirse exactamente en el caso de trabajar con ovocitos obtenidos in
vivo, por OPU, en animales de alto valor genético.

El volumen y composicion de los medios de cultivo debe ser considerado en
funcién de la cantidad de ovocitos disponibles. Asi, mientras que, por ejemplo, un grupo
numeroso de ovocitos adultos se desarrollara sin problemas en un medio simple, es
probable que no ocurra lo mismo si se trata de 2 6 3 ovocitos. La mayor parte de los
datos de que disponemos en la actualidad, estan basados en estudios realizados tras la
maduracion, fecundacion de ovocitos y cultivo de embriones de forma agrupada. Por el
contrario, existen pocos datos con relacion al desarrollo de embriones en grupos de

tamafio reducido.

Los protocolos de maduracion y de fecundacion de los ovocitos, asi como los
sistemas de cultivo deben ser adaptados a las condiciones especificas de la OPU:
reducido nimero de ovocitos, diferencias entre el grado de maduracion de los ovocitos
obtenidos tras la puncion... Son precisos estudios que profundicen en el metabolismo
embrionario, aspecto esencial para comprender los efectos del cultivo de ovocitos

individuales desde el estadio de ovocito inmaduro hasta el de blastocisto.

Un alto porcentaje de los ovocitos obtenidos por OPU o a partir de vacas
sacrificadas, se dividen una vez madurados y fertilizados, pero las tasas de desarrollo
hasta blastocisto son reducidas y raramente sobrepasan el 30%. Este hecho es menos

apreciable cuando los ovocitos recuperados presentan 4 0 mas capas de células del
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cumulus, sugiriendo que el problema puede estar relacionado con la maduracién
folicular (Kane, 2003).

Los medios de cultivo, utilizados en las diferentes fases del desarrollo
embrionario in vitro, cuentan con proteinas en su composicién, ya que de no ser asi, la
viabilidad de los embriones se veria reducida considerablemente. Por lo general se suele
utilizar suero o albdmina, pero la diferente procedencia de los lotes puede dar lugar a
una escasa reproducibilidad de los resultados y a potenciales riesgos sanitarios, como la
posibilidad de transmision de enfermedades (Guerin et al., 1997). Estos problemas
desaparecerian con la utilizacion de medios libres de sustancias indefinidas de origen
animal. Unos medios de produccion y conservacion de embriones con las caracteristicas
perseguidas (mas seguros y de mayor eficacia), podrian influir, de forma decisiva, en el

comercio internacional de embriones congelados.

En este trabajo comparamos el empleo de suero en los medios de maduracién y
de cultivo embrionario, con la utilizacion de factores de crecimiento recombinantes,

libres de sustancias indefinidas de origen animal.

Los factores de crecimiento son sustancias de naturaleza proteica sintetizadas
en varios drganos y tejidos, con una funcién mitogénica y estimuladora del desarrollo y
crecimiento de celulas y tejidos. Y asi cumplen un papel regulador de la funcién

ovarica, con un efecto tréfico sobre el endometrio y morfogenético sobre el embrion.

La adicion de factores de crecimiento al medio de cultivo de embriones
bovinos parece estimular el desarrollo de un modo limitado (Thompson, 1996), por lo
que su empleo debe ser reconsiderado. Asi mismo se piensa que, la adicion de factores
de crecimiento al medio de cultivo, deberia ser selectiva y en varias etapas, dando lugar
probablemente a la utilizacion de medios de cultivo de distinta composicion a lo largo
del desarrollo embrionario in vitro. Esto podria ser importante cuando se trabaja con
grupos reducidos de embriones, como suele ser habitual en el caso de aquellos
obtenidos por OPU, ya que los factores de crecimiento pueden ser aqui especialmente
utiles, supliendo el efecto de las interacciones cooperativas que se dan entre embriones
cuando el grupo en cultivo es numeroso (Canseco et al., 1992; Ferry et al., 1994;
O Dobherty et al., 1997).
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Los méas conocidos y estudiados en los programas experimentales de
produccion de embriones in vitro, son: IGF-I e IGF-II (factores de crecimiento similares
a la insulina), EGF (factor de crecimiento epidérmico), TGF (factor de crecimiento
transformante), PDGF (factor de crecimiento plaquetario) y FGF (factor de crecimiento

fibroblastico).

Estas caracteristicas (composicion y volumen) de los medios de cultivo parecen

tener una influencia directa en la calidad embrionaria.
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Aspira primero a entender; después a ser entendido.

B. Lewis Allen (1812-1900)
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2.1. PRODUCCION DE EMBRIONES IN VITRO

Se entiende por fecundacién in vitro la fecundacion artificial (en un
laboratorio) de ovocitos maduros con espermatozoides capacitados. Para ello, en un

sistema de produccion de embriones in vitro se establecen las siguientes etapas:

" Obtencidén y seleccion de los complejos cumulus-ovocito
(CCOs);

" Maduracion de los CCOs;

" Seleccion, preparacion espermatica y fecundacion;

. Cultivo de embriones.

2.1.1 OBTENCION Y SELECCION DE LOS COMPLEJOS
CUMULUS-OVOCITO

La morfologia del ovocito y los porcentajes de maduracion, penetracion y
fecundacién, asi como el desarrollo embrionario posterior, dependen del tamarfio de los
foliculos de procedencia (Tan et al., 1988; Galli and Moor, 1991; Arlotto et al., 1996).
Asi, se ha demostrado (Fernandez, 2000) que el tamafio del foliculo influye en la
extension, numero de capas y aspecto del cumulus, pero no en las conexiones
intracelulares ni en la viabilidad de sus células. A nivel del ovocito, tampoco influye en
la presencia y distribucion de los lipidos, granulos corticales, mitocondrias, vesiculas de
membrana, complejo de Golgi, reticulo endoplasmatico liso, etc. (Fernandez, 2000).

A la hora de establecer el didmetro folicular mas adecuado para obtener
porcentajes optimos de desarrollo embrionario, existen diferencias segun los autores: 1
a8 mm, (Yang et al., 1998b) o de 6-12 mm (Hendriksen et al., 2000; Iwata et al., 2004;
Lequarre et al., 2005), aunque las desigualdades parecen deberse a los distintos grados

de premaduracidn (estado en la progresion de la maduracién nuclear) de los ovocitos.

En ovarios procedentes de matadero, aunque la diseccion folicular (Kruip and
Dieleman, 1982; McNatty et al., 1984; Staigmiller and Moor, 1984), la maceracion
(Carolan et al., 1993, 1994) y la digestion (Gordon, 1994; Arlotto et al., 1996) permiten
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obtener rendimientos muy altos, el método mas empleado para la recuperacion de los
ovocitos es la aspiracion del liquido folicular utilizando una aguja unida a una jeringa
(Leibfried and First, 1979; Xu and Greve, 1988) o0 a una bomba de vacio (Hashimoto et
al., 1999; Ward et al., 2000). Es un método rapido, factor importante si se persigue la
produccion de grandes cantidades de embriones. Sin embargo, su principal
inconveniente reside en su “reducido rendimiento”, ya que solo se recuperan ovocitos
del 50-60% de los foliculos aspirados (Katska, 1984), pero los CCOs obtenidos tienen
una alta capacidad de desarrollo.

La obtencion de ovocitos a partir de animales vivos por puncion transvaginal
guiada por ecografia (OPU), fue descrita por Pieterse y col. (1988, 1991). La
relativamente facil aplicacion de dicha técnica en hembras bovinas, asi como el numero
de complejos cumulus-ovocito recuperados, su calidad y capacidad de desarrollo, han
hecho de ella el método de eleccion frente a la laparoscopia, que presenta un riesgo mas
alto de dafar los vasos sanguineos y producir hemorragias, dificultando la luteinizacion
posterior (Reichenbach et al., 1994; Santl et al., 1998).

La técnica de OPU tiene como desventajas el alto coste, justificado cuando se
trata de animales de alto valor genético (Galli et al., 2001), y el escaso nimero de
ovocitos que se consiguen. Se han observado variaciones individuales de 0 a 18
ovocitos/sesion/donante (Quinton et al., 1999): Donnay y col. (1996) consiguieron 3,9,
Santl y col. (1998) solamente 3,3, Quinton y col. (1999) obtuvieron una media de 4,3,
Hidalgo y col. (2002) de 6,8 y De Roover y col. (2005) de 5,6.

Para incrementar la produccion in vitro de embriones a partir de ovocitos
obtenidos de donantes vivas, se utilizan técnicas de superovulacion que inducen una
ovulacion mdltiple bien con GnRH (Hyttel et al., 1986; Fry et al., 1998) o con FSH
(Rocha et al., 1996). Algunos autores afirman que, aunque el namero de foliculos se
incrementa en vacas estimuladas, el niUmero de ovocitos recuperados tras la aspiracion
no aumenta (Rocha et al., 1996) o bien disminuyen los porcentajes de fecundacion y de
blastocistos (Kohram et al., 1998).

La evaluacion de los complejos cumulus-ovocito bovinos, previa a su puesta en
maduracion in vitro (MIV), esta basada en sus caracteristicas morfologicas, lo que

supone un elevado grado de subjetividad. En este sentido, algunos autores (Blondin and
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Sirard, 1994; Vassena et al., 2003) comprobaron que ovocitos morfolégicamente
idénticos pueden no tener el mismo grado de competencia (capacidad de un ovocito

para desarrollarse in vitro hasta el estadio de blastocisto).

La morfologia del complejo cumulus-ovocito ha dado lugar a la definicién de
diversos criterios de clasificacion, basados principalmente en el niUmero de capas de
células de la granulosa que rodean al ovocito, su grado de compactacion y la
homogeneidad del citoplasma del ovocito (De Loos et al., 1989; Younis et al., 1989;
Lohuis, 1995; Leroy et al., 2005).

Los complejos, rodeados por mas de tres capas de células del cumulus, se
desarrollaran a blastocistos expandidos con mayor frecuencia que los de menor nimero
de capas (Blondin and Sirard, 1995). La importancia de las células del cumulus se
explicaria porque proveen de nutrientes al ovocito durante su crecimiento, contribuyen a
la formacion de la zona pellcida y porque después de la ola preovulatoria de LH,
sintetizan una matriz compuesta de proteinas y acido hialurénico que ayudan a crear un
microambiente esencial para la capacitacion espermatica y la fecundacion (Tanghe et
al., 2004; Luciano et al., 2005).

La clasificacion de los complejos cumulus-ovocito realizada por Hazeleger y
col. (1995), puede considerarse como la mas completa al incluir nueve categorias para
la especie bovina (Tabla 2.1). En ella se tiene en cuenta el tamafio del ovocito, asi como
el estado de crecimiento o grado de degeneracion de los complejos, relacionado

directamente con el crecimiento y atresia folicular.

Segun estos autores los mayores porcentajes de blastocistos se alcanzan con las
calidades englobadas en los grupos 1, 2 y 3. Solo los complejos cuyas caracteristicas
corresponden a las del grupo 1, no presentan ningun signo de degeneraciéon. Los
complejos cumulus-ovocito de los tipos 2 y 3 muestran una ligera atresia (cumulus
expandido o ausencia del mismo, y con un citoplasma desigual) que se hace mas notable
en los tipos 4, 6, 7 y 8. Los complejos cumulus-ovocito de calidad 5 no habrian
alcanzado la competencia citoplasmatica para un desarrollo normal in vitro y los del
grupo 9 no habrian completado su fase de crecimiento y serian incapaces de completar

la primera division meiotica.
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Tabla 2.1. Tipos de complejos cumulus-ovocito atendiendo a sus caracteristicas morfoldgicas
(Hazeleger et al., 1995).

Grupo Criterios de Clasificacion

1 Cumulus compacto y completo rodeando al ovocito. Citoplasma del ovocito
homogéneo, de color marrén claro y con una fina granulacion. Diametro del ovocito
>120 pm.

2 Cumulus compacto y completo rodeando al ovocito. Citoplasma del ovocito
ligeramente mas basto, con un color marrén claro y con una zona periférica oscura.
Diametro del ovocito >120 um.

3 Cumulus completo comenzando a expandirse en su borde exterior. Citoplasma de color
marron claro pero con numerosas zonas oscuras. Diametro del ovocito >120 um.

4 Cumulus expandido irregularmente, con células degeneradas inmersas en una matriz
gelatinosa. Didmetro del ovocito >120 um.

5 Idéntico al Grupo 1, pero tanto el citoplasma como el cumulus presentan un color
palido. Didmetro del ovocito >120 um.

6 Las células de la corona quedan expuestas. El citoplasma presenta caracteristicas
variables. Didmetro del ovocito >120 um.

7 Cumulus compacto y completo. El citoplasma del ovocito presenta un color negro
homogéneo. Didametro del ovocito >120 um.

8 Ovaocito desnudo, con la zona pellcida expuesta. El citoplasma del ovocito presenta
caracteristicas variables. Didmetro del ovocito >120 um.

9 Similar al Grupo 1, pero el diametro del ovocito <110 um.

2.1.2. MADURACION DE LOS COMPLEJOS CUMULUS-OVOCITO

Los fendmenos celulares que se producen durante la maduracion del ovocito
requieren una actividad metabolica, caracterizada por algunos fenémenos anabdlicos
(sintesis de proteinas, sintesis de acidos nucleicos, etc.) y por un alto consumo de
energia, que se obtiene en la mayoria de los casos del metabolismo anaerébico de la
glucosa a piruvato (glucolisis) y/o del metabolismo oxidativo mitocondrial del piruvato,
acidos grasos y aminoacidos a traves de la ruta de los acidos tricarboxilicos (Rieger,
1996).

Existen diversos medios comerciales, mas o menos complejos, que se usan
para elaborar los medios de maduracion. El Tissue Culture Medium-199 (TCM-199),
estd compuesto por sales, tamponado en bicarbonato y suplementado con piruvato,
lactato, aminoacidos y vitaminas (Lu et al., 1987). Algunos autores defendieron su
enriquecimiento con sustancias precursoras de la sintesis de glutation, como cisteina y

cisteamina, por su efecto antioxidante (Ali et al., 2003; Donnay et al., 2004).
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Ademas, para la elaboracion del medio de maduracion se suelen incorporar
hormonas (FSH, LH, 17pB-estradiol), que han demostrado favorecer el desarrollo

embrionario (Schellander et al., 1990).

La Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH)
favorecen la expansion de las células del cumulus (Eyestone and Boer, 1993),
facilitando la penetracion del esperma capacitado y ayudando a la formacion de los
prondcleos (Sanbuissho and Threlfall, 1988). Actuan, asi mismo, en el ambito
metabolico incrementando la disponibilidad de ATP para cubrir las necesidades

energéticas del ovocito (Brackett and Zuelke, 1993).

El papel del 17 B-Estradiol es méas discutido. Su adicién a un medio que
contenga gonadotropinas incremento el porcentaje de fecundacion, division y desarrollo
embrionario (Saeki et al., 1990). Sin embargo, en ausencia de gonadotropinas, una alta

concentracion de estradiol (10 pug/ml) disminuyd el porcentaje de blastocistos.

También se ha comprobado que la presencia de factores proteicos en el medio
de maduracidn favorece dicho proceso e incrementa la capacidad de desarrollo posterior
del ovocito (Sanbuissho and Threlfall, 1988; Chanson et al., 2001). Y en este sentido, la
suplementacion con suero fetal bovino (FCS) proporciona mejores resultados que con
albumina sérica bovina (BSA) (Leibfried-Rutledge et al., 1986). EI FCS también puede
sustituirse por suero de vaca, preferentemente en celo o en proestro (Younis et al.,
1989), debido a que durante esos dias contiene mayor nivel de gonadotropinas y

factores similares a los factores de crecimiento, esenciales para la maduracion.

No obstante, en algunos trabajos realizados recientemente (Lazzari et al., 2002;
Calder et al., 2005; Wrenzycki et al., 2005), se sefiala que la presencia de suero en el
medio de maduracion puede afectar negativamente al posterior desarrollo embrionario
al modificar la transcripcién genética, disminuyendo la expresion de algunos genes e
incrementando la de otros (Lazzari et al., 2002; Calder et al., 2005; Wrenzycki et al.,
2005).

Como alternativa al suero se ha utilizado liquido folicular en el medio de
maduracion, bien puro (Choi et al., 1998; Ali et al., 2004) o diluido (Romero-
Arredondo and Seidel, 1996; Khatir et al., 1997), atendiendo al papel activo que juega

in vivo en la maduracioén final del ovocito.
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En un intento por lograr un sistema de produccion de embriones in vitro con
una composicion definida, se han ensayado diferentes medios carentes de sustrato
proteico (sin FCS o BSA) que se han suplementado, entre otros, con células de la

granulosa, retinoides, y factores de crecimiento.

La adicion de células de la granulosa al medio de maduracion en
concentraciones comprendidas entre 1y 7,5 x 10° células/ml, favorecié la maduracion

de los ovocitos e incrementd los porcentajes de fecundacion (Mochizuki et al., 1991).

Debido a que los retinoides tienen un papel importante en el crecimiento,
morfogénesis y diferenciacion celular, se ha estudiado su posible efecto en la
maduracion de ovocitos bovinos. Duque y col. (2002) demostraron que la adicién de
acido 9-cis-retinoico 5 nM durante un periodo de premaduracion, mejora la maduracién
citoplasmatica del ovocito y la calidad de los blastocistos bovinos, obteniéndose
mejores indices de desarrollo, mayor supervivencia a la congelacion-descongelacion y
embriones con mas células. Posteriormente Hidalgo y col. (2003) comprobaron que el
acido 9-cis-retinoico incremento la competencia de los ovocitos para desarrollarse hasta
el estadio de blastocisto, y que estos presentaron un mayor numero de células tanto en el
Trofoectodermo como en la Masa Celular Interna.

2.1.3. SELECCION, PREPARACION ESPERMATICA Y
FECUNDACION

En la mayoria de las especies, los espermatozoides son incapaces de penetrar
inmediatamente en el ovocito. Durante el tiempo en que se encuentran en el Gtero y
principalmente en el oviducto, desarrollan su capacidad para fecundar, de ahi el nombre

de capacitacion (Furuya et al., 1992).

En los protocolos de FIV, los espermatozoides deben constituir una poblacién
homogénea, con una motilidad y unas caracteristicas morfoldgicas adecuadas que

aseguren una elevada capacidad fecundante.

Los métodos que se han empleado para ello son muy diversos, y se basan bien

en principios de migracién/sedimentacion o bien de lavado/centrifugacion.
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Las técnicas mas empleadas actualmente son: Swim-up y la separacion por

gradientes.

Con el gradiente de Percoll®, se obtiene mayor nimero de espermatozoides
moviles que con el “swim-up” y es una técnica mas rapida en su ejecucion. Con el
“swim-up” se consigue una mejor separacion de los espermatozoides del plasma
seminal, mayor capacidad de penetracion y un mayor porcentaje de division (Parrish et
al., 1995; Risopatron et al., 1996). La capacidad de desarrollo a mérula/blastocisto y el

porcentaje de poliespermia son similares para ambas técnicas.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio (De la Varga, 2005), la
técnica de “swim-up” permitié obtener los porcentajes mas altos de division
embrionaria (p<0,05) y mejorar significativamente los porcentajes de expansion y

eclosiodn de blastocistos.

Para reproducir in vitro los cambios que se producen in vivo, se han utilizado
diferentes sustancias como cafeina (Shioya et al., 1988; Greve and Madison, 1991; Cox
et al., 1995; Momozawa and Fukuda, 2003), cafeina mas heparina (Niwa and Ohgoda,
1988; Numabe et al., 2001) y calcio ion6foro A23187 (Aoyagi et al., 1990).

La heparina es un agente capacitante fisioldgico que se encuentra en las vias
genitales de las hembras después de la ovulacion, lo que explica que también se haya
utilizado liquido oviductal para inducir in vitro estos cambios (First and Parrish, 1987).
Esta se une y desplaza ciertas proteinas de la superficie espermatica, estimulando el

proceso de capacitacion.

El esperma congelado-descongelado, usado frecuentemente en FIV, sufre
modificaciones en la membrana durante su procesamiento, lo que hace que necesite
menores tiempos de incubacion o tratamiento con heparina que el esperma fresco
(Parrish et al., 1984; Wheeler and Seidel, 1986).

En una poblacién de espermatozoides sometida a un tratamiento de
capacitacion, se ignora el porcentaje de los que, realmente, son capacitados. Esto
conduce a inseminar los ovocitos con un ndmero incomparablemente mas elevado de

espermatozoides que lo que ocurre in vivo, y como consecuencia el porcentaje de
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poliespermia es superior (en rumiantes del 10-20% y en porcino del 50%) al observado

in vivo.

Una de las condiciones esenciales de todo medio de fecundacién es que debe
permitir la viabilidad tanto del esperma como del ovocito. EI medio més utilizado, en
los protocolos de FIV, es un medio Tyrode suplementado con BSA, lactato y piruvato
(medio TALP; Lu et al., 1987).

La presencia de células rodeando al ovocito en el momento de la penetracion es
un hecho diferencial del proceso de fecundacion in vitro. Las células del cumulus
interaccionan con el ovocito y/o con el espermatozoide para promover la fecundacion
(Van Soom et al., 2002a).

Se comprobd (Fatehi et al., 2002) que en ovocitos madurados in vitro antes de
la fecundacion, la eliminacién de las células del cumulus, afectaba negativamente a los
porcentajes de division debido posiblemente a la pérdida de algun factor secretado por

ellas, como podria ser la progesterona.

El periodo de coincubacién de los ovocitos y los espermatozoides es otro factor
importante en los protocolos de FIV. En 1987, First y Parrish recomendaron tiempos
comprendidos entre 18 a 24 horas para la especie bovina y caprina.

Dode y col. (2002) no obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de
penetracion cuando los ovocitos se coincubaron 12 o 18 horas, mientras que Ward y col.
(2002) sefialaron como suficientes 10 h de coincubacidn espermatozoides-ovocitos para
asegurar la maxima produccion de blastocistos. Fueron Kochhar y col. (2003) quienes
demostraron que una corta coincubacion (6 horas) de los gametos proporcionaba un
mayor porcentaje de ovocitos divididos que se desarrollaban a blastocistos, e incluso

comprobaron que el sex-ratio quedaba sesgado a favor de los machos debido,
posiblemente, a la superioridad de los espermatozoides que portaban el cromosoma Y en

el momento de la fecundacién in vitro.

El trabajo realizado por Gil y col. (2004) en ganado porcino, concluyd que
aunque el tiempo de coincubacién de los gametos sea tan pequefio como de 10 minutos,

puede proporcionar resultados similares a 6 horas de incubacion.
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Las diferencias entre los trabajos realizados, podrian ser atribuidas al efecto del

toro y a los diferentes procesos empleados en la preparacion de los espermatozoides.

Durante la fecundacién in vitro, bien con espermatozoides frescos o
congelados-descongelados, se han estudiado diversas condiciones de coincubacion tales
como el volumen del medio de fecundacion (Gil et al., 2003), la relacidn
esperma:ovocito (Rath 1992) y la concentracidon de espermatozoides a utilizar (Lu and
Seidel, 2004).

2.14. CONDICIONES PARA EL CULTIVO IN VITRO DE
EMBRIONES

El cultivo de embriones de mamiferos domeésticos aun plantea numerosas
dificultades, ya que solo un pequefio numero se dividen regularmente hasta el estadio de
blastocisto, e incluso esta minoria fracasa en su desarrollo cuando se trasplanta a una
hembra. Asi, los intentos de cultivar embriones han enfocado los trabajos hacia el
estudio de pardmetros biofisicos, seleccién de medios y de aditivos, y estadio de

desarrollo de dichos embriones.

La fusion del ovocito y el espermatozoide en mamiferos da inicio al desarrollo
embrionario (Figura n® 2.1). Si no se produce la fecundacion, el ovocito suele degenerar
en torno a las 24 horas después de la ovulacion (Sadler, 2001).

En la primera fase, conocida con el nombre de “escision” (Bazer et al., 1996),
tiene lugar una serie de divisiones mitdticas, espaciadas en intervalos de
aproximadamente 12 horas que producen un aumento del nimero de células Ilamadas
blastdmeros y cuyo tamafio es cada vez menor (Sadler, 2001). En los mamiferos, estas
divisiones tempranas tienen lugar mientras el embrion esta en el oviducto donde fue

fecundado y se mantiene en el interior de la zona pellcida (Burdsal, 1999).

En embriones bovinos, producidos in vitro, los intervalos de tiempo entre las
divisiones son variables y decrecen a medida que avanza el desarrollo embrionario. La
primera division tiene lugar entre las 24-30 horas (Neuber et al., 2002) mientras que la
tercera se produce en un intervalo de aproximadamente 9-12 horas con relacion a la
segunda (Grisart et al., 1994; Holm et al., 1998; Neuber et al., 2002).
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24-42h Q 2 células
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42-102h
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Blastocistos tempranos Blastocistos expandidos
v
174-210h

" s Blastocistos eclosionados

Figura n°® 2.1. Estadios de desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno: 1. Embrion de 2-células; 2.
Embriones de 24-células; 3. Mérulas; 4. Blastocistos; 5. Blastocistos eclosionados.



Revision Bibliografica 19

Las divisiones celulares que siguen al estadio de dos células son asincrénicas,
lo que significa que los blastémeros del embrion en el estadio de 2-células no se dividen
al mismo tiempo. Esta asincronia da lugar frecuentemente a la formacion de embriones
en el estadio de 3-células, y es frecuente observar embriones con un nimero impar de
blastomeros (Burdsal, 1999).

En el embrién de 8-células, los blastomeros sufren una cuarta division
embrionaria y se forma el embrion de 16-células, también llamado mérula (Sadler,
2001). En este estadio se diferencian dos tipos celulares distintos, un pequefio grupo de
células internas y un gran nimero de células aplanadas externas, que se han formado

por compactacion (Burdsal, 1999).

Mientras que en muchos organismos no mamiferos las primeras divisiones
embrionarias estan controladas por factores maternos (RNAm y proteinas) hasta que el
embrion tiene de cientos a miles de células, en embriones bovinos (King et al., 1988)
este fenomeno ocurre en la cuarta division, coincidiendo en el caso del embrion bovino
con un bloqueo del desarrollo in vitro. Este bloqueo, que al inicio del desarrollo de la
tecnologia in vitro supuso un obstaculo muy importante para el avance de estas técnicas,
se ha superado con el empleo de diferentes sistemas de cultivo, pero en su momento
hizo sospechar de la existencia de factores oviductales que ayudaban al desarrollo
embrionario temprano y que deberian estar presentes en los medios de cultivo (Eyestone
and First, 1986; First and Parrish, 1987).

Entre el estadio de 32- a 64-células se alcanza una fase Unica en el desarrollo

embrionario mamifero, el blastocisto.

La diferenciacion del blastocisto se inicia cuando la capa epitelial externa del
embrion, que a partir de este momento se Ilamara trofoblasto o trofoectodermo (TE),
comienza a transportar liquido desde el exterior hasta el interior del embrion,
produciendo un gradiente de solutos por transporte activo de iones (Na'/K* ATPasa)
que genera una cavidad llena de liquido llamada blastocele. Durante esta cavitacion, las
células resultantes de la division de las células internas de la morula permanecen
separadas del trofoblasto, asumiendo una posicion en la pared interna del blastocele: es
la Masa Celular Interna (MCI).
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La Masa Celular Interna dara lugar a celulas pertenecientes a las tres hojas
embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo) que originaran el feto, mientras
que el Trofoectodermo es un tejido diferenciado que contribuira solo en la formacion de

estructuras extraembrionarias como son la placenta y el corion.

El paso final del desarrollo preimplantacional de mamiferos placentarios, es la
eclosion del blastocisto, aproximadamente el dia 9 postfecundacion. La zona pellcida
ya no es necesaria y el blastocisto empieza a segregar enzimas proteoliticas que la
debilitan (Burdsal, 1999). Esta actividad enzimatica, junto con la presion ejercida por la

expansion y contraccion del embrion, provocan la rotura de la zona peldcida.

La produccion de embriones bovinos in vitro precisa, que tanto los sistemas de
cultivo como sus componentes estén libres de enfermedades especificas, a la vez que
sean soporte de una elevada produccion de los mismos, permitiendo obtener resultados

repetitivos (Holm et al., 1999).

Los sistemas de cultivo se dividen esencialmente en dos grandes grupos:

aquellos que se sustentan en cocultivos y los que no se realizan con apoyo celular.

Los sistemas de cocultivo, se basan en la interaccion entre las ceélulas
somaéticas, el medio y los embriones, de forma que el desarrollo embrionario in vitro
sufre un empuje fundamental a través de la contribucion de dichas células (Mermillod et
al., 1993). Estos sistemas con apoyo celular, segregan factores embriotroficos positivos
(factores de crecimiento), modificando la concentracion de los constituyentes del medio
a niveles méas apropiados para el desarrollo embrionario (Ward et al., 2000). Ademas es
posible que eliminen sustancias potencialmente peligrosas y dafiinas para el embrion

(radicales libres, metales pesados) (Avery et al., 1998).

La utilizacién de cocultivos que emplean células del tracto reproductivo
(células oviductales y del epitelio uterino) permitid, al inicio de la tecnologia in vitro,
superar el bloqueo del desarrollo embrionario en la fase de 8- a 16-células. También se
comprobd que el desarrollo embrionario es posible en presencia de lineas celulares
utilizadas rutinariamente en laboratorios de cultivo celular como las células BRL
(proceden de higado de rata bafalo) o las celulas VERO (derivan del epitelio del rifion

de mono).
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Los sistemas de cultivo de embriones que no se apoyan en cocultivos, se basan
en la utilizacion de medios en cuya composicion se han incluido, entre otros, factores
embriotréficos como el citrato (Keskintepe et al., 1995; Holm et al., 1998), el
mioinositol (Holm et al., 1998) o factores de crecimiento (Lee and Fukui, 1995; Eckert
and Niemann, 1996; Sirisathien et al., 2003). En funcion de su composicion se pueden

clasificar en:

« Medios simples: donde se incluye, entre otros, el medio SOF (Synthetic
Oviductal Fluid) y el medio HTF (Human Tubal Fluid).

« Medios complejos: disefiados para cultivar células sométicas, como por
ejemplo el TCM-199 y el Ham’s F10.

Los medios quimicos permiten una mayor observacién e identificacion de los
efectos que proporcionan, al propio medio, las diferentes sustancias que a él se pueden
afiadir. Por el contrario, con la utilizacion de cocultivos la interaccion entre el medio y
las células somaticas enmascara la identidad de los componentes embriotroficos o el

ambiente fisico (Bavister, 1995).

En 1972, Tervit y col. lograron la produccién de mérulas y blastocistos en un
medio que denominaron SOF y en los afios 90 algunos trabajos pusieron de manifiesto
que este medio podia soportar el desarrollo embrionario igual (Pinyopummintr, 1990;
Pinyopummintr and Bavister, 1991, 1993) o mejor (Shamsuddin et al., 1994) que los

cocultivos celulares.

Posteriormente, De la Varga (2005) compard el cultivo de embriones en medio
SOFaaci con el cocultivo con células VERO, obteniendo porcentajes similares de
division embrionaria el dia 3, y significativamente (p<0,05) mas elevados de embriones
de 5- a 8-células, de tasas de expansion y de eclosion de los blastocistos, empleando
SOFaaci como medio de cultivo.

Thompson y col. (1991), observaron que los resultados totales de desarrollo
embrionario mejoraban cuando el SOF se complementaba con suero fetal bovino. Este
hecho sugirié a los autores mencionados que el suero puede contener factores de

crecimiento responsables de este efecto.
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Al suero se le ha atribuido un efecto bifasico, primero inhibiendo y luego
estimulando el desarrollo embrionario (Bavister et al., 1992; Pinyopummitr and
Bavister, 1994). El suero contiene algun factor que bloquea el desarrollo de algunos
embriones cuando se incluye en el medio de cultivo unas pocas horas antes de la
primera division. Pero el suero también parece contener componentes beneficiosos para
el desarrollo hasta la fase de blastocisto de los embriones bovinos. Esos componentes

deben de estar disponibles antes o inmediatamente después de la fase de 8- a 16-células.

De la Varga (2005) también comprob6 un efecto significativo en funcion del
momento de adicion de FCS en el cultivo embrionario. Asi, la adicién de suero a las 18
horas y a las 72 horas postfecundacion determind, respectivamente, los resultados més

bajos y mas altos de desarrollo embrionario temprano en los diferentes estadios.

El estudio realizado por Holm y col. (1999) demostré que, en un medio
definido con aminoécidos (SOFaa) sin suero ni BSA, puede producirse desarrollo
embrionario hasta el estadio de blastocisto, corroborando trabajos anteriores (Eyestone
et al., 1985; Lonergan et al., 1994).

2.2. FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA PRODUCCION
DE EMBRIONES IN VITRO

22.1. ASPECTOS GENERALES DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento son compuestos proteicos de bajo peso molecular
(<30000 Da) que actian localmente, en el ovario, como hormonas
paracrinas/autocrinas. Su accion se efectia mediante receptores localizados en la
membrana celular y por un sistema de mensajeros celulares. Se han hecho importantes
progresos en la caracterizacion de la estructura y funciones de los factores de
crecimiento (Tabla 2.2), sus receptores y proteinas de union. Muchos de estos avances
se deben al desarrollo de factores de crecimiento recombinantes, técnicas de clonado
molecular y animales transgénicos. Pero a pesar de disponer de un mayor conocimiento
sobre la biologia de estos factores, atin no se ha demostrado que algunos de ellos tengan
un papel fisiolégico muy importante en los tejidos reproductivos (Kim and Fazleabas,
1999).
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2.2.1.1 FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

Se aislé por primera vez en 1961 a partir de un extracto de la glandula
submandibular de ratones recién nacidos (Cohen, 1962). Se trata de un pequefio
polipéptido mitogénico de cadena sencilla (6 kDa) con 53 aminoacidos en su secuencia.

La familia del EGF esta compuesta por: EGF, TGFa (homdlogo estructural del
EGF), HB-EGF (heparina unida a EGF), anfirregulina, betacelulina, factor de
crecimiento del virus vaccinia y la subfamilia heregulin. Todos los miembros de esta
familia se caracterizan por la presencia de 6 cisteinas que forman tres uniones disulfuro,
las cuales son responsables de la estructura terciaria de la molécula y su actividad
bioldgica (Kim and Fazleabas, 1999).

El receptor de la familia mas importante es el EGF-R y pertenece a la clase
erb B. Es una proteina monomérica de 170 kDa, con 1186 aminoacidos. Esta compuesto
por un dominio de union extracelular, una corta regién transmembrana de 20 a 22
aminoacidos y un dominio intracelular-citoplasmatico tirosin quinasa y zonas de
autofosforilacion. La union al ligando da como resultado una dimerizacion o formacion
del complejo receptor-ligando que activa la tirosina quinasa del receptor. Esto produce
el inicio de una cascada de sucesos de sefializacién y multitud de respuestas bioldgicas.
Después de la activacion, el complejo receptor-ligando EGF es internalizado y

degradado en los lisosomas (Kim and Fazleabas, 1999).

El EGF esta distribuido en un amplio nimero de tejidos y fluidos corporales de
muchos mamiferos. Sus acciones bioldgicas y las de los péptidos de la misma familia,
son diversas estando relacionado con la proliferacion, regulacion y diferenciacion
celular (Kim and Fazleabas, 1999).

El EGF-R esta expresado en todos los tipos celulares uterinos (Kim and
Fazleabas, 1999). Diversos estudios demuestran que la localizacion del EGF-R aumenta
en el estado proliferativo del endometrio y alcanzan su pico justo antes de la ovulacion
(Kim and Fazleabas, 1999).
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Tabla 2.2. Relacion de algunos de los factores de crecimiento implicados en reproduccion animal.

CSF Factor estimulante de colonias

CSF-G Factor estimulante de colonias de granulocitos

CSF-GM Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos

EGF Factor de crecimiento epidérmico

FGF Factor de crecimiento fibroblastico

FRP Proteina reguladora folicular

FSHBI Inhibidor de la unién a FSH

HFGRP Péptido liberador de gonadotropina folicular humana

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos

IF Inhibina de liquido folicular

IGF Factor de crecimiento similar a la insulina

LF Lactoferrina

LI Inhibidor de la luteinizacion

LS Estimulador de la luteinizacion

MIS Sustancia inhibidora de los conductos de Miiller

NGF Factor de crecimiento nervioso

NP-Ga Neuropéptidos GnRHa

NP-GB Neuropéptidos GnRHf3

OoMI Inhibidor de la division mei6tica para la maduracién del ovocito

OFFP Péptido del liquido folicular ovarico

PDGF Factor de crecimiento plaquetario

TGF Factor de crecimiento transformante

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

VIP Péptido intestinal vasoactivo

A nivel celular el EGF estimula el transporte de iones, aumenta la fosforilacion

proteica enddgena, causa alteraciones en la morfologia celular y estimula la sintesis de

ADN (Kim and Fazleabas, 1999). Es un agente mitogénico para una amplia variedad de

células epiteliales y epidérmicas, como: fibroblastos, células de la glia, células

epiteliares mamarias, células endoteliales vasculares y corneas, células de la granulosa

bovina, condrocitos de conejo, células HeLa y células SV40-3T3 (Carpenter and Cohen,
1979; Sakaguchi et al., 2000).
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Skinner y col. (1987) demostraron que las células tecales e intersticiales del
ovario de rata producen EGF, y que este factor de crecimiento participa en los
mecanismos de regulacion de las funciones de las células de la granulosa. EI EGF
estimula, en varias especies, la proliferacion in vitro de estas células. Y, ciertos niveles
de FSH pueden suprimir esta accion mitogénica debido posiblemente a una saturacion

del receptor (Gospodarowicz and Bialecki, 1979).
2.2.1.2. FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF)

Los FGFs juegan un papel muy importante en el desarrollo, la hematopoyesis,
la tumorogénesis y en la funcion curativa de lesiones (Kim and Fazleabas, 1999).

Se han identificado nueve miembros de la familia FGF. Todos ellos se
expresan en el hombre, salvo el FGF-8 que solo se ha identificado en ratones. Tienen un
peso molecular que varia de 17 a 38 kDa (Kim and Fazleabas, 1999) y son menos
estables al calor que el EGF (Lee and Fukui, 1995).

El FGF-2, también conocido como FGF basico (FGFb), fue identificado en
1974 como una proteina de 146 aminoacidos que podia estimular la proliferacién de las
células fibroblasticas de ratén 3T3 (Gospodarowicz, 1974). De todos los FGFs, es el
que esta mas ampliamente distribuido por los distintos tejidos siendo un potente agente
mitogeno (Gospodarowicz et al., 1987) que actua en un amplio rango de tipos celulares
y goza de un espectro de actividades bioldgicas méas extenso (Lobb et al., 1986; Kim
and Fazleabas, 1999).

El gen del FGFb tiene 34 kb y estd localizado en el cromosoma 4 humano
(Kim and Fazleabas, 1999). EI FGFb purificado humano y bovino difieren solamente en
tres aminoacidos de su secuencia y pueden presentar reacciones cruzadas (Esch et al.,
1985).

El FGF tiene cuatro receptores distintos: FGF-R1, FGF-R2, FGF-R3 y FGF-
R4, con un dominio de unién extracelular, un dominio transmembrana y un dominio
citoplasmatico tirosin quinasa. Los FGFs también pueden unirse, aunque con baja
afinidad, a glucosaminoglicanos como la heparina y el heparansulfato (Kim and
Fazleabas, 1999).
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El FGF-1 o FGF éacido (FGFa) y el FGFb tienen un 55% de homologia en la
secuencia de aminoacidos, y actlan sobre los mismos receptores celulares pero con
diferentes actividades especificas, dependiendo del tipo celular (Neufeld and
Gospodarowicz, 1986).

In vivo, el FGFa y el FGFb juegan un importante papel en la proliferacion
celular y la diferenciacién asociada con la embriogénesis, la regeneracion de tejidos, el
desarrollo del sistema nervioso central, la cura de lesiones, la angiogénesis y la

progresion tumoral (Gospodarowicz et al., 1987).

El efecto mitogénico del FGFa estd directamente correlacionado con su
presencia en el ndcleo. También se piensa que el FGFb podria activar las proteina
quinasas nucleares y regular la transcripcion genética ribosomal (Kim and Fazleabas,
1999).

No se han encontrado genes del FGFb en blastocistos de raton (Rappolee et al.,
1988). En embriones bovinos, Watson y col. (1992) indicaron que el gen del FGFb es
un transcripto materno que se pierde en el estadio de 8- a 16-células. Sin embargo en
blastocistos bovinos, Cooke y col (2009) y Mufioz y col. (2009) localizaron el gen FGFb
y el receptor FGF-R2.

2.2.1.3. FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA
(IGF-1 e IGF-11)

Estos factores fueron descubiertos primero como factores de sulfatacion,
mediando los efectos de la hormona de crecimiento, por lo que inicialmente se llamaron
somatomedinas (Kim and Fazleabas, 1999). El IGF-I, que es idéntico a la
somatomedina C, esta bajo el control de la hormona de crecimiento hipofisaria (Klapper
et al., 1983; Zumstein and Stiles, 1987).

Los IGFs (IGF-I e IGF-IlI) son hormonas similares a la insulina. Son
polipéptidos cercanamente emparentados y que comparten un 62% de la secuencia de
aminoacidos con un peso molecular bajo, de aproximadamente 7 kDa (Rinderknecht
and Humbel, 1978a,b; Kim and Fazleabas, 1999). Concretamente, el IGF-1 es un
polipéptido de cadena sencilla con 70 residuos de aminoacidos unidos por tres puentes
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disulfuro, y el IGF-I1I tiene la misma estructura, con 67 aminoacidos (Rinderknecht and
Humbel, 1978a).

Los IGFs se unen a los receptores IGF-I-R e IGF-11/Manosa-6-fosfato (M-6-P),
asi como también al receptor de la insulina, pero con menor afinidad. EI IGF-I-R es un
heterotetramero consistente en dos subunidades-a. extracelulares y dos subunidades-3
transmembrana. A este receptor se une el IGF-I con mayor afinidad que el IGF-I1 (Kim
and Fazleabas, 1999).

Las subunidades-a y alguna porcion extracelular de las subunidades-f
confieren la union al ligando, mientras que las subunidades-f intracelulares poseen un
dominio catalitico tirosin quinasa. La via de sefializacion de los receptores IGF es
similar a otros factores de crecimiento en los que la unién al ligando autofosforila al
receptor, que a continuacion fosforila a otros substratos que contengan tirosina (Kim
and Fazleabas, 1999).

Los IGFs son sintetizados por diferentes tipos celulares y pueden actuar de un
modo autocrino, paracrino o endocrino. El IGF-I, al igual que el EGF, forma circuitos
paracrinos entre el tracto reproductivo y el embrion; mientras que el IGF-II utiliza un

circuito de regulacion embrionaria autbnomo (Kaye, 1997).

El IGF-11I se une con mayor afinidad al receptor IGF-11/M-6-P, pero también se
une al receptor IGF-1-R, con una afinidad proxima a la del IGF-I. Cuando las acciones
del IGF-Il estdn mediadas por esta reaccion cruzada se consideran primarias en la
fisiologia embrionaria preimplantacional in vitro (Rappolee et al., 1992; Kaye, 1997).

Aunque las acciones del receptor IGF-11/M-6-P en la sefializacion del IGF-II,
estdn menos claras, este receptor puede tener un papel importante en la captura de IGF-
Il desde la circulacion (Kim and Fazleabas, 1999). La alta capacidad del IGF-1I para
estimular la sintesis de proteinas, la formacion del blastocisto y la proliferacion celular
puede ser indicadora de que el IGF-1I embrionario podria también formar un circuito
enddgeno con el receptor IGF-11/M-6-P (Kaye, 1997).

El IGF-I es un agente mitogénico para una gran variedad de células:
fibroblastos, osteoblastos, células del musculo liso, células del cerebro fetal, células

neurogliares y células progenitoras de eritrocitos. También estimula la diferenciacién
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del mioblasto y la formacion miotubular. Para controlar la proliferacion celular y la
diferenciacion, este factor de crecimiento, regula momentos especificos en la fase G1

del ciclo celular animal (Zumstein and Stiles, 1987).

El IGF-I tiene otros efectos similares a la insulina: estimula el consumo de
glucosa en el tejido adiposo y presenta homologia con la proinsulina (Rinderknecht and
Humbel, 1978a).

En 1992, se demostré el papel del IGF-1 como factor de supervivencia en
cultivo para las células que eran Interleuquina-3 dependientes (Rodriguez-Tarduchy et
al., 1992). Ademéas se vio que tenia propiedades antiapoptéticas cuando en un
experimento se indujo apoptosis por activacion del gen c-myc y el IGF-1 previno la

muerte (Harrington et al., 1994).

En 2000 Guler y col. publicaron la presencia de receptores de IGF-l en
ovocitos inmaduros de oveja. Para el ganado bovino también se han detectado
receptores del IGF-1 en ovocitos (Matsui et al., 1997; Yoshida et al., 1998b; Izadyar et
al., 2000; Wasielak and Bogacki, 2007).

Las acciones biologicas de los IGFs estdn moduladas por una familia de, al
menos seis Proteinas de Unidn al IGF (IGFBPs), que se producen en la mayoria de los
tejidos y se encuentran tanto en la circulacion como en los compartimentos
extracelulares. Las IGFBPs actian como transportadoras de proteinas en el plasma y
controlan el flujo de IGFs desde el espacio vascular, prolongandoles la vida media y
regulando su beneficio metabolico. Ademas, modulan directamente la interaccion de los

IGFs con sus receptores y controlan sus acciones biologicas (Kim and Fazleabas, 1999).
2.2.1.4. FACTOR DE CRECIMIENTO PLAQUETARIO (PDGF)

Ross y col. en 1974 identificaron en el suero de mono este factor de
crecimiento. Se localiza en los granulos o de las plaquetas, y se libera durante la
formacion de coagulos (Kaplan et al., 1979), siendo el agente mitogénico principal de
las células de origen mesenquimatico (Kohler and Lipton, 1974).

Se ha purificado y descrito como una glicoproteina catiénica, con un peso
molecular de aproximadamente 30 kDa, compuesta por dos subunidades enlazadas
covalentemente, llamadas cadena A (16kDa) y B (14 kDa) (Antoniades et al., 1979;
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Heldin et al., 1979). Dependiendo del tipo celular, el PDGF puede existir como
homodimeros AA o BB, o como heterodimero AB. En las plaquetas, aproximadamente
el 70% del PDGF esta formando el heterodimero AB vy el resto casi exclusivamente el
homodimero BB (Ross, 1989).

Las cadenas A y B son homdlogas en el 40% de su secuencia (Betsholtz et al.,
1986). Cada cadena tiene 8 residuos de cisteina, que forman uniones disulfuro intra e
intercatenarias (Giese et al., 1987; Sauer and Donoghue, 1988). La rotura de estas

uniones causa la pérdida irreversible de la actividad bioldgica (Raines and Ross, 1982).

El PDGF se une a dos receptores distintos, pero emparentados, denominados
PDGF-a y PDGF-B (Kim and Fazleabas, 1999). EI PDGF-AA se une solo al receptor
PDGF-a.. Sin embargo, tanto el PDGF-BB como el PDGF-AB se pueden unir a ambos
receptores (Hart et al., 1988; Matsui et al., 1989a).

Quizés la expresion independiente de los dos tipos de receptores y las
diferentes isoformas de PDGF podrian explicar las diferentes respuestas celulares del
PDGF (Matsui et al., 1989b). La interaccién del PDGF con su receptor induce la
autofosforilacion del dominio tirosin quinasa del receptor, provocando la activacion de

nuevas quinasas y fosfatasas (Kim and Fazleabas, 1999).

Este factor de crecimiento se produce localmente y es indetectable en la
circulacién. Tiene una vida media de menos de dos minutos y puede actuar de modo

autocrino o paracrino (Kim and Fazleabas, 1999).

Se piensa que juega un papel esencial en la respuesta celular frente al tejido
dafado, tanto como estimulante y activador del crecimiento celular mesodérmico, o
como atrayente quimico de otras células relacionadas con procesos de reparacion
(Barnes, 1988). En esta funcion, el PDGF parece interactuar con el TGF-B1, que

también libera las plaquetas ante un dafio tisular (Pierce et al., 1989).

Desde un punto de vista patolégico, este factor de crecimiento parece ser un
mediador inicial y contribuir en el desarrollo de la aterosclerosis (Ross, 1981; Collins et
al., 1985; Barrett and Benditt, 1988; Ross et al., 1990). Una expresion celular anormal

del PDGF se asocia con transformaciones dafiinas evidentes como fibrosarcoma,
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glioblastoma, osteosarcoma, fibrosis pulmonar, mielofibrosis... (Antoniades and
Pantazis, 1989).

2.2.1.5. FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTES (TGF)

Se han descrito dos tipos de TGF, TGF-a y TGF-B, distintos en sus
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. EI TGF-a es una cadena simple de 50
aminoacidos (Adashi and Resnick, 1986) y el TGF-$ es una proteina dimérica de 25
kDa, compuesta por dos cadenas idénticas unidas por enlaces disulfuro. Se han clonado
cinco formas de TGF-p diferentes: TGF-B1, TGF-B2, TGF-f3, TGF-B4 y TGF-B5 (Kim
and Fazleabas, 1999).

Existe una gran semejanza estructural y funcional del TGF-a con el EGF, tanto
es asi, que incluso se une a los mismos receptores del EGF (Massagué, 1983; Brucker et
al., 1991). El TGF-a se produce en las células tecales del ovario y regula procesos

ovaricos con acciones mitogénicas similares al EGF.

El TGF-B tiene diversas acciones bioldgicas, las cuales dependen del tipo
celular, de su estado de diferenciacion, de las condiciones de crecimiento y de otros
factores de crecimiento presentes. Puede tener efecto estimulatorio, inhibitorio, bifasico
o ningun efecto en la proliferacion celular (Kim and Fazleabas, 1999). Mercola y Stiles
en 1988 le atribuyeron un efecto inhibidor muy potente sobre la proliferacion celular in

vitro.
2.2.1.6. FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

El VEGF es un potente agente mitogénico que se ha asociado con la regulacién
de la angiogénesis. Se han identificado tres receptores de superficie celular para el
VEGF: flt-1, flt-4 y KDR/flIk-1 (Kim and Fazleabas, 1999).

La angiogenesis es muy importante en la regeneracion endometrial uterina y en
la preparacién para la implantacién. Las células epiteliares y del estroma del endometrio
adyacentes al blastocisto, muestran acumulacion de ARNm de VEGF (Kim and
Fazleabas, 1999).
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2.2.2. FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA MADURACION DE
LOS COMPLEJOS CUMULUS-OVOCITO

La maduracién in vitro de ovocitos representa un paso importante en la

produccion embrionaria bovina.

Los factores de crecimiento y hormonas metabodlicas, aisladas o en
combinacion con las gonadotropinas, juegan un papel crucial en las funciones del ovario
(Katz et al., 1993; Izadyar et al., 1999).

2.2.2.1 FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

Drobchak (2004) detect6 por inmunohistoquimica en el oviducto, en el Utero y
en el ovario el receptor para el EGF (EGF-R) y concluy6 que la activacion del EGF-R
es indispensable para la maduracion nuclear y la fecundacion, y que los factores de
crecimiento de la familia del EGF pueden desempefiar un papel importante en la
regulacién de la funcidn ovérica en la especie porcina. EI EGF activa la ruta de las
MAPquinasas, implicadas en el reinicio de la meiosis y por lo tanto de la maduracién

nuclear del ovocito.

La activacién de la ruta de las MAPquinasas parece imprescindible para la
proliferacion celular. De hecho, se ha comprobado su implicacion en procesos
fisioldgicos tales como la division de las celulas de la granulosa, de las células de la
prostata, asi como en la espermiogénesis, la maduracion del ovocito y en el desarrollo

embrionario (Campos-Gonzalez and Glenney, 1992; Walker et al., 1998).

Ademas de la ruta de las MAPquinasas, el EGF-R activa otros sistemas, pero
todas las rutas activadas por el EGF-R poseen algo en comun: provocan un aumento
intracelular de Ca®*. El aumento intracelular de Ca®* desempefia un papel importante en
la maduracién del ovocito, la fecundacion y el blogueo de la poliespermia. Sin embargo,
un aumento intracelular sostenido de Ca®* puede desencadenar procesos de apoptosis,
por lo que sus niveles han de estar siempre muy bien regulados (Hughes et al., 1991;
Mikoshiba, 1993; Villalobo et al., 2000; Gordo et al., 2002).

Las concentraciones altas de AMPc mantienen detenida la meiosis. EI EGF

actla sobre la maduracion del ovocito eliminando las causas que lo mantienen en reposo
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meidtico, en el estadio de Vesicula Germinal. Moor (1980) indic6 que la activacion de
la meiosis se inicia con una desconexion entre el ovocito y las células del cumulus que
le rodean. Este suceso se detectd en ratona (Eppig, 1982), rata (Dekel and Sherizly,
1985), oveja (Moor and Gandolfi, 1987), vaca (Hyttel et al., 1987) y cerda (Motlik,
1989). El principal estimulador de la sintesis de AMPc es la FSH vy, por lo tanto, la
accion del EGF, para favorecer la maduracion del ovocito, podria efectuarse
interrumpiendo la accién de esta hormona sobre las células del cumulus (Pellicer et al.,
1989).

Se detectd EGF-R en células del cumulus (Qu et al., 2000) y en ovocitos
porcinos (Singh and Armstrong, 1994), bovinos (Singh et al., 1995) y de oveja (Zhou et
al., 2008).

Downs (1989) sefial6 que el EGF es el factor de crecimiento més efectivo para
inducir la maduracion in vitro y provocar la expansion del cumulus. Este efecto, segln

Vorob’eva y Nikitin (1991), seria analogo al producido al administrar LH o hCG.

Los estudios sobre la accion ejercida por el EGF sobre los ovocitos,
demostraron claramente que la accion de este factor de crecimiento no se produce
directamente, sino que se efectla siempre a través del cumulus (Downs, 1989; Grazul-
Bilska et al., 2003; Nandi et al., 2003; Drobchak, 2004), ya que con ovocitos denudados
no se observd una respuesta significativa de la maduracion in vitro cuando se
expusieron al EGF (Dekel and Sherizly, 1985; Coskun et al., 1991; Das et al., 1992).

2.2.2.2. FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF)

Downs (1989) sefialé que concentraciones de 10 ng/ml de FGF favorecen

ligeramente la maduracion in vitro de los ovocitos de raton.
2.2.2.3. FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA (IGF)

El IGF-1 se comporta en el ovario como un amplificador natural de las acciones
ejercidas por la FSH (Hsu and Hammond, 1987). Hammond y col., en 1985, indicaron
que la produccion y accion del IGF-I esta estimulada por la presencia de hormonas
gonadotropicas y ovaricas. Por otro lado, la concentracion de IGF-I en el liquido
folicular aumenta con el tamafio del foliculo (Driancourt, 1991).
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El IGF-1 y el IGF-I11, a concentraciones de 50 ng/ml, tienen un efecto positivo
sobre la maduracion in vitro de ovocitos de rata (Feng et al., 1988). Estos mismos
autores indicaron que, por el contrario, la insulina no produjo accién alguna en este
sentido. Downs (1989), utilizando concentraciones entre 0,1 y 100 ng/ml, también

describi6 una leve accion positiva del IGF-I sobre ovocitos de raton.

Otros autores sefialaron que la adicion de IGF-I junto a gonadotropinas en el
medio de maduracion de ovocitos bovinos, favorecié la maduracion in vitro y el

posterior desarrollo embrionario (Herrler et al., 1992).
2.2.2.4. FACTOR DE CRECIMIENTO PLAQUETARIO (PDGF)

El PDGF no presenta un efecto positivo sobre la maduracion in vitro de

ovocitos de raton cuando se utiliza a concentraciéon de 100 ng/ml (Downs, 1989).
2.2.2.5. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE (TGF-B)

Feng y col. (1988) indicaron un efecto claramente positivo del TGF- sobre la
maduracion in vitro de ovocitos de rata, ejerciendo su accion a través del cumulus.
Cuando al medio se afiadia EGF, estos mismos autores demostraron que la maduracién
de los ovocitos se estimulaba siempre que el TGF-B se encontrara en pequefias
cantidades, ya que, de lo contrario, a concentraciones mayores a 100 nM, se suprimia el
efecto del EGF.

Sin embargo, Downs (1989) sefialo que el TGF-fno tuvo una accion

favorecedora sobre la maduracién in vitro.
2.2.2.6. FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSOS (NGF)

El Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) tampoco produjo efectos positivos
sobre la maduracion in vitro de ovocitos en la rata (Dekel and Sherizly, 1985), ni en el
raton (Downs, 1989).

2.2.2.7. HORMONA DE CRECIMIENTO (GH)

También se ha investigado la adicion al medio de maduracién in vitro de la

hormona de crecimiento (GH) (Pozzobon et al., 2005). Silva y col., (2009) publicaron la
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existencia de receptores de la hormona GH en ovocitos bovinos y en las células del

cumulus.

Esta hormona induce la expansion del cumulus (lzadyar et al., 1997), acelera la
maduracion nuclear (lzadyar et al., 1996; Iga et al., 1998a,b) y mejora las tasas de
maduracion, de division (Moreira et al., 2002) y el desarrollo embrionario posterior
hasta blastocisto (lga et al., 1998a,b).

2.2.3. FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA FECUNDACION

Se piensa que los factores de crecimiento juegan un papel importante en la
fecundacién, ya que el EGF, el NGF (factor de crecimiento nervioso), asi como varias
enzimas, que se sabe que regulan la accion de algln factor de crecimiento, se aislaron

en el plasma seminal de toro (Shivaji et al., 1990).

De igual modo, tras el tratamiento de espermatozoides de conejos y ratones con
PAF (Factor Activador de Plaquetas), se observo (Rozengurt, 1986; Siess, 1989;
Roudebush et al., 1993) un aumento en la tasa de fecundacion y mejora en el desarrollo
embrionario. Este factor activa plaquetas y, de esta forma, provoca el desprendimiento
de sustancias biolégicamente activas, como el PDGF (Siess, 1989; Wahl et al., 1989).
Su presencia fue detectada, asimismo, en espermatozoides humanos, y se demostrd
(Ricker et al., 1989; Minhas et al., 1991; Minhas, 1993) que su adicion in vitro a estas
células, mejoro la movilidad espermatica y el potencial de fecundacion.

En un experimento llevado a cabo por Eckert y Niemann (1996), se estudio el
efecto del PDGF durante la fecundacién. Los CCOs bovinos, después de su maduracion,
se coincubaron con los espermatozoides en el medio de fecundacion suplementado bien
con PVA (Polivinil alcohol) (Control-), bien con PDGF a tres concentraciones
diferentes (1, 10 y 100 ng/ml), o bien con BSA (Control+). Para CCOs de buena
morfologia, la fecundacion y la division no estuvieron influenciadas por la presencia del
PDGF, mientras que el desarrollo a morulas y blastocistos, fue menor en el grupo

Control- que en el grupo Control+ y en presencia de 10 ng/ml de PDGF.

Estos resultados indican que en un medio de fecundacion libre de proteinas, el

PDGF aumenta la capacidad de desarrollo embrionario hasta morulas o blastocistos. De
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esta forma el PDGF podria ser, un factor importante para sustituir los efectos del suero

en un medio definido.

Como se sefiala, solo se observaron efectos significativos utilizando el PDGF
en CCOs de buena calidad morfoldgica. Esto sugiere que los CCOs de peor calidad no
son capaces de responder al PDGF, posiblemente por una pérdida de receptores
funcionales en su superficie 0 a que disponen de un menor nimero de células del
cumulus que los CCOs de buena calidad. Por tanto, los efectos del PDGF podrian estar
mediados por las células del cumulus y no directamente por los gametos o embriones, al
igual que ocurre con el EGF y el IGF-I (Lorenzo et al., 1994). Asi estos autores
comprobaron que la utilizacion de PDGF aumenta la maduracién nuclear o la

fecundacién en ovocitos bovinos rodeados de cumulus, pero no en ovocitos denudados.

Se entiende que es necesario un nimero minimo de células del cumulus para
generar, en el ovocito, una cantidad significativa de precursores para su desarrollo
posterior, y que por lo tanto la presencia de las células cumulus hace que las condiciones

de cultivo no estén completamente definidas (Eckert and Niemann, 1996).

2.24. FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL DESARROLLO
EMBRIONARIO

Durante el desarrollo embrionario en el oviducto, tanto éste (Gandolfi et al.,
1991, 1993; Watson et al., 1992; Host-Hansen et al., 1993) como el mismo embrion
(Rappolee et al., 1988; Heyner et al., 1989; Watson et al., 1992; Wiley et al., 1992),

segregan diversos factores de crecimiento y presentan receptores para algunos de ellos.

Kaye, en 1997, apuntd que para el desarrollo embrionario in vitro durante esta
etapa, la sincronizacion de la fisiologia materna y embrionaria deberia confiarse a
sefiales difusibles para soportar y optimizar dicho desarrollo. Y, en ese mismo afio,
Kane y col. (1997) sefialaron que los factores de crecimiento jugarian un importante
papel en el desarrollo previo a la implantacion. Se piensa que el reloj mitético estaria
regulado por factores de crecimiento y podria modificarse por pequefias diferencias en

la concentracion y en el tipo de factor (Noble et al., 1988; Raff et al., 1988).

Tradicionalmente los medios de cultivo se han suplementado con suero o

albimina sérica. El suero contiene aminoécidos, hormonas y factores de crecimiento
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que podrian estimular el desarrollo, aunque es dificil interpretar los efectos de una

sustancia especifica afiadida al medio (Lee and Fukui, 1995).

Aunque se considera que la BSA, al igual que el suero, esta libre de virus, su
empleo acarrea una serie de problemas derivados de su afinidad a contaminantes
bioldgicos, y a las diferencias en cuanto a calidad que presentan las preparaciones
comerciales (Kane, 1983; Fukui et al., 1991; Rosenkrans and First, 1991; Gray et al.,
1992; McKiernan and Bavister, 1992).

La produccion embrionaria en medios con proteinas/macromoléculas sintéticas
0 recombinantes seria la mejor forma de conseguir mayor repetibilidad (Sirisathien et
al., 2003).

Para investigar los efectos de los factores de crecimiento y evitar interferencias
desde el sistema in vitro, es necesario un medio definido carente de fuentes proteicas
(Eckert and Niemann, 1996).

El desarrollo embrionario previo a la implantacion requiere un programa
genético y un medio ambiente adecuado. El programa genético es reflejo de la
activacion jerarquica y ordenada de genes reguladores, los cuales activan a su vez genes
subordinados que determinaran el destino y la diferenciacion celular (Kidder, 1992).
Esto explicaria, en parte, la actuacion especifica de los factores de crecimiento solo

durante, o a partir de determinados estadios del desarrollo embrionario preimplantatorio.

La produccién embrionaria bovina en un medio libre de proteinas, estd
asociada con menores tasas de fecundacion, de division y de desarrollo a mérulas y
blastocistos (Pinyopummintr and Bavister, 1991; Eckert and Niemann, 1995; Holm et
al., 1999; Krisher et al., 1999). Para incrementar el desarrollo de blastocistos bovinos,
se han afiadido al medio de cultivo varios factores de crecimiento (Adamson, 1993;
Harvey et al., 1995; Kane et al., 1997) que, en general, promueven la formacién de
blastocistos y aumentan el nimero de células de los mismos (Paria and Dey, 1990;
Harvey and Kaye, 1990, 1992; Lighten et al., 1998; Martin et al., 1998).

2.2.4.1 FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

Esta familia estd asociada con la fisiologia del Trofoectodermo, la expansion

del blastocisto y la implantacion (Kaye, 1997). EI EGF y el TGFa estan presentes en el
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oviducto humano, y los estudios realizados sugieren que la expresion de estos factores
de crecimiento varia con el tipo de célula y el estado reproductivo, y podria estar

regulada por los estrogenos (Kim and Fazleabas, 1999).

Se cree (Kim and Fazleabas, 1999) que estos péptidos jugarian un importante
papel en la invasion del trofoblasto, la proliferacion y su diferenciacion, ya que se ha
observado mayor expresion de los mismos en los estadios tempranos de la gestacion,

que en los tardios.

No se ha encontrado EGF en embriones de raton cultivados en un medio libre
de este factor de crecimiento. El TGF-a es un producto embrionario, sin embargo el
EGF no lo produce el embrién, sino que es de origen materno. (Kaye, 1997). Tampoco
Rappolee y col. (1988) localizaron genes de EGF en blastocistos de raton. Sin embargo,
Dardik y col. (1992) demostraron la existencia de receptores para EGF a nivel de las
membranas basolaterales de las células del Trofoectodermo, y en menor medida en
celulas de la Masa Celular Interna, de blastocistos de raton.

Aunque en embriones de raton la union del EGF a la superficie embrionaria se
detectd solamente a partir del estadio de 8-células (Paria and Dey, 1990), se ha
comprobado que después del estadio de 4-células, aumenta el ARNm del receptor del
EGF (Wiley et al., 1992).

La union del EGF esta limitada a las celulas del Trofoectodermo, y el aumento
del nimero de ceélulas debido a la accion de este factor, se atribuyd a células del
Trofoectodermo y no de la Masa Celular Interna (Paria and Dey, 1990). En el mismo
sentido, Dardik y Schultz (1991), demostraron que blastocistos tratados con EGF

aumentaron las tasas de expansion y sintesis de proteinas en el Trofoectodermo.

La familia del EGF también es importante en la implantacion. El receptor del
EGF podria ayudar en la unién al endometrio, ya que una baja regulacion del EGF-R en
el Trofoectodermo retarda la implantacion (Paria et al., 1993). Experimentos posteriores
realizados en 1995 por Sibila y Wagner y por Threadgill y col., demostraron que una
delecion en el gen del EGF-R provocaria fallos de implantacion en el ratdn, y apoyaron

la hipotesis de que el EGF desempefiaria un papel crucial en el proceso implantacional.
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Un candidato de ligando endometrial para la unién al EGF-R trofoectodérmico
es el HB-EGF (Das et al., 1994). EI EGF-R puede interactuar especificamente con HB-
EGF y anfirregulina, que estan expresados en el epitelio luminal del endometrio (Kim
and Fazleabas, 1999). Los blastocistos que han perdido el receptor del EGF son mucho

menos adherentes a las células que expresan el HB-EGF (Kaye, 1997).
2.2.4.2. FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF)

Como agente mitogénico también juega un importante papel in vivo en la
proliferacion celular y en la diferenciacion asociada con la embriogénesis

(Gospodarowicz et al., 1987).

El FGFb estd presente a concentraciones altas en el endometrio normal de
mujeres ciclicas, mientras que solo hay una pequefa evidencia de expresion del receptor
en este tejido. También esta presente en el fluido uterino y en las células deciduales
durante la gestacion temprana en ratones (Kim and Fazleabas, 1999). Este factor de
crecimiento puede ser muy importante para asegurar la vascularizacion a lo largo del

desarrollo placentario.

Aunque Colver y col. (1991) observaron que el FGF podia inhibir el desarrollo
en embriones de raton de 2-células, Lee y Fukui (1995) encontraron que este factor de
crecimiento mejoraba significativamente los porcentajes de desarrollo, en conjunto,
hasta mérulas y blastocistos, aunque no existian diferencias si se consideraban
unicamente los blastocistos obtenidos, resultados que coincidian con los sefialados por
Yoshida y col. en 1994.

2.2.4.3. FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA (IGF-1 e
IGF-11)

In vitro, las acciones del IGF incluyen: progresion en el ciclo celular,
proliferacion, diferenciacion, regulacion de la funcion y de la muerte celular (Rubin and
Baserga, 1995; O’Coonor, 1998; Kim and Fazleabas, 1999). También promueve el
desarrollo embrionario (metabdlico y celular) en muchas especies, incluyendo la bovina
(Matsui et al., 1995; Palma et al., 1997), y con acciones diferenciadas en blastocistos
(Kaye, 1997).
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Los genes del IGF-I y sus receptores se expresan continuamente en los
embriones murinos (Heyner et al., 1989), bovinos (Watson et al., 1992; Lonergan et al.,
2000) y ovinos (Watson et al., 1994).

En blastocistos de ratdn se han identificado los dos tipos de receptores del IGF:
IGF-I-R e IGF-11/M-6-P. Este ultimo receptor se expresa primero en embriones de dos
células, persistiendo hasta la formacion del blastocisto, tanto en la Masa Celular Interna
como en el Trofoectodermo (Harvey and Kaye, 1991). Sin embargo, el receptor IGF-I-R
no se detecta antes del estadio de moérula aunque también esta presente en ambos tejidos
del blastocisto (Kaye, 1997). En otras especies, los receptores se expresan ya en el
ovocito y se mantienen durante el desarrollo preimplantacional a través de la

transcripcion embrionaria (Kaye, 1997).

El IGF-I, debido a la estimulacion selectiva de la proliferacion de las células de
la Masa Celular Interna, se puede asociar mas con funciones a ese nivel, lo que llevaria
a un aumento del crecimiento fetal (Kaye, 1997). En este sentido, algunos experimentos
genéticos demostraron que ratones deficientes en IGF-I eran mas pequefios al nacer y
tenian un peor crecimiento postnatal. A su vez, se evidenciaron claramente defectos en
el musculo esquelético, la piel y la maduracion ésea. La ausencia del receptor IGF-1-R,
determind un crecimiento significativamente menor, incluso que en los ratones
deficientes en IGF-I (Kim and Fazleabas, 1999).

Con relacion al IGF-11, si bien los ratones con déficit de este factor presentaban
un peso menor en el momento del nacimiento, el desarrollo posterior era normal sin
ningun tipo de alteracion. Sin embargo, cuando la deficiencia radicaba en el receptor
IGF-11-M-6-P, los ratones nacian con un peso mas alto y con elevados niveles de IGF-I1I

circulante (Kim and Fazleabas, 1999).
2.2.4.4. FACTOR DE CRECIMIENTO PLAQUETARIO (PDGF)

Ross y col., en 1986, apuntaron que el PDGF podria estar implicado en el
desarrollo embrionario. Watson y col. (1992) encontraron el receptor PDGFa. y el factor
PDGF en embriones bovinos producidos in vitro desde ovocitos hasta el estadio de
blastocistos. Posteriormente, Thibodeaux y col. (1993 y 1995) observaron, que en un
sistema de cocultivo conteniendo plaquetas o células epiteliales del oviducto, el anti-
PDGF reducia el desarrollo embrionario.
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También se han encontrado genes de PDGF en blastocistos de raton (Rappolee
et al., 1988).

2.2.4.5. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE (TGF-B)

En embriones de raton de 11 a 18 dias, se localiza la proteina TGF-f en areas
de epitelio critico como el mesénquima digital, las valvulas del corazéon y el paladar
(Kim and Fazleabas, 1999).

En anfibios, el TGF- es capaz de inducir in vitro la formacion del mesodermo
desde el ectodermo. Se ha encontrado TGF-B1 inmunorreactivo en embriones de raton

pre y postimplantacionales (Kim and Fazleabas, 1999).

También se ha localizado este factor en el trofoblasto y en la placenta humana
(Kim and Fazleabas, 1999).

2.2.4.6. FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

Una mutacién del gen del VEGF en ratones da lugar a muerte embrionaria,
probablemente debido a la ausencia de vasculogénesis y angiogénesis. Mutaciones en
los receptores flt-1 o KDR/flk-1 dan lugar también a mortalidad embrionaria durante el

desarrollo temprano (Kim and Fazleabas, 1999).
2.2.4.7. FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS (HGF)

Aunque recibe este nombre, se trata de un factor de crecimiento que se expresa
en una gran variedad de tejidos y tipos celulares. Y parece promover el crecimiento del
citotrofoblasto embrionario a través de un mecanismo paracrino (Kim and Fazleabas,
1999).

Parece claro, por tanto, que los factores de crecimiento juegan un importante
papel en la regularizacién de la funcién reproductora en una gran variedad de especies
(Kim and Fazleabas, 1999).

Las respuestas a los factores de crecimiento son diversas y dependen del tejido,
tipo celular, estado de la célula y del ambiente hormonal. Pueden actuar
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individualmente o en asociacion con otros para regular sucesos celulares y moleculares
que conducen al crecimiento, remodelacion, metabolismo, diferenciacion y muerte
celular (Mercola and Stiles, 1988; Hill, 1989; Sporn and Roberts, 1990; Cross and
Dexter, 1991; Kim and Fazleabas, 1999).

Estos factores interactlan con receptores de la superficie celular iniciando una
cascada de sucesos. Son sustancias de naturaleza proteica menores de 30 kDa, que
actGan como un sistema de comunicacion de las células, via receptores especificos, de
manera paracrina y autocrina. Y este sistema de comunicacion seria de gran importancia

en el desarrollo embrionario temprano y muy sensible a influencias ambientales.

El tiempo de expresion de los factores de crecimiento y sus receptores
genéticos, es diferente entre cada factor de crecimiento individual y entre las diferentes
especies animales (Heyner et al., 1993). Ademas, se cree que un efecto adicional de los
factores de crecimiento, podria depender del estadio de desarrollo en el que el embridn

se expone a dicho factor (Lee and Fukui, 1995).

Por otra parte, si tenemos en cuenta que el oviducto segrega varios factores de
crecimiento podria haber efectos sinérgicos entre las diferentes sustancias de esta
naturaleza (Gandolfi et al., 1991, 1993; Host-Hansen et al., 1993; Watson et al., 1994).

Los factores de crecimiento representan un area compleja con hilos comunes
(acciones similares de algunos factores). Cada sistema de regulacion local parece estar
dirigido por el perfil hormonal materno, lo que sugiere que el desarrollo
preimplantacional estaria modulado por la madre (Kaye, 1997).

A pesar del protagonismo dado a los factores de crecimiento en su aplicacion a
técnicas de reproduccion asistida, aun existe poca informacion y no parecen mostrar

mejoras en los resultados de la fecundacion in vitro (Kaye, 1997).

Sin embargo, el estudio de estos factores podria ser interesante para entender
mejor diversos procesos reproductivos y establecer su posible utilidad en terapias de
infertilidad (Kim and Fazleabas, 1999).



42 Revision Bibliografica

2.3. APOPTOSIS

2.3.1. CONCEPTO

Con el término apoptosis, los antiguos griegos definian la caida de las hojas de
los arboles y los pétalos de las flores. A nivel celular, el vocablo apoptosis lo

introdujeron Kerr y col. (1972) para describir un proceso activo de destruccion celular.

La apoptosis, 0 muerte celular programada, es un proceso fisiologico, regulado
genéticamente, ampliamente distribuido y conservado a lo largo de la evolucién. Ocurre
bajo condiciones fisioldgicas y la propia célula participa activamente en su muerte, por
lo que podria decirse que es un suicidio celular. Asi, este mecanismo, seria responsable
de la eliminacién de células dafiadas, transformadas o envejecidas, siendo fundamental
para el mantenimiento de una buena homeostasis tisular. También seria importante en el
desarrollo embrionario y en el funcionamiento general del sistema inmune (Afford and
Randhawa, 2000).

Ya durante el desarrollo embrionario, la apoptosis esta implicada en la
formacion de ciertas estructuras, por ejemplo: en la desaparicion de membranas
interdigitales para la formacion de los dedos en vertebrados superiores, y en la
eliminacién, en los machos, de los conductos de Miller que forman el Gtero y los

oviductos en las hembras de los mamiferos.

En muchos organismos existe, en un principio, una sobreproduccion celular
cuyo numero se ajusta al adecuado, mediante apoptosis. Asi ocurre con la generacion de
neuronas y oligodendrocitos que se forman en exceso para después igualar su numero
en funcion del de células que inervan o del de axones que mielinizan respectivamente
(Barres et al., 1992; APOred, 2005a).

Parece, como sefialan Terranova y Taylor (1999) que todas las células
nucleadas contienen un programa dirigido al suicidio, que estimulado por sefiales

apropiadas, activaria la apoptosis.

Las alteraciones que se produzcan durante este proceso pueden modificar el
delicado equilibrio entre proliferacion y muerte celular, y provocar una gran variedad de
enfermedades (Thompson, 1995). Asi, se ha propuesto la disminucion de la apoptosis
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como elemento facilitador en procesos tumorales o autoinmunes y en la cronificacion de
infecciones virales, mientras que su aumento podria estar implicado en la patogenia de
enfermedades degenerativas y cardiacas (Hetts, 1998; Benedict et al., 2002; Krijnen et
al., 2002; Friedlander, 2003).

Raff (1992), propuso que la mayoria de las células de los mamiferos
expresarian la maquinaria necesaria para sufrir muerte celular programada, y que solo

sobrevivirian si otras células se lo sefalizaban.

Existe otra forma de muerte celular, la necrosis, también llamada muerte
celular accidental o patoldgica. La necrosis se produce cuando las células son expuestas
a variaciones extremas de sus condiciones fisiologicas (Majno and Joris, 1995; Fuertes,
2003).

La necrosis y la apoptosis tienen diferentes caracteristicas morfolégicas y
moleculares (Diaz, 2003). La necrosis comienza con una disminucion en la capacidad
de la célula para mantener la homeostasis y con la entrada de agua e iones extracelulares
(Fuertes, 2003). Esto provoca el hinchamiento del citoplasma y de los organulos,
especialmente las mitocondrias, y pequefios cambios en el ndcleo, finalizando todo ello
con la lisis celular. La apoptosis sin embargo, se caracteriza por una disminucién del
tamano celular, agregacion de cromatina con fragmentacion genomica y picnosis
nuclear (Diaz, 2003).

La apoptosis afecta a células individuales, provocando que se separen de las
células vecinas, con ausencia de reaccion inflamatoria. Por el contrario la necrosis

afecta a grupos contiguos de células y la respuesta inflamatoria es intensa (Terranova

and Taylor, 1999) (Tabla 2.3).

2.3.2. FASES EN LA APOPTOSIS

Este fendmeno activo de destruccion celular, presenta una fase de activacion o

estimulacion y una fase de ejecucion.

La apoptosis se desencadena por una serie de estimulos (Fesik, 2000; Fuertes,

2003), que pueden ser:

a) Fisicos: shock por calor, hipoxia, radiacién ultravioleta, radiacion gamma.
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b) Quimicos: etanol, corticoides, toxinas, radicales libres, oxidantes,
quimioterapia.

c) Fisicos: shock por calor, hipoxia, radiacion ultravioleta, radiaciéon gamma.

d) Quimicos: etanol, corticoides, toxinas, radicales libres, oxidantes,
quimioterapia.

e) Biologicos: dafio en el ADN, infecciones virales, retirada de factores de
crecimiento, neurotransmisores, privacion de nutrientes, pérdida de
contacto con la matriz extracelular, células T citotoxicas.

Tabla 2.3. Principales diferencias entre apoptosis y necrosis (Terranova and Taylor, 1999; Diaz,
2003; Fuertes, 2003).
APOPTOSIS NECROSIS
& Induccidn fisioldgica % Induccidn no fisiolégica
& Programada genéticamente % Accidental o induccion por estimulos
& Disminucién del volumen celular patologicos
& Afecta a células individuales * Aumento del volumen celular
& Ausencia de respuesta inflamatoria % Afecta a grupos de células
o Horas de duracién % Respuesta inflamatoria intensa
& Fragmentacion prelitica del ADN * Dias de duracion
& Fragmentacion internucleosémica del % Fragmentacion postlitica del ADN
ADN por endonucleasas “* Fragmentacion no especifica del ADN
@ Grandes masas de  cromatina “* Pequefios agregados de cromatina
perinuclear % Pérdida de la integridad de la
@ Integridad de la membrana conservada membrana
©  Organelas celulares intactas % Rotura de organelas celulares
@ Formacion de cuerpos de apoptosis * Liberacion del contenido celular
© Proceso activo, que precisa energla % Proceso pasivo, que no precisa energia

(ATP)

Algunos estimulos como calor, radicales libres,

radiacion ultravioleta,

granzimas, algunas drogas y toxinas, penetran directamente en la célula y producen

cortes proteoliticos que activan a las caspasas, constituyendo una via de activacion

directa.
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Otros estimulos necesitan receptores especificos, representando una via de
activacion a través de receptores de membrana. Los receptores de la familia del Factor
de necrosis Tumoral a (TNF-a) son los receptores de muerte mas estudiados (Fesik,
2000). A esta familia pertenecen los receptores TNFR-I, Fas, y los receptores de muerte:
DR3, DR4, DR5 y DR6 (Walczak et al., 1999). Todos se unen a su ligando respectivo y
todos tienen en su porcion intracelular una region comun, llamada Dominio de Muerte
(DD), responsable de la muerte celular programada. La union ligando-receptor activa a
unas enzimas proteoliticas ejecutoras de la apoptosis llamadas caspasas, a través de unas
proteinas intracelulares adaptadoras que se unen al Receptor por el dominio DD y a las
caspasas por el Dominio Ejecutor de la Muerte celular (DED) (Fesik, 2000).

La fase de ejecucion de la apoptosis esta mediada por esta familia de proteasas
con residuos de cisteina. La propiedad de cortar proteinas por los residuos de acido
aspartico les ha dado el nombre de caspasas (cysteinyl aspartate-specific protease).
Estas enzimas proteoliticas reconocen y producen cortes en proteinas citosdlicas,
citoesqueléticas y nucleares, llamadas sustratos de muerte (Thornberry and Lazebnik,
1998; Diaz, 2003).

Los sustratos de muerte son fundamentales para mantener la integridad celular.
Al cortar dichas proteinas, se destruyen componentes estructurales que mantienen el
citoesqueleto y las membranas celulares, asi como un conjunto de enzimas implicadas
en el ciclo celular y en el proceso de reparacion del ADN (Thornberry and Lazebnik,
1998).

Inicialmente las caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas. Hay dos
tipos de caspasas: iniciadoras y ejecutoras. Las caspasas iniciadoras contienen dominios
DED (Dominio Ejecutor de la Muerte Celular) o CARD (Dominio de Reclutamiento de
Caspasas). La unién por estos dominios con otras proteinas adaptadoras, como FADD o
TRADD, induce la activacién de estas caspasas iniciadoras. A través de cortes
proteoliticos, se originan dos fragmentos de 20 y 10 kD, que dimerizan entre si, dando
lugar a la enzima activa (Figura n° 2.2) (Tewari et al., 1995; Kothakota et al., 1997; Liu
et al., 1997; Salvesen and Dixit, 1999).
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Figura n° 2.2. Esquema de activacion de caspasas iniciadoras.

Primero se movilizan las caspasas iniciadoras (2, 4, 5, 8, 9 y 10) que van
activando de forma secuencial al resto de las caspasas, dando lugar a una cadena de
reacciones proteoliticas y a un mecanismo de activacion en cascada, que finaliza con la
activacion de las caspasas ejecutoras (3, 6 y 7) (Tewari et al., 1995; Kothakota et al.,
1997; Liu et al., 1997).

La activacion de las caspasas provoca una serie de cambios en la célula:

Cambios morfoldgicos: Como consecuencia de la condensacion del citoplasma

las células disminuyen de volumen, se pierden estructuras de membrana, como
microvellosidades y desmosomas, y las células se separan de las adyacentes. El reticulo
citoplasmatico se dilata, llegando a fundirse con invaginaciones de la membrana
nuclear. También se aprecia una condensacion nuclear. Se forman densos agregados de
cromatina en forma de media luna rodeados de invaginaciones de la membrana nuclear.
Todos estos cambios originan porciones del citoplasma y del nucleo revestidos de
membrana y con organulos intactos, llamados cuerpos de apoptosis (Afford and
Randhawa, 2000; Fesik, 2000).

No hay respuesta inflamatoria porque los cuerpos de apoptosis son rapidamente

reconocidos y fagocitados por macrofagos o células vecinas. In vitro se ha observado
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que si no pueden ser eliminados, la célula termina hinchandose y produciéndose, al

final, una rotura osmotica (necrosis) (Wyllie, 1997).

Cambios bioguimicos: Durante la apoptosis se producen variaciones en el pH

intracelular implicado en la activacion de algunas caspasas y en alteraciones de las

membranas citoplasmatica y mitocondrial (Johnson, 2000).

En la membrana citoplasmatica se exponen fosfolipidos aniénicos y
fosfatidilserina, que podrian ser las sefiales moleculares reconocidas por los macréfagos
para eliminar las células muertas y evitar asi la respuesta inflamatoria (Fadok et al.,
1992; Savill, 1997).

La mitocondria juega un papel muy importante dentro del proceso de
apoptosis. Aporta a la ruta ejecutora un sitio de regulaciéon mediante las proteinas de la
familia Bcl-2. Y en ausencia de caspasas, es capaz de mediar por si sola una forma de
muerte celular mucho més lenta y de caracteristicas atipicas (APOred, 2005b).

En la mitocondria se producen algunos cambios de forma muy precoz. El
citocromo c y la proteina APAF-1 son liberados desde el espacio intermembranoso de la
mitocondria hasta el citoplasma celular. En el citosol, en presencia de ATP, se unen
formando un complejo denominado apoptosoma. Esta union provoca un cambio
conformacional en APAF-1, que le permite unirse a la procaspasa 9, activandola y
dando lugar al inicio de la cascada de las caspasas, activandose las caspasas 3y 7 (Li et
al., 1997; Budihardjo et al., 1999; APOred, 2005c).

Hay diferentes hipdtesis que explican la liberacién del citocromo c y de la
proteina APAF-1 de la mitocondria. Se ha propuesto que estas moléculas pueden salir a
través de canales abiertos en la membrana externa mitocondrial, en cuya formacion
participan proteinas de la familia Bcl-2. Otra posibilidad es que la liberacion de estas
sustancias sea consecuencia de la rotura osmética de la membrana, debido a la pérdida
de gradiente eléctrico en la membrana mitocondrial interna. La pérdida de gradiente
eléctrico provoca a su vez una disminucion de los niveles de ATP (Higuchi et al.,
1998).
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El inicio de la sefial de apoptosis puede encontrarse tanto fuera de la célula, en
los receptores de superficie, como dentro de ella, respondiendo a estimulos de estrés

celular a nivel de mitocondria o a disfunciones dentro del ciclo celular.

En el nucleo, debido a un aumento rapido del calcio intracelular, se podrian
activar endonucleasas dependientes de calcio y magnesio implicadas en la
fragmentacion del ADN por las zonas internucleosémicas (Ueda and Shah, 1994,
Fuertes, 2003).

La fragmentacion del ADN se produce de forma muy precoz. Primero se
producen cortes en una de las hebras del ADN y después cortes bicatenarios. De este
modo se originan secuencialmente, primero fragmentos de alto peso molecular (300 x
10° pares de bases-bucles hexaméricos y 50 x 10° pares de bases-bucles monoméricos) y
después fragmentos de bajo peso molecular (180-200 pares de bases), llamados
oligonucleosomas, en la fase final del proceso (Zhivotovsky et al., 1994).

Aunque los efectos de la endonucleasa sobre el ADN celular sean tan drasticos,
hay estudios que demuestran que la célula muere por apoptosis incluso en ausencia de
fragmentacion de ADN. Este hecho permite replantear la degradacion del ADN en el
proceso de apoptosis, no como medio de destruccion de la célula, sino como parte del
proceso de limpieza de las células muertas, facilitando su fagocitosis o previniendo que

el ADN integro pueda transformar a la célula fagocitica (APOred, 2005b).
2.3.3. REGULACION GENETICA DE LA APOPTOSIS

La activacion de la apoptosis puede necesitar la transcripcion de nuevos genes.
Las vias del Fas y el (TNF-a) son ejemplos de activacion no transcripcional. Pero, con
la retirada de factores de crecimiento especificos y la perdida de contacto con la matriz
extracelular, se precisa la transcripcion de nuevos genes para inducir apoptosis (Fuertes,
2003). Entre los mecanismos genéticos de regulacion, destacan los llevados a cabo por

el protooncogen Bcl-2 y por el gen supresor de tumores p53.

El protooncogen Bcl-2 codifica una proteina citoplasmética de 26 kDa. La
proteina Bcl-2 pertenece a una familia de proteinas que pueden ser agonistas (Bax, Bak,
Bad, Bcl-xs, Bik, Bid y BIk) o antagonistas de la muerte celular (Bcl-2; Bcl-xI, Mcl-1,

Bcl-w y Bag) (Terranova and Taylor, 1999) y que tienen una alta capacidad para formar
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dimeros entre ellas, que determinaran el destino de la célula hacia la supervivencia o
hacia la muerte (Fuertes, 2003). Las proteinas de la familia Bcl-2 podrian regular la

muerte celular:

a) Inactivando a las caspasas a través de tres mecanismos: por inhibicion
directa de la proteina APAF-1; por regulacion del flujo de calcio
intracelular; o por blogueo de la liberacion del citocromo c¢ de la
mitocondria, mediante la formacion de canales o poros en las membranas

mitocondriales.
b) Interaccionando con otros genes: p53y ras.

El gen p53 codifica una proteina de 53 kDa que se encuentra en el ndcleo en
forma de tetrdmero o complejo de tetrameros (Fuertes, 2003). La activacion de la
proteina p53 se produce después de diferentes estimulos (Gottlieb and Oren, 1998),
jugando un papel fundamental en la respuesta celular al dafio del ADN. Si la lesion es
importante e irreparable, la proteina p53 induciria muerte celular por apoptosis. Pero si
el dafio celular es menor, podria detener el ciclo celular para permitir que actden los
sistemas de reparacion del ADN (Heinrichs and Deppert, 2003). Se han propuesto en
este sentido diferentes mecanismos de actuacion para inducir o inhibir la apoptosis
(Tabla 2.4).

2.3.4. METODOS DE DETECCION DE LA APOPTOSIS

Se han utilizado varias técnicas para el estudio de la apoptosis. Cada una de
ellas se basa en el andlisis de diferentes estructuras celulares y detecta distintos estadios
de apoptosis, por lo que es dificil establecer una técnica de referencia. Hay técnicas que
se basan en el estudio directo de los cambios tanto morfoldgicos como bioquimicos que
sufren las células, y otras que estudian la apoptosis de forma indirecta valorando las
moléculas implicadas en las fases de activacion y ejecucion, asi como los mecanismos

reguladores.
2.3.4.1. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS MORFOLOGICOS

Los cambios morfoldgicos pueden visualizarse utilizando fundamentalmente

técnicas de microscopia electrénica y, aunque resulte mas dificil, algunos de ellos
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también pueden ser detectados por microscopia Optica (Sgonc and Wick, 1994). Son
técnicas muy especificas, pero con muy poca sensibilidad, puesto que las células
apoptoticas y los cuerpos de apoptosis son fagocitados rapidamente y sélo pueden
apreciarse durante unas pocas horas.

Se ha utilizado tambien la citometria de flujo para detectar los cambios en el
tamafo y granularidad de las células apoptéticas, que dan un patron caracteristico de

dispersion de la luz que incide sobre ellas (Carbonari et al., 1994).

Tabla 2.4. Mecanismos de induccion o inhibicidn de la apoptosis del gen p53

Mecanismos de actuacién del gen p53

Para inducir apoptosis

Para inhibir apoptosis

Estimulando la expresion de los # Induciendo la expresion de la
receptores DR5, Fas, y su ligando proteina antiapoptotica Bcl-xl y de
Fas-L (Sheikh et al., 1998) receptores antiapoptoticos (Sheikh
etal., 1999)

Estimulando a la proteina # Inhibiendo la transcripcion de los
proapoptética Bax (Miyashita et genes proapoptoticos c-fos y c-jun
al., 1994) (Ginsberg et al., 1991)

Inhibiendo Bcl-2 (Miyashita et % Por autorregulacion  negativa

al., 1994)

Via reacciones de  oOxido-
reduccion (Polyak et al., 1997)

Via no transcripcional, bien
inhibiendo los genes necesarios
para la supervivencia, o0 bien
actuando como una enzima que
ayude a degradar el ADN
(Caelles et al., 1994)

(Freedman and Levine, 1999)

2.3.4.2. ESTUDIO DE LOS CAMBIOS DE LAS MEMBRANAS
2.3.4.2.1. CAMBIOS EN LA MEMBRANA PLASMATICA

La permeabilidad de la membrana a ciertas sustancias es distinta en las células
viables, que en las apoptdticas y en las necroticas. Esta propiedad permite la tincion

diferencial de dichas celulas mediante la entrada de distintos colorantes que se pueden
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poner de manifiesto por medio de microscopia dptica, o de fluorocromos, como Naranja
de Acridina, loduro de Propidio y Hoecht 33342, que se pueden detectar usando

microscopia de fluorescencia o citometria de flujo (Belloc et al., 1994).

La tincion diferencial de los nucleos del Trofoectodermo y la Masa Celular
Interna de blastocistos, con fluorocromos unidos a polinucleétidos especificos, mediada
por el complemento, se basa solamente en la lisis de las células del Trofoectodermo.
Esto permite la tincion nuclear por ioduro de propidio, seguido de la fijacion del
embrion en presencia de Bisbenzimida. Como el espectro de emision del loduro de
Propidio y la Bisbenzimida son diferentes, los ndcleos del Trofoectodermo y la Masa
Celular Interna pueden distinguirse por el color de su fluorescencia. Esta técnica
permite una rapida identificacidn, localizacion y cuantificacién de los fragmentos

nucleares (indicadores de muerte celular) (Hardy, 1997).

Otras técnicas detectan moléculas que se exponen de forma precoz en la
membrana citoplasmatica durante la apoptosis, como la fosfatidilserina que puede ser

marcada con Anexina V conjugada con Fluoresceina o Biotina.

El uso combinado de la permeabilidad de las membranas permite también

distinguir las células en diferentes situaciones vitales (Ferlini et al., 1997).
2.3.4.2.2. CAMBIOS EN LA MEMBRANA MITOCONDRIAL

La disminucion del potencial de membrana mitocondrial, que también es un

fendmeno precoz en el proceso de apoptosis, puede estudiarse por citometria de flujo.

Inicialmente se desarrollaron métodos que utilizaban fluorocromos lipoliticos
cationicos, tales como la Rodamina 123 o las Cianinas, los cuales en condiciones
normales se acumulaban en el interior de la matriz mitocondrial donde existia una carga
eléctrica méas negativa que en el citosol. Cuando disminuia el potencial de membrana,
disminuia la incorporacién de estos fluorocromos siguiendo el gradiente electroquimico

a traves de la membrana mitocondrial interna (Zamzami et al., 2000).

Actualmente se estan empleando otras técnicas mas precisas, capaces de
cuantificar por radiometria las variaciones en el espectro de fluorescencia que
experimentan ciertos colorantes (por ejemplo algunas cianinas), como respuesta a los

cambios eléctricos del potencial de membrana (Shapiro, 2000).
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2.3.4.3. ESTUDIOS DE LA FRAGMENTACION DEL ADN

La fragmentacion del ADN durante la apoptosis se produce, como hemos visto,
de forma secuencial. Inicialmente se originan fragmentos de alto peso molecular y
posteriormente fragmentos oligonucleosémicos de bajo peso molecular que, durante

muchos afios, se han considerado los marcadores bioquimicos de la apoptosis.

Se han desarrollado varios métodos para la deteccion de apoptosis que se basan
en el analisis de ADN, entre ellos destacan la electroforesis en gel, la tincién con

fluorocromos y el marcaje enzimatico.
2.3.4.3.1. ELECTROFORESIS EN GEL

En las células apoptdticas la cantidad de ADN de alto peso molecular va
disminuyendo a medida que va aumentando la de bajo peso molecular. Esta es la base
de uno de los métodos mas utilizados en los primeros estudios de la apoptosis. Los
fragmentos oligonucleosémicos pueden ponerse de manifiesto sometiendo el ADN a
electroforesis en gel de agarosa que da un tipico patron en escalera (Sgonc and Wick,
1994; Diaz, 2003).

Esta técnica necesita el uso de ADN aislado de poblaciones celulares puras, y
detecta estadios tardios de apoptosis, puesto que la aparicion de los fragmentos
oligonucleosémicos se produce en fases avanzadas, incluso después de los cambios

morfolGgicos caracteristicos.

Ademas, algunas células necréticas podrian dar el patrén en escalera pues la
fragmentacion internucleosémica puede ser el estadio precoz de la fragmentacion del
ADN en la necrosis, ya que son registradas del ADN maés expuesto, no enrollado ni
protegido por los nucleosomas (Rink et al., 1995; Dong et al., 1997). Por otra parte, se
han descrito casos de apoptosis sin fragmentacion del ADN en oligonucleosomas que,
por tanto, no serian detectados por esta técnica (Cohen et al., 1992; Ucker et al., 1992;
Oberhammer et al., 1993).

2.3.4.3.2. TINCION CON FLUOROCROMOS

El ADN de bajo peso molecular sale de las células apoptoticas tras el proceso
de permeabilizacion y los pasos de lavado, por lo que el contenido total de ADN
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disminuye. Tras realizar un marcaje con un fluorocromo especifico, las poblaciones
celulares pueden ser analizadas con un citometro de flujo, y la mayoria de las células
apoptoticas aparecen en fase G1 con bajo contenido de ADN, provocando la aparicién
de un pico subdiploide en la zona inmediatamente inferior al pico G1 de las células

vivas, que se ha denominado “sub G1”.

Esta técnica no es compatible con la tincion simultdnea de antigenos de
superficie, y pueden aparecer con el mismo patron células necréticas que hayan perdido
la integridad de su membrana, por lo que se deberian complementar con la valoracion
de los cambios morfoldgicos mediante el patron de dispersion de la luz (Darzynkiewicz
etal., 1992).

2.3.4.3.3. MARCAJE ENZIMATICO

Con estas técnicas incluso se pueden detectar células en distintos estadios
morfolégicos de apoptosis (Mundle et al., 1999), pero hay que tener en cuenta que un
inadecuado manejo puede inducir suficiente dafio en el ADN para tefiir nucleos

aparentemente normales (Negoescu et al., 1996).

Se usan enzimas exdgenas, como la desoxinucleotidil-transferasa terminal
(TdT) o la ADN-polimerasa, para afiadir nucleétidos marcados, que habitualmente
incluyen dUTP (desoxiuridinotrifosfato), en las zonas de rotura del ADN. Los
nucleotidos incorporados pueden ser marcados con fluoresceina (en uno o dos pasos),
con enzimas como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina y ser visualizados en

microscopia Optica tras su revelado con los cromogenos especificos.

Dependiendo del enzima utilizado para catalizar la union de los nucledétidos, la
técnica se ha denominado TUNEL (“TdT-mediated dUTP nick end labeling”) si se usa
TdT (Gavrieli et al.,, 1992), o ISEL (“in situ end-labeling”), si se usa la ADN-
polimerasa (Wijsman et al., 1993). Ambas enzimas pueden incorporar nucleétidos a una
de las dos hebras rotas del ADN o a las zonas terminales de rotura de ambas cadenas. La
diferencia es que la ADN-polimerasa cataliza la union al ADN en los extremos
terminales 3’, mientras que la TdT lo hace tanto a los extremos 3’como 5°. Ademas, la
adicion de la ADN-polimerasa depende de la presencia de nucledtidos complementarios

que hagan de molde (“template™).
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La técnica TUNEL ha sido utilizada por varios grupos cientificos para la

deteccion de apoptosis, con pequefias variaciones en el protocolo (Tabla 2.5).

Estos métodos de marcaje enzimatico consumen mucho tiempo debido a las
maltiples incubaciones y pasos de lavado, pero son muy sensibles y capaces de detectar
células en estadios muy precoces de apoptosis, antes de que aparezcan los cambios
morfoldgicos caracteristicos o el patron electroforético en escalera en el gel de azarosa
(Gorczyca et al., 1993; Mundle et al., 1999).

Brison y Schultz (1997) utilizaron el método TUNEL para confirmar la
apoptosis, asi como para tener informacion mas precisa sobre su localizacién (Figura n®
2.3). Los reactivos del TUNEL pueden penetrar en blastocistos fijados con
paraformaldehido y permeabilizados con detergentes. Blastocistos incubados con
DNasa, revelan todos los nicleos marcados (Figura n® 2.3, E). En contraste, en los
embriones no tratados con DNasa los ndcleos marcados por TUNEL presentan la

fragmentacion caracteristica de la apoptosis (Figuran® 2.3, H, I).

El método TUNEL detecta ligeramente mas nucleos apoptoticos de los que
pueden ser identificados por morfologia nuclear simplemente (Gorczyca et al., 1993).
Son nacleos marcados con TUNEL pero que no estan fragmentados y probablemente
representen células apoptdticas tempranas, que han sufrido la activacion endonucleasa,
pero aun no la rotura de la membrana nuclear, ni la asociada condensacion y
fragmentacion nuclear caracteristicas de la apoptosis (Neamati et al., 1995). Esto indica
que la fragmentacion del ADN representa un suceso temprano en la apoptosis (Moussa
et al., 2004).

Los estadios tardios de apoptosis estan sefialados por caracteristicas
morfoldgicas tipicas de la apoptosis y por la degradacién del ADN. A nivel
ultraestructural, los blastdmeros apoptdticos muestran normalmente disminucion de
tamafno, mayor densidad de la matriz citoplasmatica, aglomeracion de organulos,
condensacion nuclear, degeneracion de mitocondrias y un aumento de la presencia de
vacuolas y lisosomas primarios y secundarios. Cuando el marcaje por fluorescencia tifie
al ADN, los blastdbmeros apoptdticos normalmente aparecen condensados o
fragmentados morfolégicamente. Por otro lado, los ndcleos condensados y

fragmentados muestran usualmente positividad al TUNEL (Fabian et al., 2005a).
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Figura n® 2.3: Deteccion de nucleos apoptéticos en el blastocisto por TUNEL. Los blastocistos fueron fijados, permeabilizados y
tratados usando TUNEL (dUTP con fluoresceina conjugada (FICT)) (canal verde) o loduro de Propidio (canal rojo). (A):
Blastocisto que muestra tincion de loduro de Propidio en todos los nucleos. (B): Tincién de TUNEL de nucleos apoptéticos
en la MCl y en el TE polar. (C): Marcaje en ambos canales. (D): Control- para el TUNEL. Blastocistos incubados en
ausencia de TdT no muestran tincion. (E): Control+. Blastocistos incubados en DNasa RQ1 muestran todos los nucleos
marcados por TUNEL. (F): Los nucleos estan amplia y uniformemente tefiidos. Blastocisto que muestra células apoptoticas
en el TE mural (G), expulsadas de la MCI a la superficie blastocélica (H y L), en el interior de la MCI (J y K) y en el TE
polar (J y L). (K) muestra un blastocisto eclosionado. Destacar que la mayoria, pero no todos, de los nlcleos apoptéticos
muestran morfologia condensada o fragmentada, como se ve a altos aumentos (I), comparandolo con el grupo Control+ en
(F). Los aumentos son (450x) para todos los paneles, excepto el (F) e (1) (3500x) (Brison and Schultz, 1997).
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Los estadios finales del proceso de apoptosis estan usualmente caracterizados
por la decadencia de la célula hacia cuerpos apoptéticos. Estos cuerpos apoptoticos son
eliminados de dos posibles maneras: por fagocitosis o por expulsién seguida de una
necrosis secundaria. Algunos blastomeros apoptoticos finalizan asi, pero algunos
pueden ser eliminados incluso antes de que la célula empiece a decaer. Las células
apoptoticas son normalmente fagocitadas por sus blastbmeros vecinos o expulsadas al
espacio perivitelino o a la cavidad del blastocele. La expulsion de las células muertas al
espacio perivitelino es probablemente mas facil en la capa del Trofoectodermo.
Posiblemente la pérdida del contacto de las células expulsadas con sus blastémeros
vecinos, conduce a que no haya fagocitosis y se produzca, mas tarde, una necrosis
secundaria. La necrosis secundaria es también mas frecuente en la capa del
Trofoectodermo. En contraste, las células muertas de la Masa Celular Interna muestran
normalmente caracteristicas morfoldgicas tipicas de la apoptosis y son adecuadamente
fagocitadas (Fabian et al., 2005a).

Los estados finales de apoptosis que afectan a la integridad de la membrana
(Ilamados necrosis secundaria), también pueden ser identificados mediante colorantes
que se unen al ADN, como el homodimero Ethidium (EthD-1) (Glazer et al., 1990), que

no puede atravesar la membrana plasmatica intacta de las células vivas.

Tedricamente las técnicas de marcaje enzimatico (TUNEL), pueden detectar no
solo el ADN fragmentado durante la apoptosis, sino también durante la necrosis
(Bicknell and Cohen, 1995; Charriaut-Marlangue and Ben-Ari, 1995; Grasl-Kraupp et
al., 1995), lo que les haria perder especificidad (Grasl-Kraupp et al., 1995).

Sin embargo Rink y col., ya en 1995, habian descrito dos tipos diferentes de

células TUNEL+, en el cerebro de rata lesionado:

- Tipo |, con tincion irregular, fundamentalmente citoplasmatica, pero con el
nucleo también tefiido y que por microscopia electronica se correspondian con las

células necroticas; y

- Tipo Il, con fuerte positividad nuclear y un volumen més reducido. Los
nacleos eran redondeados, condensados y frecuentemente fragmentados, que se

corresponderian con las células que presentan cambios morfologicos de apoptosis.



58 Revision Bibliografica

El aspecto morfoldgico en las células necroticas de la reaccion TUNEL es algo
diferente, porque la desintegracion celular se produce por caridlisis (forma de
necrobiosis en la que el ndcleo celular pierde gradualmente su cromatina), mas que por
cariorrexis (rotura o desgarro del nucleo celular, desintegracion de la cromatina en
granulos), como se ha visto en la apoptosis (Majno and Joris, 1995; Darzynkiewicz et
al., 2001).

Gjarret y col. (2003) observaron que algunos ndcleos mostraban un modo de
desintegracion diferente a la apoptotica. Presentaban aumentada la intensidad de la
tincion de loduro de Propidio, un contorno difuso, pero no reflejaban reduccion del
volumen. Frecuentemente son TUNEL+ y estan fragmentados en pequefios y numerosos
elementos. Estos nucleos no fueron clasificados como apoptoéticos porque podrian

presentar necrosis u otro tipo de muerte celular.

Rodriguez y col. (2006), siguiendo los criterios de Gjarret y col. (2003),
consideraron apoptdéticos aquellos nucleos que presentaban un marcaje positivo a la

técnica TUNEL y una morfologia coincidente con alguna de las siguientes:

a) Agregados de cromatina condensados y localizados alrededor de la

membrana nuclear, dando al nacleo un aspecto lobular o de media luna.

b) Cromatina condensada agrupada en una Gnica masa, densa y homogeénea,

que presenta una superficie esférica u ovoidal.

c) Multiples fragmentos circulares con volumenes variables, y que aparecen

densamente tefiidos.

d) Cuerpos apoptéticos, formados por multiples fragmentos localizados en los

espacios intercelulares.

Y los diferencié de los necroticos, que considerd que eran aquellos ndcleos
caracterizados por una superficie con limites poco claros, aspecto “esponjoso” y

disgregados en numerosos fragmentos positivos al TUNEL.

La mejor forma de conseguir unos resultados apropiados seria, por tanto,

combinar varios métodos de deteccidn de apoptosis y clasificar como apoptoticas solo
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las células que muestran ambas caracteristicas, biogquimicas y morfoldgicas, de

apoptosis (Fabian et al., 2005a).
2.3.5. APOPTOSIS EN EL OVOCITO

La apoptosis, posiblemente bajo regulacion endocrina y paracrina (Terranova
and Taylor, 1999), afecta a los tres grandes grupos celulares del ovario: las células

germinales (oogonia y ovocitos), las células de la granulosa y las células luteales.

La reduccién en el nimero de oogonias y ovocitos a través de la apoptosis, es
un proceso normal en el desarrollo del ovario y en su supervivencia, llevada a cabo
desde los méas tempranos estadios del desarrollo ovéarico fetal hasta la vida adulta

(Terranova and Taylor, 1999).

Se sabe que la muerte golpea a las lineas germinales masculinas y femeninas
con igual intensidad. Sin embargo, las células germinales masculinas se pueden renovar
por si mismas, pero las femeninas no. Esta continua pérdida de ovocitos a lo largo de la
vida, parece estar conducida por un programa genético de muerte celular (Morita and
Tilly, 1999).

Otro proceso sobre el que juega un papel importante la apoptosis es la atresia
folicular. Es un suceso fisiol6gico importante que se produce en el ovario, mediante el
cual aproximadamente el 99% de los foliculos en el ovario humano y el 80% en el
ovario de raton, no alcanzan su completo desarrollo. Los foliculos pueden sufrir atresia
en cualquier momento de su desarrollo, pero el estadio en el que principalmente ocurre

la atresia folicular es al inicio de la formacion del antro (Terranova and Taylor, 1999).

La atresia folicular puede ser iniciada como una consecuencia directa de la
apoptosis del ovocito o como una consecuencia indirecta de la apoptosis de las células
de la granulosa (Morita and Tilly, 1999), apareciendo simultdnea o independientemente
cambios morfoldgicos en el ovocito y en las células de la granulosa (Terranova and
Taylor, 1999).

Rubio y col. (2005) al utilizar un tratamiento de superovulacion con objeto de
aumentar el numero de embriones producidos in vivo, rescataron ovocitos que

normalmente hubieran sufrido apoptosis y que alcanzaron la ovulacion. Sin embargo, se
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ha demostrado (Dieleman et al., 2002; Cognié et al., 2003; Hasler, 2003) que los
embriones derivados de estos ovocitos rescatados tienen un potencial de desarrollo
embrionario reducido, lo que puede dar lugar a un porcentaje menor de embriones con

una morfologia excelente.

Entre los cambios morfoldgicos que se producen en un ovocito que sufre un
proceso de apoptosis, cabe destacar: disminucion del tamafio, granulacion del
citoplasma, rotura de la vesicula germinal, un alineamiento de los cromosomas en

Metafase y una posible expulsion del corpusculo polar.

En las celulas de la granulosa, el comienzo de la atresia folicular se caracteriza
por una disminucion del tamafio celular, picnosis nuclear, la formacion de cuerpos de
apoptosis y la aparicion de gotas lipidicas y enzimas lisosomales en el citoplasma

(Terranova and Taylor, 1999).

Existen escasos datos sobre el destino de los ovocitos ovulados in vivo que no
son fecundados. Con toda probabilidad, estas células simplemente degeneran en el

tracto reproductivo y desaparecen sin incidentes (Terranova and Taylor, 1999).

Ya Takase y col. (1995) publicaron uno de los primeros informes relacionados
con este tema, apuntando que la apoptosis, definida por criterios morfoldgicos y analisis
in situ de la rotura del ADN, es el mecanismo responsable de la degeneracion de

ovocitos de raton no fecundados y cultivados in vitro.

Posteriormente, aunque los experimentos realizados por Van Blerkom y Davis
(1998) no pudieron demostrar in vitro ninguna correlacion entre dos marcadores
bioquimicos de la apoptosis (rotura del ADN y exposicion de fosfatidilserina en la
membrana plasmatica del ovocito) y la fragmentacidn de ovocitos humanos o murinos,
la detallada investigacion realizada por Pérez y col. (1999), reafirmé que los ovocitos de
raton no fecundados y cultivados in vitro, inician una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos similares a los efectos de la apoptosis, incluyendo condensacion

citoplasmatica, activacion de las caspasas y fragmentacion del ADN.

Con la reciente demostracion de que la fragmentacion espontanea del ovocito
in vitro esta inhibida por la sobreexpresion de la molécula antiapoptética Bcl-2, se
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apoya la hipdtesis de que esta paradigmatica muerte del ovocito es, verdaderamente, por

apoptosis (Morita et al., 1999).

Existen datos suficientes in vitro que indican que la apoptosis ocurre en
oogonias, foliculos primordiales y ovocitos privados de suero, factores de crecimiento o
citoquinas que son necesarias para su mantenimiento (Terranova and Taylor, 1999).
Pero también la apoptosis puede ser iniciada por estimulos externos, radiacion ionica,
agentes quimioterapéuticos, toxicos medioambientales, etc. (Pérez et al., 1997; Morita
and Tilly, 1999; Terranova and Taylor, 1999). Esto tiene gran importancia si se tiene en
cuenta que el ritmo al cual el reloj biolégico funciona, puede ser draméticamente

acelerado por exposicion de los ovarios a agentes nocivos (Tilly, 1998).

Una posible explicacion del fallo prematuro ovéarico seria que los genes
reguladores de la apoptosis estan sobreexpresados (genes proapoptéticos) o no
expresados (genes antiapoptéticos) en las células germinales femeninas durante el
desarrollo ovarico. Asi se crea una situacion en la cual la reserva de ovocitos esta
comprometida, antes o en el momento del nacimiento. De la misma forma, una
eliminacidén acelerada por atresia de la reserva normal de foliculos, podria precipitar el
momento del climaterio (Morita and Tilly, 1999).

En técnicas de fecundacion in vitro (Hansel, 2003), se cree que la diferencia
entre el nimero de ovocitos que son fecundados y el nimero de embriones que
finalmente se desarrollan hasta el estadio de blastocisto, son causadas principalmente
por el bajo desarrollo potencial de los ovocitos utilizados.

Cuando estos ovocitos son recogidos de animales de matadero, es posible que
la mayoria de los mismos procedan de foliculos atrésicos y por consiguiente la

produccion de blastocistos puede estar comprometida (Anguita et al., 2009).

Las células del cumulus juegan un papel importante en la regulacion de la
maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito (Tanghe et al., 2002) y en la
proteccion de los mismos frente a la apoptosis inducida por estrés oxidativo (Tatemoto
et al., 2000). Por tanto, el contacto estrecho entre estas células del cumulus y el ovocito
a través de las uniones gap, permite el intercambio bidireccional de moléculas (Tanghe

et al., 2002), y cuando la apoptosis afecta a las células del cumulus, podria dar lugar a



62 Revision Bibliografica

una menor calidad del ovocito y, en consecuencia, perjudicar la produccion embrionaria

in vitro.

Se acepta que los CCOs que proceden de foliculos no atrésicos, muestran
capas de células del cumulus compactas y un citoplasma del ovocito homogéneo,
poseyendo mayor potencial de desarrollo. Ademas, se ha demostrado (Corn et al., 2005;
Yuan et al., 2005; Anguita et al., 2009) que los CCOs sin sefiales de atresia son los que
producen mayores tasas de blastocistos. No obstante en algunos estudios realizados en
ganado vacuno (Hazeleger and Stubbings, 1992; Blondin and Sirard, 1995; De Wit et
al., 2000; Boni et al., 2002; Feng et al., 2007), se puso de manifiesto que los CCOs que
mostraban sefiales moderadas de atresia daban lugar a mayores tasas de blastocistos.
Esto parece ser debido a la similitud entre los cambios estructurales que se producen
durante la degeneracion del ovocito y aquellos que ocurren en el ovocito dominante
antes del pico de la LH (Assey et al., 1994; Hyttel et al., 1997). Es posible que la
evaluacion morfologica de los ovocitos no sea un criterio suficiente para la seleccion de
los ovocitos de mejor calidad, pero aunque no se conocen completamente los factores
que influyen en la calidad de los ovocitos, se cree que aquellos de calidad inferior estan
predestinados a sufrir apoptosis (Yuan et al., 2005).

Después de la maduracion in vitro, Warzych y col. (2007) detectaron un 11,2%
de ovocitos bovinos que presentaban marcaje TUNEL+, datos similares a los obtenidos

posteriormente en ovocitos de cabra (12%) (Anguita et al., 2009).

El objetivo del estudio de Wasielak y Bogacki (2007) fue determinar la
frecuencia de apoptosis en ovocitos recogidos de ovarios de matadero e investigar como
la accion de 100 ng/ml de IGF-I durante la maduracion del ovocito in vitro, podria

detener la apoptosis y mejorar la calidad del ovocito.

El porcentaje de ovocitos apoptoticos detectados por TUNEL, bajé a cero
cuando el medio de maduracion fue suplementado con IGF-I en comparacion con el
grupo control (0 vs 9,87%; p<0,05). Sin embargo, la tincion de caspasas activas
disminuyd ligeramente para los ovocitos madurados con IGF-1 (1,13 vs 2,8%; p<0,05).
Estos resultados indicarian que el IGF-I podria ser un factor antiapoptético durante la

maduracion del ovocito: inhibiria la apoptosis en la fase de activacion de las caspasas,
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previniendo de esta forma, el posterior avance de la apoptosis y la fragmentacion del

ADN terminal en los ovocitos (Wasielak and Bogacki, 2007).

Yuan y col. (2005) no detectaron ovocitos apoptoticos por el método TUNEL,
antes o después de la maduracién, mientras que otros autores (Matwee et al., 2000;
Wasielak and Bogacki, 2007; Warzych et al., 2007) si observaron apoptosis en ovocitos

bovinos maduros e inmaduros.

Los resultados de Wasielak y Bogacki (2007) para la fragmentacion del ADN
mostraron que, efectivamente, el porcentaje de células apoptoticas en el grupo de
ovocitos evaluados inmediatamente después de la recogida era muy bajo, pero que
aumentaba notablemente durante la maduracion in vitro cuando esta se realizaba sin
ninguna implementacion adicional. La adicién de IGF-I al medio de maduracion reduce

los niveles de apoptosis.

Las células de la granulosa y del ovocito expresan normalmente el receptor del
IGF-I. En la maduracion in vitro los ovocitos son usualmente cultivados con las células
del cumulus; sin embargo la cantidad de IGF-1 producido por las células del cumulus es
insuficiente para la maduracion. Por lo tanto, podria ser necesario la adiccion de 100
ng/ml de IGF-I (concentracion encontrada en el fluido folicular) (Wasielak and
Bogacki, 2007).

Demeestere y col. (2004), en raton, también publicaron que el nimero de
ovocitos degenerados, observados después de la fecundacion, se reduciria si se
cultivaran los foliculos y después se maduraran los ovocitos con IGF-I.

En cambio, Anguita y col. (2009) observaron, con los dos métodos de
deteccion de apoptosis (Anexina V y Técnica TUNEL), un descenso en la tasa de

apoptosis del ovocito después de la maduracion in vitro.

La apoptosis en los ovocitos podria ser un buen marcador de la calidad del
ovocito y de su capacidad para desarrollarse hasta un embrion viable. Los grupos de
ovocitos que proporcionan mejores tasas de blastocistos, son aquellos que tienen mayor
didmetro y los menores porcentajes de TUNEL+. Asi, cuando se usan los CCOs sanos
de mayor tamafio, se consigue la mayor proporcion de blastocistos. Sin embargo, el

diametro del ovocito y la morfologia del CCOs no afectan a la calidad del blastocisto en
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términos de tasa de apoptosis. La apoptosis en los ovocitos y en las células del cumulus
podria afectar al desarrollo embrionario, pero no a la calidad del embrién evaluada por

apoptosis en el blastocisto (Anguita et al., 2009).
2.3.6. APOPTOSIS EN EL EMBRION

Considerando que determinar el namero de células y el nivel de apoptosis son
indicadores muy utiles del desarrollo embrionario, la apoptosis ha despertado una
atencion especial por su papel potencial en las pérdidas embrionarias tempranas y en la
respuesta al estrés y a las condiciones suboptimas de desarrollo (Devreker and Hardy,
1997; Moley et al., 1998; Wuu et al., 1999; Matwee et al., 2000, 2001; Paula-Lopes and
Hansen, 2002).

Aunque las células apoptdticas parecen autodestruirse desde su interior,
actualmente se afirma que la cascada de sucesos intracelulares que conducen a la
eliminacién celular, rara vez ocurren en un contexto estrictamente endégeno (Pampfer

and Donnay, 1999), sefialandose como posibles causas de la apoptosis en los embriones:

1- Las anormalidades cromosomicas y nucleares, como una multiploidia o
mosaicismo (Weil et al., 1996; Jacobson et al., 1997; Warner et al., 1998; Hardy, 1999;
Pampfer and Donnay, 1999; Levy, 2001),

2- El inapropiado potencial de desarrollo, como la presencia de células de la
MCI con el potencial para formar TE (Handyside and Hunter, 1986),

3- El desequilibrio durante el crecimiento 0 una composicion inadecuada de
hormonas y de factores de supervivencia como IGF-I, IGF-11, TGFa, PAF (Byrne et al.,
2002a,b; Hardy and Spanos, 2002; Makarevich and Markkula, 2002; Fabian et al.,
2004);y

4- La exposicion a factores dafiinos, como sustancias oxigeno-reactivas (Yang
et al., 1998a), radiacion UV (Herrler et al., 1998) o choque de calor (Paula-Lopes and
Hansen, 2002).

Los componentes masculino y femenino, durante la fecundacion y desarrollo
posterior, podrian tener un importante impacto en la calidad embrionaria y en la

susceptibilidad a la apoptosis. Los efectos paternos en el desarrollo embrionario ocurren
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antes del estadio de 2-células, incluso antes de la expresion del genoma embrionario
(Eid et al., 1994; Comizzoli et al., 2000). Una de las causas de pérdida embrionaria por
factor masculino es la induccion de anormalidades cromosomicas a causa de
espermatozoides anormales. Asi, toros con cromatina estable y normal tienen mas
probabilidad de conseguir crias que toros con una cromatina anormal y menos estable
(Ballachey et al., 1988).

Walters y col. (2005) realizaron un estudio para identificar las diferencias en la
calidad embrionaria, a nivel celular, después de que los ovocitos fueran fecundados con
muestras de semen que tenian distintos porcentajes de espermatozoides
morfolégicamente anormales. La disminucién en el niamero de células en los embriones
fecundados con estos espermatozoides, sugiri6 una disminucion de la calidad
embrionaria y reveld que la morfologia espermatica ejerce una accion importante sobre

la fecundacion in vitro y en el desarrollo embrionario posterior.

Existen pruebas concluyentes (Walters et al., 2005) de que la calidad
embrionaria y su habilidad para desarrollarse hasta estadios avanzados, implantarse y
dar lugar a fetos, son procesos relacionados y aparentemente no podria identificarse un

unico factor como activador de la muerte celular programada.

Hardy (1997) sefiald que la apoptosis es un proceso normal en el desarrollo
embrionario temprano tanto in vivo como in vitro. Este fendmeno se ha observado en
numerosas especies: mono rhesus (Enders and Schlafke, 1981), raton (Enders et al.,
1982; Brison and Schultz, 1997), humanos (Hardy, 1997), equinos (Moussa et al., 2004)
y bovinos (Makarevich y Markula, 2002; Neuber et al., 2002).

En ganado bovino, Knijn y col. (2003) observaron que en todos los estadios
embrionarios la apoptosis tiende a aumentar en el grupo desarrollado completamente en
condiciones in vitro, y que el nimero total de células del embrién fue significativamente

mas bajo.

No obstante, en trabajos posteriores realizados por Feugang y col. (2004), el
namero y proporcion de células que muestran fragmentacion del ADN aumentd durante
el desarrollo embrionario, en ambas situaciones, in vivo e in vitro, lo que coincide con
estudios previos (Neuber et al., 2002; Van Soom et al., 2002b), pero el numero y la

proporcién de nucleos TUNEL+ no fue mayor para los embriones in vitro en la misma
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edad de desarrollo. No obstante, si la comparacion se realiza en base al estadio
embrionario, los embriones in vivo tienden a tener mas células apoptoticas que los in
vitro. Las comparaciones in vivo vs in vitro resultan dificiles de establecer, por dos
razones principalmente: en el sistema in vivo es dificil evaluar con exactitud el tiempo
exacto de fecundacion y las cinéticas de division en los embriones producidos in vivo e

in vitro son diferentes.

Cuando se analizan solamente blastocistos de alta calidad morfolégica, aunque
existen diferencias significativas entre embriones producidos in vivo o in vitro, la
incidencia de apoptosis en el estadio de blastocisto es muy baja, lo que impediria
reflejar las diferencias sustanciales en la viabilidad embrionaria que han sido descritas
después del trasplante embrionario. Sin embargo, cuando se analizan embriones que no
tienen tan buena calidad morfoldgica, se aprecia mayor porcentaje de células
apoptaticas (hasta el 100%) (Rubio et al., 2005). La menor calidad de los embriones in

vitro podria atribuirse a que la MCI tiene menos células viables (Knijn et al., 2003).

La apoptosis, por tanto, parece estar correlacionada con la calidad del embrion,
con un indice de muerte celular que varia de <10% para blastocistos humanos de dia 6
de buena morfologia, hasta 27% en aquellos cuya morfologia es deficiente (Hardy et al.,
1989).

Teniendo en cuenta que Merton (2002) habia observado que el desarrollo de
anormalidades cromosdmicas aumentaba también en los embriones producidos in vitro,
sin que hubiera ningln cambio aparente en las caracteristicas morfologicas
convencionales, serian necesarios, ademas de la determinacion morfoldgica, métodos
adicionales para pronosticar correctamente el desarrollo potencial y el éxito de una

posible gestacion.

Aunque la apoptosis es un fendémeno fisioldégico que también ocurre en
embriones producidos in vivo (Pierce et al., 1991), se ha sugerido que la apoptosis en
embriones producidos in vitro podria ser mayor, debido a las condiciones subdptimas
del cultivo. Las diferencias en el nimero de células de los embriones producidos in vitro
(Fischer-Brown et al., 2002), o en la expresion génica (Lim et al., 2007), el
metabolismo y el desarrollo (Krisher et al., 1999) parecen estar claramente relacionadas

con el medio de cultivo utilizado (Crosier et al., 2001).
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Se comprobo que el cultivo de embriones de raton, desde el estadio de una
célula en medio KSOM (Medio Optimizado simple de Potasio) carente de glutamina,
daba lugar a una intensa reduccién de los niveles de muerte celular (Devreker and
Hardy, 1997) comparado con el medio M16 (solucion modificada de Bicarbonato de
Krebs-Ringer) (Whittingham, 1971) o con medio KSOM implementado con glutamina
(Lawitts and Biggers, 1993). En embriones de rata el cultivo en concentraciones
elevadas de glucosa, incrementd dramaticamente la incidencia de muerte celular (De
Hertogh et al., 1991).

La muerte celular programada también estaria influenciada por la presencia o
ausencia de factores de supervivencia producidos por el propio embrion y por el tracto
reproductivo materno (Brison and Schultz, 1997; Hardy, 1997; Levy, 2001; Kamjoo et
al., 2002). Los embriones de varias especies expresan receptores, y segregan ligandos
de factores de crecimiento (Watson et al., 1992; Schultz and Heyner, 1993; Zhang et al.,
1994; Lighten et al., 1997), muchos de los cuales se ha demostrado que tienen efectos

beneficiosos en el desarrollo preimplantacional (Kaye et al., 1992).

Diversos estudios han demostrado que los embriones son particularmente
sensibles al estrés oxidativo (Umaoka et al., 1992; Tarin and Trounson, 1993; Gardiner
and Reed, 1994; Hiranruengchock and Harris, 1995; Fujitani et al., 1997; Takahashi et
al., 1997; Liu et al., 1999; Moraleés et al., 1999). EIl estrés oxidativo es el resultado de
un desequilibrio entre los mecanismos de defensa antioxidante celular y la produccién
de variedades oxigeno-reactivas (O,, H,O,, OH) que se han visto aumentadas en los
sistemas in vitro (Nasr-Esfahani et al., 1990; Nasr-Esfahani and Johnson, 1991; Goto et
al., 1993). Y se ha implicado en muchos tipos de dafios como: peroxidacion de lipidos
de membrana, oxidacion de aminoacidos y acidos nucleicos, apoptosis y necrosis
(Halliwell et al., 1992).

Se sabe que el estrés oxidativo induce muerte celular por necrosis o por
apoptosis, dependiendo del tipo celular, del origen y de la tasa de generacion de estrés
oxidativo (Nasr-Esfahani et al., 1990).

En el estadio de mérula, en la fase de formacidon del blastocele y en la fase de

expansion, se observd un aumento drastico en el metabolismo embrionario, lo que
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condujo a una mayor produccién de variedades oxigeno-reactivas (Thompson et al.,
1996; Donnay and Leese, 1999).

Varias enzimas (superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasas) 0 mecanismos
no enzimaticos (glutation, vitaminas C y E) pueden proteger al embrion de los efectos
de estas variedades oxigeno-reactivas. El glutation es el principal componente
sulfidrilico en las células de los mamiferos, y juega un papel critico en la proteccion de
la célula contra dafios oxidativos (Gasparrini, 2002). Los componentes de bajo peso
molecular como el pB-mercaptoetanol y la cisteamina aumentan en los embriones

bovinos la sintesis de glutation, mediado por la cisteina (Takahashi et al., 1993).

La adicion de cisteamina en el medio de maduracion incrementa la sintesis de
glutation (De Matos and Furnus, 2000) y mejora la maduracién del ovocito al protegerlo
del estrés oxidativo (Meister, 1983; Gasparrini et al., 2003; Zicarelli and Gasparrini,
2004). Oyamada y Fukui (2004) emplearon conjuntamente EGF y cisteamina durante la
maduracion in vitro y aungque no encontraron efectos positivos en la maduracion

nuclear, si se mejoro la tasa de division y la competencia para el desarrollo del ovocito.

En el estudio realizado por Feugang y col. (2004), el B-mercaptoetanol y el
Trolox® (analogo hidrosoluble de la vitamina E), afiadidos por separado, redujeron de
forma significativa la apoptosis inducida por estrés oxidativo en blastocistos bovinos
analizados en dia 8 postinseminacion y mejoraron la calidad de los embriones

resultantes aumentando el porcentaje de eclosion.

Al igual que Gardner y col. (2000), Feugang y col. (2004) obtuvieron un
mayor numero de células de la MCI, ademas de un incremento en el nimero de células
del TE.

Sin embargo, Van Soom y col. habian publicado (2002b) que la cisteina

aumentaba la apoptosis en embriones bovinos eclosionados de dia 9.

Otro factor a considerar es la densidad del grupo de cultivo. Se ha comprobado
(Brison and Schultz, 1997) que el desarrollo de embriones cultivados individualmente
es menor que el de los embriones que crecen en grupo, con una mayor incidencia de

muerte celular. Y para algunos autores (Paria and Dey, 1990; O’Neill, 1997) este menor
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desarrollo podria cambiar con la adicidn, en el medio de cultivo, de los factores de
crecimiento EGF, TGF-a. y TGF-p.

En embriones que se desarrollan normalmente, no se observaron procesos
espontaneos de apoptosis antes de la activacién gendmica embrionaria, que ocurre en el
raton durante el estadio de 2-células (Flach et al., 1982), en humanos y cerdos en el
paso de 4 a 8-células (Braude et al., 1988) y entre 8 y 16-células para las vacas (Telford
et al., 1990), aunque podrian inducirla agentes especificos (Weil et al., 1996; Matwee et
al., 2000). En vacuno se observo apoptosis en el estadio de 8 a 16-células, en el 5-30%
de los embriones producidos in vitro y en el estadio de moérula en el 60-80% de los
mismos (Byrne et al., 1999; Matwee et al., 2000; Gjgrret et al., 2003).

En todos los mamiferos los mayores niveles de apoptosis espontanea se
expresan en el estadio de blastocisto (Fabian et al., 2004), observandose, tanto in vivo
como in vitro, un aumento progresivo del porcentaje de células TUNEL+ en blastocistos
desde el dia 6 al dia 8 postinseminacion (Feugang et al., 2004).

El trabajo realizado por Gjgrret y col. (2003) en la especie bovina reflejo
diferentes caracteristicas de la apoptosis atendiendo al estadio de desarrollo y
diferencialmente afectados por la produccion in vitro. Con la técnica TUNEL, la
condensacion nuclear se observo desde el estadio de 6-células (in vitro) y 8-células (in
vivo), mientras que la fragmentacion nuclear se detectd primeramente en el estadio de 9-
células (in vitro) y de 21-células (in vivo). Es decir, la condensacion se puede detectar
en estadios de desarrollo més tempranos que la fragmentacion nuclear y aparece casi
simultaneamente in vitro e in vivo, mientras que la fragmentacion nuclear ocurre mucho
mas temprano in vitro que in vivo. Estos autores sefialan que en muy pocos embriones
se puede observar la combinacion de morfologia apoptética y reaccion TUNEL+, antes

del estadio de 16-células.

Aunque en el estadio de morula, para varios rasgos apoptéticos, no se
evidenciaron diferencias significativas, entre los embriones producidos in vivo e in
vitro, si pudieron observarse en el estadio de blastocisto, donde la produccién
embrionaria in vitro se asocié con un mayor grado de apoptosis en la Masa Celular
Interna (Gjarret et al., 2003; Knijn et al., 2003).
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Asi parece que la apoptosis estaria regulada a lo largo del desarrollo, pero
pequerios detalles del proceso apoptdtico podrian estar controlados diferencialmente y

modulados independientemente por el modo de produccion embrionaria.
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En dicho contexto, el presente trabajo plantea los siguientes 0bjetivos:

= Estudiar la influencia de los factores de crecimiento, afiadidos al medio de
maduracion y/o al de cultivo in vitro, en el desarrollo embrionario

temprano.

=  Establecer la relacién volumen de medio de cultivo:n® de ovocitos o

embriones, mas adecuadas para el desarrollo in vitro.

= Determinar la calidad de los blastocistos obtenidos en los diferentes

medios empleados, estudiando:
- El porcentaje de blastocistos eclosionados;

- El n° total de células en los blastocistos: mediante tincién con loduro

de Propidio y microscopia confocal; y

- El grado de apoptosis en el trofoectodermo y en la masa celular
interna: empleando la técnica TUNEL y microscopia confocal.









Materal y Metodo

La ciencia es una estrategia, es una forma de atar la verdad,
que es algo mas que materia, pues el misterio se oculta detras.
Luis Eduardo Aute (Album “Albanta”. De paso, 1974)
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4.1. MATERIALES Y REACTIVOS

4.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

4.1.1.1. OVARIOS

En este trabajo se han utilizado ovarios procedentes de vacas sacrificadas en el
Matadero Municipal de Ledén. Tras su recogida, se trasladaron al laboratorio del
Pabellon Clinico de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn, en solucion
fisiolégica de NaCl (9 mg/ml; Sigma®, S-5886) con penicilina (100 Ul/ml; Sigma®,
PEN-NA) y sulfato de estreptomicina (100 pg/ml; Sigma®, S-6501) a una temperatura
méaxima de 30 °C. El tiempo transcurrido desde la recogida de los ovarios, hasta su
procesamiento no superd, en ningln caso, las 2 horas. A su llegada al laboratorio, los
ovarios se lavaron dos veces en agua y se mantuvieron en suero salino estéril a 30 °C,
con la misma cantidad de antibidtico que tras su recogida, hasta el momento de su

manipulacion.
4.1.1.2. ESPERMA

Se utilizaron dosis congeladas-descongeladas (250 ul) de un toro de raza
Frisona (“Philippe”, codigo 682548), pertenecientes al Centro de Seleccion y
Reproduccion Animal (CENSYRA) de Villaguilambre, en Leon. Para este trabajo de
Tesis Doctoral se utilizo siempre el mismo lote de congelacion, que se eligi6 en funcién
de la valoracion de motilidad individual, precongelacion y postcongelacion realizada
por los técnicos del CENSYRA.

4.1.2. REACTIVOS

En todo momento se emplearon productos especificos para cultivo celular

testados, no embriotéxicos.

El agua utilizada en la preparacion de los medios, con una calidad de 18,2 Q,
se obtuvo mediante un proceso de 6smosis inversa, con un sistema ELGA (Elgastat
UHQ 11®).
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4.1.3. ESTERILIZACION

4.1.3.1. REACTIVOS

Los medios que se elaboraron en el laboratorio, se esterilizaron por filtracion
(0,22 um; Millex-GV® o Millipore®). El suero salino fisiolégico se esterilizd, una vez
envasado en botellas de vidrio, en autoclave (1,2 Kg/cm? de presién durante 20 minutos

y 120 °C de temperatura).
4.1.3.2. MATERIALES

El material de manipulacion que no fue adquirido en condiciones de

esterilidad, se esterilizo en autoclave.
4.2. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE MANIPULACION

Al menos dos horas antes de su utilizacion, el medio de puncion se mantuvo en
un bafio de agua caliente a 30 °C y el de mantenimiento a 37 °C. El resto de los medios
utilizados en la maduracion y fecundacion de los complejos cumulus-ovocito y en el
cultivo de embriones, permanecieron en un incubador a 39 °C, 5% CO, y humedad

saturada.
4.2.1. OBTENCION DE LOS COMPLEJOS CUMULUS-OVOCITO

Los complejos cumulus-ovocito (CCOs) se aspiraron a partir de foliculos
visibles de 2 a 8 mm de diametro con una aguja de 18 G conectada a una jeringuilla de
10 ml (BD Plastipak® 302188) y se recogieron en un tubo de centrifuga de 50 ml
(Corning®) con medio TCM-199 Hepes (Gibco® 22340) adicionado con 2 Ul/ml de
Heparina (Sigma® H-3393).

El liquido folicular se aclard varias veces con medio de mantenimiento (MM;
Tabla 4.1) a través de un filtro (Em Con®; Eurofomento Pecuario, Madrid) y después se
vertio en una placa de Petri, en la que se buscaron los CCOs con ayuda de un
estereomicroscopio a 20x. Se seleccionaron s6lo aquellos ovocitos (60x) con citoplasma
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homogéneo, cumulus oophorus compacto y rodeados, al menos, por tres capas de

células de la granulosa.

Tabla 4.1. Composicion del medio de mantenimiento (MM).

SALES REFERENCIA Concentracion
TCM-199-Hepes Gibco®, 22340 25 mM
PVA Sigma®, P-8136 3 mg/ml

PVA: Polivinil Alcohol.

4.2.2. MADURACION

Previamente a la puesta en maduracion, los CCOs se lavaron 3 veces en MM.
A continuacion se colocaron al azar en uno de los grupos establecidos segun el disefio
experimental, y se lavaron otras 3 veces en medio de maduracion (MD; Tabla 4.2)

suplementado con diferentes fuentes proteicas segun el grupo experimental

correspondiente (Tabla 4.5).

Tabla 4.2. Composicion del Medio de Maduracion (MD)

SALES REFERENCIA Concentracion
TCM-199-NaHCO3 Gibco®, 31150 25 mM
FSH Sigma®, F-2293 1 pg/ml
LH Sigma®, L-5269 5 pg/ml
17B-Estradiol Sigma®, E-8875 1 pg/ml
Cisteamina Sigma®, M-9768 100 pumolar

(2-mercapto-Ethylamina)

FSH: Hormona Foliculo Estimulante.
LH: Hormona Luteinizante.

En todos los casos, la maduracién se realizé en placas de 4 pocillos (Nunclon®
Ref. 176740) durante 22-24 horas a 39 °C, 5% de CO, en aire y 90% de humedad
(Incubador Heraeus BB6060).
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4.2.3. FECUNDACION

4.2.3.1. PREPARACION DEL ESPERMA

Las pajuelas de esperma utilizado para la FIV se descongelaron durante 5

segundos al aire y 30 segundos en agua a 37 °C.

Para la separacion de los espermatozoides previa a la fecundacion de los
complejos cumulus-ovocito, se aplicd la técnica de “swim-up” (Figura n® 4.1). El
contenido de la pajuela de esperma descongelado se introdujo en un criotubo (Nalgene®,
ref. 5000-0020) con 1 ml de medio Sperm-TALP (STL; Parrish et al., 1988; Tabla 4.3),
donde permanecid durante 1 hora para permitir la separacion de los espermatozoides
moviles. Pasado ese tiempo se recogio el sobrenadante y se centrifugd a 200 g durante
10 min. Tras la retirada del sobrenadante, se calculd la concentracion espermatica del

sedimento.

4.2.3.2. RECUENTO DE ESPERMATOZOIDES

Se realizé en camara de Thoma a partir de una dilucién 1:10 del sedimento de

espermatozoides.

4.2.3.3. SUPERVIVENCIA'Y MOTILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES

Se valord la motilidad progresiva del sedimento espermatico, entre porta y
cubre (previamente calentados a 37 °C), en el microscopio de contraste de fases (10x).
Solo se procedié a la fecundacion en el caso de que la motilidad progresiva de la

muestra fuera >60%.
4.2.3.4. FECUNDACION IN VITRO

Tras un doble lavado de los CCOs en MM y uno en medio de fecundacion
(MF; medio Fert-TALP) (Tabla 4.3), los ovocitos, a la espera de los espermatozoides, se
depositaron en placas multipocillo con un volumen de medio Fert-TALP acorde al

grupo experimental que correspondia.
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Tabla 4.3. Composicion basica de los medios utilizados para la separacion de los espermatozoides
por la técnica de “swim-up” (STL, medio Sperm-TALP) y para la fecundacion (MF, medio Fert-TALP).

SALES REFERENCIA STL Fert-TALP
NaCl Sigma®, S-5886 114 mM 114 mM
KClI Sigma®, P-9541 3,22mM 3,22 mM

NaH2PO,.H,0 Merck®, 6346 0,30 mM 0,30 mM
NaHCOs Sigma®, S-4019 25 mM 25 mM
CaCl,.2H,0 Merck®, 2382 2,04 mM 2,04 mM
MgCl,.6H,0 Merck®, 5833 0,49 mM 0,49 mM
Rojo fenol Merck®, 7241 10 mg/I 10 mg/I
Gentamicina Gibco®, 043-05710 5 ml/ml 5 ml/ml
Na-Piruvato Sigma®, P-4562 1,05 mM 1,05 mM
Na-lactato Sigma®, L-4263 36 mM 36 mM

Hepes Gibco®, 15710-031 10 mM
Heparina Calbiochem®, 375095 10 pg/ml
BSA-faf Sigma®, A-6003 6 g/l 6 g/l

BSA-faf: Albimina Sérica Bovina libre de acidos grasos.

Eliminar el
Recoger el sobrenadante
sobrenadante

Espermatozoides

descongelados Incubacion

. 10 S i B
Medio STL

CENTRIFUGACION
Sedimento
spz

Figura n® 4.1. Esquema del método “swim-up” para la seleccion espermatica descrito por Parrish y col.
(1986).
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La concentracion esperméatica utilizada fue de 2 millones de
espermatozoides/ml de medio de fecundacion. Los gametos se coincubaron durante 18
horas a 39 °C, 5% CO, y humedad saturada.

4.2.4. DECORONIZACION

Completado el periodo de fecundacion, las células del cumulus y los
espermatozoides sobrantes se retiraron agitando los CCOs durante 3 min en un tubo de
centrifuga de 15 ml (Corning®, ref. 430766). A continuacion, los presuntos zigotos se
lavaron 3 veces en MM y una en el medio de cultivo correspondiente, pasandose

después al respectivo medio de cultivo, en funcién del experimento.

4.2.5. CULTIVO DE EMBRIONES

Los embriones se cultivaron en microgotas, de 50 ul de medio, cubiertas por
aceite mineral, y preparadas, al menos con dos horas de antelacion, en placas de 4

pocillos.

Como medio de cultivo se utiliz6é el medio sintético de oviducto con citrato y
mioinositol, SOFaaci, (Holm et al., 1999) (Tabla 4.4).

De acuerdo al disefio experimental, los embriones fueron colocados al azar en
uno de los grupos de cultivo suplementado con diferentes fuentes proteicas segun el

grupo correspondiente.

El medio se renovo a las 72 h (dia 3) y a las 144 h (dia 6), y el desarrollo

embrionario se valoro en los dias 3, 6, 7, 8 y 9 postinseminacion.
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Tabla 4.4. Composicion del medio de cultivo SOFaaci.

SALES REFERENCIA SOFaaci
NaCl Sigma®, S-5886 107,70 mM
KCI Sigma®, P-9541 7,16 mM
KH,PO, Merck®, 4873 1,19 mM
CaCl,.2H,0 Merck®, 2382 1,78 mM
MgS04.7H,0 Merck®, 5886 1,51 mM
NaHCO; Sigma®, S-4019 25 mM
Rojo Fenol Merck®, 7241 10 mg/I
Na-Lactato Sigma®, L-4263 5,35 mM
Piruvato Sigma®, P-4562 7,27 mM
Glutamina Sigma®, G-1517 0,20 mM
aa-esenciales (BME)  Sigma®, B-6766 30 ml/I
aa-no esenciales (MEM) Sigma®, M-7145 10 mi/l
Tri-Na Citrato Merck®, 6448 0,34 mM
Mioinositol Sigma®, 1-7508 2,77 mM

4.2.6. DISENO EXPERIMENTAL

En este trabajo se ha evaluado el efecto, en el desarrollo embrionario y sobre

las caracteristicas estructurales de los blastocistos obtenidos:

83

= De la adicién al medio de maduracién y/o al medio de cultivo de los factores

de crecimiento: EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico, Sigma® E-9644),

FGFb (Factor de Crecimiento Fibrobléstico basico, Sigma® F-0291), IGF-I

(Factor | de Crecimiento similar a la Insulina, Sigma®, 1-3769) y PDGF
(Factor de Crecimiento Plaquetario, Sigma® P-3070), solos o en
combinacion de todos ellos, frente a un Grupo Control+ (con FCS), y a un

Grupo Control- (con PVA).

= Del nimero de CCOs puestos en maduracion o de embriones colocados en

cultivo.
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= Del volumen de medio en el que se mantienen los CCOs o los embriones

en los grupos pequerios.

Asi se han planteado los siguientes experimentos.

4.2.6.1. EXPERIMENTO 1.- Efecto de los factores de crecimiento en maduracion

sobre el desarrollo embrionario temprano.

Se compard el desarrollo embrionario al utilizar diferentes fuentes proteicas en

la composicion del medio de maduracion (MM).

Los CCOs seleccionados se dividieron en varios grupos experimentales en
funcién de que el medio de maduracion (MD) llevara como sustrato proteico FCS, EGF
(E), FGFb (F), IGF-I (1), PDGF (P), la combinacion de todos ellos (EFIP) o ninguno de
ellos (Grupo Control, PVA). Atendiendo al nUmero de CCOs puestos en maduracion, se
establecieron grupos grandes (G; 20-25 CCOs) o grupos pequefios (P; 4-6 CCOs) vy, en

este caso, al volumen de medio de maduracion, microgota (Pg: 50 ul) o pocillo (Pp: 500
ul).

La fecundacion se realiz6 en 500 ul/pocillo de medio Fert-TALP para los
grupos grandes y para los grupos pequefios cuya maduracion también se habia realizado
en pocillos de 500 pl; o en microgotas de 50 ul de dicho medio cuando la maduracion

para los grupos pequefios se habia hecho también en microgotas de 50 pl.

Después de la fecundacion y la decoronizacion, una vez lavados vy
seleccionados, los presuntos zigotos se colocaron, en namero correspondiente al grupo
experimental al que pertenecian en microgotas (50 ul) de medio SOFaaci suplementado

con 5% de FCS a partir del dia 3 postinseminacion.

En la tabla n° 4.5 se recogen los diferentes grupos experimentales en funcién
de la composicion de los medios utilizados en cada uno de ellos. Para los grupos
grandes se han realizado un total de 8 manipulaciones y para los grupos pequefios un

total de 6 manipulaciones.
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Tabla 4.5. Composicion del medio de maduracion en los diferentes grupos experimentales en funcién
de la presencia o no de FCS o de Factores de Crecimiento.

Composicion del medio de maduracion
Grupo MD  FCS PVA EGF FGFb IGF-I PDGF
/ml /ml /ml /ml /ml

MG-FCS
MPp-FCS oaml 1ml
MPg-FCS

MG-Control

MPp-Control 10 ml 3 mg

MPg-Control

MG-E

MPp-E 10 mi 10 ng

MPg-E

MG-F

MPp-F 10 ml 20 ng

MPg-F

MG-I

MPp-I 10 ml 5ng

MPg-I

MG-P

MPp-P 10 ml 1ng

MPg-P

MG-EFIP

MPp-EFIP 9,6 10 ng 20 ng 5ng 1ng

MPg-EFIP mi
MD: Medio de Maduracién (Tabla 4.2). FCS: Suero Fetal Bovino. PVA: Polivinil Alcohol.
EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico. FGFb: Factor de Crecimiento Fibroblastico basico.
IGF-I: Factor | de Crecimiento similar a la Insulina PDGF: Factor de Crecimiento Plaquetario.
MG-FCS: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MPp-FCS: 500 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-FCS: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MG-Control: 500 pl MD+PVA. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MPp-Control: 500 pl MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-Control: 50 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MG-E: 500 pl MD+EGF. N° CCOs = 20-25 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MPp-E: 500 pl MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-E: 50 ul MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 pul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MG-F: 500 pl MD+FGF. N° CCOs = 20-25 // 500 ul MF // 50 pul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MPp-F: 500 pl MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-F: 50 ul MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MG-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MPp-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-I: 50 ul MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MG-P: 500 pl MD+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MPp-P: 500 pl MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-P: 50 pul MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

MG-EFIP: 500 ul MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS.
N° zigotos=20-25.

MPp-EFIP: 500 ul MD+EGF+FGF+IGF-1+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MPg-EFIP: 50 pl MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
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4.2.6.2. EXPERIMENTO 2.- Efecto de los factores de crecimiento en el medio de

cultivo sobre el desarrollo embrionario temprano.

En este experimento se analizd el desarrollo embrionario al utilizar, en la

composicion del medio de cultivo (SOFaaci), diferentes fuentes proteicas.

Los CCOs seleccionados se dividieron en varios grupos experimentales, en
funcion del nimero de CCOs, grupos grandes (G; 20-25 CCOs) o grupos pequefios (P;
4-6 CCOs) vy, en este caso, al volumen de medio de maduracidn, pocillo (Pp: 500 ul) o
microgota (Pg: 50 ul). En todos los casos, la maduracion se realiz6 en MD

implementado con 10% de FCS.

La fecundacion se realiz6 en 500 ul/pocillo de medio Fert-TALP para los
grupos grandes y para los grupos pequefios cuya maduracion también se habia realizado
en pocillos de 500 ul; o en microgotas de 50 ul de dicho medio cuando la maduracién

para los grupos pequefios se habia hecho también en microgotas de 50 pl.

Después de la fecundacion y la decoronizacion, una vez lavados y
seleccionados, los presuntos zigotos se dividieron en varios grupos experimentales
(Tabla n° 4.6), en funcion de que el medio SOFaaci llevara como sustrato proteico FCS,
EGF (E), FGFb (F), IGF-1 (1), PDGF (P), la combinacién de todos ellos (EFIP) o
ninguno (Control, con PVA); atendiendo a la edad de cultivo, desde el dia 1 (C1) o
desde el dia 3 (C3) postinseminacion; en funcion del nimero de CCOs puestos en
maduracion, grupos grandes (G; 20-25 CCOs) o grupos pequefios (Pp o Pg; 4-6 CCOs),

pero en todos los casos el cultivo se realizé en microgotas con 50 ul de medio.

Para los grupos grandes se realizaron un total de 8 manipulaciones y para los
grupos pequerios un total de 6.
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Tabla 4.6. Composicion del medio de cultivo en los diferentes grupos experimentales en funcién de la
presencia de FCS o de Factores de Crecimiento hien desde el dia 1 inseminacion (C1) o bien a partir del
dia 3 postinseminacion (C3).

Grupo Composicién del medio de cultivo
Dia 1 pi Dia3 pi SOFaaci FCS EGF FGFb IGF-I PDGF
P P /ml /ml /ml /ml
C1G-FCS C3G-FCSs
C1Pp-FCS C3Pp-FCS 475 pl 25 ul
C1Pg-FCS C3Pg-FCS
C1G-Control C3G-Control
C1Pp-Control C3Pp-Control 500 pl
C1Pg-Control C3Pg-Control
Cl1G-E C3G-E
C1Pp-E C3Pp-E 500 pl 10 ng
C1Pg-E C3Pg-E
C1G-F C3G-F
C1Pp-F C3Pp-F 500 pl 1ng
Ci1Pg-F C3Pg-F
C1G-I C3G-I
C1Pp-I C3Pp-I 500 pl 50 ng
C1Pg-I C3Pg-I
C1G-P C3G-P
C1Pp-P C3Pp-P 500 pl 1ng
C1Pg-P C3Pg-P
C1G-EFIP C3G-EFIP
C1Pp-EFIP C3Pp-EFIP 480 pl 10 ng 1ng 50 ng 1ng
C1Pg-EFIP C3Pg-EFIP

SOFaaci: Medio de Cultivo (Tabla 4.4).

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico.

IGF-I: Factor | de Crecimiento similar a la Insulina
CG-FCS: 500 pul MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.

CPp-FCS: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

CPg-FCS: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.

CG-Control: 500 pul MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 ul MF // 50 pl SOFaaci+PVA. N° zigotos = 20-25.

CPp-Control: 500 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 ul MF // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos = 4-6.

CPg-Control: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos = 4-6.

CG-E: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos = 20-25.

CPp-E: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+EGF. N° zigotos = 4-6.

CPg-E: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+EGF. N° zigotos = 4-6.

CG-F: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 20-25.

CPp-F: 500 pul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 4-6.

CPg-F: 50 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 4-6.

CG-I: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+IGF. N° zigotos = 20-25.

CPp-I: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 ul SOFaaci+IGF. N° zigotos = 4-6.

CPg-1: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 ul SOFaaci+IGF. N° zigotos = 4-6.

CG-P: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 20-25 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 20-25.

CPp-P: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 4-6.

CPg-P: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 pl MF // 50 pl SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 4-6.

20-25 // 500 wl MF /I 50 pul SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I1+PDGF.

CG-EFIP: 500 pl

MD+FCS. N°

N° zigotos=20-25.
CPp-EFIP: 500 pl MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 500 pl MF // 50 pl SOFaaci+EGF+FGF+IGF-1+PDGF. N° zigotos = 4-6.
CPg-EFIP: 50 pul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul MF // 50 pl SOFaaci+EGF+FGF+IGF-1+PDGF. N° zigotos = 4-6.

CCOs

FCS: Suero Fetal Bovino.
FGFb: Factor de Crecimiento Fibroblastico basico.
PDGF: Factor de Crecimiento Plaquetario.
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4.2.6.3. EXPERIMENTO 3.- Efecto de los factores de crecimiento en el medio de
maduracion y en el medio de cultivo sobre el desarrollo embrionario

temprano.

En este experimento se evalud el desarrollo embrionario obtenido tras afiadir

fuentes proteicas tanto al medio de maduracion (MD) como al de cultivo (SOFaaci).

Los CCOs seleccionados se dividieron en varios grupos experimentales, en
funcién de que el medio de maduracion (MD) llevara como sustrato proteico FCS, EGF
(E), FGFb (F), IGF-I (I), PDGF (P), la combinacion de todos ellos (EFIP) o sin
sustrato proteico (Control, con PVA); atendiendo al nimero de CCOs puestos en
maduracion, grupos grandes (G; 20-25 CCOs) o grupos pequefios (P; 4-6 CCOs) y, en

este caso, al volumen de medio de maduracion, microgota (Pg: 50 ul) o pocillo (Pp: 500
ul).

La fecundacion se realiz6 en 500 ul/pocillo de medio Fert-TALP para los
grupos grandes y para los grupos pequefios cuya maduracion también se habia realizado
en pocillos de 500 ul; o en microgotas de 50 ul de dicho medio cuando la maduracion

para los grupos pequefios se habia hecho también en microgotas de 50 pl.

Después de la fecundacion y la decoronizacion, una vez lavados y
seleccionados, los presuntos zigotos se dividieron en varios grupos experimentales
(Tabla n° 4.7), en funcion de que el medio SOFaaci lleve sustrato proteico FCS, EGF
(E), FGFb (F), IGF-I (1), PDGF (P), la combinacion de todos ellos (EFIP) o ninguno
(Control, con PVA); atendiendo a la edad de cultivo, desde el dia 1 (C1) o desde el dia
3 (C3) postinseminacion; en funcion del nidmero de CCOs puestos en maduracion,
grupos grandes (G; 20-25 CCOs) o grupos pequefios (P; 4-6 CCOs), pero, en ambos

casos, se realizo el cultivo en microgotas con 50 ul de medio.

Para los grupos grandes se han realizado un total de 8 manipulaciones y para

los grupos pequerios un total de 6.
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Tabla 4.7. Composicion del medio de maduracién y del medio de cultivo en los diferentes grupos
experimentales en funcion de la presencia de FCS o de Factores de Crecimiento. El medio de cultivo se
implementa con estas fuentes proteicas bien desde el dia 1 postinseminacion (C1) o bien a partir del dia 3

postinseminacion (C3).

C=C16C3 /ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml

PDGF
/ml

MCG-FCS
MCPg-FCS oml 1ml
MCPg-FCS

475 pl 25l

MCG-Control
MCPg-Control 10ml 3 mg
MCPg-Control

500 pl

MCG-E
MCPg-E 10 mi 10 ng

MCPg-E

500 pl 10 ng

MCG-F
MCPg-F 10 ml 20 ng

MCPg-F

500 pl 1ng

MCG-|
MCPg-I 10 ml 5ng

MCPg-|

500 pl 50 ng

MCG-P
MCPg-P 10 ml 1ng

MCPg-P

500 pl

1ng

MCG-EFIP
MCPg-EFIP 9,6 ml 10ng 20ng 5ng 1ng

MCPg-EFIP

Composicion del medio de maduracion Composicion del medio de cultivo
Grupo MD FCS PVA EGF FGFb IGF-I PDGF ||| SOFaaci FCS EGF FGFb IGF-I
480 pl 10 ng 1ng 50 ng

1ng

MD: Medio de Maduracién (Tabla 4.2). SOFaaci: Medio de Cultivo (Tabla 4.4).
FCS: Suero Fetal Bovino. PVA: Polivinil Alcohol.

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico. FGFb: Factor de Crecimiento Fibroblastico basico.
IGF-I: Factor | de Crecimiento similar a la InsulinaPDGF: Factor de Crecimiento Plaquetario.
MCG-FCS: 500 pl MD+FCS. N°CCOs = 20-25 // 50 pl SOFaaci+FCS. N° zigotos = 20-25.
MCPp-FCS: 500 pl MD+FCS. N°CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MCPg-FCS: 50 ul MD+FCS. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+FCS. N° zigotos = 4-6.
MCG-Control: 500 ul MD+PVA. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+PVA. N° zigotos = 20-25.
MCPp-Control: 500 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+PVA. N° zigotos = 4-6.
MCPg-Control: 50 ul MD+PVA. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+PVA. N° zigotos = 4-6.
MCG-E: 500 pl MD+EGF. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+EGF. N° zigotos = 20-25.
MCPp-E: 500 pul MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+EGF. N° zigotos = 4-6.
MCPg-E: 50 ul MD+EGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+EGF. N° zigotos = 4-6.

MCG-F: 500 pul MD+FGF. N° CCOs = 20-25 // 50 pul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 20-25.
MCPp-F: 500 pl MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+FGF. N° zigotos = 4-6.
MCPg-F: 50 ul MD+FGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+FGF. N° zigotos = 4-6.

MCG-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+IGF-I. N° zigotos = 20-25.
MCPp-I: 500 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+IGF-I. N° zigotos = 4-6.
MCPg-I: 50 pl MD+IGF-I. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+IGF-I. N° zigotos = 4-6.

MCG-P: 500 pl MD+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 20-25.
MCPp-P: 500 pl MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 ul SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 4-6.
MCPg-P: 50 ul MD+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+PDGF. N° zigotos = 4-6.

MCG-EFIP: 500 pul MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 20-25 // 50 ul SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF.

N° zigotos=20-25.

MCPp-EFIP: 500 pl MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF.

N° zigotos = 4-6.

MCPg-EFIP: 50 pl MD+EGF+FGF+IGF-I+PDGF. N° CCOs = 4-6 // 50 pl SOFaaci+EGF+FGF+IGF-I+PDGF.

N° zigotos = 4-6.
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4.3. PARAMETROS ESTUDIADOS

4.3.1. DESARROLLO EMBRIONARIO

En todos los experimentos se analizd el desarrollo embrionario los dias 3 (72
h), 6 (144 h), 7 (168 h), 8 (192 h) y 9 (216 h) postinseminacion.

* D: % embriones de 2 o méas células, obtenidos en dia 3, con relacion al total de

zigotos puestos en cultivo.

* 5-8C: % de embriones de mas de 4-células, obtenidos en dia 3, con relacién al total

de zigotos divididos.

* M+B: % de moérulas y blastocistos obtenidos en dia 6, con relacion al total de

zigotos divididos.

* B6: % blastocistos obtenidos en dia 6 con relacién al total de zigotos divididos.

* B7: % blastocistos y blastocistos expandidos obtenidos en dia 7 con relacion al total
de zigotos divididos.

* Bex8: % blastocistos expandidos, en dia 8 con relacion al total de zigotos divididos.

* Bec % de blastocistos eclosionados en dia 9 con relacion al total de zigotos
divididos.

4.3.2. VALORACION ESTRUCTURAL DE LOS EMBRIONES
BOVINOS CON MICROSCOPIA CONFOCAL

En este apartado se estudio la estructura de los blastocistos expandidos en dia 7

u 8 obtenidos en los distintos grupos experimentales, analizando,

= el nimero de células en el Trofoectodermo (TE) y en la Masa Celular
Interna (MCI), y

= las células apoptéticas
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para lo cual se utilizo el siguiente procedimiento (Figura n® 4.2):

1- Los blastocistos se lavaron en medio PBS (Gibco® 10010) con un 0,1% de PVP
(Polivinilpirrolidona) (Sigma®, P-0930), previamente calentado durante 1 hora a 37
°C. Se hicieron tres lavados, a 37 °C, en pocillos de 500 pl durante 5 minutos cada

uno de ellos.

2- A continuacion se fijaron a 37 °C en PBS con un 4% de Paraformaldehido
(Fluka®, 76240), colocandolos en pocillos de 500 pl donde se mantuvieron durante

1 hora a temperatura ambiente.

3- Seguidamente se lavaron 3 veces en PBS con un 0,1% de PVP en pocillos de 500

ul, empleando 5 minutos en cada lavado.

4- Transcurrido este tiempo, los embriones se permeabilizaron en PBS con un 0,5%
de Triton X-100 (Fluka® 93426), en pocillos de 500 pl durante 1 hora a

temperatura ambiente.

5- Después se lavaron dos veces en pocillos con 500 ul de PBS, con un 0,1 % de

PVP (5 minutos en cada lavado).

6- Algunos blastocistos se procesaron como Control+ del TUNEL (Roche®,
1684795):

a) Se incubaron en microgotas de 50 pl de PBS con DNasa RQ1 (Promega®,
M-6101) (50 U/ml) en camara humeda, durante 30 minutos a 37 °C.

b) Se lavaron 3 veces (5 minutos en cada lavado) en pocillos de 500 ul de
PVP/PBS.

c) Seguidamente se incorporaron al progreso de la reaccion TUNEL.

* A partir de este momento, todos los pasos se realizaron en oscuridad *
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7- Reaccion TUNEL: Los blastocistos se incubaron 1 hora a 37 °C, en camara
humeda, en microgotas de 50 ul de TdT-dUTP (5 ul TdT+ 45 pl dUTP-

fluoresceina).

Control- del TUNEL.: (reaccion TUNEL sin TdT). Se incubaron, en camara
himeda, durante 1 hora a 37 °C en microgotas de 50 ul de dUTP.

8- A continuacion, los blastocistos se incubaron en microgotas de 50 ul de PBS con
0,1% de RNasa (Roche®, 0109142), durante 1 hora a 37 °C, en cdmara hiimeda.

9- Transcurrido este tiempo, se mantuvieron en microgotas de 50 ul de PBS con
loduro de Propidio (Sigma®, P-4170) (100 ug/ml), durante 45 minutos a 37 °C, en

camara humeda.

10- De nuevo se limpiaron 2 veces (5 minutos cada lavado) en pocillos con 500 pl
de PVP/PBS.

11- Posteriormente se pasaron los embriones por un gradiente incrementado del
antifade Vectashield (Vector®, H-1000) diluido en PBS: 30 minutos en
Vectashield/PBS al 50%; 30 minutos en Vectashield/PBS al 75%; 30 minutos en
Vectashield/PBS al 100%.

12- Para terminar, los blastocistos teflidos se montaron entre porta y cubreobjetos

para su observacion.

Para no producir presién mecanica sobre la muestra, con el fin de no alterar su
morfologia, se depositaron los blastocistos sobre un cubre preparado con Poly-L-
lisina (Sigma®, P-8920) diluida (1:10 en agua milli-Q) y en el que se habian
dispuesto dos anillas de papel autoadhesivo. Los blastocistos se alojaron en el
interior de las anillas y se retir0 completamente el Vectashield, esperando unos
segundos para que se pegaran a la Poly-L-lisina. Se recubrio, de nuevo, con una
gota de Vectashield al 100% el hueco de la anilla. Finalmente, se coloc6 un porta
encima del cubre, se dio la vuelta a la preparacion y se sell6 con laca de ufias.
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13- La observacion de los blastocistos se realizé con un microscopio laser confocal
(Radiance 2000, Bio-Rad, USA) montado sobre un microscopio de epifluorescencia

(Nikon Eclipse TE3000). Se utiliz6 un objetivo de inmersion de 60x.

Se obtuvieron imagenes seriadas del plano X/Y a intervalos de 2,5 um en el eje
Z. Con estas secciones, los nlcleos aparecieron al menos en dos imagenes consecutivas,

y asi aseguramos que todos los nucleos del embrion fueran registrados.

Para la observacion de la doble fluorescencia se selecciond el sistema de laser
Argon (488, 10 mW) y Green HeNe (543, 1,5 mW) y los fotomultiplicadores PMT1
(filtro de emision HQ 515/30) y PMT?2 (filtro de emision HQ 600/50) para fluorescencia
verde y roja respectivamente. De esta forma, se consiguio captar digitalmente en primer
lugar la emision de fluoresceina (color verde) y en segundo término la emisién de

loduro de Propidio (fluorescencia roja).

Por altimo, se superpusieron las dos imégenes digitales en un ordenador
acoplado al microscopio confocal, lo que permitio su andlisis retrospectivo, sin pérdida

de la fluorescencia por parte de la muestra.

El porcentaje de apoptosis se analiz6 mediante la técnica TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling).

La fragmentacion nuclear provocada por la apoptosis, produce la formacion de
fragmentos de ADN de diversos tamafios, entre ellos estdn moléculas de ADN de alto
peso molecular con muescas (nicks) que afectan a una u otra de sus hebras en diferentes
puntos, pero no en la doble cadena. Estas muescas pueden ser identificadas mediante la
unién de nucledtidos marcados a los extremos OH-3" libres; esta reaccion estara
catalizada por la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Los nucleétidos
incorporados estan conjugados con fluoresceina, lo que permitird que puedan detectarse

mediante microscopia de fluorescencia.
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Blastocistos a analizar

Control-

TUNEL

37°C

Lavados en 500 ul de PVVP/PBS (0,1%)
5 minutos/lavado, a 37 °C

Fijacion en 500 ul de Paraformaldehido (4%)
1 hora, a temperatura ambiente

Lavados en 500 pl de PVVP/PBS (0,1%)
5 minutos/lavado, a temperatura ambiente

Permeabilizacion en 500 ul de Triton (0,5%)
1 hora, a temperatura ambiente

Lavados en 500 pl de PVVP/PBS (0,1%)
5 minutos/lavado, a temperatura ambiente

Control+:

1-Incubacion en 50 ul de

DNasa (50 Ul/ml)

30 minutos, 37 °C

2-Lavados en 500 pl de

PVP/PBS (0,1%)

/ 5 minutos/lavado, a temperatura
ambiente

Control+

Incubacion en 50 ul de reaccion TUNEL
1 horaa37°C

Control-:

Reaccion TUNEL sin TdT

Incubacion en 50 ul de RNasa (0,1%)
1 hora,a37°C

Tincion en 50 ul de loduro de Propidio
(100 mg/ml)
45 minutos, a 37 °C
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. Lavados en 500 ul de PVP/PBS (0,1%)
5 minutos/lavado, a temperatura ambiente

¥
50 75 Exposicion al gradiente incrementado de
“'"" % Vecta-shield. 30 minutos/gradiente

Montaje entre porta y cubre con Poly-L-
A © lisina (dilucion 1:10) y Vecta-shield al
100%.

Analisis de las muestras en el microscopio
Confocal

Figura n® 4.2. Esquema del método utilizado para la deteccién de apoptosis y el recuento de células en
embriones, en estadio de blastocisto expandido, obtenidos por FIV en ganado vacuno.

Los embriones obtenidos de CCOs madurados con suero, y cultivados en
SOFaaci, en grupos grandes sin suplemento proteico o suplementados, a partir del dia 1
0 3 de cultivo, con FCS o con los factores de crecimiento EGF, FGFb, IGF-1 y PDGF, o
con la combinacién de todos ellos, fueron fijados en dia 7-8, tefiidos y analizados con

microscopia confocal. Asi:

= Se determino el nimero total de células en el Trofoectodermo y en la Masa
Celular Interna de cada blastocisto por recuento de los nucleos tefiidos con
loduro de Propidio.

La localizacion de los nucleos de cada compartimento embrionario se basé
en la posicién de los cortes realizados con el microscopio confocal. Los
ndcleos de las células del Trofoectodermo rodean a los de la Masa Celular
Interna (Figuras n® 4.3, 4.4y 4.5).
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= Se estudiaron los nucleos con degradacion del ADN tanto en las células
del Trofoectodermo como de la Masa Celular Interna, valorando la
morfologia nuclear mediante la tincion por ioduro de propidio y también
analizando la fragmentacion del ADN con la reaccion TUNEL. Esto
permitié clasificar los ndcleos por sus caracteristicas morfologicas y

bioguimicas.

De esta forma y atendiendo en primer lugar a las caracteristicas

morfoldgicas, se clasifico el nucleo como:

- Normal: ndcleo sano en interfase, redondeado u ovalado, teflido de forma

uniforme (Figuras n® 4.3, 4.4y 4.5).
- Mitotico: ndcleo en division (Figuras n° 4.6 y 4.7).
- Apoptotico: con dos tipos caracteristicos,

Condensado: nucleo mas pequefio y redondeado, tefiido de forma mas
intensa (Figuras n° 4.9 y 4.10).

Fragmentado: nucleo con dos o mas fragmentos de cromatina
condensada, con morfologia tipica de la apoptosis: media
luna (Figura n° 4.11), lobulados (Figuras n® 4.12 y 4.14) y
cuerpos de apoptosis (Figura n® 4.13).

- Necrotico: nucleo con unos limites poco definidos y apariencia “esponjosa”,

distinguiendo también dos tipos,

Hinchado: nucleo con un pequefio aumento de tamafio y con el borde
difuso (Figuras n°® 4.15y 4.16).

Fragmentado: nucleo con restos nucleares dispersos (Figura n® 4.17).
Teniendo en cuenta sus caracteristicas bioquimicas:

- TUNEL-: nucleo con el ADN intacto, tefiido solamente con loduro de
Propidio (canal rojo) (Figuras n® 4.3, 4.4, 4.5, 4.14 y 4.20).
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- TUNEL+: nucleo con el ADN degradado tefiido con loduro de Propidio y
con Fluoresceina (canal verde) (Figuras n° 4.8, 4.9, 4.11, 4.12, 4.15, 4.17, 4.18
y 4.19).

Esto ha permitido diferenciar seis tipos de ndcleos:

1- Normales: Morfologia normal y TUNEL- (Figuras n® 4.3, 4.4y 4.5).

2- Mitoticos: Morfologia mitdticay TUNEL- (Figuras n® 4.6 y 4.7).

3- Apoptoticos tempranos: Morfologia normal y TUNEL+ (Figura n° 4.8).

4- Apoptéticos: Morfologia apoptética y TUNEL+ (Figuras n° 4.9, 4.11, 4.12
y 4.18).

5- Necrdticos: Morfologia necroticay TUNEL+ (Figuras n®4.15y 4.17).

6

Paradojicos: Morfologia apoptdtica o necrética y TUNEL- (Figuras n°
4.10,4.13,4.14 y 4.16).

Teniendo en cuenta estos criterios, para realizar el recuento de nucleos se
computdé como un dnico nucleo fragmentado varios fragmentos dispersos en un area

comparable al tamafio de un nicleo normal.

Se calculd el indice mitdtico (1Im) para la Masa Celular Interna, para el
Trofoectodermo y para el Blastocisto como el porcentaje de células mitéticas respecto
del total de células en la MCI (IMMCI), en el TE (IMTE) y en el Blastocisto expandido

(1ImBex), respectivamente.

Se calcul6 el indice de apoptosis temprana (1At) para la Masa Celular Interna,
para el Trofoectodermo y para el Blastocisto como el porcentaje de células apoptdticas
tempranas respecto del total de células en la MCI (IAtMCI) o en el TE (IAtTE) o en el

Blastocisto expandido (1AtBex), respectivamente.

Se calcul6 el indice de apoptosis (1A) para la Masa Celular Interna, para el
Trofoectodermo y para el Blastocisto como el porcentaje de células apoptoticas respecto
del total de células en la MCI (IAMCI) o en el TE (IATE) o en el Blastocisto expandido

(IABex), respectivamente.
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El indice de necrosis (INc) se calculd para la Masa Celular Interna, para el
Trofoectodermo y para el Blastocisto como el porcentaje de células necrdticas respecto
del total de células en la MCI (INcMCI), en el TE (INCTE) y en el Blastocisto
expandido (INcBex), respectivamente.

Como se comentd anteriormente, se realizaron series Z de las secciones
Opticas, en intervalos de 2,5 um. Con estas secciones, los nucleos aparecen al menos en
dos imégenes consecutivas y asi aseguramos que todos los nucleos del embrién sean

registrados.

Se observaron 6 blastocistos en cada grupo experimental, correspondientes a
cultivos realizados en tres dias diferentes, y para validar el procedimiento de recuento,

cada uno fue analizado 3 veces.

Los ndcleos de los blastocistos tratados con DNasa (Control+) fueron todos
TUNEL+. Por otro lado, no se marco con fluoresceina ningun nucleo de los controles

negativos.
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Figura n° 4.3. Blastocisto con nlcleos normales
en el TE mural (a), en la MCI (b) y en el TE

polar (c).

Figura n°® 4.4. Corte con ndcleos normales del

TE mural.

Figura n° 4.5. Ndcleos normales en el TE por

un extremo del embrion.
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Figura n° 4.6. Tres nucleos mitéticos (m) en la
MCI.

Figura n®4.7. Nucleo mitético (m).

Figura n°® 4.8. Nucleo apoptotico temprano (a).
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Figura n° 49. Nicleos apoptdticos
condensados (c) tefiidos con TUNEL (canal

verde).

Figura n° 4.10. Nucleos paradojicos
condensados (cp tefiidos solamente con IP

(canal rojo).

Figura n° 4.11. Ndcleos apoptéticos
fragmentados (f) (forma de media luna) tefiidos
con TUNEL (canal verde).
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Figura n° 4.12. Nucleos apoptdticos
fragmentados (f) (lobulados) tefiidos con
TUNEL (canal verde).

Figura n° 4.13. Nucleo paradojico fragmentado
(fo) (cuerpos de apoptosis) tefiido solo con

loduro de Propidio (canal rojo).

Figura n° 4.14. Nucleos paraddjicos
fragmentados (fp) (lobulados) tefiidos solo con

loduro de Propidio (canal rojo).
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Figura n° 4.15. Ndcleo necrotico (n) tefiido con
TUNEL (canal verde).

Figura n°® 4.16. Nucleo paraddjico necrotico (np)

tefiido solo con loduro de Propidio (canal rojo).

Figura n° 4.17. Ndcleos necroticos (n) tefidos
con TUNEL (canal verde).

=
-
=
=)
k=]
=)



104

Material y Métodos

Figura n° 4.18. Nucleo apoptotico expulsado de
la MCI.

Figura n° 4.19. Control+ para TUNEL.
Blastocisto incubado con DNAasa RQ1, sefiala
todos los nucleos tefidos con TUNEL (canal

verde).

Figura n°® 4.20. Control- para el TUNEL.
Blastocisto incubado en ausencia de TdT que

no muestra tincion TUNEL en ningun ncleo.
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4.4, ESTUDIO ESTADISTICO

Para el estudio del desarrollo embrionario se utilizé el programa estadistico
SAS™. Se realizd un anélisis de varianza siguiendo el procedimiento GLM (General

Linear Model), siendo los factores de variacion:

= Adicion de fuentes proteicas: sélo al medio de maduracion o al medio de
cultivo; en dia 1 o en dia 3 postinseminacion; tanto al medio de maduracion

como al de cultivo.

= Tamafio de los grupos: n® CCOs puestos en maduracion y/o n° de embriones

cultivados.

= El volumen de medio, en el caso de grupos de pequefio tamario: bien en

pocillo (500 ul) o bien en microgota (50 pl).

De la misma forma, se empleé el procedimiento GLM (SAS™) para el estudio
de las caracteristicas celulares de los embriones obtenidos de CCOs madurados con
suero y cultivados en SOFaaci, en grupos grandes sin suplemento proteico o
suplementados; a partir del dia 1 6 3 de cultivo; con FCS o con los factores de
crecimiento EGF, FGFb, IGF-1 y PDGF, o con la combinacion de todos ellos.

Cuando los factores mostraron efectos significativos (p<0,05) en los diferentes
grupos experimentales, sus valores se estudiaron mediante el test de Bonferroni para

comparacion de medias.






5. Resultados

Un buen trago de whisky al acostarse, no es muy cientifico,
pero ayuda.
Alexander Fleming (1981-1955)
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5.1. DESARROLLO EMBRIONARIO

5.1.1. EXPERIMENTO 1.- Adicion de los Factores de crecimiento
durante la maduracion in vitro y su efecto sobre el desarrollo

embrionario temprano.
5.1.1.1. EMBRIONES CULTIVADOS EN GRUPOS GRANDES

La adicién de FCS al medio de maduracion, dio lugar a un porcentaje de
desarrollo embrionario superior al compararlo con el resto de los grupos experimentales,
con diferencias significativas (p<0,05) para todos los estadios analizados, excepto para
el porcentaje de division (D) observado en el Grupo PDGF (p>0,05) (Tabla 5.1).

Analizando individualmente las distintas fases de desarrollo estudiadas en este
trabajo, se comprobd que tras la adicion al medio de los distintos factores de
crecimiento, el porcentaje de division (D) fue similar al Control. Sin embargo, en el
porcentaje de embriones de 5 a 8 células, se observo que al afiadir al medio de
maduracion factores como EGF, FGF e IGF-I, se obtuvieron valores mas elevados
(p<0,05) que los conseguidos en el Grupo Control, manteniéndose inferiores (p<0,05) al
Grupo FCS.

Al estudiar el porcentaje de Morulas+Blastocistos y de Blastocistos jovenes
(B6), se puso de manifiesto que los factores de crecimiento utilizados no mejoraron los
resultados proporcionados por el Grupo Control, siendo el Grupo al que se adiciond
FCS el que presento, para ambos estadios de desarrollo, porcentajes superiores (p<0,05)

al resto de los grupos establecidos.

Ninguno de los factores de crecimiento estudiados, produjo un efecto
beneficioso sobre los estadios de Blastocisto de dia 7 (B7), de Blastocisto expandido
(Bex) y eclosionado (Bec), si se les comparaba con el Grupo Control. De nuevo fue el
FCS el que dio lugar a los mejores porcentajes de desarrollo (p<0,05) en relacion a los

demas grupos experimentales.
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Tabla 5.1. Efecto de los factores de crecimiento en la maduracion (M) sobre el desarrollo temprano de
embriones mantenidos en grupos grandes (G; n= 20-25).

%

Z(n° D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

MG-Control 195 80,18+2,10 41,03+1,75 32,58+1,49 1,88+0,92 18,59+1,24 14,13+1,25 12,25+1/41
a,b d b,c b b b b

MG-FCS 198 83,07+1,28 62,15+1,07 51,38+1,32 36,04+1,99 37,32+2,02 32,30+2,04 30,50+1,40
a a a a a a a

MG-E 193 71,68+2,06 52,22+1,74 34,77+1,64 288+1,10 19674199 9,40+1,96  9,40+1,96
b b b,c b b b b,c

MG-F 198 71,27+121 49,06+1,52 39,62+1,68 2,77+1,06 11,50+1,58 8,66+1,22 7,14+143
b b,c b b c b b,c

MG-I 196 72,05+1,83 46,82+1,17 36,37+1,19 6,37+1,27 13,51+1,50 2,13+0,23 5,81+1,53
b b,c b,c b b,c b b,c

MG-P 197 77,66£1,59 37,27#1,12 29,49+1,73 4,63+125 14,46+157 6,41+125 4,43+153
a,b d c b b,c b c

MG-EFIP 190 71,19%#2,12 40,76+1,26 35,61+1,41 0 12,67+1,38 10,10+1,81 6,42+1,68
b c,d b,c b b,c b b,c

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 8. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c,d: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MG-Control: Medio de maduracion sin suplemento proteico.

MG-FCS: Medio de maduracion implementado con FCS.

MG-E: Medio de maduracion implementado con el factor de crecimiento EGF.

MG-F: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento FGFb.

MG-I: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento IGF-I.

MG-P: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento PDGF.

MG-EFIP: Medio de maduracion implementado con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.

5.1.1.2 EMBRIONES CULTIVADOS EN GRUPOS PEQUENOS

La maduracion de los ovocitos en grupos pequefios con un volumen de 500 pl
de medio bloquea, en todos los grupos estudiados, el desarrollo en fases embrionarias
tempranas (5 a 8 células) (Tabla 5.2). EI FCS afiadido al medio de maduracion aunque
mejoro, con respecto al Grupo Control, los porcentajes de division y de embriones de 5-
8C, las diferencias encontradas no fueron estadisticamente significativas. Ninguno de
los factores de crecimiento utilizados, mejoré significativamente el porcentaje de
division y de desarrollo de 5-8 células, encontrado en los Grupos Control y FCS. Fue la
combinacion de todos los factores (Grupo EFIP) el que proporcioné los mejores
resultados. Los resultados mas bajos se obtuvieron con el factor EGF para el porcentaje
de division y con el IGF para el estadio de desarrollo de 5-8C.
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Tabla 5.2. Efecto de los factores de crecimiento en el medio de maduracion (M) sobre el desarrollo
temprano de embriones mantenidos en grupos pequefos (P; n=4-6) en pocillo (p= 500 pl de medio).

%

Z (n° D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

MPp-ControI 32 72,22+42,67 36,67+2,11 0 0 0 0 0
a,b a

MPp-FCS 30 87,50+5,59 45,06+2,23 0 0 0 0 0
a a

MPp-E 32 48,89+5,62 8,3345,27 0 0 0 0 0
b b

MPp-F 30 73,89+2,46 12,50+5,59 0 0 0 0 0
a,b b

MPp-I 32 72,22+3,62 0 0 0 0 0 0
a,b b

MPp-P 26 75,0043,13 20,00+2,65 0 0 0 0 0
a,b b

MPp-EFIP 33 87,50+4,17 49,45+4,75 0 0 0 0 0
a a

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MPp-Control: Medio de maduracion sin suplemento proteico.

MPp-FCS: Medio de maduracién implementado con FCS.

MPp-E: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento EGF.

MPp-F: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento FGFb

MPp-I: Medio de maduracion implementado con el factor de crecimiento IGF-I.

MPp-P: Medio de maduracion implementado con el factor de crecimiento PDGF.

MPp-EFIP: Medio de maduracion implementado con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I1+PDGF.

La maduracion de los ovocitos en grupos pequefios con un volumen de 50 pl
de medio, permitié el desarrollo de los embriones hasta el estadio de Blastocisto
expandido (Bex) al afiadir FCS. Dentro de los factores de crecimiento, Unicamente el
EGF e IGF-I, permitieron alcanzar un desarrollo de Morulas+Blastocistos, quedando el

crecimiento bloqueado, en la fase de 5 a 8 células, en el resto de los grupos (Tabla 5.3).

El porcentaje de division (D) presentd valores similares en todos los grupos
establecidos. Asimismo, para el porcentaje de desarrollo de 5-8C, no se apreciaron
diferencias entre el Grupo Control y los grupos enriquecidos con factores de
crecimiento. La adicion de FCS volvio a proporcionar los niveles mas elevados de
desarrollo, con diferencias significativas (p<0,05) respecto al Control y al resto de los
grupos experimentales, excepto en el caso del Grupo EFIP (p>0,05). Al analizar el

porcentaje de M+B, se puso de manifiesto que los factores EGF e IGF-I mejoraron
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considerablemente los resultados al compararlos con el Grupo Control en que no hubo

desarrollo, y presentaron valores similares a los del Grupo FCS.

Tabla 5.3. Efecto de los factores de crecimiento en la maduracion (M) sobre el desarrollo temprano de
embriones mantenidos en grupos pequefios (P; n= 4-6) en microgota (g= 50 ul de medio).

%
Z (n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

MPg-Control 30  88,89%3,06 56,11+6,33 0 0 0 0 0
b

MPg-FCS 30 87,78+9,30 80,00+3,65 26,28+2,31 23724231 17,31#2,16 14,10+2,36 0
a a a a a

MPg-E 28 9167527 57,78+2,78 17,86+2,61 0 0 0 0
b a

MPg-F 32  85,006,43 56,11+2,46 0 0 0 0 0
b

MPg-I 30  89,44+153 63,06+3,45 16,05+2,97 0 0 0 0
b a

MPg-P 28  91,674527 64,44+3,18 0 0 0 0 0
b

MPg-EFIP 33 91,11#4,01 70,56+3,98 0 0 0 0 0
a,b

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MPg-Control: Medio de maduracion sin suplemento proteico.

MPg-FCS: Medio de maduracién implementado con FCS.

MPg-E: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento EGF.

MPg-F: Medio de maduracién implementado con el factor de crecimiento FGFb

MPg-I: Medio de maduracion implementado con el factor de crecimiento IGF-I.

MPg-P: Medio de maduracion implementado con el factor de crecimiento PDGF.

MPg-EFIP: Medio de maduracion implementado con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-1+PDGF.

5.1.2. EXPERIMENTO 2. Adicion de los factores de crecimiento
durante el cultivo in vitro y efecto sobre el desarrollo embrionario

temprano

5.1.2.1. EMBRIONES CULTIVADOS EN GRUPOS GRANDES

Cuando el FCS se afiadio desde el dia 1 postinseminacion, se obtuvieron los
mejores resultados en los distintos estadios de desarrollo embrionario estudiados en este
trabajo, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al Grupo
Control (Tabla 5.4).



Resultados 113

Tabla 5.4. Efecto de los factores de crecimiento en el medio de cultivo desde el dia 1 postinseminacion
(C1) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos grandes (G; n=20-25).

%

Z(n° D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

C1G-Control 184 79,29+2,81 49,66+1,71 33,04+1,24 3,42+1,03 8,64+1,01 5,60+1,04 4,89+1,25
b c c b d c b

C1G-FCS 188 94,52+1,26 65,51+1,54 46,41+1,38 38,89+1,45 41,09+1,72 24,71+1,08 22,93+1,22
a a a a a a a

Cl1G-E 167 82,39+1,98 55,20+1,58 36,20+1,23 4,66+1,08 23,13+1,28 16,12+1,31 11,38+1,31
b b,c b,c b b b,c b

C1G-F 182 78,86+1,62 51,87+1,69 41,91+161 4,65+1,61 19,10+1,43 18,72+1,79 9,35+1,54
b b,c a,b b b,c a,b b

C1G-I1 177 85,45+2,69 49,79+1,59 38,65+1,49 7,12+147 16,72+1,08 17,02+1,20 6,83+1,43
a,b b,c a,b,c b b,c a,b b

Cl1G-P 177 81,70+1,10 58,27+1,64 32,59+191 5,80+1,13 14,51+1,39 8,54+1,18 5,70+1,00
b a,b c b cd c b

C1G-EFIP 185 84,91+136 51,79+1,61 38,17+1,34 3,24+0,95 13,21+1,46 12,06+1,29 7,46+1,55
a,b b,c a,b,c b cd b,c b

Los porcentajes son valores medios = ES. N° de repeticiones: 6. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c,d: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

C1G-Control: Medio de cultivo sin suplemento proteico.

C1G-FCS: Medio de cultivo implementado (dia 1) con FCS.

C1G-E: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento EGF.

C1G-F: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento FGFb.

C1G-I: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento IGF-I.

C1G-P: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento PDGF.

C1G-EFIP: Medio de cultivo implementado (dia 1) con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.

En general, y tras la adicién de los factores de crecimiento en el mismo
momento, se observé un mayor desarrollo embrionario que en el Grupo Control aunque

sin alcanzar los valores proporcionados por el suplemento con FCS.

Tras el analisis pormenorizado del porcentaje de division (D), se determind que
si bien el mas elevado correspondia al Grupo FCS, al compararlo con los deméas grupos
experimentales no aparecian diferencias significativas respecto a los Grupos IGF-I y
EFIP. Para el porcentaje de embriones de 5 a 8 células, no mejoraron significativamente
los resultados de desarrollo conseguidos en el Grupo Control, excepto cuando se utilizd
el factor PDGF (p<0,05) pero, incluso en este caso, no se incrementd el porcetaje
obtenido tras la adicion de FCS.

Salvo con el factor FGF (p<0,05), tras la adicion de los distintos factores, no se

obtuvieron mejores resultados, en la fase de desarrollo de M+B, respecto al Grupo
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Control. Los estadios de Blastocistos jovenes (B6), B7 y eclosionados, experimentaron
un incremento (p<0,05) en el Grupo con FCS en relacion al resto de los grupos
experimentales. Ninguno de los factores de crecimiento adicionados, mejord los
porcentajes del Grupo Control para los estadios de B6 y Bec. Por el contrario, para B7,
los factores EGF, FGF e IGF-I dieron lugar a un porcentaje de desarrollo superior
(p<0,05) al Control, resultados que se repitieron para FGF e IGF-I cuando se analizé el

desarrollo de Bex.

Cuando el FCS vy los factores de crecimiento se afiadieron al medio de cultivo a
partir del dia 3 postinseminacion, no se observaron diferencias entre el Grupo control y
el resto de los grupos experimentales (Tabla 5.5) para los resultados de division y de

embriones de 5-8 células.

Tabla 5.5. Efecto de los factores de crecimiento en el medio de cultivo desde el dia 3 postinseminacion
(C3) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos grandes (G; n= 20-25).

%

Z (n° D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

C3G-Control 206 81,22+1,79 52,02+1,09 34,43+1,44 3,75+0,86 9,11+0,81 6,30+1,34 4,61+1,22
c b d c c

C3G-FCS 186 86,82+1,21 58,33+1,07 48,84+1,69 35,73+1,21 40,24+1,65 33,85+1,25 30,62+1,11
a a a a a

C3G-E 186 84,41+149 58,30+1,70 40,44+1,84 8,44+1,09 26,49+1,97 19,31+1,05 13,47+1,41
a,b,c b b b b

C3G-F 192 81,58+2,83 54,53+1,44 43,32+2,08 5,48+1,25 21,25+1,26 18,73+1,24 10,50+1,03
a,b b b.c b b,c

C3G-1 191 88,40+1,76 57,22+2,10 40,51+1,28 8,44+1,17 19,32+1,68 18,52+1,89 7,61+1,06
a,b,c b b,c b b,c

C3G-P 186 90,52+1,30 60,03+1,08 37,23+1,22 6,53+0,81 16,11+1,20 9,65+1,07 6,53+0,81
b,c b c,d c b,c

C3G-EFIP 206 86,241,220 53,32+1,04 42,99+1,84 4,66+0,86 14,77+1,28 12,50+1,78 9,10%1,29
a,b,c b c,d b,c b,c

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c,d: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de moérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7, Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

C3G-Control: Medio de cultivo sin suplemento proteico.

C3G-FCS: Medio de cultivo implementado (dia 3) con FCS.

C3G-E: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento EGF.

C3G-F: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento FGFb.

C3G-I: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento IGF-I.

C3G-P: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento PDGF.

C3G-EFIP: Medio de cultivo implementado (dia 3) con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.
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A partir de este momento, los diferentes factores de crecimiento utilizados en
este estudio mejoraron, en algunos casos con significacion estadistica, los resultados
obtenidos en el Grupo Control, pero siempre manteniéndose inferiores a los valores
alcanzados tras la adicion de FCS. La significacion (p<0,05) sefialada correspondi6 a
los estadios de M+B tras la adicion de FGF, de B7 y Bex tras la adicion de los factores
EGF, FGF e IGF-1 y de Bec tras la adicion de EGF.

5.1.2.2 EMBRIONES CULTIVADOS EN GRUPOS PEQUENOS

Cuando los embriones obtenidos a partir de ovocitos madurados en pocillo y en
grupos pequefios, se cultivaron en medios enriquecidos a partir del dia 1
postinseminacion, Unicamente en el grupo al que se afiadi0 FCS, se consiguio el

desarrollo embrionario hasta el estadio de Mérula (M+B) (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de cultivo en el dia 1 postinseminacion
(C1) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos pequefios (P; n= 4-6) en pocillo
(p=500 pl de medio).

%

Z (n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec
C1Pp-Control 36  87,96+2,84 47,31b¢2,72 0 0 0 0 0
C1Pp-FCS 36  97,2242,78 80,00£2,72 37,14%2,09 0 0 0 0
C1Pp-E 36 97224278 77,2213,38 ; 0 0 0 0
C1Pp-F 30  93,33%4,22 75,0013,16 0 0 0 0 0
C1Pp-I 36 94,44+351 73,8913,27 0 0 0 0 0
C1Pp-P 30 93,334,222 21,6211,0 0 0 0 0 0
C1Pp-EFIP 36 9444351 41,11b13,06 0 0 0 0 0

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c,d: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

C1Pp-Control: Medio de cultivo sin suplemento proteico.

C1Pp-FCS: Medio de cultivo implementado (dia 3) con FCS.

C1Pp-E: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento EGF.

C1Pp-F: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento FGFb.

C1Pp-I: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento IGF-I.

C1Pp-P: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento PDGF.

C1Pp-EFIP: Medio de cultivo implementado (dia 3) con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.
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No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en el porcentaje de
division entre los diferentes grupos establecidos, y para el estadio de desarrollo de 5-8
células, tras la adicion de FCS y de los factores EGF, FGF e IGF-I, se obtuvieron

resultados superiores (p<0,05) al Grupo Control.

Cuando los embriones obtenidos a partir de ovocitos madurados en grupos
pequefios y en microgota, se cultivaron en medios enriquecidos a partir del dia 1
postinseminacion (Tabla 5.7), se puso de manifiesto que fue nuevamente el FCS el que
consiguio su desarrollo hasta Bex. El suplemento con EGF permitio su evolucion hasta
las fases de M+B y B7, con porcentajes de desarrollo inferiores al FCS aunque sin
significacion estadistica. Por su parte, el factor IGF-I alcanzo el estadio de M+B vy,
como en el caso anterior, con valores menores, no significativos, al compararlo con el
Grupo FCS.

Tabla 5.7. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de cultivo en el dia 1 postinseminacion
(C1) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos pequefios (P; n= 4-6) en
microgota (g= 50 ul de medio).

%
Z D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

C1Pg-Control ~ 32 84,38t395 3642+223 0 0 0 0 0
b

C1Pg-FCS 29 97,22+42,78 77,22+2,61 28,89+3,38 18,45+2,83 16,07+2,21 15,48+2,20 0
a a a a a

C1Pg-E 33 91,67+373 66,95+3,56 16,11+3,27 0 12,78+4,08 0 0
a a a

C1Pg-F 30 90,00+4,47 74,17+3,00 0 0 0 0 0
a

C1Pg-I 30 91,11#4,01 70,83+3,52 18,33+3,80 0 0 0 0
a a

C1Pg-P 30 90,00+4,47 18,33+3,80 0 0 0 0 0
b

C1Pg-EFIP 36 91,67+3,73 39,44+2,50 0 0 0 0 0
b

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

C1Pg-Control: Medio de cultivo sin suplemento proteico.

C1Pg-FCS: Medio de cultivo implementado (dia 1) con FCS.

C1Pg-E: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento EGF.

C1Pg-F: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento FGFb.

C1Pg-I: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento IGF-.

C1Pg-P: Medio de cultivo implementado (dia 1) con el factor de crecimiento PDGF.

C1Pg-EFIP: Medio de cultivo implementado (dia 1) con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.
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En el caso de los ovocitos madurados en pocillo, en grupos pequefios y
cultivados en medios enriquecidos a partir del 3 postinseminacion (Tabla 5.8), los
resultados obtenidos son similares a los resefiados cuando la adicion del FCS o de los
factores de crecimiento se realizaba el dia 1 postinseminacién y sin modificar el resto de
las condiciones experimentales. Es decir, sélo en el grupo al que se afadio FCS, se

consiguio el desarrollo embrionario hasta el estadio de Morula.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de division entre
los diferentes grupos establecidos, y para el estadio de desarrollo de 5-8 células, tras la
suplementacion con FCS y con los factores EGF, FGF e IGF-I, los resultados fueron

mas elevados (p<0,05) que en el Grupo Control.

Tabla 5.8. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de cultivo en el dia 3 postinseminacion
(C3) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos pequefios (P; n= 4-6) en pocillo
(p=500 pl de medio).

%

Z (n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec
C3Pp-Control 36  81,48+341 43,68b¢2,62 0 0 0 0 0
C3Pp-FCS 36  91,67+3,73 71,67+3,73 31,82+2,31 0 0 0 0
C3Pp-E 36  91,67+3,73 73,3412,98 g 0 0 0 0
C3Pp-F 30  90,00+4,47 77,5011,12 0 0 0 0 0
C3Pp-I 36 9167373 73,3412,98 0 0 0 0 0
C3Pp-P 30  90,00+4,47 22,50}1,12 0 0 0 0 0
C3Pp-EFIP 36  88,89+3,51 37,78bil,41 0 0 0 0 0

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de moérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7, Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

C3Pp-Control: Medio de cultivo sin implemento proteico.

C3Pp-FCS: Medio de cultivo implementado (dia 3) con FCS.

C3Pp-E: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento EGF.

C3Pp-F: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento FGFb.

C3Pp-I: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento IGF-I.

C3Pp-P: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento PDGF.

C3Pp-EFIP: Medio de cultivo implementado (dia 3) con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.
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Los resultados encontrados a partir de ovocitos madurados en grupos pequefios
(en microgota) y cultivados en medios enriquecidos a partir del dia 3 postinseminacion
(Tabla 5.9), son similares a los obtenidos cuando el FCS o los factores de crecimiento se
afiadieron el dia 1 postinseminacion, sin modificar el resto de las condiciones

experimentales, aunque en este caso el crecimiento se detuvo en el estadio de M+B.

Unicamente fue el FCS el que consiguié un desarrollo hasta Bex, y el
suplemento con EGF y con IGF-I, permitié su evolucién hasta las fases de M+B, con

porcentajes de desarrollo inferiores al FCS aunque sin significacion estadistica.

Tabla 5.9. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de cultivo en el dia 3 postinseminacion
(C3) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos pequefios (P; n= 4-6) en
microgota (g= 50 ul de medio).

%
Z (n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

C3Pg-Control 32  81,25+3,87 3526+2,31 0 0 0 0 0
b

C3Pg-FCS 29  94,44+351 73,89+2,46 23,33+2,40 17,28+2,65 16,05+2,28 13,58+2,07 0
a a a a a

C3Pg-E 33 94,443,551 64,7242,45 12,22+391 0 0 0 0
a a

C3Pg-F 30 86,67+4,22 73,33+2,79 0 0 0 0 0
a

C3Pg-I 30 87,78+3,91 70,00+3,16 15,00+4,83 0 0 0 0
a a

C3Pg-P 30 86,67+4,22 19,17+3,96 0 0 0 0 0
b

C3Pg-EFIP 36  88,89+3,51 37,78+1,41 0 0 0 0 0
b

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

C3Pg-Control: Medio de cultivo sin implemento proteico.

C3Pg-FCS: Medio de cultivo implementado (dia 3) con FCS.

C3Pg-E: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento EGF.

C3Pg-F: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento FGFb.

C3Pg-I: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento IGF-I.

C3Pg-P: Medio de cultivo implementado (dia 3) con el factor de crecimiento PDGF.

C3Pg-EFIP: Medio de cultivo implementado (dia 3) con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-1+PDGF.
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5.1.3. EXPERIMENTO 3.- Adicion de los factores de crecimiento
durante la maduracion y el cultivo in vitro y su efecto sobre el

desarrollo embrionario temprano

5.1.3.1. EMBRIONES CULTIVADOS EN GRUPOS GRANDES

El FCS, afiadido al medio de maduracion y de cultivo, dio lugar a un incremento
significativo (p<0,05), al compararlo con el Grupo Control, en el porcentaje de

desarrollo en todos los estadios estudiados (Tabla 5.10).

Al considerar el porcentaje de division (D), se observo que la adicién de los
factores de crecimiento no mejoraron (p>0,05), en ningun caso, los resultados obtenidos
en el Grupo Control, resultados que se repiten al analizar los embriones de 5-8 células, y
en esta fase de desarrollo, con valores inferiores (p<0,05) al Grupo FCS. Es en el
porcentaje de M+B donde, tras la suplementacion con el factor FGF, se consigui6é un
porcentaje superior (p<0,05) al Grupo Control y similar al encontrado en el Grupo FCS,
gue mantuvo una diferencia significativa con el resto de los grupos suplementados con

factores de crecimiento.

Para los estadios de Blastocistos B6, B7 y Bec, el Grupo FCS presento, de
nuevo, las mejores tasas de desarrollo, superiores (p<0,05) a las encontradas en el resto
de los grupos experimentales. La suplementacidn con factores de crecimiento no mejoro
los resultados obtenidos en el Grupo Control, excepcion hecha de los factores EGF y
FGF en la fase de B7, que incrementaron significativamente (p<0,05) el valor resefiado

para dicho Grupo.

Respecto al estadio de Blastocisto expandido (Bex), excepto el factor FGF que
alcanzd un desarrollo similar al observado en el Grupo FCS, el resto de los valores
encontrados fueron significativamente inferiores (p<0,05). Como en el caso de B7, el
factor sefialado (FGF) junto con el EGF, incrementaron significativamente (p<0,05) los

resultados obtenidos en el Grupo Control.
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Tabla 5.10. Efecto de los factores de crecimiento en el medio de maduracién y en el de cultivo desde el
dia 1 postinseminacion (MC1) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos grandes
(G; n=20-25).

%

Z (n° D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

MC1G-Control 144 8056+1,82 50,11+1,84 31,75+1,69 3,34+1,27 8,48+160 514+1,13 4,23+124
b b,c c b d c b

MC1G-FCS 164 92,07£1,73 63,10+1,55 48,59+1,86 38,67+1,36 40,46+0,83 24,71%1,33 22,45+167
a a a a a a a

MCI1G-E 180 82,69+1,44 5457+1,32 36,41+1,50 4,75+1,26 22,35+1,57 16,82+0,55 11,47+1,18
a,b b b,c b b b b

MCI1G-F 188 66,68+1,99 52,33+1,89 41,87+1,69 4,97+1,39 19,58+1,31 17,41+1,30 9,13+1,11
b b,c a,b b b,c a,b b

MC1G-I1 160 81,88+1,88 45,07+1,40 37,42+1,63 6,09+1,06 15,25+1,07 9,95+1,14 5,30+0,77
b c b,c b b,c,d b,c b

MC1G-P 176  79,55+1,49 5147+144 33,62+1,98 5774153 12,07+1,16 6,42+1,30 4,91+1,26
b b,c b,c b c,d c b

MC1G-EEIP 168 8393+154 5258+1,13 37,73+1,43 2,82+1,07 11,45+1,18 9,98+0,98 7,21+1,08
a,b b,c b,c b d b,c b

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c,d: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MC1G-Control: Medios de maduracion y cultivo sin implemento proteico.

MC1G-FCS: Medios de maduracion y cultivo (en dial) implementados con FCS.

MC1G-E: Medios de maduracién y cultivo (en dial) implementados con el factor de crecimiento EGF.

MC1G-F: Medios de maduracion y cultivo (en dial) implementados con el factor de crecimiento FGFb.

MC1G-I: Medios de maduracion y cultivo (en dial) implementados con el factor de crecimiento IGF-I.

MC1G-P: Medios de maduracion y cultivo (en dial) implementados con el factor de crecimiento PDGF.

MC1G-EFIP: Medios de maduracion y cultivo (en dial) implementados con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.

En embriones obtenidos a partir de ovocitos madurados y cultivados en grupos
grandes en medio enriquecido a partir del dia 3 postinseminacion, el FCS no modifico
los porcentajes de division y de 5-8C respecto al Grupo Control. Si lo hizo (p<0,05) en

el resto de los estadios de desarrollo (Tabla 5.11).

Al analizar individualmente el porcentaje de division (D), se comprobd que tras
el enriquecimiento del medio con los distintos factores de crecimiento, el desarrollo
embrionario no se modificaba respecto al Grupo Control. La adicién de FCS produjo un
porcentaje de desarrollo superior (p<0,05) al obtenido en los diferentes grupos
experimentales, excepto con los factores PDFG y con la suma de los cuatro factores

(EFIP) (sin diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo sefialado).
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Para el porcentaje de embriones de 5-8 células, unicamente los resultados
producidos por la suplementacion con EGF no se diferenciaron de los observados en los
Grupos Control y FCS, vy el porcentaje de desarrollo resultante tras la adicién de los
factores FGF e IGF-I, fue similar al Grupo Control.

La tasa de M+B no se vio afectada tras la adicion de los factores de crecimiento,
salvo en el caso del factor PDGF que fue significativamente inferior al Grupo Control.
El FCS dio lugar a un incremento (p<0,05) respecto a todos los grupos, excepto en los

suplementados con los factores IGF-1 y la suma de todos los factores (EFIP).

Tabla 5.11. Efecto de los factores de crecimiento en el medio de maduracion y en el de cultivo desde el
dia 3 postinseminacion (MC3) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos grandes
(G; n=20-25).

%

Z(n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec

MC3G-Control 175 80,49+1,28 50,47+1,12 34,60+1,14 3,61+1,08 9,41+1,15 5,85+1,30 4,71+1,63
a,b a,b b b c b b

MC3G-FCS 176 86,20+1,40 58,79+1,43 48,07+1,24 35514151 42,72+1,23 33,31+1,01 31,02+1,55
a a a a a a a

MC3G-E 156 76,19+1,87 53,61+1,53 38,01+1,67 6,67+1,10 19,58+1,22 9,13+1,01 6,71+1,15
b a,b b b b b b

MC3G-F 162 72,85+1,23 46,66+1,39 38,13+1,99 4,24+125 22,02+0,93 10,08+1,16 7,58+1,51
b b,c b b b b b

MC3G-1 188 73,84+1,26 45,64+1,47 39,72+1,34 7,35+1,87 17,54+1,53 11,21+1,96 5,88+1,63
b b,c,d a,b b b b b

MC3G-P 171 77,24+1,78 37,15+1,93 18,88+1,26 6,56+1,52 11,89+121 7,88+1,21 5,26+1,27
a,b d c b b,c b b

MC3G-EFIP 184 78,80+1,73 40,61+1,65 41,46+1,13 557+1,06 18,55+1,24 13,13+1,02 11,08+1,49
a,b cd a,b b b b b

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c,d: p<0,05).

Z: nlmero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con més de 4-células en dia
3; M+B, % de moérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7, Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MC3G-Control: Medios de maduracion y cultivo sin implemento proteico.

MC3G-FCS: Medios de maduracién y cultivo (en dia3) implementados con FCS.

MC3G-E: Medios de maduracion y cultivo (en dia3) implementados con el factor de crecimiento EGF.

MC3G-F: Medios de maduracién y cultivo (en dia3) implementados con el factor de crecimiento FGFb.

MC3G-I: Medios de maduracién y cultivo (en dia3) implementados con el factor de crecimiento IGF-I.

MC3G-P: Medios de maduracion y cultivo (en dia3) implementados con el factor de crecimiento PDGF.

MC3G-EFIP: Medios de maduracion y cultivo (en dia3) implementados con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-I+PDGF.

Asimismo, para los estadios de desarrollo B6, Bex y Bec, ninguno de los
factores de crecimiento utilizados es este trabajo mejord los resultados obtenidos en el
sefialado Grupo Control. Por el contrario, en el caso de B7 los factores de crecimiento
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(excepto PDGF), proporcionaron valores superiores (p<0,05) a los sefialados para dicho
Grupo Control. Con respecto al FCS, en todos los casos, el porcentaje de desarrollo se

incremento (p<0,05) al compararlo con el resto de los grupos establecidos.
5.1.3.2 EMBRIONES CULTIVADOS EN GRUPOS PEQUENOS

En el caso de los embriones obtenidos a partir de ovocitos madurados en
grupos pequefios (en pocillo) y cultivados en medios enriquecidos a partir del dia 1
postinseminacion (Tabla 5.12), se consigui6 el desarrollo embrionario hasta (M+B) s6lo
en el Grupo FCS. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) para el
porcentaje de division entre los diferentes grupos establecidos, y en el estadio de
desarrollo de 5-8 células, tras la adicion de los factores EGF, FGF e IGF-I, los

resultados fueron superiores (p<0,05) al Control y similares al Grupo FCS.

Tabla 5.12. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de maduracidn y en el de cultivo
desde dia 1 postinseminacion (MC1) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos
pequefios (P; n=4-6) en pocillo (p= 500 ul de medio).

%

Z(n° D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec
MC1Pp-Control 36  84,722,56 39,44;2,34 0 0 0 0 0
MC1Pp-FCS 36 97,2242,78 82,86+256 27,14+2,18 0 0 0 0
MC1Pp-E 36 94,44x351 76,6713,22 g 0 0 0 0
MC1Pp-F 30 96,674333 75,8313,27 0 0 0 0 0
MC1Pp-I 36 94,44:351 76,6713,22 0 0 0 0 0
MC1Pp-P 30 96,67+3,33 20,83}0,83 0 0 0 0 0
MC1Pp-EFIP 36 94,44x351 43,89;2,91 0 0 0 0 0

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MC1Pp-Control: Medios de maduracién y/o cultivo sin implemento proteico.

MC1Pp-FCS: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con FCS.

MC1Pp-E: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento EGF.
MC1Pp-F: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento FGFb.
MC1Pp-I: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento IGF-I.
MC1Pp-P: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento PDGF.

MC1Pp-EFIP: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-
[+PDGF.
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Cuando la maduracion se llevd a cabo en microgota (grupos pequefios) y
cultivados en las mismas condiciones que en el caso anterior, solo el Grupo FCS

alcanzo el estadio de Blastocisto expandido (Tabla 5.13).

La utilizacion del factor de crecimiento EGF permitio el desarrollo de los
embriones hasta el estadio de Blastocisto en el dia 7 postinseminacion, sin diferencias
significativas (p>0,05) con el Grupo FCS. Tanto el FCS como la adicion de los factores
de crecimiento, no mejoraron los porcentajes de division (D) obtenidos en el Grupo
Control. Sin embargo, el porcentaje de embriones de 5-8C se increment6 (p<0,05), en
relacion al Control, tras la adicion de FCS y de EGF, FGF e IGF-I. Dos de estos
factores (EGF e IGF-I), consiguieron el desarrollo hasta el estadio de M+B pero con un

porcentaje significativamente inferior (p<0,05) al obtenido con el FCS.

Tabla 5.13. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de maduracién y en el de cultivo
desde el dia 1 postinseminacion (MC1) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos
pequefios (P; n=4-6) en microgota (g= 50 ul de medio).

%
Z (n% D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec
MC1Pg-Control ~ 32  81,11%4,01 35,83;3,27 2 0 0 0 0
MC1Pg-FCS 30  94,44+351 76,67+2,40 30,00+3,82 17,86+2,26 16,67+2,55 12,50+2,01 0
a a a a a
MC1Pg-E 33 90,28+4,52 7o,oo:3,33 15,56b13,18 0 12,22+3,91 0 0
MC1Pg-F 30  86,67+4,22 73,33%2,79 0 0 0 0 0
a Cc
MC1Pg-1 30  86,94+4,31 69,45:3,46 14,17b¢4,55 0 0 0 0
MC1Pg-P 30  86,67+4,22 1583%5,07 0 0 0 0 0
C C
MC1Pg-EFIP 36  88,89%3,51 37,78bil,41 2 0 0 0 0

Los porcentajes son valores medios = ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b,c: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de mérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7; Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MC1Pg-Control: Medios de maduracién y/o cultivo sin implemento proteico.

MC1Pg-FCS: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con FCS.

MC1Pg-E: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento EGF.
MC1Pg-F: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento FGFb.
MC1Pg-I: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento IGF-I.
MC1Pg-P: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con el factor de crecimiento PDGF.

MC1Pg-EFIP: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 1) implementados con los factores de crecimiento EGF+FGFh+IGF-
|+PDGF.



124 Resultados

Los ovocitos madurados en pocillo (grupos pequefios) y cultivados en medios
enriquecidos a partir del dia 3 postinseminacion (Tabla 5.14), alcanzaron el estadio de
M+B cuando se suplementd el medio con FCS. Asimismo, tanto el FCS como los
factores EGF, FGF e IGF-I proporcionaron los mejores porcentajes de desarrollo de 5-8
C, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al resto de los

grupos establecidos.

Tabla 5.14. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de maduracién y en el de cultivo
desde dia 3 postinseminacion (MC3) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos
pequefios (P; n=4-6) en pocillo (p= 500 ul de medio).

%

Z(n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec
MC3Pp-Control 36  81,02+282 43,68bi2,47 0 0 0 0 0
MC3Pp-FCS 36  91,20+2,08 72,22+2,97 24,75+2,13 0 0 0 0
MC3Pp-E 36 90,28+275 73,8912,91 g 0 0 0 0
MC3Pp-F 30  88,89+2,22 77,7812,34 0 0 0 0 0
MC3Pp-I 36  91,20+2,:31 73,2312,87 0 0 0 0 0
MC3Pp-P 30  90,56+2,64 22,22}2,87 0 0 0 0 0
MC3Pp-EFIP 36 89,32+243 37,62;2,01 0 0 0 0 0

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de moérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7, Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MC3Pp-Control: Medios de maduracion y/o cultivo sin implemento proteico.

MC3Pp-FCS: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con FCS.

MC3Pp-E: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento EGF.
MC3Pp-F: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento FGFb.
MC3Pp-I: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento IGF-I.
MC3Pp-P: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento PDGF.

MC3Pp-EFIP: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-
|1+PDGF.

Cuando los embriones obtenidos a partir de ovocitos madurados en grupos
pequefios (microgota), fueron cultivados en medios enriquecidos a partir del dia 3
postinseminacion, la adicion de FCS alcanzé el estadio de Blastocisto expandido (Tabla
5.15).
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No se encontraron diferencias, en el porcentaje de division (D), entre el Grupo
Control y el resto de los grupos. Por el contrario, al considerar el porcentaje de
embriones de 5-8 células, se comprob6 que tanto el FCS como los factores EGF, FGF e
IGF-1 mejoraron sustancialmente (p<0,05) los resultados obtenidos en el Grupo Control.
La adicion de EGF y de IGF-I, permitio el desarrollo embrionario hasta el estadio de

M+B sin diferencias (p>0,05) con el Grupo FCS.

Tabla 5.15. Efecto de los factores de crecimiento afiadidos al medio de maduracién y en el de cultivo
desde el dia 3 postinseminacion (MC3) sobre el desarrollo temprano de embriones mantenidos en grupos
pequefios (P; n= 4-6) en microgota (g= 50 ul de medio).

%

Z (n°) D 5-8C M+B B6 B7 Bex Bec
MC3Pg-Control 32  81,25%361 35,90;2,56 8 0 0 0 0
MC3Pg-FCS 29  93,68+3,26 7346+2,60 2356+2,07 14,94+2,12 13,22+2,07 10,9242 42 0
MC3Pg-E 33 92424300 64,52}2,76 12,3;%3,05 g g ; 0
MC3Pg-F 30 85564372 73,08:2,81 g 0 0 0 0
MC3Pg-1 30 8889351 70,37+270 1543+2,93 0 0 0 0
MC3Pg-P 30 87784318 19,23:12,22 E 0 0 0 0
MC3Pg-EFIP 36 87,04£326 37,63{;:2,84 g 0 0 0 0

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: 6. Indices distintos en la misma columna, indican diferencias
significativas (a,b: p<0,05).

Z: nimero de presuntos zigotos puestos en cultivo. D, % de division en dia 3; 5-8C, % de embriones con mas de 4-células en dia
3; M+B, % de moérulas+blastocistos y B6, % blastocistos tempranos en dia 6; B7, % blastocistos y blastocistos expandidos en dia
7, Bex, % de expansion en dia 8; Bec, % de eclosion en dia 9. Los porcentajes de division estan referidos al nimero de
presuntos zigotos puestos en cultivo. El porcentaje de embriones de 5-8C y el desarrollo embrionario a partir del dia 3 esta
referido a los embriones divididos.

MC3Pg-Control: Medios de maduracion y/o cultivo sin implemento proteico.

MC3Pg-FCS: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con FCS.

MC3Pg-E: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento EGF.
MC3Pg-F: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento FGFb.
MC3Pg-I: Medios de maduracién y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento IGF-I.
MC3Pg-P: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con el factor de crecimiento PDGF.

MC3Pg-EFIP: Medios de maduracion y/o cultivo (en dia 3) implementados con los factores de crecimiento EGF+FGFb+IGF-
|1+PDGF.



126 Resultados

5.1.4. Efecto de la adicién de fuentes proteicas durante el cultivo in

vitro, en el desarrollo, en grupos grandes, de embriones bovinos.

En la Figura n° 5.1, se observa que dependiendo del momento de produccion in
vitro en el que los medios de maduracién y/o de cultivo carecieron de fuente proteica
(grupos Control), existieron diferencias significativas para los estadios de desarrollo
embrionario de 5-8C, B7, Bex y Bec. Mientras que para los porcentajes de embriones de
5-8 celulas el Grupo MG proporcioné los resultados significativamente (p<0,05) mas
bajos, fue en este mismo grupo donde se consiguieron porcentajes significativamente

(p<0,05) mas altos para los estadios de desarrollo B7, Bex y Bec.
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Figura n® 5.1 Evolucién del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en el grupo Control
(a, b: p<0,05).

Independientemente del momento del proceso de produccion in vitro de
embriones bovinos en que se incorpord FCS a los medios de maduracion y/o de cultivo,
no se observaron diferencias significativas (p>0,05) para los porcentajes de desarrollo
de embriones de 5-8 células (dia 3 postinseminacién), Moérulas y Blastocistos jovenes

(dia 6 postinseminacion) y Blastocistos de dia 7 (postinseminacion).

Para los estadios de Blastocisto expandido y Blastocisto eclosionado, los
mejores porcentajes de desarrollo se obtuvieron cuando el FCS se afiadia al medio de
cultivo en dia 3, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a los
resultados obtenidos cuando la suplementacion tenia lugar en el dia 1 postinseminacion
(Figura n®5.2).
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Figura n° 5.2. Evolucion del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en funcién del
momento de adicion del FCS a los medios de maduracion y/o cultivo (a, b: p<0,05).

Al utilizar como fuente proteica en los medios de maduracion y/o de cultivo el
factor de crecimiento EGF, se obtuvieron mejores porcentajes de desarrollo cuando este
factor de crecimiento se incluyé en el medio de cultivo a partir del dia 3
postinseminacion para embriones obtenidos de ovocitos madurados con FCS (Grupo
C3G), aunque no se observaron diferencias significativas (p>0,05) para los estadios de
desarrollo embrionario de 5-8C, M+B, B7 y Bec (Figura n° 5.3). Para Blastocistos
expandidos los porcentajes del grupo C3G mostraron diferencias significativas (p<0,05)
respecto a los grupos MG y MC3G.
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Figura n° 5.3. Evolucion del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en funcion del
momento de adicién del EGF a los medios de maduracion y/o cultivo (a, b: p<0,05).
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Cuando se utilizo FGF, como fuente proteica, en los medios de maduracion y/o
de cultivo, se obtuvieron mejores porcentajes de desarrollo si este factor de crecimiento
era incluido en el medio de cultivo a partir del dia 3 postinseminacion para embriones
obtenidos de ovocitos madurados con FCS (Grupo C3G), aunque no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) para los estadios de desarrollo embrionario de 5-8C,
M+B y Bec (Figura n° 5.4). Para B7 el Grupo MG presento6 valores significativamente
(p<0,05) méas bajos que los obtenidos en los grupos C3G, MC1G y MC3G, sin
diferencias significativas (p>0,05) entre ellos y con el Grupo C1G.

También el Grupo MG proporciond los valores mas bajos de Bex, con
diferencias significativas (p<0,05) respecto de los grupos C1G, C3G y MC1G, que no

presentaron diferencias estadisticas (p>0,05) entre ellos.
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Figura n° 5.4. Evolucion del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en funcién del
momento de adicién del FGF a los medios de maduracion y/o cultivo (a, b: p<0,05).

Cuando se utiliz6 como fuente proteica en los medios de maduracion y/o de
cultivo el factor de crecimiento IGF-I, se obtuvieron mejores porcentajes de desarrollo
si este factor de crecimiento era incluido en el medio de cultivo a partir del dia 3
postinseminacion para embriones obtenidos de ovocitos madurados con FCS (Grupo
C3G), aunque no se observaron diferencias significativas (p>0,05) para los estadios de
desarrollo embrionario M+B, B7 y Bec (Figura n® 5.5). Para 5-8C, el Grupo C3G
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presento valores significativamente (p<0,05) mas altos que los obtenidos en los grupos
MG, MC1G y MC3G, sin diferencias significativas (p>0,05) entre ellos y con el Grupo
C1G.

Para Bex, los valores mas altos de desarrollo conseguidos en el Grupo C3G
mostraron diferencias significativas (p<0,05) solo con el Grupo MCL1G, no apreciandose

diferencias estadisticas (p>0,05) al comparar el resto de los grupos.
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Figura n° 5.5. Evolucion del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en funcién del
momento de adicién del IGF a los medios de maduracion y/o cultivo (a, b: p<0,05).

Cuando se utiliz6 PDGF como fuente proteica en los medios de maduracién y/o
de cultivo, se obtuvieron mejores porcentajes de desarrollo cuando este factor de
crecimiento se incluyo en el medio de cultivo a partir del dia 3 postinseminacion para
embriones obtenidos de ovocitos madurados con FCS (Grupo C3G), aunque no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) para los estadios de desarrollo
embrionario B7, Bex y Bec (Figura n° 5.6).

Para 5-8C, el Grupo C3G presentd valores significativamente (p<0,05) maés altos
que los obtenidos en los grupos MG, MC1G y MC3G, mostrando el Grupo MC1G
diferencias significativas (p<0,05) con los otros dos grupos. Para M+B, el Grupo MC3G
mostrd porcentajes de desarrollo significativamente méas bajos (p<0,05) que los

obtenidos en el resto de los grupos experimentales.
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Figura n° 5.6. Evolucion del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en funcién del
momento de adicién del PDGF a los medios de maduracion y/o cultivo (a, b: p<0,05).

Cuando se utilizé la mezcla de todos los factores (EFIP) como fuente proteica en
los medios de maduracion y/o de cultivo, no se observaron diferencias significativas
(p>0,05) para los estadios de desarrollo embrionario M+B, B7, Bex y Bec (Figura n°
5.7). Para 5-8C los grupos C3G, C1G y MC1G presentaron valores significativamente
(p<0,05) mas altos que los obtenidos en los grupos MG y MC3G, sin diferencias
significativas (p>0,05) entre ellos.
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Figura n° 5.7. Evolucion del desarrollo embrionario in vitro en ganado vacuno en funcion del
momento de adicion de la combinacién de todos los factores de crecimiento EFIP a los medios de
maduracion y/o cultivo (a, b: p<0,05).
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5.2. Estudio de Calidad embrionaria.

Se estudi6 la calidad embrionaria en blastocistos bovinos expandidos, obtenidos
de ovocitos madurados en Grupos grandes (n= 20-25) en 500 pl de medio de
maduracion con Suero Fetal Bovino y desarrollados en medios de cultivo con
diferentes fuentes proteicas, teniendo en cuenta el momento postinseminacion, dia 1
(C1G) o dia 3 (C3G), en que se afiadieron.

Se valor6 en la Masa Celular Interna (MCI), en el Trofoectodermo (TE) y en el
Blastocisto completo (Blt):

= EIl NUmero de Células;

El indice de Mitosis (im);

El Indice de Apoptosis (ia);

El indice de Apoptosis temprana (iat);

El indice de Necrosis (in).

5.2.1. Determinacién del numero de células

52.1.1. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 1
POSTINSEMINACION

Tras la adicion de FCS, el nimero de células se incrementd (p<0,05) respecto al
Control, y a los grupos con factores de crecimiento, tanto en el Blastocisto total como
enlaMClyenel TE (Tabla 5.16).

Considerando la accién de los factores de crecimiento, fue el factor EGF el que
proporciond los embriones con un ndamero de ceélulas significativamente superior
(p<0,05) al sefialado para el Grupo Control y para el resto de los grupos, tanto en el

Blastocisto total como en laMClyenel TE.

Los valores méas bajos en el recuento celular se obtuvieron tras la adicion del

factor PDGF o tras la combinacion de los cuatro factores (EFIP). En este caso, los
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embriones a los que dieron lugar, presentaron un niamero menor de células (p<0,05) que
las observadas en el Grupo Control, tanto en el Blastocisto total, como en la MCl y en el
TE.

Tabla 5.16. Numero de células en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 1 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento Ne° células
MCI TE Blt

C1G-Control 65,22+0,76 ¢ 75,28+0,69 d 140,50+1,10d
C1G-FCS 79,00+0,76 a 107,00+0,70 a 186,00+1,38 a
ClG-E 71,50+0,68 b 95,50+0,85 b 167,00£0,92 b
Cl1G-F 67,17+0,65 c 84,33+0,73 ¢ 151,50+ 1,18 ¢
C1G-I 67,00+0,82 c 83,50+0,72 ¢ 150,50+0,93 ¢
Cl1G-P 55,50+0,66 e 70,50+0,78 e 126,00+1,19 ¢
C1G-EFIP 60,00+0,67 d 78,00+0,86 d 138,00+0,87 d

Valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la misma columna,
indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e, f, g: p<0,05).

52.1.2. ADICION DE LA
POSTINSEMINACION

FUENTE PROTEICA EN DIA 3

De igual forma que cuando el medio de cultivo se implementa en el dia 1
postinseminacion, la adicion de FCS dio lugar a un numero de células, en el Blastocisto
total, en el TE y en la MCI, significativamente superior (p<0,05) al observado en los
distintos grupos en estudio (Tabla 5.17).

Al analizar de forma aislada el Blastocisto, y estudiando los resultados obtenidos
tras la adicion de los distintos factores de crecimiento, se puso de manifiesto que
Unicamente el factor FGF dio lugar a un nimero de células inferior, aunque sin

diferencias significativas, al Control.

Al estudiar el TE, todos los factores de crecimiento estudiados incrementaron el
namero de células respecto al Control, siendo el Grupo C3G-E el que mayor valor
alcanz6. Estas diferencias fueron significativas (p<0,05) para todos los grupos con

factores de crecimiento, excepto para el grupo con FGF. Por el contrario, en la MCI los
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resultados obtenidos al afadir los factores FGF, IGF-1 y la combinacion de todos los

factores (EFIP) fueron inferiores (p<0,05) al Grupo Control.

Tabla 5.17. Ndmero de células en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 3 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento Ne° células
MCI TE Blt

C3G-Control 66,06+0,75 d 75,94+0,73 f 142,0040,98 d
C3G-FCS 85,67+0,63 a 114,06+0,81 a 199,72+0,78 a
C3G-E 74,00+0,45 b 99,83+0,64 b 173,83+0,71 b
C3G-F 62,50+0,57 e 78,50+0,68 f 141,00+1,01d
C3G-1 63,33+0,75 € 94,67+0,62c 158,00+1,03 ¢
C3G-P 69,78+0,64 c 83,72+0,54 ¢ 153,50+0,88 c
C3G-EFIP 64,00+0,56 e 90,00+0,48 d 154,00+0,80 c

Valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la misma columna, indican
diferencias significativas (a, b, c, d, e, f: p<0,05).

5.2.2. Determinacion del indice de mitosis

522.1. ADICION DE LA PROTEICA EN DIA 1

POSTINSEMINACION

FUENTE

El Grupo que presentd el mayor indice de mitosis, tanto en el blastocisto como
en los compartimentos del mismo (MCI y TE), fue el que se enriquecié con la
combinacion de los distintos factores de crecimiento (EFIP), con significacién

estadistica (p<0,05) respecto al resto de los grupos establecidos (Tabla 5.18).

Exceptuando este grupo (C1G-EFIP), al analizar la mitosis obtenida en el
Blastocisto total, se demostré que solo el factor PDGF (p<0,05) mejoré los resultados
obtenidos en el Grupo Control, mientras que en el TE fue el Grupo Control el que
presentd un mayor indice de mitosis al compararlo con el resto de los grupos
experimentales, incluso con el grupo en el que se utilizd FCS como fuente proteica. Y,
al estudiar la MCI, el porcentaje de mitosis encontrado en el Grupo Control solo fue

superior al observado en el grupo al que se afiadi6 EGF.
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Tabla 5.18. indice Mittico (im) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 1 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento Im
MCI TE Blt

C1G-Control 0,77+0,19¢c 1,99+0,16 b 1,42+0,01 c
C1G-FCS 1,62+0,20 b,c 0,59+0,11d,e 0,62+0,11d
Cl1G-E od 1,05+0,01 c,d 0,60+0,01 d
Cl1G-F 1,23+0,21 b,c 0,19+0,11 e 0,66+0,01 d
C1G-I 2,24+0,22 b 0,60+0,14 d,e 1,33+0,08 ¢
Cl1G-P 1,78+0,43 b,c 1,42+0,02 b,c 1,59+0,19 b
Cl1G-EFIP 4,99+0,30 a 5,16+0,28 a 5,07+0,16 a

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la
misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e: p<0,05).

5222. ADICION DE LA PROTEICA EN DIiA 3

POSTINSEMINACION

FUENTE

Al igual que en dia 1, tanto para el Blastocisto total, como para la MCI o el TE,
fue en el grupo al que se afiadio la combinacion de los cuatro factores de crecimiento
(C3G-EFIP) donde se consiguieron los porcentajes de mitosis mas elevados. Al analizar
el resto de los factores de crecimiento, se puso de manifiesto que fue con la de FGF con
el que se obtuvieron los mejores resultados, con diferencias estadisticas (p<0,05)
respecto al FCS en la MCl y en el Blastocisto total (Tabla 5.19).

Tabla 5.19. indice Mittico (im) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 3 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento Im
MCI TE Blt

C3G-Control 0,76+0,18 d 1,98+0,16 b,c 1,41+0,01d
C3G-FCS 2,32+0,15 b,c 2,20+0,17 b 2,25+0,12 ¢
C3G-E 2,71+0,22 b 0,51+0,12 e 1,44+0,10d
C3G-F 5,60+0,38 a 2,55+0,25 b 3,90+0,18 b
C3G-I 1,33+0,20 c,d 0,41+0,12 e 0,81+0,12 e
C3G-P 1,45+0,20 c,d 1,19+019d,e 1,31+0,14 d,e
C3G-EFIP 6,27+0,27 a 4,45+0,18 a 5,20+0,14 a

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la

misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e: p<0,05).
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5.2.3. Determinacion del indice de Apoptosis

523.1. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 1
POSTINSEMINACION

La adicion de FCS, con respecto al Grupo Control, disminuy6 el indice de
apoptosis tanto en el blastocisto total como en el TE (Tabla 5.20). Y, respecto a los
grupos enriquecidos con factores de crecimiento, este indice fue significativamente

menor en todos los casos.

La adicion de los factores de crecimiento, incrementé (p<0,05) el indice de

apoptosis respecto al Control, excepto para el grupo C1G-EFIP en el TE.

Tabla 5.20. indice Apoptético (ia) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 1 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento la
MCI TE Blt

C1G-Control 6,90+0,34 d 11,32+0,31 ¢ 9,26+0,23 d
C1G-FCS 7,59+0,29 d 6,57+0,18 f 7,01+0,16 d
C1G-E 16,84+0,55 a 13,0840,23 d 14,66+0,28 b
C1G-F 14,68+0,40 b 25,14+0,53 a 20,48+0,27 a
C1G-l 13,75+0,41 b 15,00+0,34 ¢ 14,40+0,20 b
C1G-P 11,85+0,48 ¢ 17,07£0,41 b 14,77+0,39 b
C1G-EFIP 11,70+0,36 ¢ 10,26+0,31 e 10,87+0,22 ¢

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la
misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e: p<0,05).
52.32. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 3
POSTINSEMINACION

La adicion de FCS, en este momento del cultivo embrionario, disminuyo el
indice de apoptosis en el Blastocisto total y en el TE respecto al resto de los grupos
experimentales; Y en la MCI este porcentaje solo fue méas alto al compararlo con el
Grupo C3G-F, siendo este grupo el que proporciono los valores mas bajos (p<0,05) de
apoptosis encontrados en todas las estructuras y grupos estudiados (Tabla 5.21).
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El factor de crecimiento que produjo el indice de apoptosis mas elevado
(p<0,05), tanto en el Blastocisto como en el TE, fue el IGF-I; y en la MCI lo fueron este

factor y el PDGF (p<0,05), sin diferencias significativas entre ellos.

Tabla 5.21. indice Apoptotico (ia) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 3 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento ia
MCI TE Bit

C3G-Control 6,80+0,23 d 11,23+0,34 b,c 9,16+0,23 d
C3G-FCS 3,59+0,26 e 4,53+0,21 d 4,13+0,15¢
C3G-E 15,54+0,24 b 9,53+0,26 c 12,08+0,12 ¢
C3G-F 0,81+0,27 f 10,85+0,49 b,c 6,38+0,31 e
C3G-I 20,61+0,51 a 14,93+0,29 a 17,18+0,26 a
C3G-P 20,80+0,38 a 11,95+0,32 b 15,96+0,19 b
C3G-EFIP 13,04+0,30 ¢ 11,12+0,23 b,c 11,91+0,16 ¢

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la
misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e: p<0,05).

5.2.4. Determinacion del indice de Apoptosis temprana

524.1. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 1
POSTINSEMINACION

En la MCI no se observé apoptosis temprana para el Grupo Control (Tabla 5.22).

El grupo al que se afiadio la combinacion de factores (C1G-EFIP) presento en el
Blastocisto total y en el TE un porcentaje de apoptosis temprana significativamente mas
elevado que el resto de los grupos. Sin embargo en la MCI, fue el factor PDGF el que
dio lugar a valores superiores al resto de los grupos.

La adicion de FCS, de FGF y de IGF-I, proporciond indices de apoptosis
temprana similares a los obtenidos en el Grupo Control, tanto en el Blastocisto total,
como en la MCI y en el TE. El factor EGF aumenté significativamente (p<0,05) este

indice al compararlo con estos grupos.
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Tabla 5.22. Indice de Apoptosis temprana (iat) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de
blastocistos bovinos expandidos cultivados desde el dia 1 postinseminacion en medios con
diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento iat
MCI TE BIt

C1G-Control Oc 0,68+0,16 c 0,36+0,09 c
C1G-FCS 0,14+0,10 c 0,72+0,14 c 0,48+0,07 c
Cl1G-E 2,11+0,18 a,b 1,55+0,11 b 1,7940,14 b
Cl1G-F 0,49+0,17 c 0,79+0,16 c 0,65+0,14 c
Cl1G-I 0,5040,17 ¢ 1,01+0,20 b,c 0,78+0,10 c
Cl1G-P 2,71+0,22 a 1,42+0,02 b,c 1,99+0,10 b
C1G-EFIP 1,66+0,23 b 9,00+0,33 a 5,80+0,21a

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la
misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d: p<0,05).

52.4.2. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 3

POSTINSEMINACION

La adicion de FCS a partir de este momento del cultivo celular, redujo el indice
de apoptosis temprana a 0, tanto en el Blastocisto total como en la MCIl y en el TE
(Tabla 5.23).

Tabla 5.23. indice de Apoptosis temprana (iat) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de

blastocistos bovinos expandidos cultivados desde el dia 3 postinseminacion en medios con
diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento iat

MCI TE Blt
C3G-Control Ob 0,66+0,16 d,e 0,35+0,09 d,e
C3G-FCS Ob Oe Oe
C3G-E 2,02+0,27 a 4,52+0,18 b 3,45+0,11 b
C3G-F Ob 1,2740,25d 0,71+0,14 d
C3G-I 2,37+0,23 a 2,24+0,17 c 2,284+0,13 ¢
C3G-P 0,71+0,17 b 1,80+0,15 ¢ 1,30+0,12 ¢
C3G-EFIP 1,56+0,22 a 7,79+0,19 a 5,19+0,12 a

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la
misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e, f: p<0,05).
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Todos los factores de crecimiento, incrementaron el indice de apoptosis
temprana respecto al Grupo Control, siendo el Grupo EFIP él que dio lugar a los valores
mas elevados en el Blastocisto total y en el TE, con significacion estadistica (p<0,05),
tanto respecto al resto de los grupos establecidos.

En la MCI, el factor FGF inhibio la apoptosis temprana, de forma similar a lo

ocurrido en los Grupos Control y FCS.
5.2.5. Determinacion del indice de Necrosis

5251. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 1
POSTINSEMINACION

El FCS proporciond, en el Blastocisto total, en la MCI y en el TE, un indice
necrotico inferior al observado en el Grupo Control (p<0,05) y al encontrado en los
grupos a los que se adiciono factores de crecimiento, excepto para el Grupo C1G-E en
el TE.

Los indices de necrosis mas elevados (p<0,05) correspondieron al grupo FGF en
el Blastocisto total y en el TE, y al Grupo EFIP en la MCI. La adicién de PDGF, al
igual que el FCS, permitié el desarrollo de embriones sin ninguna célula necrética en la
MCI (Tabla 5.24).

Tabla 5.24. indice Necrético (in) en la MCI, TE y en el blastocisto (Bt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 1 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento in
MCI TE Blt
C1G-Control 1,55+0,22 a 4,68+0,35 b 3,21+0,20 b
C1G-FCS Ob 1,40£0,27 ¢ 0,81+0,16 ¢
Cl1G-E 1,39+0,28 a 1,03+0,23 ¢ 1,19+0,17 ¢
C1G-F 0,74+0,25 a,b 8,90+0,28 a 5,29+0,20 a
C1G-I 0,74£0,22 a,b 4,77£0,30 b 2,98+0,22 b
C1G-P Ob 4,261£0,40 b 2,38+£0,22 b
C1G-EFIP 1,67+0,30 a 3,85+0,21 b 2,90+0,17 b

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la misma
columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢, d, e: p<0,05).
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5252. ADICION DE LA FUENTE PROTEICA EN DIA 3
POSTINSEMINACION

Cuando la fuente proteica se afiadio a partir de este momento del cultivo celular,
el FCS disminuyd (p<0,05) el indice necrotico observado en el Grupo Control, excepto

en la MCI, aunque en este caso sin diferencias significativas (Tabla 5.25).

Al analizar el efecto de los factores de crecimiento, observamos que el indice
necrotico méas bajo aparecié cuando se utilizaron en combinacion los cuatro factores de
crecimiento, siendo en la MCI igual a 0, con diferencias significativas al compararlo
con el resto de los grupos (excepto con el factor FGF); en el TE, con valores inferiores
(p<0,05) a los observados en los grupos Control y FGF y en el Blastocisto total (p<0,05)

en relacion a los grupos Control, EGF, FGF e IGF-I.

Tabla 5.25. indice Necrético (in) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 3 postinseminacién en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento in
MCI TE Bit
C3G-Control 1,52+0,21 b 4,31+0,24 a 3,41+0,16 a
C3G-FCS 1,75+£0,14 b 2,1940,15b 2,00+0,10 b,c
C3G-E 4,06+0,22 a 2,50+0,20 b 3,17+0,14 a
C3G-F 0,80+0,27 b,c 5,74+0,22 a 3,55+0,19 a
C3G-I 1,56+0,28 b 2,65+0,19 b 2,2240,17 b
C3G-P 1,44+0,23 b 2,39+0,22 b 1,9640,16 b,c
C3G-EFIP Oc 2,23+0,19 b 1,30+0,10 c

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3). indices distintos en la
misma columna, indican diferencias significativas (a, b, ¢: p<0,05).
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5.2.6. Determinacion de Nucleos Paraddjicos

En las Tablas 5.26 y 5.27 se muestran los valores obtenidos para las células que
presentaban nucleos con morfologia apoptotica (fragmentados o condensados) o
necrotica pero sin marcaje por TUNEL, calificados en este trabajo como “nucleos

paradojicos”.

Tabla 5.26. indice Paradgjicos (ip) en la MCI, TE y en el blastocisto (BIt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 1 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

Tratamiento ip
MCI TE Blt
C1G-Control 0,77+0,04 0,1040,01 0,39+0,02
C1G-FCS 0,31+0,03 0,2040,02 0,24+0,01
Cl1G-E 1,68+0,03 0,4240,01 0,96+0,02
C1G-F 0,72+0,04 0,99+0,03 0,94+0,04
C1G-I 1,27+0,04 0,52+0,03 0,85+0,02
Cl1G-P 1,36+0,07 0,14+0,04 0,68+0,04
C1G-EFIP 0,20+0,02 0 0,07+0,01

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3).

Tabla 5.27. indice Paradgjicos (ip) en la MCI, TE y en el blastocisto (Blt), de blastocistos bovinos
expandidos cultivados desde el dia 3 postinseminacion en medios con diferentes fuentes proteicas.

ip
MCI TE Bt
C3G-Control 0,91+0,04 0,40+0,03 0,63+0,02
C3G-FCS 1,50+0,03 0,830,02 0,93+0,02
C3G-E 1,22+0,02 0,50+0,02 0,81+0,01
C3G-F 0,88+0,06 0 0,39+0,02
C3G-I 0,61+0,04 0,610,02 0,62+0,01
C3G-P 1,36+0,05 0,480,02 0,88+0,03
C3G-EFIP 0,32+0,04 0 0,13+0,01

Los porcentajes son valores medios + ES. N° de repeticiones: (6x3).



Resultados 141

5.2.7. Efecto de la fuente proteica y del dia de adicién al cultivo

embrionario en las caracteristicas de calidad embrionaria

En el Grupo Control, no se observaron diferencias significativas en ninguno de
los pardmetros de calidad embrionaria estudiados. Debemos recordar que,
independientemente del momento en que se adiciond la fuente proteica, dia 1 o dia 3
postinseminacion, todos los embriones obtenidos en ambos grupos Control recibieron el
mismo tratamiento, procedian de CCOs madurados con FCS y los embriones obtenidos

fueron cultivados sin fuente proteica.
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Figura n® 5.8. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en embriones
producidos a partir de CCOs madurados con FCS 'y cultivados sin fuente proteica (Grupo Control).
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Figura n® 5.9. Cortes de embriones madurados con suero y cultivados sin fuente proteica (Grupo
Control) en dia 1 (A, By C) (C1G-Control), 0 en dia 3 (D, E y F) (C3G-Control). Las im&genes (A y D)
representan cortes de la MCl y el TE; (B y E) muestran el TE mural; (C y F) exponen cortes del TE por
los extremos embrionarios. Se observan varios nucleos apoptéticos tempranos (a;). También hay
nucleos apoptoéticos por morfologia: fragmentados (f) 0 condensados (c,), pero que no muestran tincion
TUNEL+. En la imagen (F) se ha captado un nlcleo en mitosis (m).
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La utilizacion de FCS a partir del dia 3 postinseminacion permitio obtener
embriones con mayor nimero de células y mayor porcentaje de mitosis. En cuanto a las
caracteristicas de muerte celular, redujo el porcentaje de apoptosis y apoptosis

temprana, pero incremento el porcentaje de necrosis.
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Figura n° 5.10. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en
embriones producidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con FCS a partir del dia 1 o
dia 3 postinseminacién (a, b: p<0,05).
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Figuran®5.11. Cortes de embriones madurados y cultivados con FCS endia 1 (A, By C) (C1G-FCS), o
en dia 3 (D, Ey F) (C3G-FCS). Las figuras (A, C, D y F) representan cortes de la MCl y el TE; (B y E)
muestran imagenes del TE mural. En los cortes de cultivo con suero en dia 3 (D, E y F) no se observa
apoptosis por TUNEL. Se pueden ver nicleos apoptéticos condensados (c), y nlcleos condensados no
marcados con el TUNEL (c,). También se diferencian nucleos apoptéticos fragmentados (f). La imagen
(C) muestra una célula en proceso de mitosis (m).
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La utilizacion de EGF a partir del dia 3 postinseminacion, proporciond
embriones con mayor nimero de células. Disminuyd el porcentaje de apoptosis pero
incrementd el de necrosis y el de apoptosis temprana (excepto en la MCI). Y el

porcentaje de mitosis aumento6 en la MCI y en el Blastocisto total de forma significativa.
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Figura n° 5.12. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en
embriones producidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con EGF a partir del dia 1 o
dia 3 postinseminacion (a, b: p<0,05).
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Figura n° 5.13. Cortes de embriones madurados con suero y cultivados con EGF en dia 1 (A, By C)
(C1G-E), o endia 3 (D, Ey F) (C3G-E). Las imagenes (A, B, C, Dy F) representan cortes de la MCl y el
TE; (E) muestra el TE mural. Se pueden observar nicleos apoptdticos fragmentados (f) y condensados
(c); y ndcleos paradgjicos fragmentados (f,) y condensados (C,) que son TUNEL-. También hay
nucleos necrdticos (n) y una célula mitética (m). En la imagen (C) se puede distinguir, en el blastocele,
una célula expulsada de la MCI (e).
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Los embriones cultivados con FGF a partir del dia 3 postinseminacién
presentaron menor numero de células, pero se aprecio en ellos mayor porcentaje de
mitosis. En cuanto a las caracteristicas de muerte celular, se observan menores indices
de apoptosis y de necrosis, y valores de apoptosis temprana similares a los presentados
por los embriones obtenidos en el grupo C1G.
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Figura n° 5.14. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en
embriones producidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con FGF a partir del dia 1 o
dia 3 postinseminacion (a, b: p<0,05).
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Figura n° 5.15. Cortes de embriones madurados con suero y cultivados con FGF en dia 1 (A, By C)
(C1G-F), o endia 3 (D, Ey F) (C3G-F). Las imagenes (A, C, D, E y F) representan cortes de la MCl y el
TE; (B) muestra imagenes del TE mural. Se observa un nicleo apoptdtico temprano (a;) en el TE polar;
varias células apoptéticas fragmentadas (f) y condensadas (c) TUNEL+; y células paradojicas
fragmentadas (f,) y condensadas (c,) sin marcaje del TUNEL. Hay nlcleos necréticos (n) marcados con
TUNEL, y nucleos paraddjicos necroticos TUNEL- (n,) En la imagen (F) también se pueden observar
tres células mitdticas (m) en la MCI.
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La utilizacion de IGF-I a partir del dia 3 postinseminacion, increment6 el
numero de células en el TE y en el Blastocisto total, elevd el porcentaje de apoptosis

temprana y de apoptosis, disminuy06 el indice de mitosis (aunque sin diferencias con el

Grupo C1G) y el de necrosis (excepto en la MCI).
N° Células

200 -

160

120

80 -

40 -

3 ~
a
2 i
%

1 b

; |
0

MCI TE Blt MCI TE Blt
indice Mitosis indice Necrosis

MCI TE Blt MCI TE Blt

mC1G mC3G mC1G mC3G

Figura n°® 5.16. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en
embriones producidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con IGF-I a partir del dia 1
o dia 3 postinseminacion (a, b: p<0,05).
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Figura n°: 5.17. Cortes de embriones madurados con suero y cultivados con IGF-I en dia 1 (A, By C)
(C1G-I), o en dia 3 (D, Ey F) (C3G-I). Las figuras (A'y D) representan cortes de la MCly el TE; (By E)
muestran imagenes del TE mural; (C y F) exponen cortes del TE por los extremos embrionarios. Se
pueden ver células apoptéticas condensadas (c) y fragmentadas (f). En la imagen (A) ademés hay dos
células paradgjicas condensadas (cp), sin marcaje TUNEL.
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La utilizacion de PDGF en el medio de cultivo a partir del dia 3
postinseminacion, proporciond embriones con mayor numero de células, disminuyo el
porcentaje de mitosis (aunque sin diferencias con el Grupo C1G), el de apoptosis
temprana (excepto en el TE) y el de necrosis (excepto en la MCI), e incremento el

porcentaje de apoptosis (excepto en el TE).
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Figura n° 5.18. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en
embriones producidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con PDGF a partir del dia 1
o dia 3 postinseminacion (a, b: p<0,05).
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Figura n® 5.19. Cortes de embriones madurados con suero y cultivados con PDGF en dia 1 (A, By C)
(C1G-P), o en dia 3 (D, E y F) (C3G-P). Las imagenes (A, B, D y F) representan cortes de la MCl y el
TE; (E) muestra una imagen del TE mural; (C) expone un corte del TE por uno de los extremos
embrionarios. La imagen (C) muestra todos los nucleos normales. Se observan nlcleos apoptéticos
tempranos (a;), nucleos apoptdticos fragmentados (f) y condensados (c). También hay fragmentacion,
pero no marcada por TUNEL (f,). La imagen (F) muestra necrosis en la MCI, aunque es TUNEL- (ny).
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Los embriones cultivados, a partir del dia 3 postinseminacién, con la
combinacion de los factores EGF, FGF, IGF-1 y PDGF (EFIP), presentan un mayor
numero de células y un incremento del indice de mitosis (excepto en el TE), asi como
un menor porcentaje de apoptosis temprana y de necrosis.
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Figura n° 5.20. N° de células e indices obtenidos al valorar las caracteristicas de calidad en
embriones producidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con EGF+FGF+IGF+PDGF
(EFIP) a partir del dia 1 o dia 3 postinseminacion (a, b: p<0,05).
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Figura n° 5.21. Cortes de embriones madurados con suero y cultivados con EFIP en dia 1 (A, By C)
(C1G-EFIP), 0 endia 3 (D, Ey F) (C3G-EFIP). Las figuras (A, C, Dy F) representan cortes de la MCl y
el TE polar; (B y E) muestran imagenes del TE. Se observan nicleos apoptéticos tempranos (a);
ndcleos condensados no marcados con TUNEL (cp) o si marcados (c); y células necréticas (n).
También se pueden apreciar células en mitosis (m).



6. Discusion

Que no, que no, que el pensamiento no puede tomar asiento,
que el pensamiento es estar siempre de paso, de paso, de paso.
De paso.

Luis Eduardo Aute (Album “Albanta”. De paso, 1974)
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6.1. FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA
MADURACION IN VITRO

El efecto estimulante del liquido folicular en la maduracion de los complejos
cumulus-ovocito se ha conseguido incluyendo en los medios de maduracién
componentes como FCS (Lonergan et al., 1994), hormonas esteroideas (Saeki et al.,
1990) gonadotropinas (Schellander et al., 1990; Eyestone and Boer, 1993) y también
factores de crecimiento. Estos jugarian un papel crucial durante la maduracién del

ovocito y el desarrollo preimplantacional (Kane et al., 1997).

El desarrollo de medios semidefinidos, libres de suero, capaces de soportar una
alta produccién de blastocistos, podria ser beneficioso para el cultivo de ovocitos y de
embriones y ayudaria a reducir las variaciones, entre laboratorios y en el mismo
laboratorio, debido a las diferencias marcadas en la efectividad de los suplementos de
suero (Nandi et al., 2002).

Por lo que se refiere a los factores de crecimiento, diversos autores han
comprobado que la adicion de EGF al medio de maduracion in vitro, favorece la
expansion de las células del cumulus en diferentes especies: en bovino (Lorenzo et al.,
1994; Rieger et al., 1998), ovino (Grazul-Bilska et al., 2003), porcino (Drobchak, 2004)
y en ratones (Downs et al., 1988; De la Fuente et al., 1999). Teniendo en cuenta que se
han localizado receptores del EGF en las células del cumulus y de la granulosa de varias
especies (Yoshida et al., 1998a,b; Qu et al., 2000), se podria pensar que el EGF
ejerceria su efecto directamente en las células del cumulus, estimulando la sintesis de
hialurona, glucosaminoglucano que podria interactuar con componentes especificos de
la matriz intracelular (Tirone et al., 1997), mejorando significativamente la maduracion
citoplasmatica y nuclear de los ovocitos (Lonergan et al., 1996; Guler et al., 2000;
Grazul-Bilska et al., 2003; Purohit et al., 2005) y participando en la regulacion de la
expresion genética, de la proliferacion y de la diferenciacion celular.

Los estudios realizados en los altimos afios (Aflalo et al., 2005, 2007), parecen
confirmar la importancia del EGF como modulador del sistema PA/plasmina
(Activadores del Plasmindgeno/plasmina) durante el desarrollo embrionario previo a la

implantacién, y por lo tanto de los cambios que se producen en la matriz extracelular.
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En cuanto al grado de expansion de las células del cumulus, nosotros hemos
observado siempre una mayor expansion cuando se maduraba con FCS, aunque si lo
comparamos con el Grupo Control, esta caracteristica mejoraba al utilizar EGF, efecto
que comprobamos también con el resto de los factores de crecimiento utilizados en este

trabajo.

Sin embargo, no esta claro si la expansion del cumulus es critica para la
maduracion del ovocito, ya que ovocitos bovinos con células del cumulus no
expandidas, maduraron y fueron fecundados in vitro con éxito (Park et al., 1997). Ya
Schroeder y Eppig (1984) habian sugerido que la maduracién del ovocito y la expansion
del cumulus ocurririan de forma independiente. Ademas, Lonergan y col. (1996)
observaron que el EGF mejoraba el porcentaje de ovocitos que alcanzaban el estadio de
metafase 1l, cuando estos estaban liberados del cumulus, aunque consideraron que
quizés las pocas células que pudieran permanecer unidas al ovocito podrian ser

suficientes para la transmision de la sefial.

En cuanto al desarrollo embrionario, no se ha comprobado un efecto
beneficioso del EGF sobre el desarrollo temprano, ya que los resultados obtenidos
muestran porcentajes significativamente mas bajos (p<0,05) que los observados en el
grupo enriquecido con FCS y sin diferencias significativas con los obtenidos en el

Grupo Control.

Guler y col. (2000), en ganado ovino, encontraron que el porcentaje de division
y de desarrollo hasta el estadio de blastocisto temprano, mejoraban significativamente
después de la adicion de EGF. Nuestros resultados coinciden con los publicados por
Grazul-Bilska y col. (2003), también para ganado ovino, que observaron valores
similares para el porcentaje de division y de formacion de morulas, en los grupos
madurados con o sin EGF. Pero nuestros datos no arrojan un incremento significativo
en la formacion de blastocistos, como sefialan estos Gltimos autores. Y por lo que se
refiere al porcentaje de eclosién, al igual que Guler y col. (2000) tampoco se observo un

efecto significativo del EGF.

Singhal y col. (2009), obtuvieron un mejor porcentaje de desarrollo cuando el
medio se enriquecio con IGF-I frente a la utilizacion de EGF. Las causas podrian ser

varias: una mejor interaccion del IGF-1 con la cisteamina o con las hormonas (por

ejemplo, con la FSH) utilizadas en el medio de maduracién, como habian sefialado Liu
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y col. (1998) o bien que el IGF-I indujera una mejor maduracion nuclear y desarrollo
embrionario (Lorenzo et al., 1994). Ademas Monniaux y col. (1997) al comprobar que
el EGF soportaba peor el desarrollo embrionario desde el estadio de 8-células en
adelante, sugirieron la posibilidad de que el EGF causara atresia celular. Posteriormente
Quirk y col. (2000) sefialaron que el IGF-I frenaria la apoptosis a través de la

estimulacion de la sintesis de proteinas.

En los estudios realizados por Lorenzo y col. (1994), se habia puesto de
manifiesto una mayor tasa de maduracion tras la adicion de EGF al compararlo con
IGF-I, aunque estos autores sefialaron que podria ser debido a que se habia realizado
una evaluacion del porcentaje de maduracion en funcién de la expansion del cumulus y
no en base a la maduracién nuclear. Y mientras que el EGF apoyaria la expansion del

cumulus, el IGF-1 estaria implicado en la maduracién nuclear.

Tras la fecundacion in vitro, CCOs madurados (en medios con cisteamina) con
IGF-I, se consiguié un mayor porcentaje de division (Pawshe et al., 1998; Purohit et al.,
2005) y de desarrollo embrionario (Chauhan et al., 1999), al compararlo con CCOs
madurados con EGF. Chauhan y col. (1999) indicaron que este hecho podria ser debido
a que el EGF favoreceria la maduracion pero no la division y posterior desarrollo
embrionario, hipotesis confirmada recientemente por Singhal y col. (2009) que también
obtuvieron un mayor porcentaje de division con IGF-I, sefialando que este factor
favoreceria la maduracion nuclear, que es esencial para conseguir tasas de division mas

altas.

Nuestros resultados no muestran diferencias significativas entre los grupos
madurados con EGF o con IGF-I para los distintos estadios de desarrollo embrionario
estudiados. La utilizacién de IGF-I en el medio de maduracién, tampoco mejora los
porcentajes obtenidos en el Grupo Control que fueron significativamente mas bajos que

los conseguidos en el grupo que utiliza FCS.

En el trabajo realizado por Guler y col. (2000), la adicion de IGF-1 al medio de
maduracion no mejoro ni la maduracion citoplasmatica ni nuclear de los ovocitos de
oveja, al igual que se habia publicado anteriormente en ganado vacuno (Harper and
Brackett, 1993; Lonergan et al., 1996). Para estos autores, el hecho de que un mayor

namero de ovocitos permanecieran blogueados en el estadio de vesicula germinal podria
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indicar un efecto inhibitorio de este factor de crecimiento sobre los mecanismos de

induccion de la meiosis.

Existen pocos informes disponibles sobre el efecto del FGF sobre la
maduracion in vitro de ovocitos. En ratones, el FGF no fue capaz de reiniciar la meiosis
(Vorob’eba and Nikitin, 1991) y en ganado bovino no se consiguieron efectos
significativos en la expansion de las células del cumulus (Kobayashi et al., 1994).
Bieser y col. (1998), publicaron que durante la maduracion in vitro de los CCOs ocurre
una ligera proteolisis extracelular y que los factores de crecimiento como el FGF

podrian ejercer una accion moduladora (Bieser et al., 1998).

Nandi y col. (2003) observaron que el FGF aumentd, in vitro, la expansion del
cumulus y la maduracién nuclear en ovocitos de bufalo, siendo este efecto menor que el
obtenido por Gupta y col. (2002) utilizando EGF.

Nuestros resultados también indican, aunque sin diferencias significativas, un
menor desarrollo embrionario (excepto para M+B), al utilizar FGF en el medio de
maduracion frente al grupo en el que se emple6 EGF. Tampoco mejora los resultados
obtenidos en el Grupo Control y proporciona porcentajes de desarrollo

significativamente peores que los observados en el Grupo con FCS.

Respecto al PDGF, Lorenzo y col. (1994) sefialaron que su accion podria
estar también mediada por las células del cumulus. Estos autores comprobaron que este
factor aumentaba la maduracion nuclear o la fecundacion en ovocitos bovinos rodeados
de cumulus, pero no en ovocitos denudados. Eckert y Niemann (1996) solo observaron
efectos significativos, utilizando el PDGF en CCOs de buena calidad morfoldgica. Esto
sugirio que los CCOs de peor calidad no son capaces de responder al PDGF,
posiblemente por una pérdida de receptores funcionales en su superficie, pero también
podria deberse a que disponen de un menor numero de células del cumulus que los
CCOs de buena calidad. Se entiende que es necesario un nimero minimo de células del
cumulus para generar una cantidad significativa de precursores en el ovocito para su
desarrollo posterior, y que por lo tanto la presencia de las células del cumulus hace que

las condiciones de maduracion no estén completamente definidas.

Estos mismos autores (Eckert and Niemann, 1996) observaron que la

maduracion nuclear, fecundacion, tasa de division y el desarrollo a morulas y
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blastocistos no se vieron afectados por la presencia de PDGF en el medio de

maduracion.

Los resultados de nuestro trabajo tampoco mostraron un efecto beneficioso del
PDGF en la maduracion de los CCOs y posterior desarrollo de los embriones. La
utilizacion de PDGF en el medio de maduracién, no mejoré los porcentajes de
desarrollo obtenidos por el Grupo Control, siendo el porcentaje de eclosidn
significativamente menor cuando se utiliza PDGF. Y de la misma forma que ocurri
con el EGF, el IGF-1 y el FGF, este factor tampoco mejoro los resultados de division,

desarrollo a morulas y blastocistos, conseguidos con el FCS.

Algunos estudios han analizado el efecto de la asociacion de distintos factores
de crecimiento. Sakaguchi y col. (2000) encontraron que la exposicién combinada a los
factores de crecimiento EGF e IGF-1 en un medio de maduracion libre de suero, acelerd
significativamente la meiosis en los ovocitos bovinos, aumentando la frecuencia de
ovocitos que expulsaron el primer corpusculo polar a las 16 horas de maduracién y
disminuyendo aquellos con el corpusculo polar a las 20 horas, pero este tratamiento
combinado de factores de crecimiento no mejor6é los porcentajes de division y de
produccion de blastocistos.

En este trabajo hemos utilizado la combinacion de EGF, FGF, IGF-1 y

PDGF en el medio de maduracion sustituyendo al FCS como fuente proteica de origen
animal. Los resultados se encuentran en la misma linea que los publicados por
Sakaguchi y col. (2000), ya que se han obtenido resultados de division y de produccion
de blastocistos similares a los conseguidos en el Grupo Control, y significativamente

mas bajos que los del Grupo FCS.

La accion de los factores de crecimiento a nivel individual viene determinada
por la union de los mismos a sus receptores. Y aungue existen muchos ejemplos de
acciones sinérgicas de los factores de crecimiento durante el desarrollo previo a la
implantacion, podria ocurrir que la combinacion de factores iniciara un proceso de
interferencia cuando la exposicion de las células embrionarias a un factor de
crecimiento compromete su capacidad para unirse y responder a otro (Heyner et al.,
1993), o bien que algunos factores producirian efectos metabdlicos similares en el
embrion temprano, actuando a través de vias metabdlicas comunes (Ryan et al., 1990;
Harvey and Kaye, 1992; O Neill, 1997).
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El mecanismo de actuacion de los factores de crecimiento en la formacion de
blastocistos, aln no se entiende completamente y podrian esperarse diferentes
respuestas (Gutiérrez-Adan et al., 2001). La diferencia en los porcentajes de
fecundacion y de formacion de morulas y blastocistos, que hemos encontrado en los
trabajos consultados, se deben probablemente a la edad, raza y estado fisiologico de la
donante de ovocitos (Zeron, et al., 2001; Makarevich and Markkula, 2002), asi como a
la composicion del medio y las condiciones de cultivo (Dhali et al., 2009). Y en este
sentido seguiran siendo necesarios estudios que lleven a establecer la presencia de estos
y otros factores en el fluido folicular, asi como la concentracion en que pudieran estar
presentes (Grazul-Bilska et al., 2003), sin olvidar que la interaccién de todos estos
factores estaria regulada por vias de caracter autocrino, yuxtacrino y paracrino (Schultz
and Heyner, 1993).

El hecho de que los embriones puedan desarrollarse in vitro en medios simples
revela que existe una regulacion autocrina durante el desarrollo y la diferenciacion
previos a la implantacion. Sin embargo, los porcentajes de desarrollo y nimero de
células de los embriones son menores. Varios estudios (Paria and Dey, 1990; O’Neill,
1997) apoyan la idea de que no solo el utero, también los embriones producen diversos
factores de crecimiento. Asi, estos factores de crecimiento sintetizados por el propio
embrion o, los factores de crecimiento presentes en el Gtero o, en condiciones in vitro,
en los medios de cultivo, serian capaces de influir el desarrollo y la fisiologia

embrionaria de manera autocrina/paracrina.

Si los factores de crecimiento producidos por el embrion actian sobre el
mismo, se podria pensar que los embriones cultivados durante el periodo previo a la
implantacion en pequefio nimero, en un volumen de medio de cultivo definido, podrian
mostrar un desarrollo inferior comparado con aquellos cultivados en grupos grandes
(Paria and Dey, 1990; Lane and Gardner, 1992). Esto reflejaria un mayor grado de
dilucion de los factores de crecimiento secretados por los embriones cultivados en
grupos pequefios comparandolos con aquellos cocultivados en grupos grandes (O Neill,
1997). Este desarrollo inferior deberia ser corregido por la adicién de factores de

crecimiento al medio de cultivo (Lane and Gardner, 1992).

Hardy, 1997 observé un incremento, hasta 3 veces, en los porcentajes de

muerte celular en blastocistos de raton cultivados individualmente en microgotas de 25
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ul de medio, resultados que mejoraban cuando se cultivaban en grupo o en un medio

enriquecido con TGF-a..

Los resultados obtenidos por O Neill (1997) indican que cuando los embriones
son cultivados en baja concentracion, se produce una dilucion de los factores necesarios
para el desarrollo normal de los embriones, presentando niveles subdptimos durante el
cultivo embrionario. Algunos factores (PAF (Factor activador de Plaguetas), EGF, IGF-
| e IGF-I1) podrian compensar parcialmente estos efectos adversos.

En este estudio también hemos comprobado que el porcentaje de desarrollo
embrionario podria estar influenciado por la relacién entre el nimero CCOs y el
volumen de medio de maduracion (Paria and Dey, 1990; Lane and Gardner, 1992),
observando que mientras que en los grupos grandes se produce la eclosion de los
blastocistos, en porcentajes variados segin el grupo experimental, esto no ocurre
cuando la maduracién se produce en grupos pequefios, siendo este efecto negativo mas
marcado si se utiliza una concentracion de 4-6 CCOs/500 ul frente a 4-6 CCOs/50 ul de

medio de maduracion.

Con una concentracién de 4-6 CCOs/500 ul de medio de maduracion, se ha
observado que ni la adicion de FCS ni la de factores de crecimiento permite el
desarrollo embrionario més alla del estadio de 5-8 células, ni mejora los valores
obtenidos en el Grupo Control. Y cuando empleamos una concentracion de 4-6
CCOs/50 ul de medio de maduracion, ninguno de los factores de crecimiento ha
mostrado un efecto tan beneficioso como el FCS, que permitié el desarrollo embrionario
hasta blastocisto expandido, y solo los factores EGF e IGF-1 han favorecido, al
compararlo con el Grupo Control, dicho desarrollo hasta el estadio de
Moérula+Blastocisto.

6.2. FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL CULTIVO IN
VITRO

El bajo porcentaje de blastocistos eclosionados en grupos cultivados sin FCS
(por ejemplo, medio SOF con PVA) (Zhang et al., 1992), podria deberse a la ausencia
de las sustancias beneficiosas que contendria el suero. La presencia de FCS en medio

SOF, no solo dio lugar a un desarrollo mas rapido, también aumenté la produccion de
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blastocistos y mejoré la supervivencia de los embriones macho (Gutiérrez-Adan et al.,
2001).

Sirisathien y col. (2003), utilizando diferentes concentraciones de EGF
recombinante humana, comprobaron que la adicion de este factor de crecimiento no
tuvo efecto en el desarrollo embrionario hasta el estadio de cuatro células, pero a partir
de ese momento, la concentracion de 5 ng/ml aumento significativamente la formacion

de blastocistos.

En estudios realizados con embriones de raton (Paria and Dey, 1990; Schultz
and Dardik, 1991), se demostro que el efecto estimulador del EGF estaria relacionado
con el hecho de que su unién a la superficie celular embrionaria se realizaria desde el

estadio de 8 células hasta el de blastocisto, estimulando la produccion de los mismos.

Posteriormente Lee y Fukui (1995) estudiaron el efecto de los factores de
crecimiento, EGF, FGF, IGF-1 y TGFB-1, en el cultivo embrionario utilizando medio
SOF modificado -SOF con aminoécidos esenciales y glutamina-. Estos autores
observaron que ninguno de los factores de crecimiento mejord los porcentajes de
division y desarrollo, para todos los estadios embrionarios estudiados (embriones de 2 y
de 8 células, mérulas, blastocistos y blastocistos eclosionados), al compararlos con los
obtenidos en el grupo cultivado con FCS (Grupo Control+). Tampoco proporcionaron
porcentajes de desarrollo, para los estadios de 2 y 8 células, significativamente mayores
que los observados en el Grupo Control (sin fuente proteica, Control-), aunque si
consiguieron mejorar significativamente los porcentajes de desarrollo embrionario
cuando el EGF y el FGF fueron afiadidos en los estadios de morula y blastocisto

temprano.

Al igual que estos autores, en nuestro caso el cultivo de los embriones en
medio SOF con EGF, independientemente de que los complejos cumulus-ovocito
hubieran sido madurados con este factor de crecimiento o con FCS, y de que la fuente
proteica se afiadiera en dia 1 o dia 3 de cultivo, dio lugar a porcentajes de desarrollo
embrionario significativamente menores respecto a los alcanzados en el grupo tratado
con FCS. Y aunque se observaron valores algo méas altos de desarrollo, no lo fueron
significativamente respecto al Grupo Control, excepto con algunas excepciones entre las

que podria ser conveniente fijarnos en el porcentaje de eclosiéon, que si mejoro
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significativamente al emplear este factor a partir del dia 3 postinseminacion en el

cultivo de embriones madurados con FCS.

El FGF a una concentracion de 0,05 ng/ml incrementé significativamente las
tasas de desarrollo hasta moérulas y blastocistos considerados en conjunto. Pero si se
consideraba solo el porcentaje de blastocistos, no se observaron diferencias
significativas entre las distintas dosis de FGF (Lee and Fukui, 1995), resultados que
coinciden con los que habian obtenido Yoshida y col. (1994). Sin embargo, Colver y
col. (1991) habian comprobado, en raton, que la dosis de 5 ng/ml de FGF inhibia su

desarrollo embrionario en embriones de 2 células.

El trabajo de Lee y Fukui (1995), sefialado anteriormente, estudiaba el efecto
de la adicion de EGF (10 ng/ml) o de FGFb (1ng/ml) o la combinacion de ambos
factores, en el medio de cultivo a partir del estadio de 2 células. Los autores
comprobaron que en el medio con EGF o con FGF individualmente, no aumentaba
significativamente el desarrollo embrionario. Sin embargo, la combinacion de estos dos
factores de crecimiento, mejoraba significativamente el desarrollo a partir del estadio de

morula.

En el mismo sentido que estos autores, los resultados obtenidos en nuestro caso
ponen de manifiesto que el cultivo de los embriones en medio SOF con FGF,
independientemente de que los complejos cumulus-ovocito hayan sido madurados con
este factor de crecimiento o con FCS y de que la fuente proteica se haya afiadido en dia
1 o dia 3 de cultivo, también proporciond, en general, porcentajes de desarrollo
embrionario significativamente menores respecto a los alcanzados en el grupo tratado
con FCS. En la mayoria de los casos los valores también fueron mas altos respecto al
Grupo Control, pero sin diferencias significativas y, de la misma forma, tampoco
detectamos valores estadisticamente distintos de los otros grupos a los que se habia

afiadido algun otro factor de crecimiento.

Por lo que se refiere a la adicion de 1GF-I al medio de cultivo, algunos
autores como Lee y Fukui (1995), no obtuvieron mejor desarrollo embrionario, aunque
otras publicaciones (Kaye et al., 1992; Lighten et al., 1998) si evidenciaron un aumento

en la formacion de blastocistos y en el nimero de células embrionarias.

Mientras que la concentracion de IGF-I en el fluido oviductal se conoce para la

especie humana (15 ng/ml) (Homburg et al., 1996; Lighten et al., 1998) y para la
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especie porcina (20 a 40 ng/ml) (Wiseman et al., 1992), en la bovina se desconoce.
Sirisathien y col. (2003) estudiaron el efecto de afiadir, al medio de cultivo, diferentes
concentraciones de IGF-I (2, 10 y 50 ng/ml) y al comparar los resultados con los del
Grupo Control (sin IGF-1), observaron que las concentraciones de 10 y 50 ng/ml
aumentaban el nimero de blastocistos obtenidos a partir de embriones en el estadio de 4

células.

La utilizacion de IGF-I en nuestro trabajo, durante el cultivo embrionario,
independientemente de que los complejos cumulus-ovocito hubieran sido madurados
con este factor de crecimiento o con FCS, y de que la fuente proteica se afiadiera en dia
1 o dia 3 de cultivo, no proporciond, en general, porcentajes de desarrollo y de
blastocistos eclosionados significativamente mas altos que los obtenidos en el grupo
cultivado con FCS. Se obtuvieron valores similares, o algo mas elevados, pero sin
diferencias significativas respecto al Grupo Control y al resto de los grupos con factores

de crecimiento.

Eckert y Niemann (1996) estudiaron los efectos del PDGF durante el cultivo
embrionario. Después de madurar y fecundar en un medio libre de proteinas, el cultivo
de los embriones se realizo, desde el primer dia hasta el final, en medio TCM-199
suplementado con PVA en presencia de tres concentraciones de PDGF (1, 10 y 100
ng/ml) o en ausencia del mismo. El desarrollo hasta morula y blastocistos, de los CCOs
seleccionados de buena calidad, fue menor para los grupos con PDGF que para el Grupo
Control+, en el que los CCOs fueron madurados con suero, fecundados con BSA y los

embriones resultantes cultivados, también, con suero.

Como los gametos bovinos son capaces de responder a la sefial del PDGF
durante la fecundacion (Eckert and Niemann, 1996) y el PDGF, y su receptor PDGF-
a, Se expresan en el ovocito hasta el estadio de blastocisto (Watson et al., 1992), la
pérdida de respuesta al PDGF durante el desarrollo postfecundacion podria atribuirse a
una momentanea y baja regulacion del receptor del PDGF, causada por otros factores de
crecimiento secretados hacia el medio por el embrién y/o las células del cumulus
(Wrann et al., 1980; Bowen-Pope et al., 1983; Gronwald et al., 1989; Sporn and
Roberts, 1990).

En el trabajo realizado por Eckert y Niemann (1996) también se estudid el

efecto producido tras la adicion de 1 ng/ml de PDGF en diferentes momentos de la
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manipulacion, o durante la fecundacion, o a partir del 3% dia de cultivo embrionario, o
en ambos momentos. La tasa de division fue menor en todos los grupos al compararlos
con el Grupo Control+, que habia sido enriquecido con suero. El desarrollo a morula fue
significativamente menor en el grupo formulado simplemente con PVA (Grupo Control-
) que en el Grupo Control+. Este efecto inhibitorio se supero6 parcialmente con la adicion
de 1 ng/ml de PDGF al medio de fecundacion o al medio de cultivo en dia 3 0 a ambos
(Grupo 3).

La funcion del PDGF durante la fecundacién podria incluir la preparacién para
los pasos siguientes al cuarto ciclo celular. La presencia de PDGF en el medio de
cultivo embrionario (dia 3) aumenta la velocidad de desarrollo a moérula comparandolo
con el Control-, pero sin alcanzar diferencias significativas (Eckert and Niemann, 1996).
En este mismo estudio la adicion de PDGF al medio de cultivo a partir del dia 1 no
proporciond efectos beneficiosos.

Estos autores (Eckert and Niemann, 1996) no observaron un efecto
dependiente de la dosis de PDGF y esto contradice lo recogido para otros tipos celulares
(Deuel and Huang, 1984) o para otros sistemas de cultivo embrionario (Wrann et al.,
1980), y explican que estas controversias pueden deberse al cocultivo con células del
cumulus o al cultivo en grupo. Las células del cumulus y/o los embriones podrian
segregar factores de crecimiento, que interaccionarian con el PDGF; o podrian producir
PDGF adicional, disfrazando la accion de las diferentes concentraciones de PDGF
exogeno (Eckert and Niemann, 1996).

En nuestro caso la adicion de PDGF al medio de cultivo, independientemente
de que los complejos cumulus-ovocito hayan sido madurados con este factor de
crecimiento o con FCS y de que la fuente proteica se haya afiadido en dia 1 o dia 3 de
cultivo, también proporciond, en general, porcentajes de desarrollo embrionario
significativamente menores respecto a los alcanzados en el grupo tratado con FCS. En la
mayoria de los casos los valores también fueron mas altos respecto al Grupo Control,
pero sin diferencias significativas y, de la misma forma, tampoco detectamos valores

estadisticamente distintos de los otros grupos tratados con factores de crecimiento.

Otro factor de crecimiento, como el TGFB-1, tampoco estimul6 el desarrollo

embrionario (Lee and Fukui, 1995), resultados que coinciden con otros experimentos
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realizados en embriones bovinos (Keefer, 1992; Flood et al., 1993), contrariamente al

aumento del desarrollo in vitro observado en embriones de raton (Paria and Dey, 1990).

Por el contrario, el cultivo de embriones murinos (Fukaya et al., 1998) y
bovinos (lIzadyar et al., 2000), en presencia de GH mejor6 dicho desarrollo, aumentando

la formacion de blastocistos y de blastocistos eclosionados.

En cuento a la combinacion de diversos factores, Lee y Fukui (1995)
observaron que la mezcla de EGF y FGF mejoraba significativamente el desarrollo a

partir del estadio de mérula.

Posteriormente, Sirisathien y col. (2003) comprobaron que la combinacién de
EGF (5 ng/ml) e IGF-1 (50 ng/ml) aumenté los porcentajes de blastocistos, pero no de
forma significativa respecto a su utilizacion individual. Ambos factores de crecimiento,
EGF e IGF-I no tuvieron ningun efecto en el numero de zigotos que alcanzaron el
estadio de cuatro células (Sirisathien et al., 2003). Cuando las condiciones de cultivo
fueron malas los embriones bovinos fueron capaces de dividirse 2-3 ciclos, y después
detenerse en el estadio de 8-16 células. Aparentemente, los porcentajes de division
fueron reflejo Unicamente de los de fecundacién y es improbable que estén afectados

por algun factor de crecimiento exdgeno.

En estudios previos, la adicion de varios factores de crecimiento no produjo
efectos positivos cuando se empled el medio TCM-199 (Flood et al., 1993; Harper and
Brackett, 1993; Shamsuddin, 1994). Sin embargo, si que se encontraron efectos
positivos del IGF-I cuando se us6 un medio de cultivo mas simple como el SOF (Matsui
et al., 1995; Prelle et al., 2001). En un medio definido quimicamente la produccién de
blastocistos bovinos puede mejorarse con la adicion de los factores promotores de
proliferacion (IGF-1) o de diferenciacion (EGF) (Sirisathien et al., 2003). Cuando el
IGF-1 se empled en conjunto con cocultivos de células de la granulosa o asociado con
suero bovino en el medio de cultivo, si que se observd que este factor estimulaba el
desarrollo del blastocisto (Herrler et al., 1992; Palma et al., 1997).

Los efectos sobre el desarrollo embrionario del IGF-I, al igual que los de la
GH, podrian estar mediados directamente, ya que los receptores para este factor, al igual
que para la GH, estan expresados ya en embriones tempranos (Watson et al., 1992;
Izadyar et al., 2000). Ademas, la GH estimula el desarrollo embrionario

independientemente de IGF-1, ya que al afiadir anti IGF-1 se eliminaron los efectos del
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IGF-I en el desarrollo embrionario, pero no afectd a las acciones de la GH (Moreira et
al., 2002).

El incremento en los porcentajes de fecundacion, el desarrollo precoz y el
aumento del namero de células de embriones bovinos producidos in vitro por la adicion
de GH e IGF-I en los medios de cultivo, podria explicar el aumento de los porcentajes
de gestacion en vacas receptoras a las que se les habian trasplantado embriones
congelados-descongelados en los que el desarrollo temprano fue influenciado por GH e
IGF-1 exdgeno (Hernandez-Cerdn et al., 2000; Moreira et al., 2000, 2001a,b).

La utilizacion combinada de los cuatro factores de crecimiento (EGF,

FGFb, IGF-1 y PDGF) durante el cultivo embrionario, en nuestro trabajo,
independientemente de que los complejos cumulus-ovocito hayan sido madurados con
estos factores de crecimiento o con FCS y de que la fuente proteica se haya afiadido en
dia 1 o dia 3 de cultivo, no proporciond, en general, porcentajes de desarrollo y de
blastocistos eclosionados significativamente méas altos que los obtenidos en el grupo
cultivado con FCS. Se obtuvieron valores similares, o algo méas elevados, pero sin

diferencias significativas respecto al Grupo Control y al Grupo EFFIP.

En cuanto al cultivo de embriones en grupos pequefios, Paria y Dey (1990),
sefialaron que el efecto estimulante del factor de crecimiento desaparece cuando los
embriones se cultivan en grupos, debido a una induccion autocrina de los propios
embriones, ya que ellos mismos segregarian factores de crecimiento. Estos autores
afiadieron que el aumento de volumen del medio de cultivo, deterioraria el desarrollo

embrionario.

Sin embargo en el trabajo realizado por Lee y Fukui (1995) no hubo

diferencias significativas entre el cultivo individual y el cultivo en grupo.

En la publicacion de O’Neill (1997) se puso de manifiesto que cuando los
embriones eran cultivados a concentracion de 1 embrion/ul de medio, habia un aumento
en la blastulacion y en el nimero de células por embridn vy si se reduce la concentracién
embrionaria a 1 embrion/10-100 ul de medio, se produce una pérdida del efecto
autocrino embriotréfico. Por tanto, cultivar embriones con una alta densidad reduce
parcialmente el efecto inducido por el cultivo in vitro (Brison and Schultz, 1997),
acelerando el desarrollo embrionario y aumentando el nimero de células y la viabilidad

embrionaria (Paria and Dey, 1990).
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Al igual que ocurria cuando los factores de crecimiento se utilizaron en la
maduracion de los CCOs, también hemos comprobado que el porcentaje de desarrollo
embrionario obtenido durante el cultivo embrionario, independientemente de que los
complejos cumulus-ovocito hayan sido madurados con este factor de crecimiento o con
FCS y de que la fuente proteica se haya afiadido en dia 1 o dia 3 de cultivo, podria estar
influenciado por la relacion entre el nimero CCOs y el volumen de medio de
maduracion (Paria and Dey, 1990; Lane and Gardner, 1992), observando que mientras
en los grupos grandes se produce la eclosion de los blastocistos, en porcentajes variados
segun el grupo experimental, esto no ocurre cuando la maduracion se produce en grupos
pequerios, siendo este efecto negativo mas marcado cuando se utiliza una concentracion
de 4-6 CCOs/500 pl frente a 4-6 CCOs/50 ul de medio de maduracion.

Utilizando una concentracion de 4-6 CCOs/500 ul de medio de maduracion,
hemos observado que solo la adicion de FCS permite el desarrollo embrionario hasta el
estadio de Mdrula+Blastocisto, mientras que en el Grupo Control y en los grupos con
factores de crecimiento, el desarrollo embrionario se detiene en el estadio de 5-8
celulas, proporcionando los factores EGF, FGF e IGF-I valores similares al grupo con
FCS y significativamente méas altos que los obtenidos en el Grupo Control. Y cuando
empleamos una concentracion de 4-6 CCOs/50 ul de medio de maduracién, ninguno de
los factores de crecimiento ha mostrado un efecto tan beneficioso como el FCS, que
permitio6 el desarrollo embrionario hasta blastocisto expandido, y solo los factores IGF-I
y EGF han favorecido, al compararlo con el Grupo Control, dicho desarrollo hasta el

estadio de Morula+Blastocisto y de B7, respectivamente.

Y aunque O Neill (1997) apuntara, como ya comentamos anteriormente, que la
utilizacion de algunos factores de crecimiento podria compensar parcialmente los
efectos adversos que ocasionaria una dilucion de las sustancias necesarias para el
desarrollo normal de los embriones cuando estos se cultivaban a baja concentracion,

nosotros no hemos comprobado este efecto beneficioso.

6.3. CALIDAD EMBRIONARIA

El ndmero de células y el porcentaje de apoptosis en los embriones son
pardmetros importantes del desarrollo embrionario (Brison and Schultz, 1997, 1998). Se
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sabe que los embriones con mayor numero de células son los que tienen mayores

probabilidades de implantarse (Van Soom et al., 1997b).

El namero total de células por embridn podria variar entre 32 y 167 células
(con una media de 68+28) siendo mas bajo cuando el indice de apoptosis fuese mayor
del 50% (Walters et al., 2005).

Nuestros resultados muestran blastocistos expandidos con rango de namero de
células (de 126+1,19 a 199,72+0,78) similar al referido por otros autores con disefios
experimentales  distintos, utilizando para su evaluacion o0 microscopia de
epifluorescencia, 125,6+6,1 (Watson et al., 2000), de 103,2+3,4 a 175,3+1,1 (Mtango et
al., 2003), de 161 a 193 (Sirisathien et al., 2003), de 139+11,3 a 196,3+8,1 (Rodriguez
et al., 2006), 161,3+10,7 (Gomez et al., 2009), o microscopia confocal, 160+8 (Knijn et
al.,, 2003). Y mas elevado que otros autores, utilizando o microscopia de
epifluorescencia, de 91+4,7 a 94+4,1 (Rizos et al., 2001), de 101,4+5,24 a 123,445,63
(Makarevich and Markkula, 2002), de 84+8,6 a 104,1+10,7 (Duque et al., 2003), de
11948 a 124+8 (Feugang et al., 2004), de 86+15 a 99+15 (Rubio et al., 2005), 96+2,9
(Vandaele et al., 2006), de 124+7,6 a 135+7,3 (Warzych et al., 2007), o microscopia
confocal, 105 (Neuber et al., 2002).

Coincidiendo con los datos publicados por algunos autores (Sirisathien et al.,
2003; Duque et al., 2003; Rodriguez et al., 2006; Gomez et al., 2009), los embriones
analizados en este trabajo de Tesis Doctoral, presentaron un nimero de células en la
MCI inferior al observado en el TE, aunque los valores obtenidos para el nimero de
células de la MCI son superiores a los publicados por dichos autores.

En algunos estudios en los que se utilizé microscopia confocal (Gjarret et al.,
2003; Knijn et al., 2003) el namero de células encontrado fue mas elevado en la MCI
que en el TE. Estos autores utilizaron un andlisis automatico de imagen para el recuento
celular en una reconstruccion tridimensional del embrién y comentaron que de esta
forma se habria podido sobrestimar el nimero de células de la MCI al poder incluir en
este tipo, células del TE polar. Estos autores no estiman el posible error cometido. En
nuestro caso, el recuento celular se ha realizado visualmente plano a plano del embrién,
atendiendo cuidadosamente a la diferenciacion entre el TE polar, el TE mural y la MCI,

por lo que creemos que el error cometido haya podido ser muy bajo.
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Walters y col. (2005) sefialaron una relacion inversa entre el nimero de células
del embrion y el indice apoptotico. Los embriones que se dividen rapidamente, que
tienen mas células, presentan menor indice de apoptosis y mayor porcentaje de
formacidn de blastocistos.

Se ha apuntado que en blastocistos con pocas células, el porcentaje de muerte
celular seria variable, oscilando en el raton entre el 0 y el 20% y en humanos entre el 0 y
el 30%. Por el contrario en embriones con un gran nimero de células, el porcentaje de
muerte celular fue uniformemente bajo, no excediendo del 5% en embriones de raton
con méas de 100 células, ni superando el 10% en embriones humanos de méas de 80
células (Hardy, 1997).

En nuestro estudio, todos los blastocistos bovinos analizados tenian un nimero
de células superior a 100 en todos los casos, y los porcentajes de apoptosis se situaron
entre el 4,13% vy el 20,48%. Los embriones cultivados con FCS, que fueron los que
presentaron mayor numero de células, mostraron los porcentajes mas bajos de
apoptosis. En el resto de los grupos esta relacion varié dependiendo del tratamiento,

observandose embriones con gran nimero de células y un alto indice de apoptosis.

Aungue los embriones producidos in vitro pueden presentar un nimero total de
células comparable a los producidos in vivo, la cantidad de células de la Masa Celular
Interna es significativamente inferior para los in vitro (Van Soom et al., 1997a),
presentando ademas mayores indices de apoptosis (Knijn et al., 2003; Lonergan et al.,
2003; Hansen and Block, 2004; Pomar et al., 2005). Para Knijn y col. (2003) el mayor
numero de células observado en la MCI de los embriones obtenidos in vivo, puede que

tenga que ver con la interaccion que se establece entre éstos y el Gtero materno.

Se estima que para establecer la gestacion es necesario que exista un nimero
minimo de células en la Masa Celular Interna, mientras que el exceso de células en el
Trofoectodermo puede conducir a anomalias, que se han visto frecuentemente asociadas

con el trasplante de embriones bovinos cultivados in vitro (Van Soom et al., 1997a).

En el raton, el mayor porcentaje de apoptosis se situdé en la Masa Celular
Interna (Hardy and Handyside, 1996) y Brison y Schultz (1997) en blastocistos bovinos,
sefialaron que la reduccion en la calidad embrionaria estaria relacionada con una
disminucion, no solo del nimero total de células, sino también de las células localizadas

en la Masa Celular Interna y un aumento de la incidencia de apoptosis. Es posible que
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los mecanismos de regulacion de la Masa Celular Interna sean mas sensibles que los del
Trofoectodermo, dado que esas células son el linaje que formara el feto (Neuber et al.,
2002).

Asimismo el desarrollo embrionario postimplantacional normal dependera de
la integridad de la Masa Celular Interna; por lo tanto, las diferencias que pudieran
existir entre blastocistos podrian radicar en los diferentes valores de apoptosis

encontrados para la Masa Celular Interna (Maddox-Hyttel et al., 2003).

Los valores para el indice de Muerte Celular por marcaje con TUNEL variaron
entre las diferentes especies (Fabian et al., 2005a). En blastocistos de ratén in vivo e in
vitro se han publicado valores que varian entre el 1,4 y el 10,2%; para blastocistos de
cerdo in vivo e in vitro del 0-7,3%; y del 7-11% en blastocistos humanos producidos in
vitro. En ovejas se ha publicado un indice apoptético del 2%; en caballos del 2,2%
(Rubio et al., 2005); y en cabras del 3,8% (Rubio et al., 2005). Sin embargo ninguno de
estos estudios encontrd un indice de apoptosis superior al 15-20%, lo que podria ser
considerado el umbral de apoptosis en la viabilidad del blastocisto (Anguita et al.,
2009). En blastocistos bovinos producidos in vitro Fabian y col.(2005a) publicaron un
indice apoptotico del 4-9%. Otros autores observaron indices mayores de apoptosis:
12% (Yuan et al., 2005; Anguita et al., 2007), 10,3% (Rubio et al., 2005), 9,8-14,2%
(Vandaele et al., 2006); O menores: 3-7% (Boelhauve et al., 2005), 2,9% (Warzych et
al., 2007).

El porcentaje de apoptosis observado en la MCI oscila, en este estudio, entre el
6,90 % vy el 16,84% cuando los embriones son cultivados en medios con fuente proteica
desde el dia 1 postinseminacion y entre el 3,59% y el 20,81% cuando se afiade a partir
del dia 3 postinseminacion. Valores, todos ellos, que se encuentran dentro del intervalo
publicado por Makarevich y Markkula (2002), quienes habian encontraron que el indice

de apoptosis podria variar del 0 al 29% en blastocistos bovinos in vitro.

Gjarret y col. (2003) para embriones bovinos producidos in vivo publicaron
valores del 2,4% de células muertas, con morfologia apoptotica en el TE y del 6,1% en
la MCI, mientras que para los embriones desarrollados in vitro estos resultados fueron

mayores del 3,6% y del 11,2% respectivamente.

En nuestro trabajo el indice apoptotico en el TE fluctud entre el 6,57% vy el

25% para los embriones cultivados con fuente proteica desde el dia 1 postinseminacion
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y entre el 4,53% y el 14,93% cuando lo fueron desde el dia 3 postinseminacion. Se
observo que en los embriones pertenecientes al Grupo Control un indice de apoptosis
mas elevado en el TE (en torno al 11,25%) que en la MCI (en torno al 6,85%). Sin
embargo, para los embriones cultivados con una fuente proteica afiadia a partir del 1
postinseminacion, esta relacion variaba en funcion del tratamiento. Asi para los grupos
en los que se utilizd6 FGF, IGF-1 y PDGF, el indice apoptotico fue superior en el TE,
mientras que para los grupos en los que se empled FCS, EGF y EFIP, este indice fue
mas elevado en la MCI. Ahora bien, cuando la fuente proteica se afiadié al medio de
cultivo a partir del dia 3 postinseminacion, excepto para los grupos en los que se utilizo
FCS y FGF, los embriones obtenidos presentaron un mayor indice apoptotico en la
MCI.

Por otro lado, parecen existir diferencias entre las distintas especies y asi los
embriones de vacas, ratones y ratas muestran un aumento en los porcentajes de muerte
celular en la MCI, mientras que para los embriones porcinos y humanos esta distribuida
uniformemente en la MCI y en el TE (Fabian et al., 2005a), mientras que se habia
comprobado (Hardy, 1997) que en blastocistos humanos la apoptosis estaba presente de
igual forma en el TE y en la MCI con un indice de un 7-8% en cada linea.

Handyside (1978) habia encontrado que, en blastocistos jovenes, algunos
grupos de células de la MCI eran capaces de regenerar células del TE y formar
estructuras del blastocisto mientras que células aisladas de la MCI de blastocistos
expandidos, no fueron capaces de hacerlo. En trabajos posteriores (Handyside and
Hunter, 1986) estos autores observaron que la onda de muerte celular detectada en
blastocistos de raton coincidia con ese periodo en el que las células de la MCI pierden
su capacidad para regenerar células del TE, sugiriendo que la muerte celular es un
mecanismo por el cual el blastocisto elimina células de la MCI que alin tendrian el
potencial para formar Trofoectodermo. Y esto, podria reducir el riesgo de una
inapropiada expresion ectdpica durante la diferenciacion celular germinal (Hardy,
1997). Pero para Hardy (1997), aunque la hipétesis de que la muerte celular eliminaria
células de la MCI con potencial para formar Trofoectodermo es atractiva, no explicaria

la muerte celular programada encontrada en el Trofoectodermo.

En los blastocistos donde Rubio y col. (2005) identificaron la apoptosis,
comprobaron que ésta afectaba a células individuales en lugar de ocurrir en células

agrupadas. Una excepcion fueron cuatro embriones bovinos de alta calidad producidos
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in vitro que mostraban sefiales masivas de apoptosis en la MCI. En este sentido, seria
interesante recordar los datos publicados por Van Soom y col. (1997a) quienes
estimaron que aproximadamente el 7% de los blastocistos bovinos eclosionados que
fueron producidos in vitro, carecian de Masa Celular Interna y eran en realidad
vesiculas trofoectodérmicas (Van Soom et al., 1997a). Asi la formacion de una vesicula
trofoectodérmica o consecuentemente un huevo vacio provocaria fallos en la
implantacion (Varma, 1979; Trabetti et al., 1993). El cultivo de estos cuatro blastocistos
(Rubio et al., 2005), en los que se habia apreciado una apoptosis considerable en la
MCI, probablemente acabarian como vesiculas trofoectodérmicas. Como es improbable
que un linaje de MCI no esté formado en el estadio de morula, estos autores asumieron
que las vesiculas trofoectodérmicas observadas por Van Soom y col. (1997a), son el

resultado de blastocistos con Masas Celulares Internas apoptoticas.

Algunos trabajos han encontrado nucleos TUNEL+ en ausencia de
caracteristicas morfoldgicas de apoptosis (Van Blerkom et al., 2001; Ward et al., 2003),
calificando a estas células como apoptéticas tempranas (Neamati et al., 1995; Moussa et
al., 2004). En nuestro experimento también se presentan células con estas caracteristicas
bioquimicas y morfoldgicas. Los indices observados son inferiores al 5%, excepto en el
grupo en el que se utilizé la combinacion de los cuatro factores (EFIP). Aunque este
grupo presentd valores muy bajos en la MCI, el indice aument6 significativamente
(valores entre 5,19 y 9%) en el TE y en el Blastocisto considerado en su conjunto. La
utilizacion de los factores de crecimiento incrementd, en algunos casos
significativamente, este indice respecto al Grupo Control y al grupo en el que se utilizo
FCS. En este grupo no se aprecid ninguna célula de este tipo, cuando el FCS se adiciond

al medio de cultivo a partir del dia 3 postinseminacion.

Para Gjgrret y col. (2003), las células que presentan esas caracteristicas
(TUNEL+ en ausencia de caracteristicas morfologicas de apoptosis), con indices que
varian entre 0,1 y 0,8, serian células necréticas o células con otro tipo de muerte celular.
Podrian ser blastdbmeros que sufren una necrosis secundaria, proceso normal en las

células apoptoticas que no han sido adecuadamente eliminadas por fagocitosis.

De igual modo se han observado nucleos fragmentados o condensados sin
marcaje por TUNEL (Cohen et al., 1992; Sanders and Wride, 1996; Hardy, 1999;
Makarevich and Markkula, 2002; Fabian et al., 2005b). Nosotros también hemos

identificado este tipo de nucleos (paraddjicos: morfologia apoptética o necrotica pero
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sin marcaje TUNEL) con valores que oscilan entre el 0% y el 1,68%, similares a los
encontrados por Spanos et al. (2000) y Gjerret y col. (2003). Estos nucleos
fragmentados, sin desintegracion del ADN, podrian representar otro modelo apoptético
(Spanos et al., 2000).

En el trabajo de Gjerret y col. (2003), igualmente se sefiala la presencia de
células con ndcleos fragmentados o condensados sin marcaje por TUNEL. Para estos
autores, esta carencia de reaccion TUNEL puede tener diferentes razones. La
degradacion completa del ADN enddgeno es un suceso relativamente tardio, en la
cascada apoptotica y algunos ndcleos con morfologia apoptdtica y TUNEL- podrian no
haber alcanzado este estadio aun. Otras posibilidades podrian ser los fallos de
interpretacion de ndcleos en Profase, los cuales pueden tener una intensidad de tincion
aumentada, haciéndolos dificilmente distinguibles de los nucleos condensados,
lobulados o fragmentados, en las secciones Opticas de microscopio confocal. Los
nucleos también pueden llegar a estar fragmentados por mecanismos independientes del
programa apoptotico, como una segregacién cromosdémica incontrolada durante la

mitosis, que podria generar micronucleos por desalojo de los cromosomas.

Para Fabian y col. (2005a) cuando el marcaje por fluorescencia tifie al ADN,
los blastdbmeros apoptdticos normalmente aparecen condensados o fragmentados
morfolégicamente, Por otro lado, los ndcleos condensados y fragmentados muestran
usualmente positividad al TUNEL. Sin embargo, la cronologia de aparicion de los
cambios morfolégicos del nlcleo y de la degradacion del ADN adn no se comprende

completamente.

Es conveniente recordar que en el blastocisto, se pueden encontrar células en
todos los estadios del proceso apoptético. Las observaciones realizadas por Kressel y
Groscurth (1994) coinciden con este punto de vista. Asi, ellos proponen que la apoptosis
seria un suceso asincrénico en la poblacion celular, que podria deberse a la asincronia

de los ciclos celulares.

El estadio de blastocisto es probablemente el periodo mas importante del
desarrollo previo a la implantacion. La calidad del blastocisto predecira su capacidad
para implantarse y su crecimiento futuro. Los procesos de apoptosis que ocurren durante
el estadio de blastocisto pueden tener efectos dafiinos o beneficiosos, dependiendo de su

incidencia. Como la apoptosis juega un papel activo en el desarrollo embrionario a



Discusién 177

través de la eliminacion de células genéticamente anormales o mutadas, resulta muy
importante en este periodo por su funcion protectora. En contraste con esto, si la
proporcién de células apoptoticas es elevada, la presencia de muerte celular masiva
podria dafiar la homeostasis embrionaria y estos embriones dafiados podrian pararse en
su desarrollo o morir (Fabian et al., 2005a). Podria haber un nivel critico de apoptosis,

por encima del cual la vida del embrion estaria comprometida (Hardy, 1997).

Desafortunadamente ain no ha sido determinado, en ninguna especie, el
umbral exacto en el que la apoptosis es perjudicial. Por ello continla el estudio de los
procesos apoptoticos en los embriones y probablemente se averiguaran nuevos aspectos

en un futuro proximo.

Los estudios previos realizados han revelado una variabilidad relativamente
alta en la incidencia de apoptosis en los blastocistos de los mamiferos, que podria estar

influenciada por varios factores:

= El tiempo de evaluacion de los cambios apoptoticos no siempre fue el mismo.
Normalmente fluctuaba entre el dia 4,5 a 5,5 para raton, humanos y cerdos y del

dia 6,5 a 7,5 en ganado bovino después de ovulacion inducida o la inseminacion.

Los blastocistos analizados no fueron clasificados en funcién de su estadio de
desarrollo (blastocistos tempranos, blastocistos, blastocistos expandidos y
eclosionados) y por lo tanto raramente se hizo una evaluacion precisa de la
apoptosis, aungue se demostrd que la incidencia de apoptosis es variable durante
este periodo (Fabian et al., 2005a).

Se ha descrito un aumento en la onda de muerte celular durante la formacién del
blastocisto. Ahora bien, cuando se alcanza el estadio de blastocisto tardio, ésta va
disminuyendo con la expansion, detectandose los niveles minimos justo antes de

la implantacion (Handyside and Hunter, 1986; Byrne et al., 1999).

Cuando se compararon blastocistos bovinos eclosionados y no eclosionados, no se
encontraron diferencias en los porcentajes de células apoptdticas (Knijn et al.,
2002; Feugang et al., 2004). Estas observaciones son similares a otros trabajos
realizados en blastocistos humanos y de raton (Hardy, 1997).

= En segundo lugar, los métodos de deteccion de apoptosis no dan resultados
altamente precisos. Aunque la técnica TUNEL es el método més frecuentemente

utilizado, que permite la deteccion in situ de células apoptéticas por marcaje
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especifico del ADN degradado, esta especificidad es relativamente baja, ya que los
nucleos de las células que sufren necrosis también se marcan (Majno and Joris,
1995; Darzynkiewicz et al., 2001). La tincion morfoldgica por epifluorescencia
tampoco es méas efectiva por la subjetividad que presenta durante la evaluacion:
los nucleos condensados podrian ser facilmente confundidos con corpdsculos
polares. En el caso de nucleos fragmentados dispersos o cuerpos apoptoticos, el
numero original de células podria ser estimado incorrectamente; y el material
fagocitado no ser diferente del no fagocitado. Por lo tanto, la mejor forma de
conseguir unos resultados apropiados seria combinar varios métodos de deteccién
de apoptosis y clasificar como apoptoticas solo aquellas que muestran ambas

caracteristicas de apoptosis, bioquimicas y morfologicas (Fabian et al., 2005a).

En tercer lugar, es dificil calcular en el blastocisto de los mamiferos la completa
extension de la muerte celular. No se sabe durante cuanto tiempo persiste y con
qué rapidez las células son eliminadas por fagocitosis (Hardy, 1997). Los estadios
iniciales de la apoptosis parecen ser extremadamente rapidos, con fragmentacion
citoplasmatica que frecuentemente ocurre en minutos. La eliminacion de una
célula muerta puede durar de 12 a 18 horas (Wyllie et al., 1980). La imposibilidad
de medir apoptosis constantemente con la técnica TUNEL, no permite una
estimacion exacta. Todo esto implica que la observacién de un nimero moderado
de células muertas por microscopia de luz podria representar una extensa tasa de
muerte celular (Hardy, 1997). El uso de microscopia confocal y de los programas
de imagen relacionados han sido una gran ayuda para mejorar la exactitud de la

interpretacion de los datos (Walters et al., 2005).

Cuarto, el ambiente donde se desarrolla el blastocisto no esta aislado y esta

influenciado por factores externos e internos (Fabian et al., 2005a).

Teniendo en cuenta todo lo sefialado, la frecuencia de apoptosis en los

blastocistos varia ampliamente, no solo entre especies, sino también entre diferentes

razas (Kamjoo et al., 2002). Ademas, la incidencia de apoptosis en los embriones podria

estar afectada significativamente por la edad de la madre y las condiciones de

fecundacién (Juricova et al., 1998), asi como por el estado de salud de la misma, en el

caso del desarrollo in vivo, que influiria también negativamente en el porcentaje de

células muertas durante el desarrollo embrionario (Pampfer, 2000; Kamjoo et al., 2002).
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Las dificultades para medir apoptosis en los embriones en los primeros estadios
de division, antes de la activacion gendmica, complica la evaluacion de las diferencias
en la calidad embrionaria. No obstante, en embriones bovinos se ha indicado que a pesar
de la ausencia de marcadores que indiquen la incidencia de procesos apoptoticos, varios
componentes moleculares podrian estar presentes ya en estadios tempranos de
desarrollo (Kolle et al., 2002).

En funcidén de los resultados obtenidos en nuestro estudio y de los datos
publicados anteriormente (Neuber et al., 2002), parece evidente que el indice de
procesos apoptdticos en cualquier momento del desarrollo embrionario deberia ser

analizado por mas de un sistema.

Las diferencias en el nimero de células de los embriones producidos in vitro
(Fischer-Brown et al., 2002), o en la expresion génica (Lim et al., 2007), el
metabolismo y el desarrollo (Krisher et al., 1999), estarian claramente relacionadas con

el medio de cultivo utilizado (Crosier et al., 2001).

Como hemos visto los embriones producen factores que influyen en su
supervivencia, regulando la muerte celular de modo paracrino. El descenso de los
niveles de muerte celular observado en los blastocistos de raton con mayor nimero de
células, podria deberse al aumento de los niveles de algunos factores endégenos, ain no
identificados (Hardy, 1997). La adicion de estos factores podria no ser esencial para su
desarrollo ya que en blastocistos cultivados sin factores de crecimiento, la mayoria de
las células sobreviven (Brison and Schultz, 1997). Esto sugeriria que incluso en
ausencia de factores de crecimiento exogenos, el embrion podria producirlos por €l

mismo.

Es posible que el incremento de muerte celular, apreciado en blastocistos
mamiferos producidos in vitro estuviera causado, en parte, por la pérdida de factores de
supervivencia. Sin embargo, esto no explicaria la muerte celular observada in vivo,
donde los niveles de estos factores serian Optimos, sugiriendo, que la muerte celular

podria jugar un papel activo en el desarrollo de los blastocistos.

La utilizacion de macromoléculas como el FCS o la BSA-faf en el cultivo
embrionario, proporcionarian un ambiente mas equilibrado o la posibilidad de que las
células apoptoticas fueran eliminadas por mecanismos de fagocitosis, antes de que los

embriones alcanzasen el estadio de blastocisto (Warzych et al., 2007).
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Kim y col. (1999) comprobaron que los embriones desarrollados en medios de
cultivo enriquecido con factores de crecimiento, mostraban un numero de
células/blastocisto significativamente mayor que el Grupo Control. Trabajos anteriores
también habian comprobado que el EGF y el FGF tenian un efecto mitogénico en las
células embrionarias (Gospodarowicz et al., 1977; Paria and Dey, 1990; Nieder and
Caprio, 1991) y que el uso combinado de varios factores de crecimiento mejoraba el

desarrollo embrionario bovino (Larson et al., 1990, 1992a,b; Keefer, 1992).

Al comparar los embriones producidos en medios con factores de crecimiento
frente al Grupo Control, e independientemente del dia en que se afiadieran estos al
medio de cultivo, nosotros también hemos obtenido embriones con un mayor numero de
células, salvo en los Grupos C1G-P, C1G-EFIP y C3G-F, sin presentar en estos dos
ultimos grupos significacién estadistica con relacién al Grupo Control. Pero en ningun
caso los factores de crecimiento han mejorado los valores obtenidos cuando se utiliz6
FCS. Si consideramos el nimero de células del TE, también comprobamos que tras la
utilizacion de factores de crecimiento (independientemente del dia de adicion al medio
de cultivo), los embriones producidos presentaban un mayor niumero de células (excepto
para el Grupo C1G-P) respecto al Grupo Control, pero inferior al de los embriones
cultivados con FCS. Y para el numero de células de la MCI, observamos también este
mismo comportamiento, excepto para los Grupos C1G-P, C1G-EFIP, C3G-F, C3G-l y
C3G-EFIP, en los que el nimero de células fue inferior al de los embriones del Grupo
Control.

Aunque algunos estudios han demostrado que el EGF y el IGF-I incrementan el
namero total de nucleos del blastocisto bovino por aumento en el numero de células del
trofoblasto (Prelle et al., 2001; Makarevich and Markkula, 2002), para Sirisathien y col.
(2003) el IGF-1 tiene un pequefio efecto sobre las células del trofoblasto, pero una alta
estimulacion de las células de la MCI. Estos datos coinciden con la revision, que en
1997, habia realizado Kaye sobre la fisiologia de los factores de crecimiento en la

implantacion.

Los resultados de los autores anteriormente sefialados (Sirisathien et al., 2003)
indican que el IGF-I no solo aumentaria la produccion de blastocistos, sino que también
tendria un efecto mitogénico, mientras que el EGF unicamente conseguiria un mayor
namero de blastocistos a partir de embriones en el estadio de cuatro células. Este
incremento en el nimero de células inducido por el IFG-1, podria explicarse podria



Discusién 181

explicarse bien por una mayor division celular o bien por una disminucién en la muerte
celular (Spanos et al., 2000) y aungue el EGF es un potente agente mitogénico para
varios tipos celulares, parece que en este caso juega un papel mas importante en la

diferenciacion celular que en la proliferacion (Wiley et al., 1995).

En nuestro trabajo también podemos observar que el EGF y el IGF-I producen
embriones con un elevado nimero de células tanto en el TE como en la MCI,
presentando el EGF un mayor efecto estimulador en ambos compartimentos del
embrion, y apreciando un efecto menor del IGF-I sobre las células de la MCI. Por lo
que teniendo en cuenta estos resultados, se afirmaria que en nuestro caso el EGF mostro

un efecto mitogénico similar al que se le atribuiria al IGF-I.

Teniendo en cuenta el indice mitotico encontrado en los embriones obtenidos
en este trabajo experimental, se pone de manifiesto que la combinacion de los cuatro
factores de crecimiento (EFIP) proporciona los valores méas elevados. La utilizacion
individual de cada uno de ellos, da lugar a resultados variables en cuanto a este
parametro de calidad embrionaria en funcion del dia en que se adicionan a los medios
de cultivo y dependiendo de si nos fijamos en el embrién en su conjunto o de forma
aislada en cada uno de los compartimentos. Considerando el Blastocisto total se ha
observado que los embriones cultivados con PDGF desde el dia 1 postinseminacion son
los Unicos que presentan un indice mit6tico superior al Grupo Control, y cuando los
factores de crecimiento se utilizan a partir del dia 3 postinseminacion es el FGF, al igual
que el FCS, el que determina este efecto. Por lo que se refiere al EGF y al IGF-I, cuando
se afiaden desde el dia 1-postinseminacion, el IGF-I proporciona embriones con un
indice mitotico superior, pero cuando se utilizan a partir del dia 3 postinseminacion, es

el EGF el que proporciona mayor porcentaje de mitosis.

La adicidn del factor de crecimiento IGF-I al medio de cultivo puede aumentar
el desarrollo de los embriones que llegan a blastocisto (Palma et al., 1997; Prelle et al.,
2001; Byrne et al., 2002b; Moreira et al., 2002; Block et al., 2003; Sirisathien et al.,
2003), incrementar el nuimero de células del blastocisto (Byrne et al., 2002b;
Makarevich and Markkula, 2002; Moreira et al., 2002) y reducir la proporcion de
blastobmeros que entran en apoptosis (Byrne et al., 2002b; Sirisathien and Brackett,
2003). Para Block y Hansen (2007), el tratamiento con IGF-1 aumentaria el desarrollo
de blastocistos en el dia 7 postinseminacién, pero no tendria ningln efecto sobre el dia
8.
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Algunos trabajos han comprobado que la adicion de IGF-I, al medio de cultivo,
disminuye significativamente la apoptosis en los embriones tratados con inductores de
apoptosis (Fabian et al., 2004). Esto confirmd el efecto protector que se venia sefialando
para el IGF-1 frente a la apoptosis causada por el cultivo in vitro, publicado en ratones
(Brison, 2000; Kurzawa et al., 2001), en humanos (Lighten et al., 1997; Spanos et al.,
2000) y en bovinos (Byrne et al., 2002b; Makarevich and Markkula, 2002). Asi, la
influencia que tiene en el desarrollo embrionario y, simultineamente, el elevado efecto
antiapoptdtico, evidencian el papel del IGF-1 como factor de supervivencia en el
desarrollo preimplantatorio de embriones in vitro (Fabian et al., 2004).

En las condiciones experimentales en las que se ha llevado a cabo esta Tesis
Doctoral, no se ha comprobado este efecto protector del IGF-I, al igual que con
practicamente la totalidad de los factores de crecimiento utilizados en este trabajo, ya
que los embriones obtenidos presentaron indices apoptéticos méas elevados que los
detectados en los embriones del Grupo Control. Son excepcion el FGF cuando se
adiciona a partir del dia 3 postinsemnacion y el FCS. También el EGF o la combinacién
de los cuatro factores (EFIP), afiadidos a partir de este momento del cultivo celular,
podrian mostrar este efecto protector sobre las células del TE, y para el Grupo EFIP,

también a partir del dia 1 postinseminacion.

In vivo, el tratamiento con IGF-I tiene un efecto positivo sobre los embriones
bovinos cuando las temperaturas son muy elevadas (Block et al., 2003; Block and
Hansen, 2007) previniendo la apoptosis en los blastomeros (Jousan and Hansen, 2004,
2007), aunque no esta claro si este efecto beneficioso se deberia a las acciones del IGF-I
en el desarrollo embrionario, en general, o, alternativamente, estaria relacionado con
efectos termo-protectores del IGF-1 (Jousan and Hansen, 2004, 2007). Parece que los
embriones tratados con IGF-1 serian capaces de superar las alteraciones en la funcion
uterina, por ejemplo el aumento en la secrecion de PGF,, en las vacas prefiadas,
provocado por el estrés térmico (Putney et al., 1988). Teniendo en cuenta que los
embriones tratados con IGF-1 presentarian un desarrollo mas avanzado (Moreira et al.,
2002; Block et al., 2003) y un aumento en el nimero de células (Byrne et al., 2002b;
Moreira et al., 2002; Sirisathien et al., 2003), este factor bloquearia el incremento en la
secrecion de PGF;,, produciendo mas Interferon-T. Considerando, como hemos
sefialado anteriormente, que la adicion de IGF-I al cultivo de embriones incrementa el

numero de células presentes en la Masa Celular Interna (Sirisathien et al., 2003), otra
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posibilidad seria que el tratamiento con IGF-I daria lugar a un disco embrionario méas

viable y con mayor capacidad para soportar el estrés térmico.

Por lo que se refiere a los indices de Necrosis, se observa que el factor FGF no
protegeria a los embriones de este tipo de muerte celular cuando se utiliza desde el dia 1
postinseminacion, excepto en la MCI, como ocurre en el resto de los grupos
experimentales al compararlos con el Grupo Control. De igual forma se observa que al
afiadir este factor de crecimiento a partir del dia 3 postiniseminacion, aumenta el indice

necrotico.

Las discrepancias existentes, en los resultados entre diferentes trabajos, sobre
el efecto de IGF-I en el desarrollo del embridén pueden explicarse en parte por las
diferencias entre los sistemas de cultivo, es decir los efectos de IGF-I en el desarrollo de
los embriones dependeran de las condiciones de cultivo (Herrler et al., 1992; Palma et
al., 1997). En este sentido conviene sefialar que en nuestro caso hemos utilizado este
factor de crecimiento a una concentracion de 50 ng/ml siguiendo las recomendaciones
de Sirisathien y col. (2003), que podria ser insuficiente para otros autores, que aconsejan
utilizarlo a una concentracion de 100 ng/ml (Block and Hansen, 2007; Dhali et al.,
2009).









T Conclustones

Reflexionando sobre una gota de rocio, descubri el secreto del
mar.

Gibran Jalil Gibran (1883-1931)
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Teniendo en cuenta que el objetivo de este trabajo fue estudiar el posible efecto de la
adicion de factores de crecimiento a los medios utilizados en la produccion in vitro de

embriones de ganado bovino, se han obtenido las siguientes conclusiones:

PRIMERA:

La adicion de factores de crecimiento al medio de maduracién no parece ejercer un
efecto beneficioso en el desarrollo posterior de los embriones. La presencia individual
de los factores de crecimiento EGF, FGF, IGF-I, PDGF o la combinacion de todos ellos
en el medio de maduracion, no proporcion6 unas caracteristicas adecuadas a los CCOs
que favorecieran, después de su fecundacion, un incremento en el porcentaje de division
y de desarrollo embrionario, como ocurre cuando se utiliza el FCS como fuente

proteica.

El efecto negativo, que pudieran provocar los factores de crecimiento durante la
maduracion de los CCOs, afectaria a la calidad del embrion tanto si el cultivo se realiza

con FCS o con los mismos Factores de Crecimiento.

SEGUNDA:

Ninguno de los Factores de Crecimiento podria reemplazar al FCS como fuente proteica
en el medio de cultivo, y aunque la adicion de Factores de Crecimiento al medio de
cultivo resulta mas beneficiosa cuando se producen embriones a partir de CCOs
madurados con FCS, el nivel de eclosion alcanzado es similar al obtenido cuando se
cultiva sin fuente proteica. Solo el EGF muestra un efecto significativo sobre el
desarrollo embrionario in vitro incrementando el porcentaje de blastocistos

eclosionados.

TERCERA:

El desarrollo embrionario parece estar afectado por el momento en el que se incorpora
la fuente proteica al medio de cultivo, confirmando el efecto bifasico del FCS. Y aunque
para el resto de los factores de crecimiento este hecho no es significativo, el EGF, el
IGF-1 y el PDGF también favorecen el desarrollo embrionario cuando se incorporan a
partir del dia 3 postinseminacion en el cultivo de embriones procedentes de CCOs

madurados con FCS.
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CUARTA:

La produccion in vitro de embriones bovinos en grupos pequefios perjudico claramente
el desarrollo embrionario, ya que no permitid, en ninguno de los casos, la eclosion de
los blastocistos. No obstante parece existir una estrecha relacion entre el volumen de
medio utilizado y el nimero de complejos cumulus-ovocito o el numero de embriones
puestos, respectivamente, en maduraciéon o en cultivo, mejorando el desarrollo
embrionario temprano, cuando se emple6 menos volumen de medio por ovocito o

embrién.

QUINTA:

Aunque la utilizacién de FCS, o de los factores de crecimiento EGF e IGF-I, soporto
mejor el desarrollo embrionario en grupos pequefios que los factores FGF, PDGF o la
combinacion de todos ellos (EFIP), parece claro que la adicidn de factores exdgenos,
tanto al medio de maduracion como al de cultivo, 0 a ambos, no seria suficiente para
compensar la ausencia de algunos factores segregados por los propios embriones

cuando se cultivan en grupos grandes.

SEXTA:

La adicion de FCS al medio de cultivo, independientemente de que se realice a partir del
dia 1 o del dia 3 postinseminacién, dio lugar a un aumento del nimero de células de la
MCI y del TE de los blastocistos expandidos, reduciendo ademas los indices de
apoptosis, apoptosis temprana y de necrosis. Sobre la actividad mitdtica, ésta se ve
incrementada solo cuando el FCS se aflade a partir del dia 3 postinseminacion.
Consecuentemente podriamos decir que el incremento en el numero de células y el
mayor porcentaje de eclosion observado en los grupos tratados con FCS, se deberia a

una disminucidn en los indices de muerte celular.

SEPTIMA

Teniendo en cuenta que los valores de eclosion alcanzados en los grupos tratados con
Factores de Crecimiento son similares a los del Grupo Control, pero los indices de
calidad embrionaria presentan una gran variabilidad, seria necesario establecer en qué
grado influyen o qué correlacion existe entre ellos, para poder concretar su valor

predictivo en blastocistos expandidos.
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0. Resumen

Pregunta lo que ignoras y pasaras por tonto cinco minutos; no
lo preguntes y serds tonto toda la vida.

Proverbio chino
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El objetivo del presente trabajo fue estudiar el posible efecto de la adicion de
factores de crecimiento a los medios utilizados en la produccién in vitro de embriones
de ganado bovino. Para ello se recogieron, mediante aspiracion, CCOs a partir de
ovarios de hembras sacrificadas en matadero. Los factores de crecimiento EGF, FGFb,
IGF-1, PDGF, y la mezcla de todos ellos, EFIP, fueron afiadidos al medio de
maduracion, al de cultivo (en dia 1 o 3 postinseminacion), o bien a ambos,
comparandolos con la adicién de FCS o con un medio carente de fuente proteica
(Control).

En todos los casos, los resultados obtenidos tras la adicién de FCS fueron los
mejores al proporcionar los mayores porcentajes de Blastocistos eclosionados, no
pudiendo ser sustituido por ninguno de los factores de crecimiento. Por otra parte, la
utilizacion de FCS resultd ser mas beneficiosa cuando se hizo a partir del dia 3

postinseminacion.

Se demostré que el cultivo en grupos pequerios fue muy desfavorable para la
produccion in vitro de embriones bovinos y que el desarrollo embrionario temprano
mejoraba cuando se maduraba y/o cultivaba en microgota (25 ul de medio) frente al
cultivo en pocillo (500 ul de medio). Ninguno de los complementos proteicos mantuvo
el desarrollo embrionario hasta el estadio de Blastocisto eclosionado, obteniendose los
mejores resultados con la adicién de FCS y con los factores de crecimiento IGF-1y
EGF. Mientras que el FCS permitié el crecimiento embrionario hasta el estadio de
Blastocisto expandido, con el factor de crecimiento EGF solo se logro hasta el de
Blastocisto y con el IGF-I, unicamente se mantuvo su desarrollo hasta el estadio de

Moérula o Blastocisto joven.

En este trabajo también se valord la calidad de los blastocistos expandidos
obtenidos a partir de CCOs madurados con FCS y cultivados con diferentes fuentes
proteicas a partir del dia 1 o del dia 3 postinseminacion. Para ello se analizd por
microscopia confocal el nimero de células y los indices de mitosis, apoptosis, apoptosis
temprana y necrosis, en la MCI, en el TE y en el blastocisto total. El grupo cultivado

con FCS proporciond embriones con los mejores indices de calidad.

Cuando se afiadio la fuente proteica a partir del dia 1 postinseminacion, fue el
factor de crecimiento EGF, el que dio lugar a los embriones con mayor namero de

células y el indice de necrosis mas bajo. Con la adiciébn combinada de los cuatro
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factores de crecimiento (Grupo EFIP), los embriones presentaron un alto indice de

mitosis y un bajo porcentaje de apoptosis.

La utilizacion de una fuente proteica en el medio de cultivo a partir del dia 3
postinseminacion, resulté méas adecuada para la combinacion de factores (Grupo EFIP),
para el FCS (aunque el indice de necrosis fuera elevado) y para el FGFb (aunque

disminuyera el nimero de células en el blastocisto total).

La calidad del blastocisto podria predecir su capacidad para implantarse y su
crecimiento futuro, pero también podria indicar la existencia de un nivel critico para
estos indices de calidad, por debajo (numero de células, mitosis), o por encima
(apoptosis, apoptosis temprana, necrosis) de los cuales la vida del embrion estaria
comprometida. Teniendo en cuenta los resultados de desarrollo y de calidad
embrionaria, obtenidos en este trabajo, nos resulta dificil establecer esta relacion, por lo
que serdn necesarios nuevos estudios, quizas en estadios mas tempranos del desarrollo
embrionario, para averiguar el umbral en que estos procesos son perjudiciales para los

blastocistos producidos in vitro y poder extrapolarlos a los obtenidos in vivo.
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SUMMARY

The aim of the present work was to study the possible effect of the addition of
growth factors to the mediums used in in vitro embryo production of cattle. For this,
CCOs starting from ovaries of females sacrificed in slaughterhouse, were picked up by
means of aspiration. The growth factors EGF, FGFb, IGF-I, PDGF, and the mixture of
all them, EFIP, were added to the maturation medium, to the culture medium (in day 1
or 3 postinsemination), or both, comparing them with the addition of FCS or with a

medium lacking of protein source (Control).

In all cases, the results obtained after the addition of FCS were the best because
they provided the biggest percentages in hatched blastocysts. It cannnot be substituted
by any of the growth factors. On the other hand, the use of FCS turned out to be more
beneficial when it was made on the third day postinsemination.

It was demonstrated that the culture in small groups was very unfavorable for
the in vitro bovine embryos production and that the early embryo development
improved when it was matured and/or it was cultured in droplet (25 ul of medium) in
opposition to the culture in well (500 ul of medium). None of the protein complements
maintained the embryo development to hatched blastocyst stage, and the best results
were obtained with the addition of FCS and with the IGF-I and EGF growth factors.
While FCS allowed the embryo growth to expanded blastocyst stage, using the EGF
growth factor only it was achieved to blastocyst; and using IGF-I, it was only stayed the

development to morula or young blastocyst stages.

In this work, it was also valued the quality of the expanded blastocysts that
were obtained from CCOs matured with FCS and cultivated with different protein
sources starting from the day 1 or 3 postinsemination. For that, it was analyzed by
confocal microscopy the number of cells and the mitosis, apoptosis, early apoptosis and
necrosis indexes, in MCI, in the TE and in the total blastocyst. The cultivated group

with FCS provided embryos with the best indexes of quality.

When the protein source was added starting from the day 1 postinsemination,
the EGF growth factor provided the embryos with bigger number of cells and the lowest
necrosis index. The embryos presented a high mitosis index and a low apoptosis

percentage with the combined addition of the four of growth factors (EFIP Group).
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The use of a protein source in the culture medium starting from the day 3
postinsemination was more appropriate for the combination of factors (EFIP Group), for
FCS (although the necrosis index was high) and for FGFb (although the number of cells

decreased in the total blastocyst).

The blastocyst quality could predict its capacity to be implanted and its future
growth, but it could also indicate the existence of a critical level for these indexes of
quality, for under (number of cells, mitosis), or above (apoptosis, early apoptosis,
necrosis) of which the life of the embryo would be committed. Keeping in mind the
development and embryo quality results, obtained in this work, we find difficult to
establish this relationship, so new studies will be necessary, maybe in earlier embryo
development stages, to discover the threshold in what these processes are harmful for in
vitro produced blastocyst and to extrapolate them to in vivo produced blastocyst.
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