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RESUMEN

La produccion in vitro de embriones ha sido ampliamente utilizada en diversas especies, no
obstante, esta tecnologia aun presenta limitaciones que afectan a la competencia del
desarrollo embrionario. El reducido potencial de desarrollo es atribuido a la manipulacion
de los gametos y embriones, lo cual puede tener consecuencias en el desarrollo pre-
implantatorio. En el estadio de blastocisto, el embrién experimenta cambios que son el
resultado de una expresion génica estrictamente regulada. Existen genes que son cruciales
para lograr un correcto desarrollo embrionario, y la ineficiencia en la produccion de
embriones podria estar causada por una desregulacion en la expresion de estos
marcadores. Por lo tanto, surge la necesidad de tener una cinética real de expresion génica
de lo que pasa en el embrién tras continuar su desarrollo peri-implantatorio. Para ello, una
alternativa es generar demi-embriones obteniendo asi dos mitades que son cada una el
reflejo genético de la otra. El objetivo de esta investigacion es evaluar el uso de la biparticion
en el estadio de blastocisto como método para validar la capacidad predictiva de los

marcadores de pluripotencia sobre el potencial de desarrollo peri-implantatorio.

Para establecer un protocolo de biparticion de blastocistos bovinos producidos por
fecundacioén in vitro, se realizd la biparticion a los dias 7, 8 6 9 y estadios temprano,
expandido y eclosionado. Se obtuvieron mayores tasas de sobrevida y viabilidad en ambos
demi-embriones al bipartir blastocistos al D8 y D9. Sin embargo, se escogié el D8 de

desarrollo y estadio de blastocisto eclosionado para los siguientes experimentos.

Para determinar el efecto inmediato de la biparticion de blastocistos bovinos, se realizé
evaluacion morfolégica (medicion del diametro y nimero total de células) y molecular
(expresidn génica mediante g-RT-PCR) de ambos demi-embriones. Aproximadamente un
70% de los pares de demi-embriones tenian similar tamafio y nimero total de células. No
se observaron diferencias en los niveles de expresion entre ambos demi-embriones en
todos los genes analizados (OCT4, SOX2, NANOG, CDX2, TP1 y BAX). Por lo que la
biparticion de blastocistos bovinos genera demi-embriones al D9 con caracteristicas

morfologicas y moleculares similares.

Para determinar el efecto tardio de la biparticion de blastocistos bovinos al dia 13 de
desarrollo in vitro, se realiz6 evaluacién morfolégica (medicion del diametro) y evaluacion
molecular (expresion génica mediante q-RT-PCR) de ambos demi-embriones generados.
Sélo en el 63,6% de los demi-embriones generados no se encontraron diferencias en el

didmetro de éstos. La evaluacion molecular mostr6 diferencias en todos los genes
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analizados (OCT4, SOX2, CDX2, TP1, TKDP1 y EOMES), excepto BAX. Por lo que la
biparticion de blastocistos bovinos producidos por fecundacién in vitro genera demi-
embriones al D13 con caracteristicas morfolégicas y moleculares diferentes.

Ademas, se evaluo el efecto de la biparticibn embrionaria sobre la capacidad de desarrollo
peri-implantatorio, tanto in vitro como in vivo. Para el cultivo in vitro de los embriones, se
consideraron dos condiciones (cultivo en plastico y co-cultivo en células endometriales).
Los embriones cultivados en plastico, mostraron diferencias en el diametro solo en el D9y
D10 de desarrollo. En cuanto a la expresion de los marcadores estudiados, se observo una
tendencia a una mayor expresion en los embriones controles siendo esto significativo para
los genes CDX2 y TP1l. En el caso de los embriones co-cultivados con células
endometriales, no se observaron diferencias en la sobrevida entre embriones bipartidos y
controles hasta el D13 de desarrollo. Tanto los embriones bipartidos como controles
tuvieron una curva de crecimiento similar donde se observé un crecimiento lineal desde el
D9 hasta el D12, sin embargo a partir de este dia se observé una disminucion en el diametro
embrionario, similar en ambos grupos. En cuanto a la expresion génica, la expresion de

TP1 es significativamente menor en los embriones bipartidos.

Para evaluar el efecto de la biparticibn en el desarrollo peri-implantatorio in vivo, se
transfirieron demi-embriones y embriones (controles) a hembras receptoras, los cuales
fueron colectados el D17 de desarrollo. No se observaron diferencias en la tasa de
recuperacion y en la longitud media de los embriones elongados entre ambos grupos.
Ademas, se estudiaron los patrones de expresion génica individual (Q-RT-PCR) y global
(microarreglo). Se observé mediante g-RT-PCR una sub-expresién de los marcadores
OCT4, SOX2, TP1 y EOMES en los embriones derivados de blastocistos bipartidos y se
demostr6 mediante microarreglo, que la biparticion de blastocistos bovinos, afecta la
transcriptomica de los embriones elongados al D17, principalmente regulando genes
cruciales involucrados en la remodelacion de la matriz, control del crecimiento y

detoxificacién y control del transporte de metabolitos.

Finalmente, se demostrd que la expresion de los marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2
y NANOG) en estadio de blastocisto, no se correlacionan positivamente con el potencial de

desarrollo peri-implantatorio de embriones bovinos producidos por fecundacion in vitro.

Palabras clave: blastocisto bovino, biparticion, demi-embriones, elongacién, expresion

génica.
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ABSTRACT

In vitro embryo production has been widely used between different species; nevertheless,
this technology has still some limitation that affects embryo development. This poor
development is attributed to embryos and gamete manipulation, causing negative effects on
embryo development during pre-implantation stage. Embryos presents changes during
blastocyst stage as result of a strictly regulate gene expression. Some genes are considered
crucial for a successfully development of embryos; therefor an inefficiency on embryo
development could be caused for the deregulated expression of these markers. For this
reason, the necessity of know the real kinetic of embryo gene expression during peri-
implantation stage is crucial. To generate this knowledge, it is necessary produce two
genetically homogenous embryos; demi-embryos, that can be compared to each other. The
aim of this research was to evaluate embryo splitting on blastocyst stage as a method to
validate predictive capacity of pluripotency markers expression on development potential

through peri-implantation stage.

To establish a splitting protocol bovine blastocyst were produced using in vitro fertilization;
and splitting was done on different days (7, 8 and 9) and development stages (early-
blastocyst, expanded-blastocyst and hatched-blastocyst). Split hatched-blastocyst at day 8
presents the highest survival rates and viability in both demi-embryos. For this reason; the

next experiments were realized using hatched-blastocyst at day 8 of development.

To determinate the immediately effect of splitting bovine blastocyst; morphological (diameter
and total cells number) and molecular (gene expression using g-RT-PCR) assessment of
both demi-embryos was realized. Approximately 70% of demi-embryos pairs presents
similar size and total cells number; and no differences were observed on gene expression
of OCT4, SOX2, NANOG, CDX2, TP1 and BAX genes. Thus, bovine blastocyst splitting

generates demi-embryos at day 9 with similar morphological and molecular characteristics.

To determinate the late effects of bovine blastocyst splitting at day 13 of development in
vitro; morphological (diameter and total cells number) and molecular (gene expression using
g-RT-PCR) assessment of both demi-embryos was realized. A 63.6% of generated demi-
embryos did not present differences on diameter. Molecular assessment presents
differences on OCT4, SOX2, CDX2, TP1, TKDP1 and EOMES genes; but BAX. Thus,
bovine blastocyst splitting generates demi-embryos at day 13 with differences on

morphological and molecular characteristics.
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Effects of embryo-splitting on development capability during peri-implantation stage was
assessed in vivo and in vitro. In vitro embryo-culture consider two conditions; plastic and co-
culture with endometrial cells. Embryos cultured on plastic; presents differences on the
diameter only days 9 and 10 of development. A tendency of a higher expression for
assessed markers was found on control-embryos; being statistically significant CDX2 and
TP1 genes. For co-cultured embryos with endometrial cells; no differences were observed
between split and control embryos through day 13 of development. Split and control
embryos presents similar growth curve from day 9 through day 12; nevertheless, from day
12 a reduction on embryo diameter was similarly observed in both groups. The expression
of TP1 was significantly lower in split embryos. In vivo splitting effects on peri-implantation
development were assessed transferring demi-embryos and embryos (controls) to recipient
cattle; and collecting them at day 17 of development. No differences were observed for
embryo-recovery rates and media length for elongated embryo between groups.
Additionally, gene expression patterns were evaluated individually (q-RT-PCR) and globally
(microarray). A downregulated expression of OCT4, SOX2, TP1 and EOMES from split
embryos was observed in g-RT-PCR analysis; and microarray demonstrate that bovine
splitting affects the transcriptomics of elongated embryos at day 17; regulating principally
crucial genes involved on matrix remodelation; growth control and; metabolites detoxification

and control.

Finally, the expression of pluripotency markers (OCT4, SOX2 and NANOG) on blastocyst
stage was not positively correlated with the potential of development during peri-implantation

stage of bovine-embryos produced by in vitro fertilization.

Keywords: bovine blastocyst, splitting, demi-embryos, elongation, gene expression.
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1. INTRODUCCION

La produccion in vitro de embriones ha sido ampliamente utilizada en diversas especies,
tales como raton, bovinos, ovinos y humanos, entre otras. No obstante, esta tecnologia
aun presenta limitaciones que afectan a la competencia de desarrollo del embrién y su
capacidad para generar una gestacion exitosa. Los embriones producidos por fecundacion
in vitro tienen un reducido potencial de desarrollo, lo que resulta en bajas tasas de
implantacién y en alto numero de pérdidas de gestaciones, debido a anomalias en el
embrién o a una placentacion inadecuada. En rumiantes, esta ineficiencia resulta en un
impacto econémico negativo debido a los costos asociados al mantenimiento de vacas
receptoras vacias. El reducido potencial de desarrollo es atribuido a la manipulacion de
los gametos y embriones, ya sea por manipulacion fisica o por inadecuados sistemas de
cultivo in vitro, lo cual ha demostrado tener consecuencias en el desarrollo embrionario
pre-implantatorio. A pesar de los esfuerzos en optimizar los protocolos y condiciones in

vitro, no se ha logrado incrementos significativos en la produccion de crias viables.

Los embriones producidos in vitro, independientemente de su informacion genética,
responden de forma diferente e individual a las condiciones in vitro. Es por ello que se
observa tanta variabilidad en la competencia de embriones producidos, incluso, bajo las
mismas condiciones. Por esta razon, resulta importante seleccionar los embriones con
mayor competencia de desarrollo para asegurar mayores tasas de implantacion y por

ende, el éxito de la gestacion.

La evaluacién morfoldgica de los embriones ha sido utilizada como método de seleccion
en la mayoria de las especies. Sin embargo, este criterio basado en la clasificacién visual
resulta ser subjetivo. Algunos estudios reportan que, incluso embriones que son
clasificados como grado | (excelente calidad) son incapaces de llevar a cabo una
gestaciéon normal, por los inconvenientes antes mencionados. En bovinos, esta seleccién
se realiza principalmente en el estadio de blastocisto. En esta etapa, el embrién
experimenta cambios (diferenciacion celular) que son el resultado de una expresion
génica estrictamente regulada. Existen genes que son cruciales para lograr un correcto
desarrollo embrionario, como marcadores de pluripotencia, marcadores de la funcion
trofoblastica y genes involucrados en la comunicaciéon con el ambiente materno. La
ineficiencia en la produccion de embriones, podria estar causada por una desregulaciéon
en la expresion de genes cruciales para el correcto desarrollo embrionario. Por lo tanto

resulta muy interesante estudiar la expresion génica en esta etapa de desarrollo.



En estudios realizados anteriormente, se ha reportado la cinética de expresion génica de
embriones bovinos. Sin embargo, en esos estudios no se realiza la evaluaciéon del mismo
embrion en los distintos estadios de desarrollo dado el caracter invasivo de las técnicas
utilizadas para evaluar expresion génica. Por lo tanto, surge la necesidad de tener una
cinética real de lo que pasa en el embrién tras continuar su desarrollo peri-implantatorio.
Para ello, es necesario generar demi-embriones para obtener dos mitades que son cada
una el reflejo genético de la otra. La biparticion embrionaria es una técnica que surgio a
partir de la necesidad de aumentar el nUmero de embriones disponibles para transferencia

y ademas como herramienta para realizar diagnosticos genéticos en el embrion.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el uso de la biparticion
embrionaria en el estadio de blastocisto como método para validar la capacidad predictiva
de la expresion de marcadores de pluripotencia sobre el potencial de desarrollo

embrionario hasta el estadio peri-implantatorio.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Desarrollo embrionario temprano

El desarrollo embrionario es el proceso por el cual el ovocito fecundado o cigoto comienza
a desarrollarse para dar lugar a un embrién. Después de la liberacién desde el foliculo, el
ovocito es atrapado por las fimbrias del infundibulo y dirigido al interior del oviducto a través
de la actividad ciliar. El ovocito, es una célula de 150-190 um de diametro, rodeado por la
zona peldcida, una capa glicoproteica de 12 a 15 um de espesor que es producida por el
ovocito (Dietl, 1986). Esta matriz tiene numerosas funciones, entre ellas estan la proteccion
mecanica del ovocito y la comunicacién de éste con las células de los foliculos durante la
ovogénesis (Wassarman et al., 1999), ofrece sitios de unién a espermatozoides (Breed et
al., 2002), promoviendo asi la reaccion del acrosoma e impidiendo la poliespermia (Bleil y
Wassarman, 1983), protege al embrién hasta el estado de blastocisto (Wassarman et al.,
1999), facilita las uniones entre las blastbmeras durante la compactacién y modula la
transmision de sefiales entre el embridén y el ambiente materno (Herrler y Beier, 2000).

El desarrollo embrionario temprano se inicia con la fertilizacion del ovocito cuando es
penetrado por el espermatozoide fecundante, lo cual resulta en la formacion del cigoto
(Noden y de Lahunta, 1990). La primera division celular después de la fecundacion da
origen a un embrién de dos células, estas células embrionarias denominadas blastomeras
continban sucesivas divisiones. Durante las primeras divisiones mitéticas, solo ocurre un
aumento del nimero de células pero no del tamafio de estas, este proceso es denominado
segmentacion (Noden y de Lahunta, 1990). Durante las primeras divisiones celulares solo
hay transcripcion basal a partir del genoma embrionario, por lo que todos los procesos
celulares ocurren a partir de los ARNm y proteinas maternas, acumuladas durante el
crecimiento y maduracién ovocitaria. Mas tarde ocurre un proceso denominado transicion
materno-cigotica donde se produce la activacién del genoma embrionario (AGE) donde hay
un aumento de la transcripcion (Bell et al., 2008). A partir de este punto, los procesos

celulares estan regulados por la expresion del genoma embrionario.

En bovinos, la primera division celular se produce entre las 18 y 24 horas después de la
fecundacion y a los cuatro dias el embridn contiene entre 16 y 32 células, en este periodo
comienzan a formarse uniones estrechas entre las células llevando a cabo la compactacion,

alcanzando el estadio de moérula al dia 5-6 (Noden y de Lahunta, 1990). Las divisiones y



formacion de uniones estrechas entre las blastdbmeras, genera que éstas se caractericen
por exhibir diferentes patrones de polaridad celular, es decir, poseen una distribucién
asimétrica de ciertas moléculas responsables de la diferenciacion celular. Por lo tanto, las
blastomeras situadas en la parte interna del embriéon presentan diferentes patrones de
expresion génica y acumulaciéon de proteinas que las situadas en el exterior (Eckert et al.,
2008; Rossant y Tam, 2009). Las blastomeras en la parte interna del embrién, estan
destinadas a formar el macizo celular interno (MCI), mientras que las células de la cara
externa del embrién, estan destinadas a diferenciarse en trofoectodermo que mas tarde
formara el trofoblasto (TB) embrionario. El destino celular puede determinarse ya en la
etapa de 4-8 células en ratdn y depende de las diferencias entre la interaccion de factores
de transcripcion y sus dianas (Plachta et al., 2011). Por lo tanto, la compactaciéon es un
proceso esencial para la diferenciacion celular y fundamental para dar lugar a un embriéon
viable.

Posterior a la compactacién, ocurre un proceso denominado cavitacion, donde las células
del trofoectodermo secretan fluido para crear el blastocele y la estructura resultante se
denomina blastocisto el cual se forma alrededor del dia 7 en bovinos. Durante este periodo,
se hace evidente la primera diferenciacion celular con la formacion del MCl y TB (Degrelle
et al.,, 2005). EI MCI da origen principalmente a tejido embrionario, mesodermo extra-
embrionario y endodermo primitivo, mientras que el TB da origen a tejido placentario
(Degrelle et al., 2005). En este estadio, el embrion tiene alrededor de 120 células de las
cuales aproximadamente el 25% pertenecen al MCl y el 75% al TB (Morris et al., 2000). EI
blastocisto bovino permanece dentro de la zona pelicida hasta el dia 7 posterior a la
fecundacién, midiendo aproximadamente 200 um y conteniendo alrededor de 150 células
(Morris et al., 2000). Después de la formacion del blastocisto, el embrién sufre un segundo
proceso de diferenciacion celular donde el MCI se diferencia en epiblasto e hipoblasto y
eliminacion del trofoectodermo polar que cubre el epiblasto, lo que resulta en el
establecimiento del disco embrionario (Vejlsted et al., 2006). La expansion del trofoblasto
provee un aumento en el area para facilitar la comunicacién materno-fetal, lo que permite
una correcta implantacién (Stroband y van der Lende, 1990).

Luego de eclosionar de la zona pellcida, se produce un proceso en el cual el embrién
genera un estrecho contacto con la pared uterina llamado implantacion. El blastocisto
comienza a experimentar una etapa de rapido desarrollo, proliferacion y crecimiento, dichos
cambios van a depender de la especie, existiendo especies de implantacion temprana e

implantacion tardia (Geisert y Malayer, 2002). En especies de implantacion temprana, como



raton y humanos, el embrién llega al Gtero y eclosiona de la zona pellcida implantandose
de inmediato en la pared uterina. Una vez en contacto con el endometrio, el trofoblasto
secreta un conjunto de proteasas que se encargan de digerir proteinas de la matriz
extracelular del tejido uterino, lo que permite al blastocisto implantarse (Strickland et al.,
1976; Brenner et al., 1989). Estos son procesos vitales para la supervivencia embrionaria y
la formacién de una placenta funcional.

En bovinos, la implantacion es tardia, esto quiere decir que los blastocistos expandidos una
vez que eclosionan de la zona pellcida, contindan su desarrollo a través de una activa
proliferacion celular, proceso denominado elongacion. La elongacion del embrién implica
incrementos en longitud y peso del trofoblasto (Wales y Cuneo, 1989), ademas del inicio de
la gastrulaciéon y diferenciacién de las membranas extraembrionarias, incluyendo la
formacion del saco vitelino y alantoides (Guillomot, 1995). Se reconocen tres fases de
elongacion: la fase temprana o esférica (entre los dias 9y 12), la fase ovoide (entre los dias
12 y 14) y la fase filamentosa o tardia (entre los dias 15y 21) (Degrelle et al., 2005).

Expresién génica en embriones pre-implantatorios

El desarrollo embrionario pre-implantatorio se describe como una de las etapas mas criticas
del desarrollo embrionario en mamiferos. Estas primeras etapas implican tanto cambios
morfolégicos como bioquimicos, que estan estrechamente relacionados con la actividad
gendmica y un conjunto de procesos fisioldégicos, muchos de los cuales aln son
desconocidos. Estos procesos fisioldgicos son controlados por varios mecanismos
moleculares, los cuales cumplen un rol fundamental en la coordinacion de procesos
homeostaticos y metabodlicos (Gad et al., 2012), los que se regulan a través de una
equilibrada expresién génica (Niemann y Wrenzycki, 2000).

La expresién génica en la etapa pre-implantatoria se caracteriza por dos fases cinéticas: 1)
cuando las proteinas son sintetizadas desde el ARNm materno acumulados durante la
maduracién oocitaria y 2) cuando el genoma embrionario es activado y comienza a dirigir
el desarrollo conducido por una intensa transcripcion y traduccién del nuevo genoma. Los
genes involucrados en esta etapa son responsables de mantener el metabolismo vy, asi
poder dirigir los eventos cruciales para el desarrollo temprano, tales como la determinacion

del destino celular y la activacién del genoma embrionario (Hendriksen et al., 2000).



Transicidbn materno-cigotica

Los ovocitos poseen diferentes caracteristicas en cuanto a forma, tamafio y componentes
moleculares. A pesar de esta heterogeneidad, todos los ovocitos tienen como propdésito la
union de los genomas parentales para la formacion de un nuevo genoma embrionario
(Latham y Schultz, 2001). Las diferencias en las caracteristicas ovocitarias, derivan de los
componentes citoplasmaticos maternos que suministran los ovocitos, tales como, &cidos
nucleicos, proteinas y otras macromoléculas que se han ido almacenando durante la
ovogénesis (Latham y Schultz, 2001). Estos factores son los responsables de mantener el
metabolismo y asi, poder dirigir los eventos cruciales para el desarrollo temprano, dichos
factores capacitan al ovocito con el fin de optimizar el desarrollo folicular, la maduracion de
las células germinales, el desarrollo embrionario temprano y particularmente, la activacion
del genoma embrionario, lo cual que es necesario para la transicién de un control materno
del desarrollo a un control exclusivamente embrionario (Tadros y Lipshitz, 2009).

Estudios han demostrado que el origen y calidad de los ovocitos, estan estrechamente
relacionados con la determinacién de la tasa de desarrollo embrionario (Hendriksen et al.,
2000). Por lo tanto, a partir de esto se ha logrado demostrar que el ambiente al cual se
expone el ovocito durante la maduracion embrionaria influye en el patron de transcriptos en
el ovocito maduro y posteriormente en el blastocisto (Lonergan et al., 2003; Russel et al.,
2006). En consecuencia, el embrion depende del ARNm materno almacenado al menos
hasta la transicibn materno-cigética, por esta razon es necesario acumular y almacenar los
ARNmM y proteinas durante la ovogénesis (Bell et al., 2008).

El potencial de desarrollo embrionario depende del equilibrio de las reservas maternas
acumuladas por el ovocito durante el crecimiento folicular y, de la subsiguiente pérdida de
estas reservas con el envejecimiento de los ovocitos y divisiones embrionarias (Meirelles et
al., 2004). Reafirmando lo anterior, los resultados observados en el proceso de clonacion
por transferencia nuclear soméatica, serian atribuibles a la capacidad inherente del ovocito
para transformar nucleos diferenciados en nlcleos embrionarios adecuadamente
reprogramados (Cibelli et al., 1998; Wakayama et al., 1998). Esta caracteristica se debe
probablemente a la calidad del citoplasma heredado, pudiendo correlacionarse a una
transicion materno-cigética mas funcional (Latham y Schultz, 2001).

Después de la fertilizacion, se produce una degradacién y deadenilacion de los ARNm
maternos, se describe que esta degradacion puede llegar a ser hasta un 40% y la

deadenilacién de hasta un 70% (Bachvarova y De Leon, 1980; Clegg y Piko, 1982). Es



probable que esta degradacion de los ARNm maternos después de la fertilizacién sean
perjudiciales para el desarrollo embrionario posterior (Alizadeh et al., 2005).

Se han descrito varios ARNm maternos que son requeridos para soportar el desarrollo
temprano, el primer factor ovocitario identificado en raton fue MATER (maternal-antigen-
that-embryos-require), responsable del desarrollo embrionario mas alla de la etapa de dos
células (Tong et al., 2000). Recientemente, se ha descubierto otro factor denominado FILIA
(KH domain containing 3), éste actda uniéndose a MATER para asi mantener la euploidia
durante las divisiones (Zheng y Dean, 2009). Otro factor importante es STELLA, también
conocido como Dppa3 (developmental pluripotency-associated 3) (Payer et al., 2003), su
funcion es proteger el genoma materno de la oxidaciéon de citosinas metiladas lo que es
importante para una correcta remodelacion epigenética de genes maternos lo cual se
traduce en un adecuado desarrollo embrionario (Bakhtari y Ross, 2014). ZAR1 (zygote
arrest 1) es un factor materno especifico, el cual desempefa un papel esencial durante la
transicion ovocito-embrién (Wu et al, 2003). ZFP36L2 (ZFP36 ring finger protein-like 2) es
un factor critico en la fertilidad de la hembra, ya que una expresion aberrada de este gen
conlleva a la detencién del desarrollo embrionario temprano en el estadio de dos células
(Ramos et al, 2004). Finalmente, estudios sugieren que el factor NPM2
(nucleophosmin/nucleoplasmin 2) podria estar involucrado en la remodelacién de la
cromatina (Burns et al., 2003).

Por otro lado, la apoptosis es otra evidencia de la importancia de una adecuada
acumulacion de factores en el periodo ovocitario. Estudios sefialan que la capacidad de
desarrollo estaria influenciada por la presencia de factores pro-apoptéticos y anti-
apoptdéticos acumulados en los citoplasmas y la supervivencia del embrion estaria
influenciada por el equilibrio continuo de estos factores (Menezo, 2006). El ARNm materno
y la reserva de proteinas en los ovocitos disminuyen con el tiempo, comprendiendo una
oportunidad de control post-transcripcional muy estrecha y la sustitucion gradual de estas
proteinas por transcripciones del embrién y sus productos de traduccion (Brevini et al.,
2002).

La transicibn materno-cigotica consta de varios eventos que son requeridos durante la
preimplantacion del embrién, como:

1. Degradacion de los transcriptos maternos del ovocito. Al parecer, esta degradacion es

un mecanismo que dirige el inicio del desarrollo (Maleszewski et al., 1996).



2. Reemplazo de los transcriptos maternos en el ovocito, por nuevos transcriptos, ahora de
origen embrionario. Si éstos no se reemplazan, el desarrollo se ve alterado por la
incapacidad del embrién de ejercer sus funciones celulares béasicas.

3. Reprogramacion del patron de expresion génica en el embrién (Yu et al., 2001).

Activacion del genoma embrionario.

La activacién del genoma embrionario (AGE) se describe como el momento en que el
embrion pasa de utilizar el ARNm derivado del genoma materno a activar su propio genoma
(Schultz, 1993). Durante este periodo, el embriébn comienza a sintetizar su propio ARNmy
proteinas, con el fin de alcanzar estadios de desarrollo mas complejos (Schultz, 1993). La
AGE es considerado como el periodo mas critico para el embrién durante el desarrollo
temprano (Meirelles et al., 2004). Ademas, esta asociada con eventos de diferenciacion,
éxito de la implantacion y desarrollo fetal (Niemann y Wrenzycki, 2000). Se ha demostrado
gue esta transicién comprende una serie de sucesos que involucran una expresion génica
altamente regulada (Zeng et al., 2004). Ademas, estudios evidencian que la mayoria de los
transcritos sintetizados en esta etapa, se traducen rapidamente (Flach et al., 1982).

La comprensién de la temporizacion de la AGE ha ido cambiando, a partir de
investigaciones realizadas en ratones y basados en el analisis de expresion de proteinas.
En esta especie, la AGE ocurre durante la etapa de 2 células, caracterizada por un evento
de menor activacion al inicio de esta etapa y un evento de mayor activacion al final de la
misma (Bensaude et al., 1983 y Conover et al., 1991). Sin embargo, otros estudios, donde
se detect6 sintesis de ARN, indican que existe transcripcién en estadio de cigoto (Clegg y
Piko, 1982). A partir de esto, nuevas investigaciones demostraron que, tanto la transcripcién
de transgenes en el caso de ratones transgénicos, como de genes enddgenos, ocurrian al
final de la etapa de una célula (Aoki et al., 1997 y Vemet et al., 1992). Adicionalmente, se
ha concluido que la activacion del genoma en ratones comprende una serie de eventos que
ocurren gradualmente, donde se han identificado cuatro periodos: al final de la etapa de
una célula; la etapa temprana de dos células; la etapa tardia de dos células y; la etapa de
8 células. En otras especies animales, tales como conejos, bovinos y humanos, el principal
evento de activacion se produce en torno a la etapa de 4-8 células. También se ha reportado
un grado limitado de transcripcion en etapas mas tempranas, lo que confirmaria el patron
gradual de activacion en varias especies de mamiferos (Ao et al., 1988; Braude et al., 1988).
En ratones, bovinos y conejos, la principal activacion del genoma es precedida por una

menor transcripcion embrionaria en un entorno transcripcionalmente represivo (Nothias et



al., 1995). Esta menor transcripcién embrionaria ocurre al inicio de la primera division celular
en ratones y conejos, en bovinos se ha descrito que ocurre en el estadio de dos células
(Aoki et al., 1997). Un estudio realizado en embriones murinos de dos células, tratados con
alfa-amanitina, (Latham et al., 1991) determiné que, al final de la activacion del genoma, se
sintetizan 38 polipéptidos sensibles a la represion transcripcional por este farmaco. Por lo
tanto, esta investigacion permitié estimar que dicha activacion representa el 3% de todos
los polipéptidos presentes en esta etapa de desarrollo. Otros estudios sugieren que este
namero se subestima (Ko, 2004). Hasta el 10% de los ARNm maternos persisten hasta la
etapa de blastocisto, por lo que podrian tener un importante papel en la aseguracion de la
Optima activacion del genoma embrionario (Bachvarova y De Le6n, 1980).

La transicion que ocurre durante la AGE es crucial para la reprogramacion del genomay la
adquisicion de la capacidad totipotente del embrion (Baroux et al., 2008). Las
modificaciones epigenéticas ocurridas durante la AGE estan involucradas en la regulacion
de la expresion génica del embrién y juegan un papel fundamental en el control de eventos
de reprogramacién durante la embriogénesis temprana (Li, 2002). Es evidente que los
embriones deben superar un estado de represidn para iniciar la activacion transcripcional
del genoma. Una inadecuada regulacion, en relacion al tiempo de activacion y los tipos de
genes expresados, puede conducir a la detencion del desarrollo embrionario (Latham vy
Schultz, 2001). Por ejemplo, podria existir una incapacidad de mantener el equilibrio hacia
los factores anti-apoptéticos, lo cual podria iniciar la cascada que conlleva al bloqueo del
desarrollo y posterior muerte del embrién (Meirelles et al., 2004).

Los genes heredados por el embrion deben ser modificados a fin de asegurar un apropiado
funcionamiento del genoma. Estas modificaciones, que se conocen con el nombre de
programacion epigenética, involucran cambios bioquimicos sin alterar la secuencia del gen
y son muy importantes en el embridn preimplantatorio porque controlan el crecimiento y
desarrollo embrionario (de Rycke et al., 2002). El principal mecanismo epigenético
propuesto a través del cual se produce la activacibn del genoma embrionario, es la
remodelacion de la cromatina, lo que implica modificaciones post-traduccionales (como
metilacién, acetilacion, fosforilacion y ubiquitinacioén) de proteinas histonas, metilacion del
ADN y unién de otras proteinas a la cromatina (Bell et al., 2008). Un factor determinante de
la estructura de la cromatina es el tipo de histonas asociadas al ADN (Landsberger y Wolffe,
1995). Estas proteinas se encargan de empaquetar el ADN formando los nucleosomas
(histonas 2A; 2B, 3, 4). Adicionalmente, existen otras histonas encargadas de enlazar los

nucleosomas (variantes de la histona H1, B4 y HMG1), generando finalmente la



condensaciéon de la cromatina. Esta asociacién puede ser modulada por procesos de
fosforilacion y acetilacion. De ellos, la acetilacion de los residuos de lisina en las colas de
las histonas reduce el contacto del ADN con las histonas y hace que el ADN sea accesible
a factores de transcripcion (Wade et al., 1997). La cromatina transcripcionalmente inactiva,
se caracteriza por poseer histonas principalmente desacetiladas, metilacién de la histona
H3 en la lisina 9 y metilacion del ADN. Por el contrario, cuando se produce acetilacion de la
histona H3 y H4, metilacion de la histona H3 en la lisina 4 y bajos niveles de metilacién del
ADN, la cromatina es transcripcionalmente activa (Bell et al., 2008). Estas modificaciones
alteran la estructura de la cromatina para proporcionar acceso a los factores reguladores
de la transcripcién que controlan la expresion génica (Fulka et al., 2008).

Posterior a la fertilizacién, el genoma embrionario se somete a una demetilacion pasiva del
ADN, donde gran parte del genoma se encuentra demetilado en la etapa de moérula. A
continuacion de esto, ocurre una nueva metilacion del genoma en el estadio de blastocisto,
gue es donde se evidencian las primeras diferenciaciones celulares (Morgan et al., 2005).

En ratones, la activacion del genoma embrionario es principalmente generada por un mejor
acceso a los factores de transcripcion al genoma embrionario después de la remodelacion
de la cromatina. Estos factores incluyen OCT4/POUSF1 (Octamer-binding transcription
factor-4/POU class 5 homeobox 1) y SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 (Li et al.,
2010), y se expresan durante la ovogénesis, donde sus transcriptos y proteinas persisten
en el embrién temprano. Los patrones de expresion de dichos factores sefialan que poseen
funciones en el desarrollo embrionario antes y después de la AGE (Palmieri et al., 1991;
Avilion et al., 2003).

Genes relacionados con la pluripotencia celular

El desarrollo embrionario temprano esta controlado primero por los genes maternos y
posteriormente por los genes embrionarios una vez que se produce la transicion materno-
embrionaria. Antes de la primera diferenciacion celular, las células embrionarias son
totipotentes gracias a las modificaciones epigenéticas que tienen lugar durante esta etapa.
La potencia de estas células es mantenida por factores de transcripcibn como
OCT4/POUSF1 y SOX2 primero suministrados por las reservas maternas y después
sintetizados por el genoma embrionario (Li et al., 2010).

OCT4 pertenece a la familia POU de factores de transcripcion. POU es una familia de
proteinas con homodominios conservados, la sigla deriva de los nombres de tres factores

de transcripcion: Pitl (factores pituitaria especificos), Octamer OCT1y OCT2, Unc-86 factor
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de transcripcion neural de Caenorhabditis elegans, en general tienen un rol importante en
el desarrollo embrionario y funcionamiento del sistema nervioso (Latchman, 1999). El grado
de semejanza del gen de OCT4 y de la proteina entre las especies sugiere que este gen
juega un papel similar en todos los mamiferos, siendo necesaria su expresion en todo el
desarrollo temprano para la correcta formacion y supervivencia embrionaria (Niwa et al.,
2000).

El gen OCT4 es de los factores de transcripcién que se traduce mas tempranamente en
embriones y el que tiene mayor efecto en el desarrollo murino pre-implantatorio y el cual es
expresado durante todo este periodo (Okamoto et al., 1990; Rosner et al., 1990)
dependiendo, dicho efecto, de su concentracién en el nicleo (Niwa et al., 2000).

Scholler y colaboradores (1989), demostraron por primera vez la actividad transcripcional
en la embriogénesis de ratén, indicando que OCT4 esta activo en el desarrollo murino
temprano (Okamoto et al., 1990; Rosner et al., 1990). También se describe que en murinos,
la expresion de OCT4 en el cigoto se evidencia antes de la etapa de 8 células, luego se
detecta en la etapa de 8-16 células, es abundante y uniforme en todas las células en etapa
de morula, aumentando en la etapa de blastocisto temprano y luego declina a finales de
este estadio (Yeom et al., 1991; Palmieri et al., 1994).

Cuando ocurre la diferenciacién celular en el blastocisto murino (MCIl y TB), la expresién de
OCT4 se restringe al MCI. Ademas, se requiere de un cierto nivel de expresion de este gen
para mantener la pluripotencia de las células del MCI (Okamoto et al., 1990; Rosner et al.,
1990). Por tanto, se reconoce que la sola presencia de la proteina de OCT4 no define
pluripotencia, ya que los niveles de expresion de éste gen condicionan su capacidad de
mantener el estado indiferenciado de las células.

El papel de OCT4 en el mantenimiento de la pluripotencia de las células madre embrionarias
(ES) y su estado no diferenciado, es crucial no sélo en células humanas y murinas, sino
también se han llevado a cabo estudios en las especies porcina, bovina y mono Rhesus
(Niwa et al., 2000). En el caso de los embriones bovinos, OCT4 se expresa tanto en el MCI
como el TB y este patron es mantenido hasta el estadio filamentoso tardio en el periodo de
elongacién (von Eijk et al., 1999; Degrelle et al., 2005; Keefer et al., 2007), lo cual tiene
implicancia para garantizar un fenotipo de intensa proliferacién que se observa durante este
periodo de desarrollo (Keefer et al., 2007). Esta expresion se apaga en el trofoectodermo
mural durante la etapa mas tardia de la elongacion (Degrelle et al., 2005).

Por otra parte, SOX2 (SRY [sex determining region Y]-box 2, segun siglas en inglés) (Foygel

et al., 2008), es un factor de transcripcion que en asociacion con OCT4, cumple un rol
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fundamental en la embriogénesis temprana y en la mantencion de la pluripotencia de
células madre. En embriones de raton, SOX2 tiene una marcada expresion en el MCI,
epiblasto y células germinales (Avilion et al., 2003).

En ratones, la expresion de algunos genes asociados con el mantenimiento de la
pluripotencia celular, como FGF4 y NANOG es regulada por un enhancer que contiene
sitios de respuesta a los factores de transcripcion OCT4 y SOX2. Ademas, este mecanismo
también regula la expresion de OCT4 y SOX2 mediante una retroalimentacion positiva
(Masui et al., 2007). SOX2 es indispensable para mantener la pluripotencia de células
madre de ratdn, la ausencia de SOX2 en estas células promueve la diferenciacion en
células similares al trofoectodermo, lo cual sugiere que la expresién de OCT4 va a depender
de la activacion mediada por SOX2 (Masui et al., 2007). La represion de SOX2 promueve
la expresién de genes marcadores del trofoectodermo lo cual se potencia con la disminucion
paulatina de los niveles de OCT4 debido a la ausencia de SOX2. Existen evidencias que
indican que la funcion de SOX2 sobre la activacién de los marcadores de pluripotencia,
puede ser inicialmente remplazada por otros miembros de la familia Sox. Masui y
colaboradores (2007) demostraron que ademas de SOX2, al menos en raton, SOX4,
SOX11y SOX15 también pueden actuar sobre este sitio para la regulacion de la expresion
de los genes antes mencionados. Esto demuestra que aun en ausencia de SOX2, en
embriones de raton, es posible activar la expresion de OCT4 y posiblemente de otros genes
como FGF4 y NANOG.

Por otra parte NANOG, al igual que OCT4 y SOX2, es un factor de transcripcion que
mantiene el estado pluripotente de las células embrionarias y las células madre (Foygel et
al., 2008). Los patrones de expresién de OCT4 sugieren a NANOG como un inductor
“‘upstream” (Degrelle et al., 2005). Estudios en embriones bovinos producidos por FIV
describen que la expresién de NANOG aumenta significativamente a partir del dia 7 al 17
de desarrollo (Rodriguez-Alvarez et al., 2010). Por lo tanto, a diferencia de OCT4, la
expresion de NANOG no es silenciada en las células del trofoectodermo en embriones
elongados en la fase mas cercana a la implantacion, sugiriendo un papel de NANOG en los
eventos mas tardios del desarrollo peri-implantatorio (Rodriguez-Alvarez et al., 2010).

Al igual que los genes mencionados anteriormente, FGF4 es otro marcador secretado solo
por las células del MCI de embriones de ratdn y su expresion es regulada por OCT4 y
SOX2. Se ha sugerido que en bovinos, la expresion continua de OCT4 en células TB es

esencial para estimular la auto renovacion celular de las células del trofoblasto que median
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la expresion de FGF4, lo que permite la elongacioén y previene la diferenciacion prematura
del trofoblasto (Degrelle et al., 2005; Hue et al., 2007).

La segunda diferenciacion del MCI para dar lugar al epiblasto e hipoblasto (endodermo
primitivo), ocurre durante la etapa de elongacién y esta dirigido por la expresion de los
factores de pluripotencia. En ratones, NANOG, SOX2 y OCT4 se mantienen en el epiblasto
mientras que el hipoblasto se caracteriza por la expresién de GATA4, GATA6, SOX17 y
SOX7 (Guo et al., 2010).

En bovinos, es posible detectar la presencia del ARNm de OCT4 en el trofoblasto de
blastocistos mediante hibridacion in situ y RT-PCR. Una diferencia con lo que ocurre en
raton es la presencia de FGF4 en el trofoectodermo de blastocistos bovinos en la etapa
esférica, lo que en ratones se limita al MCI (Rappolee et al., 1994). La presencia de OCT4
y NANOG en el trofoblasto de embriones bovinos sugiere que su expresion contribuye
activamente al mantenimiento de un fenotipo del trofoblasto “no diferenciado”, lo que es
compatible con la activa multiplicacion celular en el inicio de la elongacion (Degrelle et al.,
2005). Los niveles de expresion tanto de OCT4 como de NANOG favorecen un fenotipo de
lenta diferenciacion en el trofoblasto bovino, ya que la expresion de estos genes no interfiere
con la expresion de genes trofoblasticos especificos en las primeras etapas de la
elongacion (Degrelle et al.,, 2005). Los factores de transcripcion que favorecen la
diferenciacién del trofoblasto y la formacién de la placenta, como es el caso de Handl o
Ets2, se expresan principalmente inmediatamente después de la implantacion en ratdn, a
diferencia del embrion bovino que expresa estos marcadores principalmente en etapas

posteriores a la elongacién, ya en tejidos extra-embrionarios (Degrelle et al., 2005).

Genes relacionados con la determinacién celular y funcionalidad del trofoblasto

En ratones, la mantencion y especificacion del trofoblasto son mecanismos regulados a
través de la accién de factores de transcripcion tales como CDX2 y TEAD4. CDX2
especifica el destino del trofoblasto y restringe la expresion de OCT4 a las células del MCI
(Niwa et al., 2005; Strumpf et al., 2005; Rossant y Tam, 2009). De forma similar a lo que
ocurre en ratén, en embriones bovinos, CDX2 es detectado en células del TB pero no en
células del MCl y su funcién es la especificacion del trofoblasto versus células del MCI, sin
embargo no es suficiente para inhibir la expresion de OCT4 en el trofoblasto bovino (Kuijk
et al., 2008).

Ademas de CDX2, existen otros factores involucrados en la proliferacion del epiblasto/MCI,

uno de ellos es EOMESodermin (EOMES), que controla la interaccién entre las células del
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trofoectodermo polar y mural. Por otra parte, ELF5, el cual participa en la decisién de cual,
el ectodermo extraembrionario (EXE) o el cono ectoplacentario (EPC), sera formado a partir
del linaje polar (Chen et al., 2010).

El trofoblasto juega un papel fundamental durante el final del desarrollo embrionario
temprano regulando la sefializacion embrio-materna. En este sentido, el trofoblasto expresa
genes fundamentales para llevar a cabo esta comunicacién. En bovinos, una de las
primeras sefiales emitidas por el TB es el interferén tau (INFT o TP1), el cual es expresado
por la poblaciébn de células mononucleares, siendo estas la mayor contribucion del
trofoblasto a la placenta. Las células gigantes representan el 20% de las células del
trofoectodermica, migran a través de las uniones feto-maternas y se fusionan con las
células del epitelio uterino. Estas células gigantes producen proteinas relacionadas con la
gestacion como glicoproteinas, lactdégeno placentario y proteinas relacionadas con la
prolactina (Klisch et al., 1999).

Es necesaria una apropiada comunicacion y regulacién reciproca entre el embrién y los
compartimentos maternos para que se produzca una adecuada implantacién. Este dialogo
es inicialmente mediado por factores solubles, que son producidos y secretados tanto por
la madre, como por el embrién. En rumiantes, se han descrito complejas interacciones
materno-embrionarias las cuales implican cambios en la expresion génica, existiendo
acciones coordinadas entre progesterona, INFT y prostaglandinas. El resultado de estos
cambios en las secreciones del endometrio son responsables de la elongacion del embrién
mediante efectos sobre la proliferacion del trofoectodermo, migracion y finalmente sobre la
implantacién (Dorniak et al., 2013).

La expresion de TP1 es detectada durante la formacién del blastocele y continlda hasta la
implantacién en los dias 25-28 de gestacion. Actla de manera paracrina sobre el
endometrio inhibiendo la liberacion pulsétil de PGF2q, asegurando la produccién continua
de progesterona por el cuerpo luteo (Thatcher et al, 1989). Ademas, TP1 estimula la
transcripcién de una serie de genes y la actividad de varias enzimas de manera especifica
en el endometrio, las cuales estan implicadas en el establecimiento de la receptividad
uterina (Hansen et al., 1999; Spencer et al., 2007). Por otra parte, el endometrio secreta
una sustancia denominada histotrofo, el cual se forma a partir de la secrecion de sustancias
del epitelio endometrial y glandular, conformado principalmente de proteinas, lipidos,
aminocidos, azlcares e iones (Bazer, 1975; Gray et al, 2001). El histotrofo tiene efectos

sobre la proliferacion y migracion del trofoectodermo y sobre la adhesion al epitelio luminal
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del endometrio, regulando también la elongacion del embrion (Spencer et al, 2007; Bazer
et al., 2010).

Klein y colaboradores (2006) llevaron a cabo un estudio de transcriptomica de los genes
gue se encienden durante el periodo peri-implantatorio en endometrios de vacas de 18 dias
de gestacion. De esta forma encontraron 87 genes que se encienden en el endometrio de
una vaca gestante versus un control no gestante, usando un modelo de gemelos
homocigo6ticos para evitar la variabilidad genética. Estos genes identificados se encuentran
involucrados por lo menos en cinco procesos de la interaccion entre el embrion y el
ambiente materno (Klein et al., 2006).

Mediante un estudio de inactivacion de genes en ratones, se han identificado dos genes
que son esenciales para la diferenciacion del trofoblasto: MASH2 (factor de transcripcién
miembro de la familia achaete-scute) (Guillemot et al., 1995) y HAND1 (factor de
transcripcion) (Cross et al., 2005). Estos genes tienen una funcién opuesta durante el
desarrollo del trofoblasto donde MASH2 estimula la proliferacion celular e inhibe la
progresion del trofoblasto a una forma terminalmente diferenciada de las células gigantes,
mientras que HAND1 provoca la formacion de las células gigantes (Rossant et al., 1998;
Riley et al., 1998). En bovinos, MASH2 es expresado especificamente en la placenta pero
en mayor abundancia durante la proliferacion del trofoectodermo antes de la implantacion
(Arnold et al., 2006). HAND1 no es detectado en embriones bovinos hasta el estadio ovoide
(12 dias de desarrollo), lo cual coincide con la diferenciaciéon del trofoectodermo antes de
la implantacion (Degrelle et al., 2005).

Por otra parte, existe otra familia de proteinas secretadas por el trofoblasto denominadas
proteinas asociadas a la prefiez (PAG), las cuales son expresadas en las células gigantes
del trofoblasto (TGC). Estas proteinas son expresadas mas tardiamente, alrededor de los
dias de la implantacién (Arnold et al., 2006). Otras proteinas secretadas por el embrién cuya
expresion aumenta a medida que el embriébn se elonga son: prostaglandina sintetasa
(PGHS-2) e inhibidores de proteasas de la familia TKDP (Charpigny et al., 1997; MacLean
et al., 2003).

Biotecnologias reproductivas

Las biotecnologias reproductivas son un conjunto de técnicas que han sido ampliamente
utilizadas en animales domésticos, animales de experimentacion (ratones) y en humanos.
Los objetivos de la utilizacion de estas tecnologias varian entre especies, por ejemplo en

raton, se utilizan como una herramienta de investigacion, incluyendo la produccion de
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animales modificados genéticamente, produccion de ratones “knock out” y como
herramienta en el analisis de expresion génica. En humanos, se utilizan principalmente para
encontrar soluciones a problemas de infertilidad. En las especies domésticas, los objetivos
van desde aumentar la productividad, eliminar enfermedades, mejorar la salud en los
rebafios hasta la generacion de modelos experimentales para investigacion. A partir de esto
surgen las técnicas de inseminacion artificial y transferencia de embriones, dentro de estas
encontramos la produccion in vivo e in vitro de embriones, criopreservacion de ovocitos y
embriones y clonacion por biparticion embrionaria y por transferencia nuclear somatica,

entre otras.

Inseminacioén artificial

La inseminacion artificial (IA) fue la primera biotecnologia reproductiva desarrollada, la cual
consiste en colectar semen de un macho para posteriormente depositarlo en el tracto
reproductor de la hembra mediante instrumental especializado. El procedimiento estandar
de la IA incluye la coleccibn de semen, congelacién y descongelacién del semen e
inseminacion a hembras sincronizadas. Dependiendo de la especie, se utilizan distintos
métodos de inseminacién, como la inseminacion vaginal, cervical, transcervical e
intrauterina (Herman et al.,, 1994). Las principales ventajas de esta técnica son el
mejoramiento genético, el control de enfermedades de transmisién sexual, control de las
inseminaciones a través de sistemas de registro, ademas permite inseminar un alto nimero
de hembras en comparacion a la monta natural, ya que es posible la criopreservacién del
semen y control del sexo de la progenie a través del uso de semen sexado (Herman et al.,
1994). Por otra parte, las desventajas son insignificantes con respecto a los beneficios
obtenidos. Algunas de las desventajas son que se debe contar con personal calificado y
con el equipo de inseminacion, y se deben establecer practicas de manejo para identificar

a las hembras en estro (Foote, 1975).

Transferencia de embriones

- Produccién in vivo de embriones
La produccién in vivo de embriones surge a partir de la posibilidad de generar multiples
ovulaciones en la hembra mediante estimulacion hormonal. Esta permite obtener una
elevada tasa de ovocitos y por ende es posible maximizar el nimero de embriones que
posteriormente seran recuperados y transferidos a hembras receptoras (transferencia

inmediata o transferencia diferida en caso de los embriones criopreservados). Todas estas
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técnicas fueron agrupadas bajo el término “MOET” (“Multiple Ovulation and Embryo

Transfer”) por Nicholas y Smith en 1983.

- Produccién in vitro de embriones

Las técnicas de manipulacion in vitro, tanto de gametos como de embriones, han adquirido
gran importancia en los ultimos afios. Dentro de los animales domésticos, los bovinos
representan una especie de interés para desarrollar estas tecnologias, y ademas, en varios
paises, el nacimiento de terneros prueba que estos métodos pueden generar resultados
viables (Xu et al., 1987). Para realizar la fertilizacién in vitro, es necesario simular las
condiciones que ocurren in vivo durante el crecimiento folicular, ovulacién y fecundacion.
Por lo tanto, el ovocito debe madurar a nivel citoplasmatico y nuclear (Downs et al., 1989).
Los primeros reportes sobre maduracion in vitro de ovocitos bovinos fueron publicados por
Edwards en el afio 1965. En el afio 1981 nace el primer ternero producido por FIV, de esta
forma se comprob6 el éxito de la fertilizacion in vitro con ovocitos madurados in vivo
(Bracket et al. 1982). Al principio, el cultivo in vitro de ovocitos fecundados presentaba
problemas metodoldgicos con los medios de cultivo utilizados lo que generaba una
detencion del desarrollo de los embriones producidos, en bovinos esto ocurria en el estadio
de 8-16 células. Para superar este inconveniente se realizaron varios experimentos donde
se empleaba cultivo in vivo, es decir, los cigotos o embriones de dos células eran cultivados
en oviductos de oveja (Crister et al., 1986; Eyestone et al., 1987), de coneja (Boland, 1984;
Sirad et al., 1985) o de vaquillas (Xu et al., 1987) durante 4-6 dias. Este método resulté muy
complejo y ademas habia una alta pérdida de embriones en el proceso. Luego surgieron
nuevas ideas para superar estos inconvenientes utilizando cultivos celulares, de esta forma
los embriones fueron co-cultivados con células y asi alcanzaron mejores condiciones de
desarrollo.

La produccion in vitro de embriones se compone de tres fases: 1) maduracion in vitro de los
ovocitos obtenidos de ovarios de vacas faenadas en matadero o por medio de aspiraciéon
folicular; 2) fecundacién in vitro de los ovocitos madurados y 3) cultivo in vitro de los
embriones.

Los complejos cumulo-ovocito (CCOs) son obtenidos generalmente de ovarios de vacas
provenientes de plantas faenadoras o bien a partir de aspiracion folicular ecoguiada. De
estos ovarios se obtienen ovocitos de diferentes calidades y estadios de maduracion. Para
la maduracion in vitro se seleccionan solo los CCOs que posean varias capas de células

del cumulus las que deben estar compactas y deben cubrir la totalidad del ovocito y ademas
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estos deben tener un citoplasma oscuro y homogéneo (Leibfried y First, 1979). Los
resultados reportados por varios investigadores indican que sélo los CCOs que cuentan con
un cumulus completo y compacto tienen la capacidad de completar la maduracién in vitro
(Leibfried y First, 1979) y lograr el estadio de desarrollo esperado.

La fecundacion comprende una serie de procesos cuya finalidad es la fusiébn de los
pronucleos de ambos gametos y la formacion del genoma del nuevo individuo. Para ello, es
necesaria la realizacién del co-cultivo de ovocitos y espermatozoides. Los espermatozoides
mas utilizados para la fertilizacion in vitro son los obtenidos de dosis comerciales
congeladas que provienen de bancos de semen. Para realizar la fertilizacion es necesario
separar los espermatozoides vivos de los muertos y ademas separarlos del diluyente o
medio de congelacion. Luego de esto los espermatozoides deben ser capacitados in vitro
para asi adquirir la capacidad fecundante (Parrish et al., 1986). Generalmente se utiliza la
relacion de 1 millén de espermatozoides por mL de medio de fertilizacion (Gordon, 2003).
El éxito de la fecundacion depende en gran medida de una adecuada maduracién nuclear
y citoplasmatica de los ovocitos, ademas de una eficiente capacitacion de los
espermatozoides (Downs et al., 1989).

Cumplido el tiempo de fertilizacion (18-21 horas), los ovocitos fertilizados son cultivados por
un periodo entre 6 y 8 dias hasta alcanzar el estadio de blastocisto (instancia en la que
pueden ser transferidos o congelados). Entre el 20 y el 40% de los ovocitos cultivados logra
llegar hasta este estadio de desarrollo (Lonergan y Fair, 2008).

Después de la maduracion in vitro, entre un 80 y 90% de los ovocitos inmaduros puestos a
madurar, alcanzan la metafase Il y liberan el primer cuerpo polar entre las 16 y 24 horas de
maduracién. De estos, aproximadamente el 80% es fecundado y comienzan a dividirse,
llegando hasta el estadio de 2 a 4 células. Sin embargo, s6lo un 25-40% alcanza el estadio
de blastocisto o blastocisto expandido luego del cultivo in vitro durante 6-7 dias (Blondin et
al., 2002; Lonergan et al., 2003). Esto indica que el cultivo embrionario in vitro, corresponde
al paso mas prolongado dentro del proceso de produccion in vitro, es el periodo en el que
se generan los mayores porcentajes de pérdidas del sistema. A su vez, durante esta etapa,
se define la calidad de los embriones generados (Rizos et al., 2002, Galli et al., 2003;
Lonergan et al.,, 2003 y 2004). Independientemente de la técnica utilizada para la
produccion in vitro de embriones y el éxito de estas para la generacion de individuos viables,
los embriones generados son menos competentes que los embriones generados in vivo. La

menor capacidad de desarrollo a término de los embriones producidos in vitro esta asociada
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a la respuesta de estos al estrés generado por la técnica en si y los sistemas de cultivo
(Rizos et al., 2002).

Criopreservacion de ovocitos y embriones

La criopreservacion de ovocitos y embriones surge a partir de la necesidad de poder
almacenar los ovocitos y embriones sobrantes obtenidos en procedimientos de produccién
in vitro de embriones. Las primeras investigaciones de criopreservacion fueron realizadas
por Chang y colaboradores el afio 1948 utilizando ovocitos y cigotos de conejo.
Posteriormente los protocolos han ido mejorando y ya en el afio 1977 se publicaron los
primeros nacimientos a partir de ovocitos criopreservados de ratéon (Whittingham, 1977).
Existen dos estrategias que cumplen los requisitos para una criopreservacion exitosa tanto
de ovocitos como de embriones, una de ellas en la congelacion lenta y la otra es la técnica
de vitrificacion. Varios estudios han indicado que los resultados de la congelacion lenta
tienen bajas tasas de sobrevida e implantacion (Oktay et al., 2006). Por otra parte, el uso
de la vitrificaciébn comenz6 en el afio 1985 por Rall y Fahy y ha sido una técnica ampliamente
utilizada hasta la actualidad para la criopreservacion de ovocitos y embriones de diferentes
especies (Vajta et al., 1998; Cho et al., 2002; Moawad et al., 2013). Independientemente de
la metodologia utilizada para la criopreservacion, la tasa de gestaciones obtenidas a partir
de gametos congelados/descongelados y también de embriones, sigue siendo inferior a la
obtenida con gametos y embriones frescos (Forman et al., 2012). Este hallazgo sugiere que

es necesario seguir mejorando estas técnicas.

Clonacion

La clonacion es la confeccion de copias idénticas de algun elemento biolégico, en animales
se refiere a la obtencién de seres genéticamente idénticos. Con el deseo de obtener
animales genéticamente idénticos para experimentacién o la propagacion de genotipos de
alto valor, se han desarrollado técnicas de micromanipulacion de embriones que pueden
generar nacimientos de animales viables (Gurdon et al., 1974, Willadsen, 1986; Wilmut et
al., 1997). Existen distintas técnicas para llevar a cabo este procedimiento, dentro de ellas
estan la clonacion por biparticion embrionaria, transferencia de blastdmeras y transferencia

nuclear somatica.
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- Biparticion embrionaria
La biparticion de embriones bovinos fue reportada por primera vez en el afio 1982, donde
se realizé la biparticion de blastocistos producidos in vivo de 6 y 7 dias de desarrollo. A
partir de 16 embriones bipartidos, se obtuvieron 14 pares de demi-embriones los cuales una
vez transferidos, lograron una tasa de gestacion del 64% (Ozil, 1983). En el afio 1988, se
realiz6 por primera vez la biparticion de embriones bovinos, pero esta vez producidos in
vitro. El establecimiento de gestaciones a partir de este experimento comprueba la
excelente calidad de los embriones utilizados producidos por fertilizacion in vitro (Goto et
al., 1988).
El objetivo principal de los distintos grupos de investigadores era lograr desarrollar una
técnica eficaz para producir gemelos idénticos y aumentar la tasa de nacimientos en
programas de transferencia de embriones (Willadsen et al., 1981; Ozil, 1982; 1983; Williams
et al., 1984). En la mayoria de los casos, la biparticion era realizada posterior a la
compactacion del embrion, es decir, en estadio de mérula o blastocisto (Skrzyszowska et
al., 1997), con un microbisturi de metal o una aguja de vidrio (Mertes y Bondioli, 1985).
El éxito de la produccion terneros vivos varia dependiendo de varios factores, tales como
la técnica de biparticién (Mertes y Bondioli, 1985), la edad del embridn y el estadio (McEvoy
y Sreenan, 1990; Velasquez et al., 2016), la calidad embrionaria (Brem et al., 1984;
Velasquez et al., 2016), el método de transferencia a realizar (Takeda et al., 1986), y el
estado de la hembra receptora (Bredbacka et al., 1992).
En los demi-embriones resultantes de cada biparticion se observan algunos dafios celulares
y pérdida de blastémeras. El dafio y la pérdida de algunas células podria ser una de las
principales razones de la menor tasa de gestaciones posterior a la transferencia de
embriones bipartidos (Skrzyszowska et al., 1997). Sin embargo, se desarrollaron métodos
alternativos de biparticion con el fin de reducir este dafio celular. En embriones de ratén y
humanos se realiz6 eclosion asistida perforando la zona pelicida antes de la diferenciacion
celular, posteriormente una vez que eclosionaba la mitad del embrion se formaban dos
partes conectadas por un delgado puente celular. Una vez que los demi-embriones con
menor dafio celular fueron transferidos a hembras receptoras lograron producir gestaciones
viables (Malter y Cohen 1987). En general, se considera que morulas compactas y
blastocistos son los estadios més adecuados para realizar la biparticion. La viabilidad de
los demi-embriones producidos bordea el 50%, pero ha existido la necesidad de mejorar
los protocolos para disminuir la variabilidad en los resultados (Bredbacka et al., 1994; 1995;

Hashiyada et al., 2005; Veladsquez et al., 2016). En un estudio realizado por Bredbacka y
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colaboradores en 1995, observaron que existia una mayor proporcion de células viables en
los demi-embriones generados a partir de moérulas compactas comparado con los demi-
embriones provenientes de la biparticion de blastocistos (77,6% vs 70% respectivamente).
Para mejorar el éxito de la generacion de demi-embriones se realizaron experimentos
donde incluian la adicion o eliminaciéon de quimicos en el medio de biparticion. Un ejemplo
de ellos fue la eliminacion de calcio y magnesio, lo cual disminuiria la adherencia entre las
blastomeras, facilitando su separacién (Nagashima et al., 1984). Por otra parte, la adicion
de sacarosa ha resultado en mejores tasas de gestacion posterior a la transferencia de
demi-embriones bovinos (Suzuki y Shimohira, 1986) y ovinos (Herr et al., 1990). Se ha
sugerido que el efecto favorable de la sacarosa es causado por un aumento en la estabilidad
de la membrana celular inducida por la deshidratacion (Williams et al., 1984). Sin embargo,
Szell y Hudson, en 1991 observaron efectos negativos tras adicionar sacarosa al medio de
biparticion. Otros estudios han descrito que la utilizacion de citocalasina B (inhibidor de la
polimerizacién de actina) actuaria aumentando la flexibilidad de las membranas celulares,
lo cual podria generar una mejor tolerancia a la biparticion (Bredbacka et al., 1995).
Ademas, la adhesion de las blastomeras a los micro-instrumentos utilizados para bipartir
(micro-bisturi 0 micro-aguja), o a la placa de biparticion puede resultar en un dafio celular
adicional durante la posterior manipulacion (Bredbacka et al., 1995). Para facilitar la
manipulacién y posterior biparticién del embridon se ha sugerido realizar pequefias ranuras
en la placa, de esta manera es posible asegurar un corte mas simétrico de los embriones
(Goto et al., 1988). En el caso de otras especies, se realizaron los primeros experimentos
de biparticion generando demi-embriones de cabra a partir de embriones producidos in vivo
el afio 1985 (Tsunoda et al, 1985). Ellos describieron que la calidad que presentaban los
embriones antes de la biparticion tenian un efecto significativo en el desarrollo posterior de
los demi-embriones in vitro. Ademas, en este estudio se evidencié que al bipartir
blastocistos se obtenian mejores resultados de viabilidad que bipartiendo mérulas (75% vs
45% respectivamente).

Independientemente de la sobrevida de los embriones después de la biparticion, una de las
desventajas de esta técnica de clonacion es el bajo niumero de individuos genéticamente
idénticos que se obtiene. Ademas, el hecho de utilizar un embrién como punto de partida
impide conocer a priori el genotipo y por tanto fenotipo del animal que se esta clonando. En
el mejor de los casos, se puede estimar el genotipo basado en las caracteristicas de los

parentales similar a lo que ocurre si los embriones se produjeran por fecundacion.
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- Transferencia de blastomeras (clonacién embrionaria)
Esta técnica se realiza a partir de embriones en sus primeros estadios de desarrollo, cuando
estos contienen entre cuatro a 32 células, las cuales son separadas y utilizadas para la
transferencia a un ovocito previamente enucleado, luego mediante estimulacion eléctrica
se induce la fusion celular para dar origen a presuntos cigotos con el material genético de
los embriones (Hochedlinger y Jaenisch, 2003). En ratones, se ha demostrado que la
sobrevida de los embriones clonados a partir de células embrionarias es mayor que en los
derivados de células sométicas (Humpherys et al., 2002; Hochedlinger y Jaenisch, 2003),
esto podria estar explicado porque las células embrionarias tendrian una mejor capacidad
de reprogramarse (Hwang et al., 2004). Sin embargo, aunque requieren un menor grado de
reprogramacion nuclear que las células somaticas, presentan una mayor inestabilidad
epigenética en cultivos in vitro, esto se refleja en una expresion génica aberrada lo que
finalmente se traduce en anormalidades fetales (Humpherys et al., 2001, 2002).
Dependiendo del nimero de blastémeras del embriéon donante se pueden obtener varios
embriones clonados, sin embargo el nUmero de crias obtenidas aun es limitado y similar a
lo que ocurre con la técnica de biparticion, no es posible conocer las caracteristicas del

individuo que se esta clonando.

- Transferencia nuclear somatica (clonacion somética)

La transferencia nuclear de células somaticas (SCNT) en mamiferos es una técnica de
reproduccién asistida usada para producir un animal utilizando el nicleo de una célula
somaética y un ovocito enucleado como receptor. La principal ventaja de esta técnica con
respecto a las mencionadas anteriormente es que se puede clonar un individuo casi de
forma indefinida y se puede conocer de antemano el genotipo y fenotipo del individuo a
clonar si las células donantes provienen de un individuo adulto.

Esta tecnologia posee mudltiples aplicaciones, por ejemplo sirve para multiplicar animales
de granja con alto valor genético, para estudiar procesos de desarrollo embrionario, para
producir animales transgénicos con fines biomédicos, y para la conservacién de especies
en peligro de extincién, entre otras. La especie bovina es probablemente la especie mas
utilizada para experimentos de SCNT (Oback y Wells, 2007). Se han publicado resultados
exitosos de nacimientos de toros de alto valor genético y vacas con alta produccion lechera
por medio de esta técnica (Tian et al., 2005; Hoshino et al., 2009). Sin embargo, la SCNT
es una técnica con mdultiples etapas complejas, que incluyen la maduracion in vitro de

ovocitos, sincronizacion del ciclo celular de la célula donante de nucleo, enucleacion del
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ovocito receptor, fusion celular, activacion del ovocito fusionado y cultivo in vitro de
embriones (Akagi et al., 2014). Por este motivo, existen muchos factores que contribuyen
al éxito o al fracaso del desarrollo del embrion después de la SCNT.

Es importante sefialar que el desarrollo de embriones bovinos in vitro, ha presentado
dificultades, particularmente aquellos producidos después de la maduracion y fertilizacién
de ovocitos in vitro. Es dificil determinar si el problema se debe directamente a condiciones
sub-6ptimas del cultivo, o si se debe a la reduccién de la competencia de desarrollo de los
ovocitos madurados in vitro, fertilizados in vitro o generados por clonacién. Estos aspectos
podrian combinarse y producir embriones con un atraso o detencion del desarrollo o
presencia de anormalidades, lo cual genera una reducida viabilidad.

En el caso de la clonacién somatica, existe una baja eficiencia de la técnica, lo cual limita
sus aplicaciones desde un punto de vista técnico. El porcentaje de éxito de la transferencia
nuclear soméatica es del 1 al 3% en la mayoria de las especies clonadas (Solter, 2000). En
bovinos, existen pérdidas de gestacion durante el primer trimestre, con una alta tasa de
muerte fetal que puede llegar al 60% entre los dias 35 y 60 (Galli et al., 2003). Finalmente,
sélo el 50% de los terneros nacidos vivos, sobreviven la primera semana de vida debido a
problemas metabdlicos, malformaciones, infecciones umbilicales, inmadurez pulmonar,
afecciones respiratorias, digestivas y cardiacas, entre otros (Heyman, 2007). Esta
ineficiencia podria estar atribuida tanto a factores biolégicos como técnicos. Dentro de los
factores bioldgicos estan: la calidad de los citoplastos y de las células sométicas utilizadas,
el estadio del ciclo celular, el tipo de célula donante y la capacidad de estas de ser
reprogramadas después de la transferencia nuclear. Dentro de los factores técnicos estan
los sistemas de cultivo, la enucleacién del ovocito, la fusién nuclear y posterior activacion.
De esto surge la necesidad de estandarizar los sistemas de maduracién, capacitacion
espermatica, fertilizacion in vitro, cultivo in vitro y clonacién de embriones bovinos (Hansen,
2006).

Consecuencias del cultivo in vitro de embriones

La produccién in vitro de embriones implica inevitablemente la generacién de un sistema
gue sea capaz de soportar el desarrollo del embrién, el cual resulta ser un ente delicado,
dinamico y muy sensible a cambios en el entorno (McEvoy, 2003). La manipulacion de
gametos y embriones de animales domésticos, ya sea por manipulacion fisica o cambios
en el medio ambiente in vitro, ha demostrado tener consecuencias que no habian sido

previstas al inicio del uso de las biotecnologias reproductivas (McEvoy, 2003). La principal
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causa de la baja eficiencia reproductiva en bovinos es la mortalidad embrionaria temprana
(Santos et al., 2004), lo cual se define como el fracaso en la prefiez durante el periodo entre
la fertilizacién y el dia 42 de desarrollo (Walsh et al., 2011). Entre las especies de ganado
domeéstico, los rumiantes han mostrado varios tipos de aberraciones en el desarrollo que
son indicativos de desregulaciones en la reprogramacion celular o bien alteraciones que
responden a cambios epigenéticos generados por el microambiente in vitro. Hasta ahora se
sabe que el embridn necesita una estricta regulacién citoplasmatica y molecular ademas de
un microambiente apropiado que cumpla con las necesidades de este.

La produccién intracelular de especies reactivas del oxigeno (ROS) en embriones durante
el cultivo in vitro son perjudiciales para el desarrollo (Rizos et al, 2003). Factores tanto
enddégenos como exdgenos asociados a las condiciones de cultivo pueden aumentar la
produccion de ROS en los embriones, lo que desencadena procesos apoptoticos (Guerin
et al., 2001). También se conoce que el estrés térmico afecta notablemente la maduracion
ovocitaria y por ende el desarrollo embrionario temprano (Putney et al., 1989). Por otra
parte, condiciones de cultivo subdptimas, edad y condicién corporal de la vaca donante de
ovocitos, también pueden conducir a una mortalidad embrionaria temprana (Goff, 2002;
Gordon, 2003). Otra de las consecuencias asociadas al cultivo in vitro de embriones es la
eleccion de fuentes de macromoléculas, particularmente el suero fetal bovino (SFB) y
albumina sérica bovina (BSA). Estudios han determinado que existen aberraciones
asociadas con el uso de SFB en el cultivo, la cual es una practica generalizada en el area
de la embriologia de especies domésticas, ya que la adicion de este suplemento permite
mejorar las tasas de blastocistos (Bavister, 1995; Abe et al., 1999; Ferguson y Leese 1999;
Crosier et al., 2000; McEvoy et al., 2001).

La mayor evidencia de esto proviene de estudios realizados en bovinos y ovinos posterior
a la transferencia de embriones, los cuales fueron producidos a partir de ovocitos
madurados, fertilizados y cultivados in vitro, o bien embriones producidos in vivo pero
cultivados in vitro posterior a su colecta (McEvoy, 2003). Ademas de los cambios detectados
en la expresion génica durante el desarrollo temprano, el impacto de las condiciones de
cultivo se extiende mas alla del estadio de blastocisto, como es en la formacion de la
placenta, el desarrollo del feto y su vida postnatal. Un ejemplo de esto se refleja en que los
niveles de ARNm de IGF-2 en higado y musculo esquelético de fetos bovinos de 70 dias
diferian de los niveles detectados en los fetos generados a partir embriones producidos in
vivo (Blondin et al., 2000). Otro estudio en tejido muscular de fetos bovinos de 222 dias de

desarrollo, indicaron que existe una desregulacion de la expresion del ARNm de miostatina,
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la cual fue menor en los fetos derivados de embriones producidos in vitro (Crosier et al.,
2002). Por otra parte, otro estudio en ovejas evaluo fetos de 125 dias los cuales provenian
de cigotos cultivados in vitro por 5 dias y otro grupo de blastocistos generados in vivo los
cuales fueron inmediatamente transferidos (control). Se demostr6 que los fetos de
embriones cultivados in vitro tenian una desregulacion en la expresion del gen IGF2R con
respecto a los controles, y por ende eran de mayor tamafio (Young et al. 2001).

Otro estudio en bovinos de raza Simmental, reporta que los animales producidos in vitro
tenian un mayor peso al nacimiento que los controles producidos in vivo, sin embargo al
cumplir 1 afio de edad se demostr6 que tanto los animales generados de embriones
producidos in vitro como los controles no presentaban diferencias en tamafio y peso adulto,
pero si se encontraron diferencias en el tamafio y peso del corazén. Esto evidencia que
durante la vida adulta el desarrollo de 6rganos puede verse alterado como consecuencia
de la produccién in vitro de embriones, lo cual es indicativo de una expresion génica alterada
en alguna etapa durante o después de la organogénesis (McEvoy et al. 1998). Otro aspecto
importante es que en algunos de estos embriones producidos in vitro, existe un inadecuado
desarrollo de la placenta impidiendo el establecimiento de una correcta comunicacion

materno-embrionaria (Peterson y McMillan 1999).

Evaluacién del desarrollo embrionario

Actualmente, se han desarrollado sistemas para predecir la calidad y competencia
embrionaria que garanticen mayores tasas de implantacién y desarrollo a término. Las bajas
eficiencias alcanzadas destacan la necesidad de establecer nuevos criterios de seleccién
gue garanticen una buena calidad y correcto desarrollo embrionario (Brandao et al., 2004).
Existen técnicas de evaluacién embrionaria no invasivas e invasivas, dentro de las primeras
estan la evaluacién de la morfologia, la tasa de primera division, la cinética de desarrollo o
“time lapse” y la evaluacion del desarrollo embrionario posterior a la eclosién de la zona
pellcida. Dentro de las técnicas invasivas estan el conteo celular, tincién de apoptosis y

biopsias para analisis de expresion génica.

Evaluacién morfolégica

Para realizar la evaluacion de los embriones, ha sido ampliamente utilizada la evaluacion
morfoldgica en estadios de mérula y blastocisto, tanto en especies domésticas como en la
especie humana. La caracterizacion visual es un parametro no invasivo donde es posible

determinar la forma, tamafo, apariencia, simetria e intensidad de color de las células
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embrionarias y con estos datos es posible asignar un valor predictivo al éxito de la
transferencia embrionaria. Este método ofrece varias ventajas ya que se ha demostrado
gue algunas caracteristicas del embrion estan relacionadas con su potencial de desarrollo
y ademas no es invasivo y por ende no compromete la viabilidad embrionaria. En bovinos,
se realiza generalmente al dia 7 de desarrollo y los blastocistos son clasificados en base al
sistema de evaluacion de embriones de la Sociedad Internacional de Embriones (IETS). La
mayoria de los embriones bovinos producidos por tecnologias de reproduccion asistida, son
evaluados en estadio de blastocisto, pero la morfologia por si sola no es un indicador muy
confiable de la capacidad de los embriones para establecer gestaciones después de la
transferencia (Pontes et al, 2009; Pontes et al, 2011; Mamo et al, 2011 ).

A pesar de una buena morfologia de los blastocistos producidos in vitro sélo la mitad de
ellos son capaces de implantarse correctamente después de ser transferidos (Arav, 2001).
Sin embargo, actualmente se conoce que embriones con una adecuada morfologia
presentan una expresion desregulada de genes cruciales para el desarrollo normal (Niwa
et al, 2000; Boiani et al, 2002; Wrenzycki et al., 2005; Rodriguez-Alvarez et al., 2013). Este
hecho indica que el aspecto normal del MCl y el TB no son criterios suficientes para predecir
la capacidad de establecer patrones normales de expresion génica que lleven a un
desarrollo embrionario a término. Por lo tanto, una expresion génica anormal durante las
etapas pre, peri y post-implantatorias de embriones generados in vitro, es la responsable
de las bajas tasas de prefiez y de las multiples anomalias observadas en el feto (Garry et
al, 1996.; Zhan et al., 2004). Hoy se conoce que los patrones de expresion génica en
embriones bovinos se ven afectados por factores relacionados con las técnicas de

produccion in vitro (Wrenzycki et al, 2001; Lonergan et al, 2001; Wrenzycki et al, 2005).

Tasa de primera division y conteo celular

El momento de la primera division es considerado como un marcador del potencial de
desarrollo del embrién y se ha utilizado con éxito en programas de fecundacion in vitro en
humanos para identificar a los embriones de mejor calidad (Lechniak et al., 2008). Ademas,
la primera divisidn ha sido asociada a varios parametros que pueden afectar el potencial de
desarrollo de los embriones, como factores relacionados al medio de cultivo o factores
intrinsecos del ovocito, como la madurez del citoplasma o del espermatozoide, la capacidad
de estimular la liberacion de calcio o anomalias cromosomicas (Sakkas et al., 1998;
Lechniak et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que los cigotos humanos y bovinos que

logran dividirse poco después de la fecundacion tienen mayor potencial para llegar al
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estadio de blastocisto que los que se dividen més tarde (Lonergan et al., 1999). Por otra
parte, debido a que los embriones pre-implantatorios crecen por la activa division de las
blastomeras, se utiliza cominmente el nimero total de células (NTC) para evaluar la
capacidad de desarrollo in vitro de estos (Ushijima et al., 2008). Ademas del NTC, se realiza
la evaluacién de la apariencia del blastocisto, la cual considera la formacion del MCI, TB,
una adecuada cavitacion y expansion (Geisert y Malayer, 2002).

Cinética de desarrollo o ‘time lapse”

Esta tecnologia permite la observaciéon continua del desarrollo de los embriones sin ser
sacados de la incubadora, es decir el time lapse permite realizar un monitoreo en tiempo
real de lo que ocurre con los embriones, generando datos de patrones de divisién, cambios
morfolégicos y dindmica de desarrollo embrionario mediante imagenes de los embriones en
intervalos preestablecidos (Freour et al.,, 2012; Kovacs, 2014; Radwan et al., 2014).
Posteriormente un software especifico une y reconstruye todas las imagenes capturadas lo
cual permite tener una vision general de lo que ocurre y asi poder seleccionar cual embrion
es el mas apto para la transferencia. En el afio 1997, Payne y colaboradores fueron los
primeros en describir los eventos tempranos del desarrollo embrionario humano a partir de
esta técnica. Posteriormente el afio 2008, Mio y Meada describen la cinética de desarrollo

hasta el estadio de blastocisto, también en embriones humanos.

Evaluacién del desarrollo embrionario posterior a la eclosién de la zona pellcida

En especies de implantacién tardia, se han realizado escasos estudios en las etapas
posteriores a la formacién del blastocisto, periodo durante el cual se produce el mayor
numero de pérdidas de gestacion antes del reconocimiento materno-fetal, entre los dias 8
y 17 (Bertolini et al., 2002; Diskin y Morris, 2008; Alexopoulos y French, 2009; Clemente et
al., 2011; Mamo et al., 2011). Con menos frecuencia se utiliza la tasa de prefiez post-
transferencia embrionaria a hembras receptoras, para evaluar la calidad embrionaria
(Machado et al., 2013), ya que este parametro resulta mas costoso y el tiempo de gestacion
es muy largo. Otra alternativa para la evaluacion de las etapas posteriores de desarrollo sin
transferir los embriones a una hembra receptora es extender la duracién del cultivo in vitro,
utilizando un sistema que permita el desarrollo post-eclosion de la zona pelucida (Vejlsted
et al., 2006; Machado et al, 2013). Sin embargo, existen pocos estudios realizados en el
estadio de elongacion, durante la cual el embrién lleva a cabo un complejo desarrollo y es

donde inicia una comunicacion con el epitelio uterino, con el fin de implantarse y establecer
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una gestacion (Machado et al., 2013). Una alternativa utilizada por algunos autores para
analizar la etapa de elongacion es evaluar el desarrollo de embriones dia 7 post-
transferencia y la posterior recuperacion en los dias 14 a 16 (Bertolini et al, 2002; Clemente
et al., 2009; Rodriguez-Alvarez et al, 2010; Clemente et al, 2011). De esta manera, el
embrion elongado proporciona importante informacion sobre las pérdidas embrionarias, y
se puede utilizar como un modelo de investigacion para evaluar embriones producidos in
vitro (Machado et al., 2013).

Diagnéstico genético pre-implantatorio mediante biopsia embrionaria

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) a partir de la toma de biopsia, es
ampliamente utilizado en la practica clinica humana para evaluar caracteristicas genéticas
de embriones antes de su transferencia a un Utero receptor. El objetivo principal es definir
si un embrion se ve afectado por una enfermedad monogénica o si posee alteraciones
cromosomicas, lo que impediria la correcta implantacion y asi limitar los riesgos que
subyacen a la transferencia de embriones.

Esta técnica es utilizada principalmente en la especie humana, permite realizar un
diagndstico genético preimplantacional lo que permite detectar anomalias cromosomicas,
defectos de un gen y determinar el sexo del embrién en los casos de enfermedades ligadas
al sexo (de Vos y Van Steirteghem, 2001). La toma de biopsia es un procedimiento muy
invasivo para el embridn, y puede potencialmente comprometer la viabilidad, incluso si el
analisis genético revela que no hay problemas (De Vos y Van Steirteghem, 2001). Con
respecto al efecto que puede tener la toma de biopsias, existe informacion publicada
contradictoria. Algunos estudios indican que no existe una fuerte correlacién entre la
viabilidad de los embriones después de una biopsia de cuerpo polar o de blastbmeras en
embriones humanos (Magli et al., 2004), de ratén (Depypere et al., 1991) o de bovinos (Herr
y Reed, 1991), mientras que otros investigadores sefialan que existen efectos perjudiciales
sobre la competencia de desarrollo de embriones, lo que depende en gran medida del
método utilizado (de Vos y Van Steirteghem, 2001. Chatzimeletiou et al., 2005). La posible
disminucién de la viabilidad seria consecuencia de los dafios fisicos generados en el
embrién, ya que esto podria interferir con el contacto entre blastémeras (Damsky et al.,
1983). Hasta el momento, existe un limitado niumero de reportes sobre los resultados
obtenidos de nacimientos provenientes de embriones biopsiados para el diagnostico

genético pre-implantatorio (Liebaers et al., 2010; Desmyttere et al., 2012).
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- Biopsia en etapa de segmentacion
La biopsia en la etapa de segmentacion se realiza obteniendo una blastémera de un
embrién con al menos 6 blastémeras, para realizar este procedimiento es necesario utilizar
un medio de cultivo libre de calcio y magnesio con el fin de disminuir la adhesién célula-
célula y asi facilitar la eliminacién de la blastbmera seleccionada. Se describe que este
proceso no afecta la formacién del blastocisto (Dumoulin et al., 1998), sin embargo existe
controversia en esto, ya que estudios en ratones mostraron que un medio libre de calcio
causa remodelacion del citoesqueleto de las células, afectando la compactacién (Pratt et
al., 1982; Sefton et al., 1996; Pey et al., 1998). La biopsia se lleva a cabo realizando una
abertura en la zona pelucida de manera mecanica o asistida por laser (Cohen et al., 1990;
Feichtinger et al., 1992), siendo este ultimo el més utilizado. Se describe que la pérdida de
continuidad de la zona pellacida podria afectar el desarrollo embrionario posterior, varios
estudios demuestran una disminucién de la capacidad del embrion de eclosionar de la zona
peltcida (Malter y Cohen, 1989; Schmoll et al., 2003). Otro estudio demuestra que tras
comparar la cinética de desarrollo de embriones, los blastocistos obtenidos a partir de
embriones biopsiados mostraron un retraso en el proceso de compactacion y eclosionaron
en una forma diferente, sin experimentar el adelgazamiento de la zona peldcida, lo cual se
tradujo en blastocistos mas pequefas con la zona peldcida méas gruesa (Kirkegaard et al.,
2012). A partir de estos hallazgos y a pesar de las controversias generadas, existe una

ineficacia del proceso y deterioro potencial del embrién al realizar la biopsia en este estadio.

- Biopsia de cuerpo polar

La biopsia de cuerpo polar en ovocitos y/o cigotos resulta ser una alternativa a la biopsia
de blastomeras, ya que en algunos paises la biopsia del embrién resultaba ser ilegal. Esta
técnica es potencialmente menos invasiva que la anterior, ya que implica la eliminacion de
un producto de desecho de la meiosis. Sin embargo, la aplicacion de esta técnica ha sido
objeto de debate, siendo utilizada en s6lo el 10-15% de todos los procedimientos realizados
en Europa en la ultima década. Hoy en dia esta tasa sigue disminuyendo probablemente
debido a la cantidad de estudios que destacaban las deficiencias técnicas, econémicas,
biolégicas y clinicas de la biopsia de cuerpo polar. Existen altos indices de falsos positivos
y negativos al utilizar este método de biopsia y por otra parte, no es posible detectar
anomalias genéticas provenientes del padre (Capalbo et al., 2013).

Ademas, se han reportado efectos negativos sobre pardmetros de calidad, existiendo una

alta tasa de lisis de los ovocitos (Montag et al., 2009). Por otra parte, también se han
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descrito resultados neonatales comparados con los obtenidos al realizar las biopsias en la
etapa de segmentacion del embrién (Eldar-Geva et al., 2014). Sin embargo, otro grupo de
investigacion reportaron mayores tasas de fragmentacion, menor calidad embrionaria,
mayores tasas de arresto del desarrollo y un menor nimero total de células en el grupo de
embriones que se realizé biopsia de cuerpo polar con respeto al grupo control que fueron
biopsiados al dia tres de desarrollo (Levin et al., 2012). No obstante, en este estudio no se

evalué el potencial de implantacion de los embriones después de las biopsias.

- Biopsia en estadio de mérula
Recientemente se ha propuesto realizar la biopsia en estadio de mérula (Zakharova et al.,
2014). Sin embargo, aun existen pocos reportes para evaluar la viabilidad de esta técnica
y compararla con las anteriormente nombradas. Este tipo de biopsia es técnicamente similar
a la biopsia en etapa de segmentacion, por lo tanto comparten los mismos inconvenientes
(la necesidad de utilizar medios libres de calcio y magnesio). La principal ventaja de realizar
la biopsia en esta estadio es que es posible obtener un mayor nimero de células y asi

obtener una muestra mas representativa (Zakharova et al., 2014).

- Biopsia en estadio de blastocisto
La biopsia realizada en estadio de blastocisto fue un importante avance en la reproduccién
asistida actual. Se reporté por primera vez el afio 2004 por de Boer y colaboradores, y los
primeros nacimientos fueron publicados por McArthur y colaboradores el afio 2005. Hasta
ahora existen varios estudios preclinicos y clinicos que reconocen el papel de la biopsia en
estadio de blastocisto, por lo que esta técnica en la actualidad esta reemplazando
gradualmente la toma de biopsias de cuerpo polar y en la etapa de segmentacion. La
importancia de la biopsia en estadio de blastocisto (especificamente del TE) reside en su
mayor potencial técnico y bioldgico, esto esta dado porque existe una menor influencia de
errores de procedimiento y menor impacto de mosaicismo en el andlisis molecular
(Cimadomo et al., 2016). Sin embargo, se requieren altos estandares de cultivo in vitro y de
criopreservacion, ya que esto es un factor limitante para la aplicacion generalizada de esta

técnica.

Técnicas de evaluacién de expresion génica en embriones
Durante el desarrollo pre-implantatorio, se activa el genoma embrionario y la evaluacion de

la expresion de genes o marcadores importantes para el desarrollo es un método efectivo
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para determinar la calidad de dichos embriones. La expresion génica en embriones es un
campo en dindmica expansion, que se ha beneficiado del desarrollo de herramientas
potentes de la biologia molecular moderna aplicadas a las peculiaridades de las muestras
biolégicas (embriones) que por su pequefio tamafio y reducido numero de células
representan un reto para los sistemas analiticos. De manera general, las metodologias de
estudio de la expresion génica en embriones pueden dividirse en dos grandes ramas,
aquellas que estudian la expresion génica a nivel de genes individuales (PCR: reaccién en
cadena de la polimerasa) y por otra parte, a nivel global, lo que se conoce como
microarreglos.

El PCR es la técnica mas comunmente utilizada para el estudio de la expresion de genes
individuales. El PCR tradicional o llamado también de tiempo final es cualitativo pues no
cuantifica la sefial amplificada, mientras que el PCR en tiempo real es cuantitativo. Para el
estudio de expresién de genes, se requiere previamente la conversion de los ARN
mensajeros a ADN complementarios (ADNc) mediante la reaccion de reverso transcripcion
llevada a cabo por la enzima transcriptasa inversa (RT). El conjunto de estas dos
metodologias normalmente se le conoce como RT-PCR, dada la cercania de términos entre
RT y tiempo real (o Real time en inglés) a este PCR se le conoce como gPCR o PCR
cuantitativo (Nolan et al., 2006).

Los PCRs cualitativo o cuantitativo son los mas empleados para el estudio de la expresién
de genes en embriones en diferentes estadios de desarrollo. El PCR es una técnica
revolucionaria para la deteccion de ARN o ADN, sin embargo este ha avanzado desde la
deteccidén del producto al final de la reaccion (PCR cualitativo) hasta la deteccién mientras
ocurre la reaccién (QRT-PCR). ElI gqRT-PCR aporta mayor informacion sobre la expresion
de ciertos genes ya que es mucho mas sensible que el PCR tiempo final y permite
determinar pequefias diferencias en los niveles de transcrito de dos muestras diferentes.
Los métodos mas comunes para la cuantificacion mediante gPCR consisten en el uso de
tinciones fluorescentes que se intercalan en la hebra de ADN (SYBR Green) y en
oligonucleétidos modificados que fluorescen cuando hibridan con el ADN complementario
(TagMan). En embriones, se ha descrito el uso de PCR y gRT-PCR para la deteccion y
cuantificacién de genes expresados, a pesar de la limitada cantidad de ARNm y por ende
de ADNc que puede obtenerse (Degrelle et al., 2005; Arnold et al., 2006; Beyhan et al.,
2007).

Por otra parte, el microarreglo se define como una serie de miles de oligonucléotidos de

ADN de una secuencia conocida, representado en cantidades picomolares y adheridos a
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una superficie sélida (Schena et al., 1995). Los oligonucle6tidos por lo general representan
una pequefa seccion de un gen u otro elemento compuesto por acidos nucleicos. Estos
oligonucléotidos conocidos como “eventos” (features en inglés) son usados como sondas
para hibridar con un ADN complementario (ADNc) o un ARN amplificado (aRNA), conocidos
como dianas. La hibridacion sonda-diana es cuantificada mediante fluorescencia especifica
y se calcula la abundancia relativa de una secuencia determinada en la diana (Schena et
al., 1995). Los primeros arreglos de ADN para detectar genes cuya expresion era modulada
por interferon fueron fijados a papel de filtro e hibridados con sondas radiactivas (Kulesh et
al., 1987). El primer microarreglo miniaturizado fue descrito en 1995 (Schena et al., 1995)
y el primer microarreglo conteniendo un genoma completo de eucariontes (Saccharomyces
cerevisiae) se publico en 1997 (Lashkari et al., 1997).

En los microarreglos comunes, los eventos son adheridos a superficies de silicona (se les
conoce como Gene chip o Chips de Affymetrix, por la compafiia que los introdujo y produce)
0 a portaobjetos de vidrio. Comercialmente existen innumerables Chips y portaobjetos que
representan genomas expresados de distintos tejidos, érganos o células principalmente de
ratébn y humanos. Un microarreglo puede contener desde 10 sondas o eventos, hasta 2.1
millones (como es el caso de NimbleGen, de la firma Roche). A los primeros se les conoce
en ocasiones como macro arreglos (Nuwaysir et al.,, 2002). A través del uso de
microarreglos, se pueden obtener los perfiles de expresion génica de miles de genes de
modo simultaneo, asi como comparar tratamientos versus controles en las mas variadas
areas tematicas (célula infectada vs no infectada; célula tumoral vs no tumoral; arroz
resistente a frio vs arroz convencional) y asi una larga lista, entre las que se incluyen
embriones clonados vs embriones producidos in vitro o in vivo.

La desventaja del uso de los microarreglos radica en dos factores fundamentales: 1) el
pequefio tamafio de las sondas y 2) la reaccién cruzada entre especies. En el primer caso
pueden no ser detectados genes cuya expresion si esta presente, pero no logran hibridar
correctamente la sonda y la diana, dado el pequefio tamafio de la primera. En el segundo
caso, si la sonda y la diana no son de la misma especie pueden implicar reconocimientos
inespecificos o también ausencia de reconocimiento (Adjaye et al., 2004). En el caso de la
expresion génica a través de microarreglos en embriones, se presenta fundamentalmente
el segundo problema debido a que la mayoria de los sistemas comerciales o artesanales
incluyen oligonucleétidos murinos o humanos y no especificos de las especies, es por ello

gue se requiere de réplicas biolégicas y técnicas (como cambio de colores de los
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fluorocromos sobre un mismo sustrato) para eliminar sefiales contaminantes o
inespecificas.

Muy ligados a las tecnologias de microarreglos, se han desarrollado las herramientas
bioinforméticas que permiten el manejo de mega bases de datos, asi como de los
programas adecuados para el procesamiento estadistico de los mismos, la adquisicién de
las imagenes, la normalizacion de las sefales, la eliminacion de los ruidos, entre otras. El
resultado de un microarreglo debe ser validado de algin modo, lo mas comun es
seleccionar un grupo de genes encontrados en los arreglos y verificar su presencia y
cantidad mediante técnicas como el PCR.

Otros métodos de estudios de expresion génica como Northern blot o Western blot, no son
aplicables a embriones pre-implantatorios por la escasa cantidad de ARNm presente en
éstos. En adicion a los métodos descritos, la hibridacion in situ es el méas efectivo para
localizar exactamente el sitio o sitios en los cuales esta presente un ARNm en un embrién.
La limitacion de aplicar esta tecnologia a embriones viene dada de nuevo por la pequefia
talla de los embriones (Maddox-Hyttel et al., 2003; Degrelle et al., 2005) y también por las
dificultades de automatizar a escala ensayos masivos. Por ende la hibridacion in situ en
embriones se usa de forma excepcional para la confirmacion de la expresion de un gen o

en el mejor de los casos de un reducido nimero de éstos.
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HIPOTESIS

La biparticion, de embriones bovinos producidos in vitro, en estadio de blastocisto permite
la validacion de la expresion de marcadores de pluripotencia como predictores de la
capacidad de desarrollo embrionario hasta el estadio peri-implantatorio.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el uso de la biparticion de embriones bovinos en el estadio de blastocisto para
validar la capacidad predictiva de la expresion de marcadores de pluripotencia sobre el

potencial de desarrollo embrionario hasta el estadio peri-implantatorio.

Objetivos especificos

1. Establecer un protocolo de biparticion de blastocistos bovinos producidos por
fecundacion in vitro para la generacion de demi-embriones viables.

2. Determinar el efecto inmediato de la biparticion de blastocistos bovinos producidos por
fecundacion in vitro sobre la similitud morfolégica y molecular entre parejas de demi-
embriones.

3. Determinar el efecto tardio (dia 13 de desarrollo) de la biparticién de blastocistos bovinos
producidos por fecundacion in vitro sobre la similitud morfol6gica y molecular entre parejas
de demi-embriones.

4. Evaluar el efecto de la biparticibn embrionaria en el estadio de blastocisto de embriones
producidos por fecundacion in vitro sobre la capacidad de desarrollo peri-implantatorio in
vitro e in vivo.

5. Evaluar el efecto de la biparticibn embrionaria en el estadio de blastocisto de embriones
producidos por fecundacién in vitro sobre los perfiles de expresion génica global al D17 de
desarrollo in vivo.

6. Determinar el efecto de los niveles de expresién de los marcadores de pluripotencia
(OCT4, SOX2 y NANOG) en estadio de blastocisto sobre el potencial de desarrollo peri-

implantatorio de embriones bovinos producidos por fecundacion in vitro.
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2. MATERIALES Y METODOS

Diseiio Experimental

Experimento 1. Establecimiento de un protocolo de biparticion de blastocistos
bovinos y determinacion de la similitud morfolégica y molecular de los demi-
embriones generados.

Incluye los objetivos 1-3. El objetivo de este experimento es determinar si es posible
producir demi-embriones con iguales caracteristicas morfoldgicas y moleculares, esto
significa que un demi-embrién sea el reflejo genético de su contraparte (similar a clones
genéticos). De esta forma un demi-embrién seria utilizado en experimentos posteriores para
el analisis de expresion génica, mientras que el otro demi-embrion se utiliza para evaluar la
competencia de desarrollo posterior (Figura 1). La capacidad de desarrollo y similitud entre
ambos demi-embriones se evaluara en dos etapas: 1) inmediatamente después de la
biparticion (estadio de blastocisto) y 2) al dia 13 de desarrollo in vitro que corresponde a la

etapa peri-implantatoria en embriones bovinos.

\

Estadio Embrionario @ ‘l[:

(Producidos por FIV) . - /5
\ . J
R
Biparticion v
Embrionaria ‘
v
. Objetivo 1:
# 2 . Evaluar: Porcentaje de
' @ sobrevida de ambos demi-
. embriones
¥ N\

Objetivo 2: Efecto inmediato de |a biparticion Objetivo 3: Efecto tardio (hasta D13) de la
Evaluar: Similitud morfolégicay molecular biparticion

entre parejas de demi-embriones Evaluar: Similitud morfolégicay molecular
1. Diametro entre parejas de demi-embriones

2. Numero total de células 1. Sobrevida

3. Expresion Génica 2. Diametro

3. Expresién Génica

Figura 1. Establecimiento de un protocolo de biparticién de blastocistos bovinos y determinacion de
la similitud morfolégica y molecular de los demi-embriones generados. Fuente: Elaboracién propia.
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Experimento 1.1: Establecimiento de un protocolo de biparticion de blastocistos bovinos

producidos por fecundacion in vitro.

Se produjeron embriones pre-implantatorios por fecundacion in vitro (FIV), los que fueron
bipartidos en estadio de blastocisto, generando dos mitades de demi-embriones, siendo
una mitad el reflejo genético de la otra. Con el fin de determinar las condiciones
experimentales que producen la mayor tasa de sobrevida embrionaria después de la
biparticion, los blastocistos se organizaron en nueve grupos diferentes con respecto a su
estadio y dia de desarrollo al momento de la biparticion: 1) blastocisto temprano D7; 2)
blastocisto expandido D7; 3) blastocisto eclosionado D7; 4) blastocisto temprano D8; 5)
blastocisto expandido D8; 6) blastocisto eclosionado D8; 7) blastocisto temprano D9; 8)
blastocisto expandido D9 y blastocisto eclosionado D9. La tasa de sobrevida de los dos
demi-embriones se analizé 12 h después de la biparticion; y se correlacioné con la etapa
de desarrollo del embrién original antes de la biparticion. El objetivo de este experimento
fue determinar la edad del embrion (dia de desarrollo) y estadio que mostré la tasa de
sobrevida mas alta y mejor re-expansion in vitro después de la biparticion para realizar los

experimentos posteriores.

Experimento 1.2: Determinaciéon de la similitud morfolégica y molecular de los demi-

embriones generados después de la biparticién.

En un grupo de demi-embriones se evalué la similitud entre ambas mitades (en términos
morfoloégicos y moleculares) inmediatamente después de su re-expansion. La evaluacion
se realiz6 analizando parametros morfolégicos (adecuada re-expansion, diametro y nUmero
total de células), y moleculares, evaluando la expresion de marcadores relacionados con la
pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG), desarrollo trofoblastico (CDX2 y TP1) y apoptosis
(BAX). Cada demi-embrion fue asignado aleatoriamente al grupo 1 (G1) o al grupo 2 (G2)

para su posterior analisis.

Experimento 1.3: Determinacion de la similitud morfolégica y molecular de los demi-
embriones generados después de la biparticién al dia 13 de desarrollo.

La evaluacion tardia al dia 13 de desarrollo se realizé analizando pardmetros morfologicos
(sobrevida y didmetro), y moleculares evaluando la expresiéon de un marcador de
pluripotencia (OCT4), desarrollo trofoblastico (CDX2, TKDP1 y TP1) y apoptosis (BAX).

Cada demi-embrion fue asignado aleatoriamente al grupo 1 (G1) o al grupo 2 (G2) para su
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posterior andlisis. La eleccion del dia 13 de desarrollo fue hecha en base a la experiencia
previa donde los blastocistos cultivados in vitro logran expandir hasta el dia 13 de desarrollo

sin adherirse a la placa de cultivo.

Experimento 2. Evaluacion del efecto de la biparticion embrionaria en el estadio de
blastocisto sobre la capacidad de desarrollo peri-implantatorio in vitro e in vivo
Incluye el objetivo 4. El objetivo de este experimento es determinar el efecto de la biparticion
sobre el desarrollo embrionario peri-implantatorio. La calidad y competencia de los
embriones bipartidos en el estadio de blastocistos se compar6 con embriones no bipartidos
(controles) en dos etapas: 1) cultivo in vitro hasta dia 13 de desarrollo y 2) desarrollo in vivo
hasta el dia 17 (Figura 2).

\
Estadio Embrionario [ \
Seleccionado en experimento 1 ._/F

Biparticiéon
Embrionaria

Objetivo 4:

4.1. Cultivo in vitro hasta dia 13 de desarrollo
Evaluar

1. Diametro cada 24 horas

2. Expresion génica al dia 13 de desarrollo

4.2. Transferenciay desarrollo in vivo hasta dia 17
Evaluar

1. Tasa de recuperacion

2. Tamafo embrionario

3. Expresion génica (QPCR y microarreglo) Objetivo 5

Figura 2. Evaluacién del efecto de la biparticibn embrionaria en el estadio de blastocisto sobre la
capacidad de desarrollo peri-implantatorio in vitro e in vivo. El cuadro rojo muestra que esos demi-
embriones fueron congelados para realizar el experimento 3. Fuente: Elaboracion propia.

Experimento 2.1: Evaluar el efecto de la biparticion sobre la capacidad de desarrollo peri-

implantatorio in vitro hasta el dia 13 de desarrollo.
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Se bipartieron blastocistos y una de las mitades de cada embriéon fue congelada para
realizar el andlisis de expresion génica (objetivo 5) y las otras mitades fueron cultivadas in
vitro hasta el dia 13 de desarrollo (en plastico y en co-cultivo con células endometriales) las
cuales se compararon con el grupo control sin bipartir. Diariamente se realizaron
mediciones del diametro de cada embrion y demi-embrién para determinar su tasa de
crecimiento y ademas, una vez cumplidos los 13 dias de cultivo in vitro, tanto en monocapa
de células endometriales como en plastico, se congelaron a -80°C en tubos de 1.5 mL para
andlisis moleculares de los genes OCT4, SOX2, NANOG, CDX2, TP1, EOMES, FGF4 y
TKDP1.

Experimento 2.2: Evaluar el efecto de la biparticion sobre la capacidad de desarrollo peri-

implantatorio in vivo hasta el dia 17 de desarrollo.

En este experimento, se evalu6 el efecto de la biparticién sobre el desarrollo embrionario
durante el periodo de elongacion. Para ello se transfirieron a vacas receptoras previamente
sincronizadas embriones derivados de blastocistos bipartidos y controles. En el caso de los
embriones bipartidos, después de la re-expansién y una vez comprobada la sobrevida de
ambas mitades asi como la similitud en didmetro, se eligid6 al azar uno de los demi-
embriones para el posterior analisis de expresion génica (OCT4, SOX2 y NANOG) mientras
gue su contraparte se utilizé para evaluar la capacidad de su desarrollo in vivo hasta estadio
de elongacién. Los embriones elongados fueron recuperados al dia 17 de desarrollo. Se
comparo el nimero de embriones recuperados, la longitud de estos y el nivel de expresion
de seis genes (OCT4, SOX2, CDX2, TP1, TKDP1y EOMES) entre ambos grupos. Ademas,
se evalué el efecto de la biparticién de los embriones elongados a partir de un analisis global

de la expresién génica mediante la técnica de microarreglo.

Experimento 3. Determinar el efecto de los niveles de expresién de los marcadores
de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) en estadio de blastocisto sobre el potencial

de desarrollo peri-implantatorio

Incluye el objetivo 5. El objetivo de este experimento es evaluar el papel predictivo de la
expresion de los marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) en el estadio de
blastocisto sobre la capacidad de desarrollo peri-implantatorio de embriones bovinos

producidos in vitro.

38



Para este experimento se utilizaron los demi-embriones que fueron congelados a -80°C en
el experimento anterior. Para ello, los demi-embriones almacenados se organizaron en
cuatro grupos 1) demi-embriones que sus contrapartes fueron cultivadas en plastico hasta
el dia 13 de desarrollo y 2) demi-embriones que sus contrapartes fueron cultivadas en
monocapa de células endometriales hasta el dia 13 de desarrollo; ambos grupos fueron
divididos a su vez en 3) demi-embriones que sus contrapartes lograron sobrevivir hasta el
dia 13 de desarrollo y 4) demi-embriones que no lograron sobrevivir hasta el dia 13 de

desarrollo (Figura 3).
. . . \
Estadio Embrionario \
Seleccionado en experimento 1 | » |

Biparticion
Embrionaria

Objetivo 6

Cultivo in vitro hasta D13
5.1. Cultivo en plastico
5.2. Cultivo en células endometriales (co-cultivo)

/ v
Evaluar: Niveles de expresion de Evaluar

. : 1. Diametro cada 24 horas
marcadores de pluripotencia

(OCT4, SOX2, NANOG) (—) 2. Expresion de marcadores de pluripotencia
’ ’ Correlacién y funcion trofoblastica

Figura 3. Determinacion del efecto de los niveles de expresion de los marcadores de pluripotencia
(OCT4, SOX2y NANOG) en estadio de blastocisto sobre el potencial de desarrollo peri-implantatorio.
Fuente: Elaboracion propia.

Produccion de embriones in vitro

Salvo que se indique explicitamente, todos los reactivos y medios de cultivo utilizados tanto
para el trabajo con células, como con ovocitos y embriones, fueron de la marca Sigma
Aldrich (St Louis, Missouri, Estados Unidos).

Colecta de ovocitos y maduracion in vitro (IVM)
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Se utilizaron ovocitos obtenidos de ovarios de vacas faenadas en matadero Frigosur
(Chillan). Se colectaron aproximadamente 30-40 ovarios por vez, los cuales fueron
trasladados inmediatamente al Laboratorio de Biotecnologia Animal, de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcion en solucion salina al 0,9%
suplementada con antibi6tico/antimicotico 1x (Hyclone) a una temperatura controlada entre
37°y 39°C. Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados con solucion salina al 0,9%
para eliminar la sangre y evitar posibles contaminaciones durante la puncion folicular. Luego
se puncionaron los foliculos entre 3 y 8 mm con una aguja hipodérmica de 18 G usando
una jeringa de 10mL. Una vez realizado este procedimiento, se mantuvo el liquido folicular
en tubos de 15 mL en un bafio termostatado a 38°C hasta el momento de la seleccion de
los ovocitos. Para colectar éstos, se dejé decantar el contenido folicular por 10-15 minutos

y luego se eliminé la mayor cantidad posible de sobrenadante.

El siguiente paso fue mezclar el sedimento obtenido con medio de manipulacion (ver anexo
1). La seleccion de los complejos cumulo-ovocitos (CCOs) se realizd6 bajo
estereomicroscopio. Se seleccionaron los ovocitos grado | y Il (de Loos et al., 1989), que
corresponden a aquellos que presentan un citoplasma homogéneo, oscuro y con mas de

dos capas compactas de células del camulo (no degenerado).

La maduracién se realizé en una placa de cuatro pocillos (Nunc, Rochester, NY, USA),
usando medio de maduracion (ver anexo 2). Se colocaron a madurar entre 25 y 30 CCOs
por cada pocillo los cuales fueron incubados durante 21 horas a 39°C, en una atmésfera

controlada con 5% de CO..
Fecundacién in vitro (FIV)

Los ovocitos, luego de experimentar el proceso de maduracion in vitro por un periodo de 21
horas, fueron fecundados con semen de un toro con buena fertilidad segin experiencia
previa de nuestro laboratorio (Velasquez et al.,, 2016). Los espermatozoides fueron
separados a través del paso por un gradiente de Percoll 45%-90% (ver anexo 3) y posterior
centrifugacion y lavado con medio de capacitacion (ver anexo 4) y medio de fecundacion
(TALP-FIV, ver anexo 5). Para la fecundacién se transfirieron entre 25 y 30 CCOs con
adecuada expansién de las células del cumulus a cada pocillo de una placa de cuatro
pocillos y se incubaron con un millén de espermatozoides/mL de medio de fecundacion.
Una vez trascurridas las 18 horas de fecundacion los presuntos cigotos fueron desnudados

en una solucién de 0,3 mg/mL de hialuronidasa en medio de manipulacion y aplicando
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vortex por tres minutos a temperatura ambiente (TA: 25°C). Posteriormente, se cultivaron
durante 7 dias hasta estadio de blastocisto, en medio SOFaa (fluido oviductal sintético (ver
anexo 6)). La placa de cultivo (Nunc, Rochester, NY, USA), se almaceno6 en una bolsa
hermética sellada con calor la cual fue gasificada con una mezcla de aire que contenia 5%
C02,5% 02 y 90% de N2. Finalmente la bolsa con la placa de cultivo fue mantenida en la
incubadora a 39°C durante todo el periodo de cultivo.

Evaluacién morfologica de la calidad de los blastocistos antes de la biparticidon

La evaluacion del desarrollo pre-implantatorio de embriones bovinos generados por
fecundacion in vitro se realiz6 determinando el porcentaje de embriones que se
desarrollaron hasta estadio de blastocisto. Los blastocistos fueron clasificados en grado |y
II; Gl: excelente calidad, buena expansion, MCI bien definido, sin defectos visibles, las
blastobmeras son claramente visibles, de color y estructura esferoide uniforme; GllI: buena
calidad, presencia de pocas blastomeras desprendidas, el MCI posee una pequefia
cantidad de detritus celulares y su forma puede ser ligeramente irregular. Soélo los

blastocistos grado | fueron utilizados para la biparticion y generacion de demi-embriones.
Generacion de demi-embriones por biparticion

Para la generacion de demi-embriones se utilizaron blastocistos producidos por
fecundacion in vitro calidad |. Para ello, los blastocistos fueron bipartidos
perpendicularmente tomando como referencia el MCI. La biparticion se realiz6 con un
microbisturi (AB Technology, Pullman, WA, EE.UU) en un sistema de micro-gotas con
medio TCM199 + 30% SFB bajo un estereomicroscopio. Los demi-embriones generados
permanecieron en el sistema de cultivo 12 horas momento al cual se evalué la tasa de

sobrevida a través de su capacidad de re-expansion in vitro.
Medicion del diametro de los demi-embriones y conteo de numero total de células

El didmetro de los demi-embriones se determiné desde el dia 10 hasta el dia 13 de
desarrollo dependiendo del experimento. La medicién del diametro de los demi-embriones
se realizé usando el software de la camara digital 5-Mpx Micrometrics (Arquimed, Santiago
de Chile, Chile). Las mediciones fueron realizadas todos los dias a la misma hora. Los pares
de demi-embriones se consideraron morfolégicamente similares cuando sus didmetros
tenian diferencias menores a un 20%. El namero total de células se analizé solo en
embriones de dia-10 y para ello se escogieron al azar 20 demi-embriones derivados de 10

blastocistos. Los demi-embriones se incubaron con Hoechst 33342 a una concentracién de
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5ug/mL por 20 minutos. Los demi-embriones tefiidos se colocaron en un portaobjetos y
fueron visualizados en un microscopio invertido con fluorescencia (Olympus CKX41, Tokio,
Japon). Debido al incremento del nimero de células a medida que avanza el desarrollo no
fue posible determinar el niUmero total de células en embriones de mas de 10 dias de
desarrollo.

Desarrollo embrionario peri-implantatorio in vitro (en placa hasta dia 13)

Los demi-embriones generados fueron separados en dos grupos para evaluar su
continuidad de desarrollo in vitro. Uno de ellos se realiz6 en placas de 4 pocillos en SOFaa
considerandose Grupo de plastico mientras que otro grupo de embriones fue cultivado en
medio SOFaa en mono-capa de células endometriales y se consider6 Grupo de co-cultivo.
En ambos grupos, los demi-embriones fueron cultivados de forma individual hasta el dia 13
de desarrollo. El desarrollo embrionario fue monitoreado cada 24 horas para comprobar

viabilidad y determinar diametro embrionario.

Para realizar el co-cultivo, se descongelaron células endometriales en fase luteal tardia
(disponibles en el Laboratorio de Biotecnologia Animal) en un bafio termostatado a 38°C,
luego se realizo el cultivo de estas células en una placa de 100 mm en medio DMEM-F12
suplementado con 1 mM de glutamina, 0,2 mM de piruvato, 10 ng/mL de EGF (epidermal
growth factor) y 10% de suero fetal bovino (SFB). Una vez logrado el 100% de confluencia,
se retir6 el medio DMEM-F12 y las células se lavaron tres veces con PBS. Posteriormente,
se despegaron las células de la placa afadiendo 1 mL de Trypsin- EDTA 1x, se colectaron
en un tubo de 1,5 mL y se centrifugaron 10 minutos a 1000 rpm. EIl pellet resultante se
homogenizé afiadiendo 1 mL de medio DMEM-F12 y estas células fueron cultivadas en una
placa de 4 pocillos afiadiendo 100 pL de la suspension (equivalente a 200.000 células,
generando un 80% de confluencia). Luego se adicionaron 500uL de medio SOF en cada

pocillo y se colocaron los demi-embriones, los cuales se incubaron a 38,5°C en 5% de CO..
Transferencia de embriones a hembras receptoras sincronizadas

La sincronizacién de las hembras receptoras se realizé a través del uso de dispositivos
intravaginales de progestageno sintético (1,38 gramos por esponja CIDR; EAZI-BreedTM,
InterAg, Hamilton, NZ) por 7 dias, luego del retiro del dispositivo, se realiz6 la administracion
intramuscular de 2 mL por animal, equivalente a 0,5 mg de una prostaglandina sintética
analoga, estructuralmente relacionada a la PGF2.. Las vacas presentaron celo entre 24-48

horas después del retiro del dispositivo intravaginal. Posteriormente, se administro
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intramuscularmente a cada animal 5 mL de un anélogo sintético del factor liberador de
gonadotropinas (GnRH) Conceptal®, equivalente a 0,02 mg del principio activo (buserelina).
Al cabo de 24 horas se produjo el proceso de ovulacion. Para corroborar esto, se realizaron
examenes ecograficos seriados de cada animal, para determinar el éxito del protocolo de

sincronizacion.

Para el grupo control, se seleccionaron 20 blastocistos calidad | (expandido con clara
formacion de MCI) para realizar la transferencia a las vacas receptoras (se utilizaron 5
hembras bovinas). Los embriones se transportaron en grupos de 4 blastocistos por pajuela
de transferencia en medio holding comercial a 37°C, los cuales fueron transferidos de forma

no quirdrgica en el cuerno ipsilateral del ovario ovulado (cuatro embriones por receptora).

Para el grupo de embriones bipartidos, se seleccionaron 20 demi-embriones para la
transferencia (las 20 contrapartes fueron congeladas individualmente a -80°C para realizar
los analisis de expresion génica). Para realizar la transferencia a las vacas receptoras se
utilizaron cinco hembras bovinas previamente sincronizadas. Los demi-embriones se
transportaron en grupos de cuatro por pajuela de transferencia en medio holding comercial
a 37°C, los cuales fueron transferidos de forma no quirdrgica en el cuerno ipsilateral del

ovario ovulado (4 demi-embriones por vaca receptora).

Las hembras receptoras (n=10) se mantuvieron en instalaciones del &rea de Reproduccién
Animal de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan con condiciones de alimentacién

controlada.
Recuperacion y evaluacién de embriones en estadio peri-implantatorio (elongados)

Los embriones se colectaron al dia 17 de desarrollo y se evalu6 tasa de recuperacion, tasa
de elongacion (o estadio de desarrollo) y expresién génica. Para esto, las vacas receptoras
fueron llevadas a la planta faenadora Frigosur (Chillan) y se recuperaron los Uteros, los
cuales fueron transportados a 4°C hasta el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la
Universidad de Concepcién, Campus Chillan. Para la colecta se realizé en primer lugar, un
lavado del tracto reproductivo (para retirar restos de sangre) con solucion salina estéril y
posteriormente se procedié a cortar y eliminar restos de tejido circundantes a los cuernos
uterinos. Posteriormente, se lavd el interior de cada cuerno en direccion craneal (cérvix-
oviducto) con solucién salina a 38,5°C suplementada con 2% de suero fetal bovino,

colectando el liquido de lavado en tubos de 50 mL, el cual se dej6 decantar y una vez
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eliminado el sobrenadante se visualizd el sedimento en placas de 100 mm con un

estereomicroscopio.

Se compard la tasa de recuperacion y la longitud de los embriones provenientes de
blastocistos bipartidos y de blastocistos controles. Para esto se utilizaron un total de 10
embriones elongados en estadio filamentoso que superaban los 10 mm de longitud, esto
para disminuir la variabilidad en la expresion génica que puede existir con respecto al
tamafo de los embriones. Una vez evaluados los embriones, se congelaron individualmente
a -80°C en tubos de 1,5 mL para el posterior estudio de expresion de los genes por gPCR
(OCT4,SOX2, NANOG, CDX2, TP1, EOMES, FGF4 y TKDP1). Ademas, se evalug el efecto
de la biparticion de los embriones elongados a partir de un analisis global de la expresion

génica mediante la técnica de microarreglo.

Evaluacién molecular de la calidad de los embriones en estadios pre y peri-

implantatorios
Obtenciéon de ARN

Para la obtencion de ARN de las muestras previamente congeladas a -80°C de blastocistos
controles y bipartidos (demi-embriones), se utilizé el kit Cells-to-cDNA™ Il (Ambion®). Los
embriones de cada grupo fueron lavados previamente con solucion de PBS 1x a 4°C, luego
se afiadieron 50 pL de buffer de lisis Il y se incubaron durante 10 minutos a 75°C.
Posteriormente, se realizé el tratamiento con 1L de DNAsa | (concentracién final de 0.04
U/uL.), luego se centrifugd cada muestra y fueron incubadas durante 15 minutos a 37°C.
Finalmente, para inactivar la DNAsa |, se incubaron las muestras a 75°C por 5 minutos.

Luego de esto, los ARN se almacenaran a -80°C, hasta su conversién a ADNc.
Transcripcién reversa

Para la obtencién de ADNCc, se utilizo el kit SuperScript® Il First-Strand. La elusion se
realiz6 en un volumen final de 20 pL (no se realizé cuantificacion ni analisis del RNA debido
a la baja cantidad de acidos nucleicos que se obtiene a partir de estos embriones). Para
esto, se usaron 7uL de ARN de cada muestra, 1uL de Random Hexameros y 1 uL de Buffer
anneling, los cuales fueron incubados durante 5 minutos a 65°C, posteriormente, se
adicionaron 10 pL de 2x First-Strand Reaction Mix y 2uL de Enzima SuperScript®
IlI/RNaseOUT™, y se incubaron nuevamente a 25°C por 10 minutos, luego 50°C por 50
minutos y finalmente, 85°C por 5 minutos. Los ADNc obtenidos a partir de lo realizado

anteriormente, se mantuvieron congelados a -20°C hasta su uso.
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Estudio cuantitativo por qPCR de genes cruciales para el desarrollo embrionario

temprano

Para la cuantificacion de los niveles de expresion de los genes incluidos en este trabajo
(excepto genes para validacion de microarreglo), se utilizé el método de curva estandar.
Como estandar para la cuantificacion por PCR a tiempo real, se utilizé la banda extraida
desde el gel de agarosa del producto obtenido previamente. La extraccion desde el gel de
agarosa se realizd siguiendo las instrucciones del Kit E.Z.N.A.® Gel Extraction.
Posteriormente se determind la concentracion del producto obtenido utilizando 2 pL de éste,

en el espectrofotdbmetro para micro-placas Epoch™ de BioTek.

La curva estandar se realizé con al menos 8 diluciones seriadas (1:10) del producto de PCR
de cada gen, las que se utilizaron en duplicado para cada punto de la curva. Para el analisis
de la curva estandar y las muestras, se realizé la reaccién de PCR con el kit SensiMixTM
SYBR Hi-ROX (Bioline) en un volumen final de 10 yL (mezcla: 5uL de Sensimix 5x, 2,5 yL
de agua estéril libre de nucleasas, 10 pmoles de cada partidor y 2 yL de ADNCc). Los
partidores fueron disefiados utilizando el programa PrimerQuestSM (IDT, USA), a partir de
las secuencias publicadas para cada gen en NCBI (Tabla 1). Se realizaron dos réplicas de
cada muestra por cada gen, las cuales fueron consideradas como réplicas técnicas.
Ademas en cada reaccién de PCR se incluy6 un control negativo en el cual se remplazo el
templado (ADNCc) por agua estéril libre de nucleasas. Las reacciones fueron corridas en el
equipo Stratagene-Mx3000P ™ PCR en Tiempo Real (Stratagene, E.E.U.U.). El “crossing
point” (CP) fue calculado por el software apropiado incorporado en el equipo. Se utilizé (-
actina (ACTB) como gen de referencia y se normalizaron los CP para determinar las
diferencias en los niveles de expresion entre las muestras estudiadas. La normalizacién se
realizé utilizando los niveles de expresion de ACTB como cociente de los valores obtenidos

para cada gen.
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Tabla 1. Secuencia de partidores y temperaturas de alineamiento para la amplificacion de

los genes mediante PCR tiempo real.

) ) TA Tamano -
Gen Secuencia de partidores s Identificador NCBI
(°C) (pb)

F: 5 - GGAGAGCATGTTCCTGCAGTGC 3’

OCT4 58 95 NM_174580
R: 5 - ACACTCGGACCACGTCCTTCTC 3’
F: 5 -CGAGTGGAAACTTTTGTCCG 3

SOX2 55 101 NM_001105463
R: 5 -GGTATTTATAATCCGGGTGTT 3
F: 5 - TTCCCTCCTCCATGGATCTG 3’

NANOG 58 219 NM_001025344
R: 5 - ATTTGCTGGAGACTGAGGTA 3’
F: 5 - GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA 3

TP1 58 584 XM_871285
R: 5 - CATCTTAGTCAGCGAGAGTC 3’
F: 5 - GCAGAGGCTCTTATCAGA 3’

EOMES 55 256 XM 001251929
R: 5 - GCGTTAATGTCCTCACACTT 3’
F: 5 - CCTGTGCGAGTGGATGCGGAAG 3’

CDX2 58 230 XM_871005
R: 5 - CCTTTGCTCTGCGGTTCT 3
F: 5 - TGCGGAGGCTGTACTGCAAC 3’

FGF4 58 229 NM_001040605
R: 5 - TCTCTGAACCTGCACTCGTCG 3’
F: 5 - TGGCTGTGAAGGAAATGGAAAC 3’

TKDP1 55 243 AF241776
R: 5" - CACGTTGACCAATGGAGGAAAG 3’
F: 5 -AGGGTTTCATCCAGGATCGAGC 3’

BAX 58 124 NM_001191220.1
R: 5 - TCATCTCCGATGCGCTTCAGAC 3
F: 5 - GGCCAACCGTGAGAAGATGACC 3

ACTB 58 96 BT030480.1

R: 5 - GAGGCATACAGGGACAGCACAG 3

TA: temperatura de alineamiento. Fuente: Elaboracion propia.
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Estudio de la expresion génica por microarreglo en embriones peri-implantatorios

(embriones elongados controles y elongados bipartidos).

Para el andlisis global de expresion génica en estadio peri-implantatorio, se realiz6 un
“screening” a través de la técnica de microarreglo, con el fin de determinar las diferencias
gue existen entre embriones elongados provenientes de blastocistos controles y bipartidos,
producidos por fecundacion in vitro. Se analizo la expresién por microarreglo de un total de
10 embriones elongados en estadio filamentoso que superaban los 100 mm de longitud, (5
embriones elongados provenientes de blastocistos controles y 5 embriones elongados
provenientes de blastocistos bipartidos). Se determind el porcentaje del total de genes
expresados, ademas del porcentaje de genes sobre-expresados, sub-expresados e

igualmente expresados.
Extraccion del ARNm y sintesis del ARNc

Para el aislamiento del ARN de los embriones elongados D17 se utilizé el kit E.Z.N.A.® total
RNA (Omega Biotek, Santiago, Chile) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
cantidad de ARN se midid utilizando el espectrofotometro Epoch™ (Biotek, Bad
Friedrichshall, Alemania). Luego se realiz6 una evaluacion de la integridad de los ARN
producidos. Para esto, se us6 1uL de ARN de cada muestra el cual fue mezclado con 4puL
de “R6K sample buffer” (Agilent), los que fueron incubados tres minutos a 72°C y 2 minutos
a 4°C, luego de esto, fueron leidos por el equipo 2200 TapeStation (Agilent Technologies
EE.UU), el cual es una estacion de control y calidad de acidos nucleicos automatico. Los
resultados fueron analizados por el 2200 TapeStation Software (Agilent Technologies
EE.UU). Para el andlisis de microarreglo se seleccionaron las muestras con un valor de
RIN> 8,5. El marcaje de las muestras se realiz6 siguiendo las instrucciones del Kit Agilent
RNA Spike-In. Se utilizaron fibroblastos bovinos como referencia del microarreglo, los
cuales fueron marcados en verde con cyanine-5. Los embriones elongados (controles y
bipartidos) se marcaron en rojo con cyanine-3. Para cada muestra se usaron 100 ng de
ARN total.

La produccion ARNc y su amplificacion, se realiz6 siguiendo las instrucciones del Kit Low
Input Quick Amp Labeling (Agilent Technologies EE.UU). Posteriormente, para la
purificacion del ARNc, se utilizé el kit E.Z.N.A.® Total RNA Kit | (Omega Biotek, Santiago,

Chile). Posteriormente, los ARNc fueron purificados usando el kit E.Z.N.A.® total RNA segun
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las instrucciones del fabricante y se cuantificaron utilizando el espectrofotémetro Epoch ™
(Biotek, Bad Friedrichshall, Alemania).

Hibridacién, lavado y escaner de los microarreglos

Una vez obtenidos los ARNc, se realizaron las hibridaciones, para ello se utilizé el “slide
Bovine (V2) Gene Expression Microarray, 4x44K” (Agilent Technologies EE.UU). El slide
esta compuesto por 4 bloques de 43,803 eventos, lo que se traduce en 43.803 fragmentos

de genes.

Posteriormente se prepararon los mix de hibridacién usando el kit Hi-RPM Gene Expression
Hybridization (Agilent Technologies, EE.UU). De acuerdo al protocolo de Agilent para el
Microarreglo 4 x 44 K, se utilizaron 825 ng de cada ARNc. Las muestras de ARNc marcados
con Cy-3 y Cy-5 fueron mezclados, hibridizados y afadidos al slide del microarreglo.
Posteriormente la camara y el slide fueron ensamblados y colocados en el horno para la
hibridacién, girando a 10 rpm a 65°C por 17 horas. Transcurrido este tiempo, los slides
fueron lavados usando el kit Gene Expression Wash Buffer (solucion de lavado 1 y solucién
de lavado 2, ambas con 0,005% de Triton X-102).

Finalmente, para determinar la intensidad de la fluorescencia de cada spot, se realiz6 la
lectura del slide en el equipo SureScan Microarray Scanner (Agilent Technologies EE.UU).
Una vez obtenidas las imagenes, los datos fueron extraidos con el programa Agilent
Feature Extraction v.10.5.1.1. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa
GeneSpring 12.5 (Agilent Technologies E.E.U.U.). Para determinar los genes
diferencialmente expresados se utilizé como analisis estadistico la prueba de t
considerando un valor de fold change >2.0 y un valor de p<0,05. Se considerdé una
expresion diferencial de los genes cuando el logaritmo en base dos de la proporcién de las
medianas fue mayor que 2 y menor que -2. Se considerd que los genes estaban igualmente
expresados, cuando el logaritmo en base dos de la proporcion de las medianas se

encontraban entre los valores mencionados.
Andlisis de datos

Para determinar los genes que fueron diferencialmente expresados entre ambos grupos de
embriones, los datos obtenidos fueron analizados usando el software GeneSpring 12.5
(Agilent Technologies, USA). Los genes fueron considerados diferencialmente expresados

con un valor de fold change >2. Para establecer diferencias estadisticamente significativas,
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el analisis estadistico se realiz6 usando una prueba t no pareada y un valor de fold change

>2 con un valor de p <0,05.

Andlisis de ontologia de genes y vias de interacciéon de los genes

diferencialmente expresados

Los analisis de ontologia de genes (GO) y vias de interaccion se realizaron usando el
software GeneSpring 12.5 (Agilent Technologies, USA). Esto se realiz6 en base a la lista
de los 383 genes diferencialmente expresados que presentaban un valor de fold change
>2. Para el andlisis de ontologia de genes se consideré un valor corregido de p=0.58 (el
cual es el valor minimo para detectar GO terms). Para el andlisis de vias de interaccion se

utilizé la base de datos WikiPathways.

Con el software GeneSpring se detectaron las posibles conexiones entre los genes
seleccionados y fueron clasificados de acuerdo con los valores de P y nimero de entidades
gue coincidian por via. Del total de genes diferencialmente expresados con un valor de fold
change 22.0, la red de interaccién génica fue creada con el programa GeneMania Prediction
Server (Warde-Farley et al. 2010).

Validacion del microarreglo mediante andlisis de qRT-PCR

Luego de realizar el analisis de expresion por microarreglo, del total de genes
diferencialmente expresados, se seleccionaron 10 genes para la validacién de los datos
obtenidos, 9 de ellos se encontraban diferencialmente expresados entre ambos grupos, 4
genes sobre-expresados (GRK5, GATSL2, CAMKMT y PLXDC1l) y 5 genes sub-
expresados (PRSS35, NR4A1, TFPI2, SLC18A2 y SH3BGRL) en los embriones elongados
derivados de blastocistos bipartidos con respecto a los controles y finalmente un gen
igualmente expresado (CDX2). Para esto, se realiz6 mediante gPCR la cuantificacion de
los valores de expresion de los genes seleccionados de cada muestra utilizada para la

hibridacion.

El ARN purificado fue tratado con 1U de DNAsa | (Invitrogen, Carlsbead, CA) para la
eliminacién de ADN gendémico en un volumen de reaccion de 10 yL e incubada por 30
minutos a 37°C. La DNAsa fue inactivada a 65°C por 10 min en presencia de 25 mM EDTA
(1u1). EI ARNm fue convertido a ADNc utilizando la enzima Reverso Transcriptasa M-MLV
(Invitrogen, Carlsbead, CA), segun instrucciones del fabricante. Se utilizé el volumen total
del tratamiento con DNasa | (10uL) en una reaccion final de 20uL que contenia 150ng/uL
de random primers, 10 mM de cada dNTP, 4L de 5x first strand buffer, 0,1M de DTT, 1 ul
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de inhibidor de ribonucleasas RNaseOUT™ (40 unidades/pL) (Invitrogen, Carlsbead, CA)y
200U/uL de la enzima M-MLV RT, los parametros de incubacion fueron 25°C por 10 min,
37°C por 50 min y finalmente 70°C por 15 min. Los ADNc producidos se mantuvieron
congelados a -20°C hasta su uso en los experimentos de g-RT-PCR.

El analisis se realizé usando el método AACt y para cada qRT-PCR, las muestras fueron
analizadas en duplicado (réplicas técnicas). Las secuencias de partidores, nombres de los
genes, temperaturas de alineamiento y tamafio de productos para cada gen se detallan en
la Tabla 2. Los valores de Ct de todos los genes analizados fueron normalizados utilizando
como como genes constitutivos HMBS (hydroxymethylbilane synthase) y SF3A1 (splicing
factor 3a subunit 1).

Anadlisis estadistico

Experimento 1. Establecimiento de un protocolo de biparticién de blastocistos
bovinos y determinacion de la similitud morfolégica y molecular de los demi-

embriones generados.

Para determinar el dia (7, 8 0 9) y estadio de la biparticion (blastocisto temprano, expandido
y eclosionado), se asignaron valores de acuerdo al nimero de demi-embriones que
sobrevivieron en cada grupo de la siguiente manera: cero, ningun demi-embrién sobrevivid;
uno: solo un demi-embrién sobrevivié y dos, ambos demi-embriones sobrevivieron. Los
datos se analizaron usando el método de Kruskal-Wallis incluyendo ambos criterios de

clasificacién del embrién (dia y estadio de desarrollo).

Para determinar la similitud morfolégica de los demi-embriones generados inmediatamente
después de la biparticién y al dia 13 de desarrollo, se analizaron los didmetros y nimero
total de células mediante una prueba t de Student para muestras dependientes. Y para
determinar la similitud molecular de los demi-embriones generados después de la
biparticion se analizaron los niveles de expresion génica mediante la prueba no paramétrica

de Wilcoxon.

En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas con un valor de
p<0,05. Todos los andlisis fueron realizados utilizando el programa estadistico InfoStat

(Buenos Aires, Argentina, 2002).
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Tabla 2. Secuencia de partidores y temperaturas de alineamiento para la amplificacion de

los genes mediante PCR tiempo real para la validacion del microarreglo.

) ) TA Tamafio Identificador
Gen Secuencia de partidores
(°C) (pb) NCBI
CAMKMT : 5" - TCATCGCAAGGAATCAGAAGG 3 58 143 NM_001105641
R: 5 - GTCCAGAAACAGGCAGTCAG 3
: 5" - CTATGTGTCCCGTCTGTATGG 3
PLXDC1 58 135 NM_001099077
R: 5 - GTGGGTGTTGGAGAGGATTC 3’
F: 5 - CCCTGCCACCTCAAATTTTCS
SH3BGRL 58 133 NM_001035440
R:5 - GCTTCTGCTTCCTTTGAACC 3
F: 5 - CTTTGGAGAGGAATGAAGTGG 3
HMBS 58 80 BC112573.1
R: 5 - AATGGTGAAGCCAGGAGGAA 3
F: 5 - GCGGGAGGAAGAAGTAGGAG3
SF3A1 58 125 XM_878187.1
R: 5 - TCAGCAAGAGGGACACAAA 3
F: 5 - CACGGTGTTCAGAAGGACTAC 3
PRSS35 58 131 NM_001035457
R: 5 - GACAGCCTCGTTTCAGGTATC 3
F: 5 - ACGTGTATGGACTTCTGTGC 3
TFPI2 58 146 NM_182788
R: 5" - CCACACCCAGTATAGTTGAAGG 3
F: 5 - ATCCTGTTCATCGTGTTCCTC 3
SLC18A2 58 129 NM_174653
R:5 - CTTGGCGGTCTGGATTTCTAG 3’
F: 5 - GGCCCAGCACTTCTAAACTG 3
NR4A1 58 132 NM_001075911
R: 5 - ACTTGCGAATCACCTCCAG 3
F: 5 - GAAGACCTCCGAAGAACCATAG 3
GRK5 58 149 NM_174331
R:5 - ACTTCATATTCTGCCACCGAG 3
F: 5 - TGGAAGATGGTGCGGATTG 3
GATSL2 58 125 XM_602920
R: 5 - TCGAACTTGAAGGTGCTGATG 3
F:5 - CCTGTGCGAGTGGATGCGGAAG 3
CDX2 58 230 XM_871005

R:5 - CCTTTGCTCTGCGGTTCT 3

TA: temperatura de alineamiento. Fuente: Elaboracién propia.
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Experimento 2. Evaluacion del efecto de la biparticion embrionaria en el estadio de
blastocisto sobre la capacidad de desarrollo peri-implantatorio in vitro e in vivo

Para evaluar el efecto de la biparticion embrionaria al dia 13 de desarrollo, tanto en plastico
como en co-cultivo con células endometriales, se analiz6 el diametro de los demi-embriones

mediante una prueba t Student.

Para el analisis de los perfiles de expresion génica de los embriones (controles y bipartidos)

se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon.

Para comparar la tasa de recuperacion y el tamafio de los embriones elongados de 17 dias

de desarrollo (controles y bipartidos) se utilizé la prueba t Student.

El andlisis de los perfiles de expresion génica en embriones elongados de 17 dias de

desarrollo se realiz6 usando una prueba t de Student para muestras independientes.

La validacion de los resultados obtenidos a partir del microarreglo se realiz6 a través del
analisis de correlacién de Pearson entre los valores de expresion génica obtenido por gPCR

y los datos del microarreglo.

Para determinar los genes diferencialmente expresados se utilizé como analisis estadistico
la prueba t de Student considerando un valor de fold change >2,0 y un valor de p<0,05. En
todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas con un valor de p<0,05.
Todos los analisis fueron realizados utilizando el programa estadistico InfoStat (Buenos
Aires, Argentina, 2002).

Experimento 3. Determinar el efecto de los niveles de expresion de los marcadores
de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) en estadio de blastocisto sobre el potencial

de desarrollo peri-implantatorio

Para el andlisis de correlacién entre los demi-embriones congelados en estadio de

blastocisto y sus contrapartes al dia 13, se utiliz6 el analisis de correlacion de Pearson.

En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas con un valor de
p<0,05. Todos los andlisis fueron realizados utilizando el programa estadistico InfoStat

(Buenos Aires, Argentina, 2002).
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3. RESULTADOS

Experimento 1. Establecimiento de un protocolo de biparticién de blastocistos
bovinos y determinacion de la similitud morfolégica y molecular de los demi-

embriones generados.

En este experimento, se bipartieron 247 blastocistos y la tasa de sobrevida de cada grupo
se muestra en la Tabla 3. Con respecto al estadio al momento de bipartir, independiente
del dia de desarrollo (dia 7 o dia 8) en estadio de blastocisto temprano, no se obtuvieron
demi-embriones viables y los blastocistos tempranos de 9 dias fueron considerados como
no competentes y no se incluyeron en este experimento. Ademas, la biparticion de
blastocistos expandidos produjo demi-embriones pero con bajas tasas de desarrollo.
Finalmente, al bipartir blastocistos eclosionados de dia 8 o dia 9 de desarrollo, se obtuvieron
las tasas mas altas de sobrevida en ambos demi-embriones. Imagenes representativas de
la viabilidad de los demi-embriones producidos se muestran en la Figura 4. En base los
resultados recién expuestos, se selecciond el dia 8 de desarrollo y el estadio de blastocisto
eclosionado para continuar con los proximos experimentos. Esta decision se basé en el
hecho de que la tasa de sobrevida mas alta de los dos demi-embriones se obtiene al bipartir
los blastocistos al dia 8 0 9 de desarrollo, sin embargo, al dia 8 los blastocistos son mas
adecuados y competentes para realizar transferencia de embriones, dada la sincronia que

debe existir con el Gtero receptor.

Tabla 3: Tasa de sobrevida de demi-embriones posterior a la biparticion. Letras diferentes
en cada columna indican diferencias significativas con p<0,05.

Dia Estadio N° embriones Sobrevida demi-embriones
biparticién embrionario bipartidos 0 mitades (%) 1 mitad (%) 2 mitades (%)

Blastocisto temprano 20 20 (100) 0 0°

7 Blastocisto expandido 25 17 (68) 4 (16) 4 (16)°
Blastocisto eclosionado 14 4 (28,6) 3(21,4) 7 (50)b'C
Blastocisto temprano 10 10 (100) 0 0°

8 Blastocisto expandido 22 14 (63,6) 6 (27,3) 2 (9,1)°
Blastocisto eclosionado 45 7 (15,5) 8 (17,8) 30 (66,7)b'C
Blastocisto temprano - - - -

9 Blastocisto expandido 26 7 (26,9) 8 (30,8) 11 (42,3)b
Blastocisto eclosionado 85 9 (10,6) 14 (16,5) 62 (72,9)°

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4. Imagenes representativas de la sobrevida de los demi-embriones (12 horas

posteriores a la biparticion). A: ninguna mitad sobrevivio; B: una de las dos mitades
sobrevivio; C: ambas mitades sobrevivieron. Fuente: Elaboracién propia.

De todos los demi-embriones generados a partir de blastocistos eclosionados bipartidos los
dias 8 y 9 (grupos 6 y 9 en materiales y métodos), mas del 90% conserva un MCI bien
definido y casi el 70% de los pares de demi-embriones (92 pares de demi-embriones
mencionados en la tabla 3) tenian un tamafio similar con una diferencia de diametro menor
al 20% (Figura 5). Ademas de la evaluacion morfologica, se evalué la homogeneidad en la
expresion génica entre ambos demi-embriones. Para ello, 12 horas después de la
biparticion los demi-embriones generados fueron asignados al azar en dos grupos (G1 o
G2) y se analizaron 13 demi-embriones en cada grupo. Todos los demi-embriones
amplificaron dentro de la regién cuantificable de la curva estandar. La eficiencia de cada
gPCR (incluyendo curva estdndar y muestras) estaba en el intervalo de 90 a 110%, con un
coeficiente de correlacion de 0,9. Como resultado de este experimento, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en el nivel de expresion de todos los genes
analizados, OCT4, SOX2, NANOG, CDX2, TP1y BAX (Figura 6).

1921m

Figura 5. Imagenes representativas de la similitud de ambos demi-embriones posterior a la
biparticion. A: ambos demi-embriones son morfologicamente similares con una diferencia
de diametro menor al 20%. B: ambos demi-embriones son morfolégicamente diferentes,
con una diferencia de diametro superior al 20%. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 6. Analisis de la similitud de la expresion génica entre demi-embriones, 12 horas
después de la biparticion. Los demi-embriones fueron asignados aleatoriamente en los
grupos G1 y G2. El nivel de expresion de cada gen fue normalizado con ACTB de la misma
extraccion de ARN y conversién a ADNc. Fuente: Elaboracion propia.

Luego de la biparticion de blastocistos en estadio eclosionado al dia 8 de desarrollo, los
demi-embriones con similar morfologia se mantuvieron en cultivo in vitro hasta el dia 10 del
desarrollo. Todos los demi-embriones sobrevivieron a estos dias de cultivo prolongado y
ademas conservaron una similar y adecuada morfologia. Por otra parte, ho se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el nimero total de células o en el diAmetro
entre los demi-embriones al dia 10 de desarrollo in vitro (Figura 7).

Sesenta demi-embriones (30 parejas) se mantuvieron en cultivo hasta el dia 13 de
desarrollo (Figura 8), de éstos; ocho parejas fueron excluidas del analisis de
homogeneidad, porque al menos una de las mitades se adhirié a la placa de cultivo, colapsé
o murié (Tabla 4). En las 22 parejas restantes de demi-embriones, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el diametro de éstos (Figura 9A). Catorce
(63,6%) tenian un tamafio similar con una diferencia de diametro menor al 20% (Figuras

9B y C), mientras que el resto tenia una diferencia de didmetro superior al 20% (Figura
9D).
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Figura 7. Determinacién de la similitud morfolégica de los demi-embriones generados
después de la biparticion. A: diametro de los demi-embriones al dia 10 de desarrollo; B:
namero total de células de los demi-embriones al dia 10 de desarrollo. El eje Y indica el
valor minimo y maximo de cada parametro. Los valores dentro de cada grafico indican los
promedios por grupo. Los demi-embriones derivados de un blastocisto fueron asignados
aleatoriamente a los grupos 1 0 2 (G1 y G2). C: imagenes representativas del nimero total
de células de los demi-embriones al dia 10 de desarrollo (tinciobn con Hoescht 33342).
Fuente: Elaboracion propia.

Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13

Figura 8. Imagenes representativas de la viabilidad embrionaria después de la biparticion,
desde el dia 10 hasta el dia 13 de desarrollo. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Desarrollo in vitro de demi-embriones bovinos desde el dia 9 al dia 13.

N° parejas Sobreviday Demi-embriones muertos o adheridos
de demi- diametro de ambos - - - -
embriones demi-embriones (%) 10 2demi-embriones 10 2demi-embriones
muertos (%) adheridos (%)
30 22 (73,3) 3 (10) 5(16,7)
Didmetro Didmetro

similar (%) diferente (%)
14 (63,6) 8 (36,4)

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 9. Evaluacion de la similitud de los demi-embriones al dia 13 del desarrollo. A:
promedio del diametro de los demi-embriones; B-C: imagen representativa de demi-
embriones con tamafio similar (diferencia de diametro de 4% (B) y 13% (C)); D: imagen
representativa de demi-embriones con diferentes tamafios (39%). El eje Y indica el valor
minimo y maximo de cada variable (parametro). Los valores dentro del grafico indican
promedios por grupo. Los demi-embriones derivados de un blastocisto fueron asignados
aleatoriamente a los grupos 1 0 2 (G1 y G2). Fuente: Elaboracién propia.
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Al dia 13, veinticuatro demi-embriones fueron congelados de forma individual para el
andlisis de expresion génica. Los demi-embriones generados a partir del mismo blastocisto
fueron asignados aleatoriamente en dos grupos (G1 o G2). En este experimento, para el
andlisis de la expresion génica se seleccionaron siete genes al azar (OCT4, SOX2, BAX,
CDX2, TP1, TKDP1 y EOMES). Dos demi-embriones generados a partir de diferentes
blastocistos no amplificaron dentro de la regién cuantificable de la curva estandar para el
gen constitutivo utilizado como normalizador; esos dos demi-embriones y sus contrapartes
fueron excluidos del analisis. EOMES no se detecté en los demi-embriones y SOX2 solo se
expresd en dos pares de demi-embriones; los otros genes se expresaron en todas las
muestras con diferencias estadisticamente significativas entre los grupos G1 y G2 (Figura
10), excepto el gen BAX, donde no se observaron diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura 10. Analisis de la similitud en la expresion génica entre los demi-embriones al dia
13 de desarrollo. Los demi-embriones derivados del mismo blastocisto fueron asignados
aleatoriamente en los grupos 1 o 2 (G1 y G2). El nivel de expresién de cada gen se
normaliz6 con la expresion de ACTB medida de la misma extraccion de ARN y preparacion
de ADNCc. Letras diferentes dentro de un gréafico indican diferencias significativas con
p<0,05. Fuente: Elaboracion propia.
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Experimento 2. Evaluacion del efecto de la biparticion embrionaria en el estadio de
blastocisto sobre la capacidad de desarrollo peri-implantatorio in vitro e in vivo

Experimento 2.1: Evaluacion del efecto de la biparticion sobre la capacidad de desarrollo
peri-implantatorio in vitro hasta el dia 13 de desarrollo.

En este experimento se consideraron dos condiciones para el cultivo extendido de los

embriones desde la biparticién hasta el dia 13 de desarrollo embrionario.
Cultivo de embriones en plastico

Para este experimento se utilizé un total de 26 demi-embriones y 23 embriones control.
Para los embriones control se seleccionaron blastocistos eclosionados de edad similar a
los demi-embriones (al momento de la biparticién). Al dia 9 (momento de inicio del cultivo
extendido) los embriones bipartidos tuvieron un diametro superior a los controles (Tabla 5;
Figura 11). Esta diferencia se mantuvo hasta el dia 10 de desarrollo (Figura 11), sin
embargo a partir del dia 11 y hasta el dia 13 de cultivo no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el diAmetro embrionario o en la tasa de sobrevida (Tabla
5). En cuanto a la expresion de los marcadores trofoblasticos estudiados, se observo una
tendencia a una mayor expresion en los embriones controles siendo esto significativo solo

para los genes CDX2 y TP1 (Figura 12).
Cultivo en monocapa de células endometriales

Los datos del nimero de embriones cultivados en cada grupo (bipartido y control) asi como
la sobrevida y diametro de los embriones durante todo el cultivo se presentan en la Figura
13 y Tabla 6. No se observaron diferencias significativas en la sobrevida entre embriones
bipartidos y controles hasta el dia 13 de desarrollo. De forma general los embriones del
grupo control tuvieron un mayor diametro desde el dia 9 hasta el dia 11 de desarrollo
embrionario (p<0,05), sin embargo al dia 12 y dia 13 de desarrollo no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el diametro de los embriones de ambos
grupos (Figura 13). Tanto los embriones bipartidos como los controles tuvieron una curva
de crecimiento similar donde se observé un crecimiento lineal desde el dia 9 hasta el dia
12, sin embargo a partir de este dia se observé una disminucién en el didmetro embrionario,

similar en ambos grupos (Figura 13).
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En cuanto a la expresion génica, no se observa un patron definido entre embriones
bipartidos y controles, sin embargo similar a lo que ocurre en el sistema de cultivo
convencional, la expresion de TP1 es significativamente menor en los embriones bipartidos
(Figura 14).

Tabla 5. Desarrollo embrionario desde el dia 9 hasta el dia 13 de desarrollo in vitro en

sistema convencional (plastico).

Tipo de Total Didmetro D9 Desarrollo D13 y
_ _ : Diametro D13
embrion  cultivado (um £ DS) Muertos* Vivos**
(um = DS)
(D9) (%) (%)
Bipartido 26 323,2+50,8°  15(57,7) 11 (42,3) 368 + 119,1
Control 23 277,3 + 47" 10 (37) 13 (56,5)  532,2+214,8

* Se consideran muertos todos aguellos embriones que tengan signos visibles de
degeneracién y los que se adhirieron al plastico en algin momento durante el cultivo. a,b:
letras diferentes dentro de una misma columna indica diferencias significativas con p<0,05.
Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 11. Didmetro de embriones bovinos cultivados en sistema convencional (plastico)
desde el dia 9 hasta el dia 13 de desarrollo. Todos los embriones provienen de blastocistos
eclosionados calidad I. La comparacion de didmetro de demi-embriones y controles se
realiz6 por dia de desarrollo. * significa diferencias estadisticas entre el diametro de demi-
embriones y controles al mismo dia de desarrollo con p<0,05. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 12. Expresion génica en embriones bovinos al dia 13 de desarrollo in vitro en
sistema convencional (plastico). D13 bipartido: embriones derivados de blastocistos
bipartidos; D13 control: embriones derivados de blastocistos no bipartidos (controles).
Letras diferentes dentro de un mismo gréfico indican diferencias estadisticamente
significativas con p<0,05. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 6. Desarrollo embrionario desde el dia 9 hasta el dia 13 de desarrollo in vitro en

sistema de co-cultivo.

Tipo de Total Diametro D9 Desarrollo D13
. _ Didmetro D13
embrién cultivado (um £ DS) Muertos* Vivos**
(um = DS)
(D9) (%) (%)
Bipartido 24 2457 + 63,42 12 (50) 12 (50) 402,4 + 130,9
Control 26 401,5+114,3° 17 (65,4) 9 (34,6) 516,4 + 199,5

* Se consideran muertos todos aquellos embriones que tengan signos visibles de
degeneracion y los que se adhirieron al plastico en algiin momento durante el cultivo. a,b:
letras diferentes dentro de una misma columna indica diferencias significativas con p<0,05.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 13. Diametro de embriones bovinos cultivados en sistema de co-cultivo desde el dia
9 hasta el dia 13 de desarrollo. Todos los embriones provienen de blastocistos eclosionados
calidad I. La comparacion de diametro de demi-embriones y controles se realiz6 por dia de
desarrollo.*: significa diferencias estadisticas entre el diametro de demi-embriones y
controles al mismo dia de desarrollo con p<0,05. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14. Expresion génica en embriones bovinos al dia 13 de desarrollo in vitro en
sistema de co-cultivo. D13 bipartido: embriones derivados de blastocistos bipartidos; D13
control: embriones derivados de blastocistos no bipartidos. Letras diferentes dentro de un

mismo gréfico indican diferencias estadisticamente significativas con p<0,05.
Fuente: Elaboracion propia.
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Experimento 2.1: Evaluacion del efecto de la biparticion sobre la capacidad de desarrollo
peri-implantatorio in vivo hasta el dia 17 de desarrollo.

En este experimento, se analiz6 el efecto de la biparticion embrionaria en el desarrollo in
vivo hasta el dia 17 de desarrollo embrionario. Para ello, se realizd la colecta de los
embriones elongados derivados de blastocistos bipartidos los cuales fueron comparados
con embriones controles (Figuras 15y 16). La eficiencia de recuperacion de embriones y
el tamafio de éstos se resumen en la Tabla 7. Se recuperaron seis embriones elongados
del grupo bipartido y nueve embriones elongados del grupo control. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la tasa de recuperacion y la longitud media
de los embriones elongados entre los dos grupos. Sin embargo, cuando los embriones se
clasificaron segun su tamafio, mas de 50% de los embriones del grupo de control tenian
una longitud superior a los 100 mm, mientras que so6lo el 33% de los embriones elongados
derivados de blastocistos bipartidos alcanzaron ese tamafio (Tabla 7).

Figura 15. Embriones elongados colectados al dia 17 de desarrollo. A-B: embriones
elongados derivados de blastocistos controles (sin bipartir). C-D: embriones elongados
derivados de blastocistos bipartidos. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 16. Microfotografias de embriones elongados colectados al dia 17 de desarrollo. A-
B: embriones elongados derivados de blastocistos controles (sin bipartir). C-D: embriones
elongados derivados de blastocistos bipartidos. Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 7. Desarrollo in vivo de embriones bipartidos y controles hasta el dia 17.

Tipo de Nimero de embriones Tamafo N° de embriones por rango de tamafio
embrién Transferidos Recuperados (mm £SD) < 10mm 210y 2100 mm
(%) (%) <100 mm (%) (%)
Bipartido 16 6 (37,5) 84,5+69,3 1(16,6) 3 (50) 2(33,3)
Control 17 9(52,9) 94+776 2(22,2) 2(22,2) 5 (55,6)

Fuente: Elaboracion propia.

Ademas, en este experimento se compard el nivel de expresion de seis genes, dos
marcadores de pluripotencia (OCT4 y SOX2) y cuatro marcadores trofoblasticas (CDX2,
EOMES, TP1 y TKDP1), entre ambos grupos (embriones elongados derivados de
blastocistos bipartidos y controles). Para este analisis, se utilizaron so6lo los embriones
elongados con una longitud mayor a 10 mm. Como resultado de este analisis se obtuvo
expresion en todos los genes analizados encontrandose dentro del intervalo de
cuantificacion de la curva estandar y con una eficiencia entre 90 a 110% y un coeficiente
de correlacion de 0,9. Los marcadores de pluripotencia (OCT4 y SOX2) y los marcadores
de lafuncion trofoblastica TP1y EOMES se encontraban sub-expresados en los embriones
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derivados de blastocistos bipartidos con respecto a los controles (p<0,05; Figura 17), sin
embargo no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nivel de
expresion de CDX2 y TKDPL1.
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Figura 17. Analisis de expresion génica de embriones elongados de 17 dias de desarrollo
derivados de la transferencia de blastocistos bipartidos y controles (sin bipatrtir). Los niveles
de expresion de cada gen se normalizaron con la expresion de ACTB medida de la misma
extraccion de ARN y preparacion de ADNc. Letras diferentes dentro de un grafico indican
diferencias estadisticamente significativas con p<0,05. Fuente: Elaboracion propia.

Andlisis de expresidn génica global mediante microarreglo

Para el analisis de la expresién génica global se seleccionaron en total 10 embriones
elongados de cada grupo, 5 embriones derivados de blastocistos bipartidos y 5 derivados
de blastocistos controles. Los valores de RIN (RNA Integrity Number) permiten determinar
la calidad de las muestras en base a un rango numérico de 1 a 10. Un valor de 10
corresponde a una muestra intacta y de buena calidad y un valor de 1 corresponde a una
muestra de ARN totalmente degradada. Para los andlisis de microarreglo los valores de
RIN deben ser > 8.0. Este analisis de integridad de los ARNs arrojo valores entre 8.3y 9.2
(Figura 18), lo cual quiere decir que todas las muestras tenian ARNs de buena calidad e

integros para ser analizados mediante microarreglo.
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Como resultado del analisis del microarreglo se consideraron los genes diferencialmente
expresados aquellos que presentaron un valor de fold change <2.0 (sobre o sub
expresados). Se detect6 un total de 29.175 transcritos expresados en todos los embriones,
de los cuales 383 fueron expresados diferencialmente entre ambos grupos; 198 genes se
encontraban sobre-expresados y 185 genes fueron sub-expresados en los embriones
elongados derivados de blastocistos bipartidos (Figuras 19 y 20). Los 40 genes mas
desregulados expresados diferencialmente se presentan en la Tabla 8.

Controles Bipartidos
A A
[nt] AO(L) ' ES5 E6 E7 E8 E10 ' E2 E3 E4 E14 E15 !

2 —
4000 « — _— P — - -. — -~ B .-
% . o —_—

2000

800
00
400

RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN®
85 9.2 92 87 83 || 83 86 | 9.1 || 87 8.7

Figura 18. Analisis de la integridad de ARN por Agilent 2200 TapeStation System. Fuente:
Elaboracién propia.

m Genes igualmente expresados [Genes sobre-expresados B Genes sub-expresados

Figura 19. Descripcion general de los genes diferencialmente expresados en los embriones
elongados de 17 derivados de blastocistos bipartidos y controles. Los genes sobre y sub-
expresados se refieren a los genes desregulados en los embriones bipartidos comparados
con los controles. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 20. Agrupamiento jerarquico de todos los genes diferencialmente expresados (383
genes en total). Las columnas 1-5 representan los embriones elongados derivados de
blastocistos sin bipartir (controles) y las columnas 6-10 representan a los embriones
elongados derivados de blastocistos bipartidos. El cddigo en la parte superior de cada
columna representa el nombre de cada embrion (muestra). Las bandas de color rojo
representan sobre-expresion en las muestras en comparacion con la referencia, las de color
amarillo representan la igualdad de expresion, y las de color azul representan la sub-
expresion. Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 8. Top 40 de genes diferencialmente expresados (DEGSs) entre embriones elongados

derivados de blastocistos bipartidos y controles.

Simbolo  N° de acceso Nombre del gen Log FC Expresion
del gen *

PRSS35 NM_001035457 Protease, serine, 35 -2.941 Down
SLC38A5 NM_001015580 Solute carrier family 38, member 5 -2.766 Down
TFPI2 NM_182788 Tissue factor pathway inhibitor 2 -2.708 Down
BEX2 NM_001077087 Brain expressed X-linked 2 -2.607 Down
SLC18A2 NM_174653 Solute carrier family 18, member 2 -2.581 Down
NR4A1 NM_001075911 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 -2.466 Down
SH3BGRL NM_001035440 SH3 domain binding glutamate-rich protein like -2.213 Down
SLC1A3 NM_174600 Solute carrier family 1, member 3 -2.152 Down
MEG3 NR_037684 Maternally expressed 3 (non-protein coding) -2.119 Down
GSTM3 NM_001046560 Glutathione S-transferase mu 3 -2.107 Down
DSE NM_001113232 Dermatan sulfate epimerase -2.102 Down
MSX1 NM_174798 MSH homeobox 1 -2.07 Down
CXCL2 NM_174299 Chemokine (C-X-C moatif) ligand 2 -2.064 Down
TSPAN5S NM_001076119 Tetraspanin 5 -2.026 Down
ADAMTS9 NM_001206573 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9 -1.919 Down
ELOVL7 NM_001078042 ELOVL fatty acid elongase 7 -1.887 Down
SPON1 NM_174743 Spondin 1, extracellular matrix protein -1.867 Down
NGFRAP1 NM_001163777 Nerve growth factor receptor (TNFRSF16) associated protein 1 -1.792 Down
JAM3 NM_001105364 Junctional adhesion molecule 3 -1.735 Down
FN1 NM_001163778 Fibronectin 1 -1.541 Down
SPESP1 NM_001079773 Sperm equatorial segment protein 1 2.026 Up

UCN NM_001032301 Urocortin 1.804 Up

PLXDC1 NM_001099077 Plexin domain containing 1 1.722 Up

HK3 NM_001101929 Hexokinase 3 1.694 Up

GRK5 NM_174331 G protein-coupled receptor kinase 5 1.687 Up

FMNL2 NM_001206821 Formin-like 2 1.683 Up

GATSL2 XM_602920 GATS protein-like 2 1.56 Up
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CAMKMT NM_001105641 Calmodulin-lysine N-methyltransferase 1.557 Up
N4BP3 NM_001205742 NEDDA4 binding protein 3 1.536 Up
IRF9 NM_001024506 Interferon regulatory factor 9 1.516 Up
GPAM NM_001012282 Glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial 1.515 Up
SEC11C DV780073 SEC11 homolog C (S. Cerevisiae) 1.493 Up
SFT2D2 NM_001192122 SFT2 domain containing 2 1.475 Up
GRIA2 BC122625 Glutamate receptor, ionotropic, AMPA 2 1.459 Up
MYL1 NM_001079578 Myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast 1.445 Up
FAIM3 XM_588921 Fas apoptotic inhibitory molecule 3 1.438 Up
PRPF8 NM_001105638 Pre-mRNA processing factor 8 1.425 Up
ZSCAN20 XM_002686492 Zinc finger and SCAN domain containing 20 1.419 Up
PHF19 NM_001192715 PHD finger protein 19 1.403 Up
STARD3 NM_001193143 StAR-related lipid transfer (START) domain containing 3 1.401 Up

Up o Down, se refiere ala expresion en los embriones elongados derivados de blastocistos bipartidos
comparados con los controles. Los genes marcados con * son los que tienen mayores interacciones
determinados por el software GeneMania Prediction Server. Fuente: Elaboracién propia.

Ontologia de genes y vias de interaccion

Los términos de ontologia de genes en la lista de genes diferencialmente expresados
revelaron significativas ontologias asociadas con los siguientes términos GO en los
procesos bioldgicos: homeostasis de aniones (GO: 0055081), regulacion de la actividad
hidrolasa (GO: 0051336), transporte de nucledtidos de purina (GO: 0015865 ), metabolismo
de &cidos grasos acil-CoA de cadena larga (GO: 0035336), transporte de ribonucleétidos
de purina (GO: 0015868) y localizacion de lipidos (GO: 0010876); términos GO en funcién
molecular incluye: transporte de lipidos (GO: 0005319) vy, finalmente, términos GO en los
componentes celulares se incluyen: matriz extracelular proteica (GO: 0005578) y
componentes intrinsecos de membrana (GO: 0031224). La lista de ontologia de genes,

conteo y valores de p se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Analisis de ontologia de genes a partir de genes desregulados en embriones

elongados derivados de blastocistos bipartidos.

Conteo en la

Acceso GO Termino GO p p corregido  seleccién *
PROCESOS BIOLOGICOS
G0:0055081 Homeostasis de aniones 0.0001 0.576 3
G0:0051336 Regulacion de la actividad hidrolasa 0.0001 0.576 14
G0:0015865 Transporte de nucleétidos de purinas 0.0003 0.576 2
G0:0035336 Metabolismo de acidos grasos acyl-coA de
cadena larga 0.0003 0.576 2
G0:0015868 Transporte de ribonucleétidos de purinas 0.0003 0.576
G0:0010876 Localizacion de lipidos 0.0003 0.576
FUNCION MOLECULAR
G0:0005319 Actividad transportadora de lipidos 0.0001 0.576 4
COMPONENTE CELULAR
G0:0005578 Matriz extracelular proteica 0.0002 0.576 8
G0:0031224 Componentes intrinsecos de membrana 0.0002 0.576 40

*El conteo en la seleccién se refiere al nUmero de genes involucrados en cada termino GO.
Fuente: Elaboracién propia.

Los top-40 genes diferencialmente expresados que figuran en la Tabla 8 fueron cargados

en el programa GeneMania Prediction Server para determinar las posibles interacciones

entre ellos. De todos los genes analizados, s6lo uno (MEG3) no fue reconocido por el

programa y 38 de 39 genes analizados estaban conectados. La interaccion predominante

fue co-expresion (74.76%). La red de interaccién se muestra en la Figura 21. A partir de la

red de interaccién, 22 genes con las mayores interacciones (situados en el interior de la

imagen; encerrados en la linea roja) fueron seleccionados para un andlisis mas profundo

de la importancia en el desarrollo, utilizando GeneAnalytics (de GeneCards Suites

(http://geneanalytics.genecards.org/)).
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Figura 21. Redes de interaccion obtenidas con el programa Gene Mania Prediction Server.
En la figura se muestras las interacciones de los 38 genes con mayor diferencia de
expresion en el microarreglo. De los 40 genes mas diferencialmente expresados, el gen
MEG3 no fue reconocido por el programa y el gen GATSL2 no tenia interacciéon con los
otros genes. Los colores de las conexiones sugieren el tipo de interaccion que se muestra
en la leyenda de la figura. Los genes encerrados dentro de la linea roja (n = 22) son los que
tienen las interacciones mas altas y fueron llamados arbitrariamente como genes centrales,
mientras que los que estaban por fuera de la linea roja presentando menos interacciones
fueron llamados genes periféricos (n = 16 genes). Fuente: Elaboracion propia.
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Validacion del microarreglo mediante qRT-PCR

Se analizaron por gqRT-PCR 10 genes expresados en el microarreglo, uno de ellos
igualmente expresado y 9 genes desregulados entre ambos grupos de embriones (Figura
22). El perfil de expresion génica de los genes seleccionados determinado por RT-qgPCR
coincidié exactamente con los resultados del microarreglo. La expresion de todos los genes,
exceptuando CDX2 fueron estadisticamente diferentes entre ambos grupos (p < 0,05). En
todos los casos existe una fuerte correlacion lineal entre el LogFC en el microarreglo y los
valores de Log qRT-PCR (r = 0,93, P <0,05; Figura 23). La lista de genes seleccionados
para la validacion y los datos de microarreglo y gRT-PCR se muestran en la Tabla 10.

Validacion del microarreglo
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PLXDC1 GRKS GATSL CAMKMT PRSS35 TFPR2 SLC18A2 NR2A SH3BGRL CcoX2

mlog FCarray < Llog qRT-PCR (r=0.93, P< 0'05)

Figura 22. Validacién del microarreglo mediante gRT-PCR usando la expresion relativa de
genes seleccionados. La expresion de cada gen en los embriones derivados de blastocistos
bipartidos fue comparado con la expresiébn de los embriones sin bipartir (controles:
calibrador). HMBS y SF3A1 fueron utilizados como genes constitutivos en todos los analisis
de gRT-PCR. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 23. Analisis de correlacion para la validacion del microarreglo mediante qRT-PCR.
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 10. Resultados de los gqRT-PCR de los genes seleccionados para la validacion del

microarreglo.

Expresién en

Nombre N° de acceso microarreglo Log FC en LoggRRT- Valor de p
del gen (Bipartido v/s Control) microarreglo en gRT-PCR
PLXDC1 NM_001035024 Sobre-expresion 1,7218103 1,833983 0.0154
GRK5 NM_001075127 Sobre-expresion 1,6873214 0,831877 <0.0001
GATSL NM_001082426 Sobre-expresion 1,5600729 0,201634 <0.0001
CAMKMT NM_001345127 Sobre-expresion 1,5571896 0,297485 0.0001
PRSS35 NM_001031750 Sub-expresién -2,9407911 -3,533326 0.0001
TFPI2 NM_001099043 Sub-expresioén -2,7084732 -2,831358 0.0001
SLC18A2 NM_001046082 Sub-expresién -2,5808525 -2,949868 0.0001
NR4A NM_174550 Sub-expresion -2,4660408 -4,875354 0.0001
SH3BGRL NM_003459043 Sub-expresién -2,2134132 -4,512563 0.0001
CDX2 NM_001206299 Igual expresion -0,056 -0,175924 0,1062

Fuente: Elaboracion propia.

Experimento 3. Efecto de los niveles de expresion de los marcadores de pluripotencia
(OCT4, SOX2 y NANOG) en estadio de blastocisto sobre el potencial de desarrollo

embrionario bovino peri-implantatorio.

En este experimento se evalud el potencial predictivo de los niveles de expresiéon de los
marcadores de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG sobre la capacidad de desarrollo
embrionario hasta estadio peri-implantatorio. Para ello se utilizé un sistema de extension
del cultivo embrionario hasta el dia 13 de desarrollo. En un experimento previo se evaluaron
dos sistemas de cultivo extendido 1) Cultivo sobre plastico con medio SOFaa (placas de
cultivo Nunc) y 2) Cultivo sobre monocapa de células endometriales con medio SOFaa
como se describe en “Materiales y Métodos”. Sin embargo se determiné que el sistema de
co-cultivo en células endometriales fue perjudicial para el desarrollo embrionario después
del dia 12 de desarrollo, por lo que en este experimento de evaluacion de marcadores de
pluripotencia solo se analizaron los datos obtenidos del sistema convencional, cultivo en

plastico.
Andlisis a partir de resultados de embriones cultivados sobre plastico

Se bipartieron 59 blastocitos D8 generando 26 parejas de demi-embriones con similar

morfologia en cuanto a didmetro total y presencia de MCIl. De cada pareja de demi-
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embriones, uno de ellos se utilizé para el andlisis de expresién génica en estadio de
blastocisto mientras que su contraparte se mantuvo de forma individual en sistema de
cultivo extendido hasta el dia 13 de desarrollo. Conjuntamente se cultivaron 23 embriones
controles (no bipartidos) para evaluar el efecto de la biparticion sobre el desarrollo lo cual
se menciona previamente en el experimento 2.1 (Tabla 5). De los 26 demi-embriones
cultivados, once continuaron su desarrollo hasta el dia 13, de forma similar a los controles.
Los demi-embriones D9 utilizados para el andlisis de expresion génica se dividieron en dos
grupos 1) cuya contraparte no se desarroll6 hasta el dia 13 de cultivo in vitro (D9 sin
desarrollo a blastocisto) y 2) cuya contraparte si se desarrollé similar a los controles (D9

con desarrollo a blastocisto).

El analisis de expresién génica de los marcadores de pluripotencia entre estos grupos de
embriones mostré un incremento significativo (p < 0,05) en los niveles de expresion de
SOX2 y NANOG en los demi-embriones cuya contraparte no se desarrollé correctamente
in vitro (Figura 24). Esto coincide con la correlacion negativa que se observa entre la
expresion de SOX2 en los demi-embriones al D9 de desarrollo y la sobrevida de sus
contrapartes hasta el dia 13 (r=-037, p= 0,03). Ademas, se determin6é una disminucion
significativa en los niveles de expresion de los tres marcadores de pluripotencia entre el

estadio de blastocisto y el dia 13 de desarrollo (Figura 25).

Ademas, se realizd un cociente entre la expresion de SOX2 y OCT4 entre los embriones
gue lograron desarrollarse hasta dia 13 y los que no, como resultado se obtuvo que el
cociente fue de 1,1 en los embriones gque lograron desarrollarse, lo cual quiere decir que en
este grupo de embriones la expresion de SOX2 y OCT4 fue similar. Por el contrario, el
cociente en los embriones que no lograron un buen desarrollo fue de 2,3. Esto demuestra

una mayor expresiéon de SOX2 con respecto a OCT4.

Se realiz6 un analisis de correlacion entre la expresion de los marcadores de pluripotencia
en el estadio de blastocisto y el diametro asi como con la expresién de los marcadores
trofoblasticos en las contrapartes al dia 13 de desarrollo. Este analisis indic una correlaciéon
positiva entre la expresién de OCT4 y el diametro embrionario asi como entre la expresiéon
de SOX2 y la expresion de TP1 al dia 13 y finalmente la expresién de NANOG vy la expresion
de EOMES y FGF4 al dia 13 de desarrollo embrionario (Tabla 11).

75



ocT4 NANOG S0X2
8- 3,34 A 17, A
p=0,02
@ — © ©
= p=0,12 2 =0,004 £
=N g 241 P £ a8 r=-037, p= 0,03
° T °
4 o 4
:5 44 :E 1.6 :5 58
8 8 8
o 20,8 S 29
i i & B
5 =
0 0.0 0
D9 sin D9 con D9 sin D9 con D9 sin D9 con
desarrollo desarrollo desarrollo desarrollo desarrollo desarrollo

Figura 24. Expresion relativa de genes de pluripotencia en demi-embriones de dia 9 de

desarrollo cuya contraparte no (D9 sin desarrollo) o si se desarroll6 (D9 con desarrollo)

hasta el dia 13 de cultivo in vitro. Letras diferentes dentro de un mismo gréafico significa

diferencia estadisticamente significativa con p <0,05. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 25. Expresion relativa de genes de pluripotencia en demi-embriones al D9 que

lograron un buen desarrollo hasta el dia 13 y sus contrapartes al dia 13. Fuente: Elaboracion

propia.

Tabla 11. Analisis de correlacion de la expresién de los marcadores de pluripotencia al D9

de desarrollo con diametro embrionario y expresion de genes trofoblasticos al D13 de

desarrollo de las contrapartes.

Dia 13 de desarrollo

Parametro .. .. .. .. .. ..
de evaluacién Diametro Expresion Expresion Expresion Expresion | Expresion
del embrion TP1 Eomes FGF4 CDX2 TKDP1
o |Nivelde
3 L. r=0,6; p=0,01 sC sC 8C 8C sC
= [Expresion OCT4
@
&? [Nivelde
o SC r=0,47; p=0,04 SC sC SC sC
8 Expresion SOX2
@ |Nivelde
a . 8C 8C r=1; p<0,001 | r=0,65y p=0,02 8C 8C
Expresion NANOG

SC: se refiere a que no hubo correlacion. Fuente: Elaboracion propia.
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4. DISCUSION

Biparticién de blastocistos bovinos producidos por fecundacion in vitro.

La biparticion de embriones ha sido utilizada para incrementar el nimero de embriones
disponibles y asi aumentar el numero de descendencia viable en diferentes especies
(Piccard et al., 1985; Heyman et al., 1998; Schramm y Paprocki, 2004; lllmensee et al.,
2010; Tang et al., 2012). Sin embargo, no todos los embriones derivados de la biparticion
generan una prefiez exitosa (Williams et al., 1984; Seike et al., 1989; Schramm y Paprocki,
2004; Tang et al., 2012). La biparticion de embriones es en teoria, la manera mas simple
de generar gemelos idénticos y fue incorporada al conjunto de técnicas de reproduccién
asistida en los afios ochenta (Willadsen y Polge, 1981; Ozil, 1982; 1983; Williams et al.,
1984). Hasta ahora, el procedimiento mas aceptado es bipartir los embriones manualmente
después de la compactacion (moérula o blastocisto) con la ayuda de un micro bisturi y bajo
un estereomicroscopio (Skrzyszowska et al., 1997). A pesar de la simplicidad relativa, esta
herramienta no cumplié con el esperado éxito econémico que se preveia. Por otro lado, la
biparticion embrionaria en diferentes etapas de desarrollo puede afectar el potencial de
desarrollo de cada embrién derivado, debido a la manipulacién. Factores como la propia
biparticion (Mertes y Bondioli; 1985), la etapa de desarrollo del embrién al momento de la
biparticion (McEvoy y Sreenan, 1990; Vajta et al., 1997; Abolfazl et al., 2010; Velasquez et
al., 2016), calidad embrionaria (Brem et al., 1984; Velasquez et al.,, 2016), método de
transferencia embrionaria (Takeda et al., 1986) y la sincronizacion de la hembra receptora

(Bredbacka et al., 1992), afectan el resultado y el éxito final del procedimiento.

En el experimento 1 se demostr6é que la biparticion de blastocistos al dia 8 de desarrollo
produce demi-embriones razonablemente similares en términos de capacidad de desarrollo
y expresion génica. Primero se analizé la tasa de sobrevida de ambos demi-embriones
generados después de la biparticién de blastocistos de diferentes dias de desarrollo (7, 8 0
9) y diferentes estadios (temprano, expandido y eclosionado). De este experimento se
concluyé que los blastocistos eclosionados, independiente del dia de desarrollo, son menos
susceptibles a la biparticién y fueron los que generaron la tasa mas alta de sobrevida de
ambas mitades (demi-embriones). El blastocisto eclosionado es un embribn mas
competente que ha sido naturalmente seleccionado ya que no todos los blastocistos
tempranos o expandidos tienen la capacidad o competencia de eclosionar y continuar su

desarrollo. Por otra parte, basado en nuestra experiencia, la ausencia de la zona pelucida
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simplifica la biparticion manual; el embridén eclosionado es menos “resbaladizo” y se adhiere
ligeramente al fondo de la placa a diferencia de los blastocistos bipartidos en estadio
temprano o expandido (aun con zona pelucida), de esta forma se facilita el posicionamiento
del microbisturi y asi es posible realizar una biparticibn mas homogénea del embrién (se
consigue una biparticion que permite tener MCl en ambas mitades). Un reporte previo
demostré que la biparticion de blastocistos eclosionados reducia la muerte celular e

incrementaba la sobrevida de los demi-embriones (Skrzyszowska et al., 1997).

Otros estudios sugieren que los embriones son mas resistentes a la manipulacién como es
la toma de biopsias de blastémeras a medida que tienen un mayor niamero de células (Vajta
et al., 1997; Abolfazl et al., 2010). En ratones, se demostré que la biparticion de embriones
en una etapa temprana de desarrollo (cuatro células), incrementaba el nimero de
blastocistos pero no el porcentaje de embriones de buena calidad (grado I) (Tang et al.,
2012). En este reporte los autores confirman hipétesis previas que sugieren que las
blastbmeras de un embrion tienen diferentes potenciales de desarrollo. En bovinos, las
biopsias de blastomeras han sido utilizadas para el sexaje de embriones y para el
diagndstico genético pre-implantatorio (El-Sayed et al., 2006; Zoheir y Allam, 2010). Al igual
gue en humanos, en bovinos el momento de la biopsia (etapa embrionaria) se correlaciona
con la sobrevida y posterior calidad embrionaria (Vajta et al., 1997; Abolfazl et al., 2010).
En esta especie, el mejor momento para la remocion de blastémeras individuales es dia 4
de desarrollo antes de la compactacién. Los embriones biopasiados en este momento
tienen mayores tasas de desarrollo a blastocitos y sobrevida sobrevida después de la
vitrificacion que aquellos embriones biopsiados antes del dia 4 (Vajta et al., 1997; Abolfazl
et al., 2010). Sin embargo, estos autores sugieren que la toma de biopsia por biparticién
tiene mayor éxito si los embriones son manipulados en etapas mas avanzadas con un
mayor nimero de células. Esto procedimiento no solo garantizaria un mayor desarrollo
embrionario, también permitiria obtener un tamafio de muestra mas grande vy
representativa, lo cual facilita su procesamiento para el diagndstico molecular. No obstante,
es importante mencionar que el momento de la toma de biopsia va a depender de la

pregunta bioldgica y el diagndstico que se quiere realizar.

En algunas especies como es el caso de bovinos, la evaluacion embrionaria se realiza en
la etapa de blastocisto, siendo este el momento cuando los embriones se clasifican para la
transferencia a una hembra receptora. Desde el punto de vista del programa de desarrollo,

en este punto ocurrieron procesos biologicos cruciales (EGA, compactacion y primera
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diferenciacion celular) que tienen un impacto significativo en la continuidad del desarrollo.
La primera diferenciacion celular genera la formacion del MCl y el TB, lo que lleva a la
secrecion de las primeras sefiales de reconocimiento de la gestacion como el interferén tau
(TP1) (Viebahn, 1999; Degrelle et al., 2005; Roberts et al., 2008). Asi, la biopsia del
blastocisto aparece como una posibilidad tentadora para el estudio de perfiles de expresién
génica y predecir el futuro desarrollo del embrién (Hoelker et al., 2006). Sin embargo, en el
proceso de realizacién de una biopsia de blastémeras, solo se puede obtener informacién
parcial en términos de expresién génica, ya que se obtienen células del MCl o del TB, pero
no de ambas partes. En cambio esto se puede lograr facilmente si se obtienen mitades en

vez de biopsias de blastocistos individuales via biparticion embrionaria.

En este trabajo, la mayoria de los demi-embriones re-expandieron normalmente después
de la biparticiobn, manteniendo una morfologia similar (presencia de MCI y diametro
adecuado) y mostraron un patrén de expresion génica similar. Este resultado demuestra
gue durante las primeras 12 horas después de la biparticion no hay cambios significativos
en los demi-embriones derivados de un solo blastocisto, y en este punto, estos pueden ser
considerados embriones homogéneos o morfolégica y genéticamente similares, con la
misma competencia de desarrollo (Albihn et al., 1990). Sin embargo, 12 horas después de
la biparticién, la mayoria de los demi-embriones son mas pequefios en diametro que los
embriones originales (datos no mostrados). No obstante, el diAmetro embrionario a la etapa
de blastocisto no se correlaciona con el nUmero de células del trofoectodermo, del MCI o el
numero total de células como tampoco con las caracteristicas de desarrollo posteriores a la

transferencia del embrion (Hoelker et al., 2006).

Con el objetivo de verificar el efecto a largo plazo de la biparticién, se evalu6 el potencial
de desarrollo y similitud al dia 13 de desarrollo de ambos demi-embriones derivados de un
blastocisto eclosionado. Para esto, parejas de demi-embriones morfolégicamente similares
fueron mantenidos en cultivo y evaluados al dia 10 y dia 13 de desarrollo. La ventaja de un
cultivo extendido en el tiempo (hasta dia 13) de los demi-embriones radica en la posibilidad
de incrementar el periodo de observaciones y la ventana de desarrollo para estos
embriones. Anteriormente, otros grupos reportaron que el cultivo in vitro extendido sirve
como herramienta para evaluar el potencial de desarrollo de embriones bovinos mas alla
del estadio de blastocisto al dia 7 (Voelkel et al., 1985; Machado et al., 2013). En nuestra

experiencia, los embriones bovinos pueden mantenerse en cultivo durante el periodo
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correspondiente a la tapa ovoide, manteniendo una morfologia concordante con este

periodo.

Inmediatamente después de la biparticion, la mayoria de los demi-embriones presentaron
células trofoblasticas visiblemente degeneradas (picnéticas y sin definicion de membrana);
sin observarse diferencias estadisticamente significativas en el diametro de los embriones
o el numero total de células al dia 10. Al dia 11, los demi-embriones derivados del mismo
embrién comenzaron a mostrar morfologia y crecimiento independientes, donde en varios
casos, uno de ellos colapsé o redujo la velocidad de crecimiento y termind como un embrién
pequefio comparado con su contraparte. Este hecho es confirmado al dia 13 cuando menos
del 65% de los pares de demi-embriones mantuvieron un tamario similar con una diferencia
de tamafio de menos del 20%. Sin embargo, al final del periodo de cultivo evaluado, hubo
una mejora general de la calidad embrionaria, manifestada al dia 13, ya que la mayoria de
los demi-embriones mostraron un trofoblasto bastante compacto con una superficie muy
definida. En humanos, la remocioén de una blastomera en la etapa de 6 a 8 células demostré
gue aungue la biopsia no afecta la tasa de primera division, si retarda temporalmente el
desarrollo del embridn; sin embargo, estos embriones se recuperan y eclosionan de la zona
pelicida al mismo tiempo que los controles no biopsiados, aunque con un tamafio

significativamente menor (Kirkegaard et al., 2012).

Adicionalmente, de los cinco genes que fueron estudiados, cuatro de ellos fueron
diferencialmente expresados en los grupos 1 y 2, lo que sugiere que al dia 13, los demi-
embriones derivados del mismo blastocisto no conservan la similitud en el perfil de
expresion génica. En el caso de EOMES, este marcador no fue detectado en ninguno de
los embriones de este experimento. Esta falta de expresion podria ser una consecuencia
del procedimiento de cultivo in vitro o bien podria tratarse de un error técnico porque en el

experimento 3, si fue posible detectar EOMES al dia 13 de desarrollo.

En un estudio anterior, se comparé la expresion de un conjunto de genes de embriones
bovinos al dia 14, producidos in vivo, in vitro y transferidos al dia 7 a hembras receptoras o
cultivados posterior a la eclosiéon (PHD-post hatching develompment). Estos autores
encontraron que los embriones del sistema PHD mostraron una expresién mas alta de los
genes PLACS8, SOD2 y SLC2A3 en comparacion con los embriones que se desarrollaron in
vivo por al menos unos pocos dias (Machado et al., 2013). En nuestro estudio, los
embriones bipartidos transferidos a receptoras expresaron EOMES al dia 17 de desarrollo.

De manera similar a EOMES, SOX2 no fue expresado en la mayoria de las muestras
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estudiadas, pero fue expresado y cuantificado en todos los embriones elongados in vivo.
Estos resultados demuestran que el estrés de las condiciones de cultivo in vitro puede
afectar la competencia de desarrollo de los embriones, por lo tanto es razonable esperar un
efecto del cultivo prolongado in vitro en la capacidad de desarrollo y perfiles de expresion
génica de los embriones. Sin embargo, la ausencia de modelos adecuados de elongacién
in vitro de embriones en especies de implantacion tardia, nos llevé a probar un sistema
intermedio en el cual los embriones puedan permanecer por periodos mas extendidos y

lograr sobrevivir.

Efecto de la biparticion sobre la capacidad de desarrollo peri-implantatorio

Los embriones producidos in vitro, por lo general se evallan al dia 7 de desarrollo y es en
este periodo donde se concentran la mayoria de las investigaciones. Sin embargo, existen
pocos estudios centrados en las etapas posteriores a la eclosién del blastocisto, que es
donde se produce el mayor nimero de pérdidas de gestacion (Bertolini et al, 2002; Diskin
y Morris, 2008; Alexopoulos y French 2009; Clemente et al., 2011; Mamo et al., 2011). Por
lo tanto, el estudio de los embriones en estas etapas proporciona informacién importante

con respecto al desarrollo embrionario.

En el experimento 2 se evalud la capacidad de desarrollo peri-implantatorio in vitro de
blastocistos posterior a la biparticion, cultivados en plastico y en co-cultivo con células
endometriales, en términos de diametro y expresion génica. Se ha demostrado que
blastocistos con mayor diametro tienen un mejor potencial de desarrollo que los blastocistos
de menor diametro (Racowsky et al. 2003). El experimento realizado en plastico mostré que
al dia 9 (momento de inicio del cultivo extendido) los embriones bipartidos tuvieron un
didmetro superior a los embriones controles, esto debido probablemente a un efecto de la
rigurosa seleccibn de los mejores embriones para la biparticion, por lo que no es
considerado como un efecto de la biparticibn como tal. Posterior a la biparticion, los demi-
embriones, tanto controles como bipartidos, tuvieron un crecimiento lineal similar a lo
reportado por van Leeuwen y colaboradores el afio 2015. Sin embargo, en los embriones
bipartidos esta tendencia se modificé a partir del dia 11, desde ese momento, los demi-
embriones comenzaron a tener una menor tasa de crecimiento, mientras que los embriones
controles continuaron su crecimiento lineal. Esta tendencia de los demi-embriones podria
estar mostrando un efecto negativo tardio de la biparticion, que no se observa durante los

primeros dias de cultivo.
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En cuanto a la expresion de los marcadores trofoblasticos estudiados, se observé una
tendencia a una mayor expresion en los embriones controles siendo esto significativo solo
para los genes CDX2 y TP1. Sin embargo, esto podria tener trascendencia para la
continuidad del desarrollo de los embriones bipartidos ya que CDX2 es el marcador mas
temprano para la determinacion trofoblastica y por tanto es imprescindible para mantener
la funcion de este tejido. Ademéas, CDX2 es un elemento clave que determina la activacion
de células del trofoblasto para la expresion de TP1 (Sakurai et al., 2009). Por otra parte,
TP1 es secretado por las células mononucleares del trofoectodermo y es la principal
citoquina implicada en el proceso de reconocimiento embrio-materno en rumiantes
(Imakawa et al., 2004). Una disminucion en la expresién de este gen podria comprometer

el éxito de la implantacion y la continuidad del desarrollo.

El experimento realizado en co-cultivo con células endometriales mostré una disminucion
en el diametro embrionario a partir del dia 12 en ambos grupos (bipartidos y controles). Esto
puede ser el resultado del sistema de co-cultivo. Coincidentemente con esa etapa del
cultivo, las células comenzaron a mostrar cambios morfolégicos y desprendimiento de la
placa de cultivo, lo que podria indicar un agotamiento de nutrientes en el medio de cultivo
0 un incremento en productos de desecho perjudiciales para los embriones. Estos cambios
podrian contribuir negativamente al crecimiento embrionario por lo que la reduccion en el
didmetro en ambos grupos podria ser una consecuencia del sistema de cultivo mas que de
la competencia embrionaria. Estos resultados son contradictorios a lo observado en un
estudio realizado en ratones, donde tras el co-cultivo de embriones con células
endometriales, se observo que tanto el recuento celular como el didmetro de los blastocistos
fue significativamente mayor en los grupos co-cultivados con células endometriales que en
el grupo control (Azadbakht y Valojerdi, 2008). Ademas, recientemente se ha descrito que
el co-cultivo con células epiteliales oviductales y vesiculas extracelulares (EVs)
provenientes de estas células, tienen un efecto positivo en la calidad de embriones
producidos in vitro, sugiriendo una comunicacion funcional entre el oviducto y el embrién en
estadios tempranos de desarrollo (Lopera-Vasquez et al., 2016). Sin embargo, en un
estudio realizado por Goff y Smith en 1998, se obtuvieron resultados similares a los
nuestros. Estos investigadores co-cultivaron embriones utilizando células epiteliales
oviductales y células endometriales y ademds realizaron co-cultivo con células
endometriales suplementadas con progesterona y estradiol. Los resultados de este

experimento mostraron que en ambos sistemas de co-cultivo se obtuvo desarrollo hasta
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blastocisto, no obstante el tamafio de estos fue significativamente menor en los embriones

cultivados en células endometriales.

En general y basado en los resultados obtenidos en este experimento, se podria decir que
la biparticion tiene un efecto sobre el desarrollo embrionario que no es observable en el
corto plazo pero si en un periodo mas avanzado pero que involucra una etapa
transcendental que se refiere a la comunicacion embrio-materna. Para comprobar esta
hipotesis se realizdé un experimento in vivo, donde se transfirieron embriones bipartidos y
no-bipartidos (controles) a hembras receptoras previamente sincronizadas. Los embriones
fueron posteriormente colectados al dia 17 de desarrollo. Se evalud el efecto de la
biparticion sobre la competencia embrionaria comparando la longitud del embrién y la

expresion génica en dichos embriones.

Con respecto a la tasa de recuperacion de embriones elongados, esta fue menor en los
embriones provenientes de blastocistos bipartidos, sin embargo no se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos de embriones. No obstante, otros resultados
en la literatura utilizando este procedimiento son bastante inconsistentes, por lo que la tasa
de recuperacién podria no ser considerado como un buen parametro para determinar la
calidad embrionaria (Bertolini et al., 2002; Alexopoulos y French, 2009; Rodriguez-Alvarez
et al., 2010a; Machado et al., 2013). Por otra parte, en ambos grupos de embriones
elongados (bipartido y control) se recuperaron embriones con diferentes tamafos y se
observé un tamafio promedio similar al dia 17 de desarrollo. Este resultado esta en
concordancia con estudios previos que describen una alta variabilidad en tamafio entre
embriones elongados de la misma edad (Bertolini et al., 2002; Maddox-Hyttel et al., 2003;
Clemente et al., 2009; Rodriguez-Alvarez et al., 2010a; Machado et al., 2012). Sin embargo,
en nuestro experimento la mayoria de los embriones elongados derivados de blastocistos
bipartidos tuvieron una longitud menor a 100 mm; no esta claro si esto puede afectar la
implantacién futura del embrién, pero podria estar reflejando un efecto negativo de la
biparticion en el desarrollo embrionario. Esto concuerda con lo descrito por Betsha vy
colaboradores en 2013, ellos observaron que embriones elongados producidos por

transferencia nuclear soméatica eran mas pequefios que los embriones controles.

En el estudio de genes individuales se encontré que los marcadores de pluripotencia OCT4
y SOX2 asi como dos marcadores trofoblasticos, EOMES y TP1, se encontraron sub-
expresados en los embriones bipartidos. En bovinos, pareciera ser que OCT4 no es solo

responsable del mantenimiento de la pluripotencia de las células embrionarias. Este gen
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también se encontraba expresado en trofoblasto de embriones bovinos en la etapa
filamentosa, lo que sugiere una contribucibn al mantenimiento de un trofoblasto
indiferenciado compatible con una proliferacién celular activa durante la elongacién
(Degrelle et al., 2005). La sub-expresion de OCT4 en los embriones bipartidos podria
apuntar a una diferenciacion temprana del trofoblasto, contribuyendo a una reduccién de la
proliferaciéon celular y consecuentemente, a un acortamiento de la longitud de los
embriones. La sub-expresion de EOMES podria contribuir también a la baja proliferacion

de las células trofoblasticas en los embriones bipartidos.

TP1 es una proteina producida por el trofoectodermo de embriones bovinos y su rol es el
establecimiento de la prefiez mediante la inhibicién de la lutedlisis (Roberts et al., 1992;
Bazer et al., 1997). La reduccion en la secrecion de TP1 ha sido asociada con bajas tasas
de prefiez después de la transferencia de embriones poco competentes, como los derivados
de TNS o biparticion embrionaria (Stojkovic et al., 1999). Stojkovic y colaboradores ya en
1999 encontré una correlacion positiva entre el rea trofoblastica y la secrecién de TP1 en
embriones producidos por FIV y producidos in vivo (r=0,60 y r=0,68 respectivamente) pero
no en embriones producidos por TNS o biparticion. Similar a esto, encontramos una
correlacion positiva entre el nivel de expresiéon del ARNm de TP1 y la longitud embrionaria
en los embriones controles al dia 17 (r=0,88; p=0,02), pero no en los embriones bipartidos
(r=0,2; p=0,7). Este fenébmeno indica una obvia sub-expresién en embriones bipartidos que

causa una reducida viabilidad y competencia de estos embriones.

Ademas del estudio de genes individuales, en este experimento se realizé un estudio de
transcriptdmica global con el objetivo de determinar las vias de sefializacién mas afectadas
como consecuencia de la biparticion en el estadio de blastocisto. Encontramos 383 genes
diferencialmente expresados en embriones bovinos elongados derivados de embriones
bipartidos comparados con embriones controles. De estos, 198 genes fueron sobre-
expresados y 185 genes fueron sub-expresados en embriones bipartidos. Mediante un
analisis de g-RT-PCR se validd el procedimiento del microarreglo para los 10 genes
seleccionados, demostrandose concordancia entre los resultados del microarreglo y los
resultados del g-RT-PCR.

La transcriptdmica global representa una ventaja cuando se estudia la expresion génica en
embriones tempranos debido a que permite un rapido estudio de una gran cantidad de
genes, incluso si la muestra de interés contiene pequefias cantidades de material genético.

Sin embargo, el andlisis de los resultados de microarreglo requieren un enfoque complejo
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y este debe centrarse en los genes que estdn ampliamente desregulados (top 40 del
estudio) y su significado biolégico, ontologia de genes (GO) y red de interacciones entre
ellos. Por lo tanto, se encuentra fuera de los objetivos de este trabajo discutir la funcién
biolégica de todos los genes diferencialmente expresados individualmente, en su lugar se

realiz6 un andlisis general de las vias y mecanismos desregulados.

En el analisis de GO, varios procesos bioldgicos se vieron afectados por el proceso de
biparticion, los que incluyen la homeostasis anidnica, actividad hidrolasa, transporte de
purinas y localizacion y metabolismo de lipidos. La actividad transportadora de lipidos y
componentes intrinsecos de membrana fueron las funciones moleculares y componentes
celulares mayormente afectados. Nuestros resultados, estan en concordancia con otros
andlisis transcriptémicos de embriones elongados que muestran en general que similares
desregulaciones de procesos bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares,
aunque utilizando otros disefios experimentales (Rodriguez-Alvarez et al., 2010a; 2010b;
Gad et al., 2012; Betsha et al., 2013).

Utilizando el servidor de predicciones “Gene Mania” se maped la red de interacciones de
los genes diferencialmente expresados. Para un analisis mas detallado, la red global de
interacciones fue dividida en dos fracciones; 1) genes ubicados centralmente y 2) genes
ubicados periféricamente. El objetivo de esto fue enfocarse en aquellos genes que
mostraron mayores interacciones (ubicados centralmente en la figura 3). En general, la
mayoria de los genes ubicados en esta area se encontraban sub-expresados en los
embriones bipartidos (15 de 22 genes). Ademas, se identificaron 3 vias que resultaron estar
mayormente afectadas en los embriones bipartidos: la via de las integrinas (JAM3, FN1,
CXCL2), degradacion de la matriz extracelular (ADAMTS9, JAM3, FN1) y la via de

transporte de glucosa y otros azlcares (Familia SCL).

La via de las integrinas es crucial durante el proceso de reconocimiento embrio-materno e
implantacién (Blomberg et al., 2008). Las integrinas permiten la interaccién célula a célula
y juegan un rol importante en la transduccion de sefiales, lo que puede gatillar la
diferenciacién trofoblastica y migracién celular (Das et al., 2002; Jaeger et al., 2005). En
algunos casos, JAM3 (junctional adhesion molecule 3; -1,735) se ha visto involucrada en la
formacion de uniones estrechas y el control del traspaso de agua. Las uniones estrechas
juegan un rol crucial durante la elongacion de los embriones y la adhesion al endometrio
durante la implantacion en ovinos (Satterfield et al., 2007). En ratones, JAM2 es un

importante paralogo de JAM3, y media la interaccion entre los blastocistos eclosionados y
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el endometrio (Su et al.,, 2012). JAM2 ha sido encontrado altamente desregulado en
embriones bovinos elongados de menor calidad, como embriones clonados o producidos in
vitro en comparacion con sus contrapartes producidos in vivo, demostrando un gran efecto
de la manipulaciéon embrionaria temprana en la interaccion célula a célula durante el periodo

de elongacion (Tesfaye et al., 2007; Betsha et al., 2013).

Igualmente, FN1 (fibronectin; -1541), estd involucrado en las vias de integracion y
degradacion de la matriz extracelular, es expresada en el endometrio bajo el efecto de la
progesterona y media la migracion y adhesioén de las células de la decidua y ademas inhibe
la invasion del trofoblasto en humanos (Dominguez et al., 2015). CXCL2 (chemokine (C-X-
C motif) ligand 2; -2,064) estd relacionado con respuestas inflamatorias e
inmunomodulacion durante la prefiez en humanos (Huang et al., 2013). En cerdos, CXCL2
es expresado en la placenta y podria jugar un rol durante la prefiez temprana regulando el
desarrollo fetal (Kim et al., 2010). También CXCL2 es expresado en células del cimulos de
ovocitos humanos y su expresion se relaciona negativamente con la maduracion del ovocito
(Huang et al., 2013). Sin embargo, no existen evidencias de la expresién de este gen en
ningun estado, por lo que permanece poco claro si la regulacién de CXCL2 en embriones

bipartidos en este trabajo podria ser perjudicial para el futuro desarrollo o implantacion.

ADAMTS9 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 9; -1.919) codifica
una proteina miembro de la familia de desintegrinas y metaloproteinasas con motivo
trombospondina. Los miembros de esta familia comparten distintos médulos de proteinas,
incluyendo una region pro-péptido, un dominio metaloproteinasa, un dominio tipo
desintegrina y un motivo trombospondina tipo 1 (TS). La expresion de este gen podria estar
asociada con varios proceso inflamatorios, asi como con la inhibicién de la angiogénesis,
crecimiento normal, fertilidad y morfologia (Clark et al., 2000). Por ejemplo, ratones -/- para
Adamts9 no sobreviven mas alld del dia 12 de desarrollo embrionario debido a una
incapacidad de desarrollar un cordon umbilical y placenta normales (Enomoto et al., 2010;
Nandadasa et al., 2015).

En nuestro trabajo encontramos varios genes sub-expresados pertenecientes a la familia
de transportadores de solutos (familia SLC). Estos se encuentran agrupados centralmente
en el gréfico de interacciones (Figura 21). Esta es una gran familia de genes (mas de 300)
gue codifican para diversas proteinas transportadoras de solutos. De interés particular es
SCL18A2 el cual codifica para una proteina transportadora del neurotransmisor monamina

(Lawal y Krantz, 2013). Ademas de su funcién como neurotransmisor, las monoaminas han
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sido identificadas en liquido folicular y oviductal de varias especies de mamiferos (Way et
al. 2001) lo cual podria estar indicado que posee en eventos tempranos de reproduccion,
pero que aun es desconocido (Herlenius y Lagercrantz, 2001; Anitole-Misleh y Brown,
2004). Interesantemente, Tesfaye y colaboradores (2007), también encontrd este y otros
miembros de la familia SLC desregulado en embriones elongados derivados de clones
comparados con los controles producidos.

Otros genes como el TFPI2 (tissue factor pathway inhibitor 2; -2, 708) y TSPAN5
(tetraspanin 5; -2,064) participan en la activacién de la cascada de la coagulacién asociada
con la decidualizacion en humanos (Dominguez et al., 2015). MSX1 (MSH homebox 1; -
2,07) codifica una proteina que actia como un represor transcripcional durante la induccion
de interacciones célula a célula en embriones y se ha visto que es importante en el

desarrollo embrionario normal (Shetty et al., 1999; Dixon et al., 2011).

Adicionalmente, algunos genes particulares, menos involucrados en la red de interacciones,
son los que estan localizados en la periferia, estos también podrian tener roles importantes
en el desarrollo. Por ejemplo, GSTM3 (glutathione S-transferase mu 3; -2,107) se encuentra
altamente desregulado en los embriones bipartidos, este gen codifica una proteina
glutation-transferasa, la cual participa en la desintoxicacion de productos del estrés
oxidativo mediante la conjugacion con glutation (Campbell et al., 1990). DSE (dermatan
sulfate epimerase; -2,102) es un antigeno de rechazo a tumores involucrado en la
remodelacion de la matriz extracelular y contribuye al desarrollo embrionario y post natal
normal y en la homeostasis de tejidos mediante la aseguracion de la estabilidad de los
tejidos y funciones de sefalizacion (Sasatomi et al., 2002). La disminucién en la expresion
de estos genes podria tener consecuencias en el crecimiento y supervivencia de los

embriones ya que los mecanismos de detoxificacion y crecimiento podrian verse afectados.

Interesantemente, la mayoria de los genes sobre-expresados ubicados centralmente en la
red de interacciones, tienen funciones generales pero no existen datos disponibles en la
literatura de su expresion en embriones tempranos al momento de la implantacién. Sin
embargo, resulta de particular interés la alta expresion de FAIM3 (Fc fragment of IgM
receptor). El producto de este gen codifica para inhibir la apoptosis inducida por FAS
previniendo el procesamiento de CASP8, lo que podria ser indicativo de un mecanismo
compensatorio de los embriones bipartidos para contrarrestar el efecto negativo de la

biparticion en el estado de blastocisto.
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De los datos discutidos anteriormente, estos resultados indican que posterior a la biparticion
se produce un dafio significativo reflejado en la expresion génica, lo cual podria afectar la
capacidad de los embriones bipartidos de elongarse apropiadamente y posteriormente
implantarse. Es de especial relevancia la sub-expresion observada en el eje de
remodelacion de los componentes de la matriz extracelular y de los transportadores de agua
y solutos, esto es evidencia de la desregulacion de los genes localizados centralmente en
la red de interacciones. La sub-expresion de uno o varios de estos genes probablemente
puede llevar a una cascada de eventos que eventualmente podria alterar la elongacion y
por ende, perjudicar la futura implantacién del embrién. Aunque la mayoria de los datos se
han reunido del proceso de decidualizacion en humanos, se puede especular que una

situacion similar podria ocurrir para esta funcién en otros mamiferos.

Efecto de los niveles de expresion de los marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2
y NANOG) en estadio de blastocisto sobre el potencial de desarrollo peri-

implantatorio.

Se ha establecido que la morfologia por si sola no es un criterio adecuado para evaluar el
potencial de desarrollo embrionario (Wrenzycki et al., 2004). Durante el desarrollo
embrionario temprano, la expresion de genes especificos en cada etapa del desarrollo
promueve el avance del embrion desde un estadio al siguiente (Hamatani et al., 2004). Por
esta razon, la determinacion de la abundancia relativa de ARNm de genes importantes para
el desarrollo embrionario temprano se considera un indicador apropiado para medir la
calidad embrionaria (Wrenzycki et al., 2004; Rodriguez-Alvarez et al., 2010a; 2010b; 2013;
Velasquez et al., 2016).

En el presente trabajo se evalu6 la expresion de genes cruciales para el desarrollo
embrionario, seleccionandose marcadores del MCI y del trofoblasto. Los patrones de
expresion obtenidos en los demi-embriones D9 que lograron llevar a cabo un adecuado
desarrollo a blastocisto al D13 fueron comparados con aquellos demi-embriones que no lo
lograron. Dentro de los genes expresados en el MCI se evaluaron los marcadores de
pluripotencia OCT4, NANOG y SOX2. Por otra parte, los marcadores trofoblasticos
estudiados fueron TP1, EOMES, FGF4, CDX2 Y TKDP1. Similar a lo reportado por otros
investigadores, en todos los demi-embriones se detecto la presencia de transcritos de todos

los genes estudiados (Hall et al., 2005; Degrelle et al., 2005).
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En un estudio realizado anteriormente, se logroé reportar la cinética de expresion génica de
varios marcadores importantes en el desarrollo embrionario, al dia 7 y al dia 17 de desarrollo
en embriones producidos por fertilizacion in vitro y por clonacion somatica (OCT4, NANOG,
FGF4, EOMES y TP1) (Rodriguez-Alvarez et al., 2010a).

No obstante, en este experimento se analizaron diferentes embriones para cada estadio de
desarrollo. Otro punto importante es que al dia 7, el analisis se realizé en pooles de
embriones por lo que es probable que se enmascaren los resultados debido a variabilidad
individual de la expresion génica en el estadio de blastocisto. Al dia 17 de desarrollo, se
analizaron embriones que fueron transferidos a hembras receptoras, sin embargo, solo un
porcentaje de los embriones transferidos fueron colectados en estadio filamentoso y
analizado su patron de expresion génica (Clones: 6/11 y FIV: 6/30). Probablemente, los
embriones que no se desarrollaron hasta estadio filamentoso y que por tanto no fueron
analizados, provenian de blastocitos no competentes. Sin embargo, las condiciones
experimentales utilizadas (Rodriguez-Alvarez et al., 2010a) no permiten establecer un
patrén de expresion génica en estadio de blastocisto que permita confirmar esta hipotesis.
En funcién de probar dicha hipétesis, en el presente estudio se plantea como necesidad
experimental el uso de un mismo embridn para estudiar la cinética de expresion durante la
etapa peri-implantatoria. El caracter invasivo del analisis de expresion génica indujo a
utilizar la técnica de biparticion para generar demi-embriones genéticamente similares, lo
gue permite el analisis de expresion génica en el estadio de blastocisto, mientras que el
otro demi-embrion continta su desarrollo.

Numerosos estudios han demostrado que la continuidad del desarrollo embrionario en
ratones, mas alla del estadio de blastocisto depende de la expresiéon de OCT4 (Nichols et
al., 1998) y sus niveles determinan la diferenciacion o no de las células madre embrionarias
del MCI (Niwa et al., 2000). Boiani y colaboradores en el afio 2002 reportaron que la
expresion de OCT4 en embriones bovinos en estadio de blastocisto, no se restringe al MCl,
pero ademas los niveles de proteina permanecen elevados en el TB, posiblemente por la
activa proliferacion de las células trofoblasticas durante este estadio de desarrollo (Kirchhof
et al., 2000). Sin embargo, otros autores sugieren que OCT4 se expresa tanto en el MCI
como en el trofoblasto y este patrén se mantiene hasta la etapa filamentosa (Rodriguez-
Alvarez et al., 2009).

En embriones producidos por transferencia nuclear somética, se ha visto que éstos
presentan aberraciones en la expresion de OCT4 (Boiani et al., 2002) y por otra parte,

también se ha demostrado que embriones clonados generados a partir de células con
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mayores niveles de expresion de OCT4 tienen mayores tasas de blastocistos, mayor
namero total de células y mayor capacidad de producir crias viables (Beyhan et al., 2007).
Por tanto, la expresion de OCT4 en todos los embriones producidos es un elemento positivo
gue sugiere una mayor capacidad de desarrollo in vitro. Sin embargo, en experimentos
previos (Rodriguez-Alvarez et al., 2010a), se observo que el incremento de la expresion de
OCT4 en blastocistos clonados podria ser desfavorable para la continuidad del desarrollo.
En este trabajo la expresion de OCT4 se mantuvo constante entre el estadio de blastocisto
hasta el estadio filamentoso en embriones generados por FIV pero disminuy6 drasticamente
en embriones clonados (Rodriguez-Alvarez et al., 2010a). Esta variacion en el patron de
expresion de este marcador podria estar relacionada con las diferencias en las tasas de
implantacién y desarrollo entre embriones clonados y de FIV (10 y 50 %, respectivamente).
En nuestro experimento, no se encontraron diferencias en la expresion de OCT4 en demi-
embriones D9 cuyas contrapartes continuaron el desarrollo o no hasta el D13 de cultivo in
vitro. En base a esto podemos decir que la expresion de OCT4 por si sola no es suficiente
para mantener un correcto desarrollo embrionario. Este resultado concuerda con lo
reportado por Smith y colaboradores el afio 2007, ya que ellos no encontraron diferencias
significativas en la expresion de OCT4 entre embriones producidos por transferencia
nuclear somatica, fecundacién in vitro o producidos in vivo. Sin embargo, existen datos
contradictorios, ya que los datos mostrados previamente muestran que la sobre-expresion
de OCT4 al estadio de blastocisto estd correlacionado con una menor competencia
embrionaria a largo plazo (Rodriguez-Alvarez et al., 2010; 2013; Moro et al., 2015).

Con respecto a SOX2 y NANOG, estos marcadores se encuentran altamente expresados
en el MCI en blastocistos de ratén (Chen, et al., 2010), humanos (Adjaye et al., 2005) y
bovinos (Ozawa et al., 2012; Zhao et al., 2016), lo cual sugiere que estos genes comparten
la misma funcion en estas tres especies. SOX2 cumple un rol importante al mantener el
estado pluripotente de las células madre de ratdn, la ausencia de este marcador en estas
células promueve la diferenciacion a células similares a trofoblasto, lo cual sugiere que la
expresion de OCT4 va a depender de la activacion mediada por SOX2. La proteina de
SOX2 se localiza exclusivamente en el MCI en blastocistos bovinos, y una disminucién de
su expresion afecta negativamente la etapa de pre-implantacion (Goissis y Cibelli, 2014).
Esto sugiere que la alta expresion de SOX2 en el MCl es necesaria para mantener el estado
indiferenciado de estas células. Por otra parte, la represion de SOX2 promueve la expresion
de genes marcadores del trofoblasto lo cual se potencia con la disminucion paulatina de los

niveles de OCT4 debido a la ausencia de SOX2. Ademas, existen evidencias que indican
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que la funcién que cumple SOX2 sobre la activacion de los marcadores de pluripotencia,
puede ser remplazada por otros miembros de la familia SOX. Un ejemplo de esto es un
estudio realizado en ratones, donde demostraron que ademas de SOX2, también pueden
actuar sobre este sitio SOX4, SOX11 y SOX15 regulando la expresion de los genes antes
mencionados (Masui et al., 2007), esto demuestra que aln en ausencia de SOX2, es
posible activar la expresion de OCT4 y posiblemente de otros genes como FGF4 y NANOG.
En bovinos, durante el estadio de blastocisto, la expresiéon de NANOG se limita al MCI pero
a medida que el embrién se elonga la activacion de este gen también se extiende al TB
(Degrelle et al., 2005). Ademas juega un papel importante en la regulaciéon de la

proliferacion y diferenciacion de los diferentes linajes celulares.

En este experimento, se observé un incremento significativo en los niveles de expresion de
SOX2 y NANOG en los demi-embriones D9 cuya contraparte no se desarrollo
correctamente in vitro. Esto coincide con la correlacion negativa que se observa entre la
expresion SOX2 en los demi-embriones al D9 de desarrollo y la sobrevida de sus
contrapartes hasta el dia 13. Esto estd en concordancia con lo descrito por Yamaguchi y
colaboradores (2011), donde se evalud el efecto de SOX2 en la reprogramacion de
fibroblastos embrionarios de ratén (MEFS) a células madre pluripotentes inducidas (iPSCs),
como resultado se obtuvo que la transfeccion con SOX2 en una dosis elevada resultaba en
una disminucién de la expresion de OCT4 en estas células. Esto sugiere que una sobre-
expresion de SOX2 afecta la capacidad de reprogramacién, por lo cual una correcta
expresion de este gen pudiera ser esencial para inducir una reprogramacion eficiente, y por
ende generar iPSCs. Otros resultados similares fueron reportados por Pan y Schultz (2011),
en este experimento realizaron microinyeccion de ARN complementario de SOX2 a
embriones de 1 célula para generar una sobre-expresion de este gen. Se observé que el
70% de los embriones microinyectados sobre-expresaban el gen y a su vez mostraron un
arresto del desarrollo en el estadio de dos células. Esta sobre-expresion de SOX2 generé
una represion del 15% de los genes en los cigotos, lo que causo la detencion del desarrollo.
Recientemente, Moro y colaboradores (2015) describieron que blastocistos de gato
producidos por transferencia nuclear somatica presentan una sobre-expresion de los
marcadores OCT4, SOX2, NANOG, y CDX2 en comparaciéon a blastocistos de gato
producidos por fecundacién in vitro. Esto es indicativo de que la técnica utilizada para la
generacion in vitro de estos embriones, afecta significativamente el patron de expresion
génica de estos, observandose variaciones en embriones generados por una técnica u otra.

Otro estudio realizado reporta que embriones bovinos con bajo potencial de desarrollo

91



presentaron mayores tasas de transcripcion de los marcadores de pluripotencia, existiendo
un desequilibrio entre la expresion de estos genes. Esto genera un desarrollo “normal” in
vitro, evaluado desde el punto de vista morfolégico, pero probablemente esta sobre-
expresion tiene efectos negativos en estadios posteriores, lo que se traduce en anomalias

o detencion del desarrollo a largo plazo (Khan et al., 2012).

A raiz de los datos obtenidos en este trabajo y de la literatura se puede postular la hipétesis
de que existe un umbral en la expresion de marcadores de pluripotencia, que al ser
sobrepasado genera un efecto negativo para los embriones, lo que se traduce en una
inhibiciéon del desarrollo. Por otra parte, cuando esa expresion es muy baja, también se
refleja en un desarrollo inadecuado. Los embriones que logran un buen desarrollo son
aquellos que tienen una expresion génica estrictamente regulada y equilibrada. Al parecer
la manipulacion embrionaria induce una sobre-expresion de los marcadores de
pluripotencia, probablemente como un mecanismo compensatorio que al final se traduce
en un incorrecto desarrollo embrionario peri-implantatorio. Finalmente, una sobre-expresion
de estos marcadores no es suficiente para predecir la continuidad de desarrollo, por lo que
debe existir un nivel adecuado de expresién que garantice una buena diferenciacién y

funcionalidad del trofoblasto.

Con el objetivo de determinar las variaciones en la expresién de los marcadores de
pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) a medida que avanza el desarrollo embrionario, se
evaluaron los patrones de expresion de dichos genes, para ver los cambios que se
producen entre los embriones en estadio de blastocisto y sus contrapartes al D13 de
desarrollo. Ushisawa y colaboradores (2004), evaluaron la expresién génica diferencial
entre blastocistos bovinos D7 y embriones elongados al D14 mediante un andlisis de
microarreglo. Se encontraron mas de 500 genes sobre-expresados, y sélo 26 genes sub-
expresados. Muchos de los genes sobre-expresados continuaron siendo expresados en
etapas mas tardias cercanas al momento de la implantacién. La explicacion mas simple
para este hallazgo es la creciente complejidad de los procesos bioldgicos a los que se
enfrentan los embriones elongados y también por el aumento del nimero de células totales
(Degrelle et al., 2005). Se observé una disminucion significativa en los niveles de expresion
de los tres marcadores de pluripotencia al D13 de desarrollo. Similar a lo reportado por
Degrelle y colaboradores (2005), la expresion de OCT4 es silenciada al final de la etapa de
elongacion. De los datos presentados, se concluye que hay una variacion en la expresion

de los genes estudiados en embriones bovinos en la transicion blastulacion-elongacion.
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Por otra parte, también se realiz6 un analisis de correlacion entre la expresion de los
marcadores de pluripotencia en el estadio de blastocisto y el diAmetro alcanzado por las
contrapartes de estos embriones al D13 de desarrollo, existiendo una correlacion (r=0,6;
p=0,01) entre la expresion de OCT4 y el diametro de los embriones. Esto concuerda con
los resultados obtenidos en un estudio realizado en embriones equinos, donde la expresién
de todos los marcadores de pluripotencia estudiados (OCT4, NANOG, DPPA4, GDF3 y
TERT) fue mayor en los embriones con mayor diametro (Paris et al., 2008). Ademas, en un
estudio en clones bovinos, Rodriguez-Alvarez y colaboradores (2013) también observaron
una correlacion positiva entre la expresion de OCT4 en los blastocistos y el nUmero total de
células de estos (r=0.98; p=0.002), lo cual esta en estrecha relacién con el diametro de los

embriones.

Asimismo se realiz6 un estudio de correlacion entre la expresion de los marcadores de
pluripotencia en el estadio de blastocisto y la expresion de los marcadores trofoblasticos en
las contrapartes al dia 13 de desarrollo. Interferén tau (TP1) es una de las principales
proteinas secretadas por el trofoblasto y es esencial para el reconocimiento y
mantenimiento de la prefiez temprana. TP1 es expresado por las células mononucleadas
del trofoblasto extra-embrionario primitivo, lo que posteriormente dara origen a la placenta
en rumiantes (Farin et al., 1989; Guillomot et al., 1990). La expresion de este marcador es
detectada durante la formacién del blastocele y continGa hasta la implantacién en los dias
25-28 de gestacion y se ha visto que la maxima expresion de TP1 se produce en los dias
inmediatos a la implantacion (MacLean et al., 2003). La expresion de TP1 en todos los
embriones producidos in vitro en este estudio confirma estudios anteriores donde se sugiere
gue la expresién de este gen no depende directamente de factores secretados por el
ambiente uterino (Stojkovic et al., 1995; Kubisch et al., 2004). Ademas, en este experimento
se observé una correlacién positiva entre la expresion de SOX2 y la expresion de TP1 al
D13 de desarrollo. Esto sugiere que un nivel adecuado de expresion de SOX2 genera una
mayor expresion de TP1, lo cual es esencial para un correcto reconocimiento materno-
embrionario. Sin embargo, se han observado resultados contradictorios en investigaciones
gue correlacionan la calidad morfoldgica del embrién y la secrecién de TP1. Se ha concluido
gue los embriones de mejor calidad expresan mayores niveles de TP1, especialmente en
aquellos eclosionados (Stojkovic et al., 1999). No obstante, Kubisch y colaboradores (1998)
observaron que la secrecion de TP1 no depende de la calidad de los embriones, tras
correlacionar esta expresion con el niumero total de células de los blastocistos producidos

in vitro.
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Finalmente, se observd una correlacion entre la expresion de NANOG en estadio de
blastocisto y la expresion de EOMES y FGF4 al D13 de desarrollo. NANOG, al igual que
OCT4 es un factor de transcripcion que mantiene el estado pluripotente de las células
embrionarias y las células madre (Foygel et al., 2008). Durante el estadio de blastocisto, la
expresion de NANOG se limita al MCI pero a medida que el embrién se elonga la activacion
de este gen también se extiende al TB (Degrelle et al., 2005). Se sabe que este gen al igual
gue FGF4 juega un papel importante en la regulacion de la proliferacién y diferenciacion de
los diferentes linajes celulares. Se ha demostrado que la expresion de NANOG en
embriones bovinos actia como un inductor “upstream” (Degrelle et al., 2005), y su
expresion no es silenciada en las células del trofoblasto en embriones elongados en la fase
mas cercana a la implantacion, sugiriendo un papel de NANOG en los eventos mas tardios
del desarrollo peri-implantatorio. Los factores de pluripotencia generalmente se consideran
inhibidores de la diferenciacion, y en un experimento realizado por Teo y colaboradores
(2011), sus resultados muestran que NANOG participa activamente en la diferenciacion del
endodermo promoviendo la expresion EOMES, lo cual concuerda con nuestros resultados.
Por tanto, una correcta expresion de NANOG en estadio pre-implantatorio, promueve una
correcta expresion de marcadores que son esenciales para la continuidad de desarrollo
peri-implantatorio.

Como resultado global de esta tesis, la biparticion de embriones bovinos producidos in vitro
en estadio de blastocisto no fue suficiente para validar la expresion de marcadores de
pluripotencia como predictores de la capacidad de desarrollo embrionario hasta el estadio
peri-implantatorio. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que existe un umbral en
la expresiéon de marcadores de pluripotencia, que al ser sobrepasado genera un efecto
negativo para el desarrollo, afectando la calidad del embrién durante la etapa peri-
implantatoria. La expresion de estos marcadores se correlaciona positivamente con un buen
crecimiento embrionario y una buena diferenciacién trofoblastica. Adicionalmente, el
analisis de la relacion de la expresion de SOX2 y OCT4 indica que estos genes deberian
expresarse en una proporciéon similar para garantizar el éxito del desarrollo embrionario en
bovinos. Se sugiere profundizar en el estudio del impacto de la expresion de estos
marcadores sobre el desarrollo embrionario a través de experimentos que involucren la
sobre-expresion o silenciamiento individual de cada marcador y su correlacion con la
capacidad de desarrollo hasta estadios mas avanzados, especialmente posterior a la

implantacion.
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5. CONCLUSIONES

Se estableci6 un protocolo de biparticion de blastocistos bovinos producidos por
fecundacion in vitro, generando demi-embriones viables.

La biparticion de blastocistos bovinos producidos por fecundacién in vitro genera demi-

embriones al D9 con caracteristicas morfolégicas y moleculares similares.

La biparticion de blastocistos bovinos producidos por fecundacion in vitro genera demi-

embriones al D13 con caracteristicas morfol6gicas y moleculares diferentes.

La biparticion de embriones bovinos in vitro genera demi-embriones capaces de expandirse

in vitro y de elongarse in vivo.

La biparticion de blastocistos bovinos producidos por fecundacion in vitro, afecta la

transcriptomica de los embriones elongados resultantes.

La expresion de los marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) en estadio de
blastocisto, no se correlacionan positivamente con el potencial de desarrollo peri-

implantatorio de embriones bovinos producidos por fecundacion in vitro.
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7. ANEXOS

Anexo 1

Medio de manipulacién in vitro de embriones

L(e:gﬂeggg i Componentes 1000 mL (Agua Milli-Q)
TCM 199 comercial 1 frasco
Agua Milli-Q 1000 mL
NaHCO; 4mM 168 mg
Hepes 18mM 2,383 gr

Aditivos para

igo mL. medio Componentes (i?:géjge Stock Vol. a adicionar

manipulaciéon
TCM 199 — Hepes 90 mL
Gentamicina 50 pg/mL 50 mg/mL 100 pL
Suero fetal bovino 10% 10 mL

Filtrar y almacenar en tubos de 50mL a 4°C
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Anexo 2

Medio de maduracién in vitro de embriones

TCM 199 Componentes
TCM 199 comercial 500 mL
Aditivos para
10 mL de Componentes Concentracion de Stock Volumeg
medio dg ] trabajo adicionar
maduracion
TCM 199 medio
9 mL
base
L-Glutamina 0,6 mM 0,2 mg/mL 14,6 mg/mL 20 pL
Piruvato de sodio 0,2mM 0,25 mg/mL 11 mg/mL 60 uL
FSH 0,01 U/mL 100 X 10 pL
LH 0,01 U/mL 100 X 10 pL
Gentamicina 50 pg/mL 50 mg/mL 10 pL
173 Estradiol (E4389) 1 pg/mL 1 mg/mL 10 pL
Suero fetal bovino 10% 1mL
EGF 10 ng/mL 1000 X 10 pL

Filtrar y almacenar en tubos de 15mL a 4°C
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Anexo 3

Medio Percoll

CaCl2 Componentes 5 mL (Agua Milli-Q)
CaCl*2H;0 735 mg
H.O 5mL

MgCI2 Componentes 10 mL (Agua Milli-Q)
MgCl2*6H20 203 mg
H.O 10 mL

10X SP-TL Componentes 100 mL (Agua Milli-Q)
Nacl 4,675 gr
Kcl 230 mg
NaH>PO4 400 mg
Hepes 2,38 gr
H.O 100 mL

Percoll 90% Componentes 10 mL (medio base)
10X SP-TL 4,0 mL
NaHCOs3; 84 mg
Lactato de Sodio 90 pL
Percoll 100% 36 mL
CaCl, 78 puL
MgCl, 158 uL
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Anexo 4

Medio de capacitacion espermética

Medio Base TALP-SPERM  Componentes

250 mL (Agua Milli-Q)

NaCl

KCI

NaH2PO4
CaCl»*2H,0
MgCl*6H.0
Acido Léactico
Hepes

NaH003
H>O

1443 mg
57,75 mg
10,5 mg
73,5 mg
55,7 mg
0,925mL
650,75 mg

525 mg
248,5 mL

* Ajustar pH a 7,2

** VVolumen final 250 mL. Alicutas de 50 mL. Almacenar a 4° C para una duracion de 2

50 mL (medio base)

meses.

TALP-SP Capacitacion Componentes
Medio Base
Piruvato
Gentamicina
BSA fraccion V

47,0 mL
0,5mL

0,05 mL
300mg
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Anexo 5

Medio de fertilizacion in vitro

250 mL (Agua

Medio Base TALP-FIV Componentes MilliQ)
NacCl 1662,5 mg
KCI 59 mg
NaH>PO4 10 mg
CaCl*2H;0 73 mg
MgCl>*6H,0 25 mg
Lactato de sodio 0,475 mL
Hepes 650,75 mg
NaHCOs 525 mg
Rojo fenol 2,5mg

* Ajustar pH a 7,2

* Volumen final 250 mL. Alicutas de 50 mL. Almacenar a 4° C con una duracion de 2

meses.

TALP-FIV Componentes 10 mL (medio base)
Medio Base 10,0 mL
Piruvato 2mM 100 pL
Gentamicina
50ug/mL out
Heparina
0,01mg/mL 100 pL
BSA (FAF) 6mg/mL 60 g
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Anexo 6

Medio de cultivo in vitro SOF (fluido oviductal sintético)

Medio Base Componentes

250 mL (Agua Mili-

Q)
NacCl 1572,75 mg
KCI 133,5mg
KH2PO4 40,5 mg
CacCl;*2H.0 62 mg
MgCl,*6H,0 24 mg
NaHCOs3 526,5 mg
Rojo fenol 0,35 mg

Lactato de sodio

117,65 pL (60 %)

Aditivos para 250 mL Concentracién Volumen
. Componentes : Stock .
de medio base de trabajo a adicionar
Piruvato de sodio 0,044 g/L 11 mg/L 1000 pL
, 14,6

L-Glutamina 0,039 g/L mg/L 500 pL
BSA- FAF 3,0 mg/mL 0,30% 0,75 gr
Aa esenciales 1X 50 X 5000 pL
Aano esenciales 1X 100 X 2500 pL
EGF 10 ng/mL 1000 X 250 pL

o 10
Ac. Citrico 0,1 mg/mL mg/mL 250 pL

. 50
Myo-Inositol 0,5 mg/mL mg/mL 2500 pL

- 50
Gentamicina 50 pg/mL mg/mL 250 pL
S“e.ro fetal 206 1X 5000 L

ovino.

Filtrar y almacenar en tubos de 15mL a -80°C.
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