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RESUMEN

Actualmente existe un aumento en los trabajos de investigacion relacionados al desarrollo
de técnicas de reproduccion asistida en el gato doméstico con el propdsito de
implementar estas técnicas en especies de felinos amenazados. La guifia (Leopardus
guigna) es una especie endémica de Chile, clasificada como vulnerable segun la lista roja
de la IUCN (International Union for Conservation of Nature). Debido a esto, la
transferencia nuclear somatica heteroespecifica (TNSh) podria ser una potencial
herramienta para generar embriones de guifia utilizando ovocitos enucleados de gata
doméstica y de esta manera a ayudar a su conservaciéon. Sin embargo, los embriones
generados por TNSh presentan un bajo potencial de desarrollo principalmente debido a
una ineficiente reprogramacién nuclear. Por lo cual la hipotesis de esta tesis fue “la
transferencia de células sométicas de guifia a ovocitos de gata doméstica genera
embriones clonados con similar morfologia y expresion génica a los embriones clonados
utilizando células de gato doméstico”.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demostré que el tratamiento con 200 Ul de
eCG mejoré6 la calidad morfoldgica y el patrén de expresion génica de los complejos
cumulo-ovocito (CCOs) colectados. Por lo cual este protocolo fue seleccionado para la
posterior generacion de embriones.

En cuanto a la sincronizacion del ciclo celular, se demostré que tanto los fibroblastos de
gato doméstico como de guifia pueden sincronizarse en la fase GO/G1 por medio de los
métodos de privacion de suero e inhibicién por contacto. Sin embargo, en el caso de los
fibroblastos de glifia la exposicién a estos tratamientos por mas de tres dias genera un
efecto negativo sobre la viabilidad celular. Por lo cual, se eligié la privacién de suero por
no mas de tres dias para la sincronizacion celular.

Adicionalmente, fue posible demostrar que los embriones de gato doméstico generados
por FIV utilizando el tratamiento con eCG son capaces de desarrollarse tanto in vitro como
in vivo, con la generacion de crias vivas. Ademas, se demostro que la remocion de la
zona pelucida no afecta el potencial de desarrollo in vitro de los embriones de gato.
Finalmente, se demostrd que en los embriones de gato doméstico generados por TNS la
agregacion embrionaria mejora el potencial de desarrollo in vitro aumentando la tasa de

blastocistos. En el caso de los embriones de guifia generados por TNSh, solo los
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embriones cultivados en agregado lograron alcanzar el estadio de blastocisto en un bajo
porcentaje. Al realizar el andlisis de expresion génica, se observd que los blastocistos
clonados de gato doméstico presentaban una menor expresion de OCT4 en comparacion
a los blastocistos generados por FIV. Por otro lado, solo uno de los embriones de giiifia
generados expresé OCT4, sin expresar ninguno de los otros genes de pluripotencia y

diferenciacion evaluados.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que el ovocito de gata doméstica
es capaz de reprogramar las células somaticas de guifia a través de la TNSh. Sin
embargo, la mayoria de los embriones clonados de guifia quedan detenidos en el estadio
de moérula y solo un bajo porcentaje de estos logran alcanzar el estadio de blastocisto al
ser cultivados en agregado. Lo cual se podria deber a una ineficiente reprogramacion

nuclear

Palabras clave: Agregacion embrionaria, expresion génica, embriones felinos.
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ABSTRACT

Currently, there is an increment in the studies related to the development of assisted
reproductive technologies in the domestic cat with the purpose of implement these
techniques in the conservation of wild felids. The Kodkod (Leopardus guigna) is an
endemic species from Chile and is classified as vulnerable by the red list of endangered
species of the IUCN (International Union for Conservation of Nature). For these reasons,
the interspecific somatic cell nuclear transfer (iISCNT) could be a potential tool for the
production of kodkod embryos helping to the preservation of this species. However, it has
been described that the embryos generated by iISCNT have a reduced developmental
capacity, which might be caused by an inefficient nuclear reprogramming. Whereby the
hypothesis of this study was “The transfer of somatic cells from kodkod into enucleated
oocytes from domestic cat allows the production of cloned embryos with similar
morphology and gene expression pattern to domestic cat cloned embryos”.

According to the results obtained, the treatment with 200 IU of eCG improved the
morphological quality and the gene expression pattern of the collected oocytes. For these
reasons, the eCG treatment was chosen for the in vitro embryo production by IVF, SCNT
and iISCNT.

Regarding to the cell cycle synchronization, both domestic cat and kodkod fibroblasts can
be arrested in the GO/G1 phase by the contact inhibition and serum starvation treatments.
However, in the kodkod fibroblasts the treatment of both contact inhibition and serum
starvation for more than three days had a negative effect on the cell viability. For this
motive, the serum starvation for 1-3 days was selected for the synchronization of kodkod
fibroblasts.

Additionally, the results of this study demonstrated that the domestic cat embryos
generated by IVF using the eCG treatment are capable to develop in vitro and in vivo with
the generation of live offspring. Furthermore, the results demonstrated that the zona
pellucida removal did not affect the in vitro development of domestic cat embryos.
Finally, it was demonstrated that the embryo aggregation improved the developmental
competence of the domestic cat embryos generated by SCNT. Regarding to the kodkod
embryos generated by ISCNT, only the embryos cultured in aggregates reached the
blastocyst stage in a low rate. In the gene expression analysis, was observed that the
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domestic cat cloned embryos had a reduced expression of OCT4 compared to the
embryos generated by IVF. On the other side, only one of the kodkod embryos generated
expressed OCT4, none of the remaining kodkod embryos expressed any of the

pluripotency and differentiation genes evaluated.

It can be concluded that the domestic cat oocyte is capable to reprogram kodkod
fibroblasts by iISCNT. However, a great proportion of the kodkod embryos remains
arrested in the morula stage and a low proportion achieve the blastocyst stage. This might
be due to an inefficient nuclear reprogramming by the domestic cat oocyte. More studies
are needed to improve the low efficiency.

Keywords: Embryo aggregation, gene expression, felid embryos.
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l. INTRODUCCION

En las dltimas décadas ha aumentado progresivamente el trabajo de investigacion
relacionado al uso de variadas técnicas de reproduccion asistida en el gato doméstico
(Felis silvestris catus). Esto es debido a que el gato doméstico es un valioso modelo para
el estudio de enfermedades hereditarias analogas en los humanos (Pope, 2004). Pero
principalmente porque se potencia como un modelo para el desarrollo de técnicas de
reproduccion asistida que puedan ser utilizadas en especies de felinos silvestres
amenazados (Wildt, 1992). En la actualidad, 17 especies de felinos silvestres se
encuentran clasificadas como amenazadas y 9 estan cerca de estarlo segun la lista roja
de la International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2014). Esto ha motivado el
uso de variadas técnicas de reproduccion asistida para ayudar a la conservacion de estas
especies, utilizando al gato doméstico como modelo experimental. Actualmente, la
fecundacion in vitro (FIV) es la técnica mas utilizada en la produccion in vitro de
embriones tanto en el gato doméstico como en distintas especies de felinos silvestres.
Se ha reportado el nacimiento de crias vivas generadas por FIV en distintas especies de
felinos silvestres amenazados, comprobando la eficiencia de esta técnica en la
conservacion de especies (Pope et al., 2006b; Pope et al., 2012). Sin embargo, la escasa
disponibilidad y la dificultad para obtener gametos en estas especies, limitan el uso de la
FIV en la reproduccion de felinos silvestres amenazados. Frente a este inconveniente, la
transferencia nuclear somatica (TNS) se proyecta como una técnica que podria ayudar a
la reproduccion y conservacion de especies amenazadas. Shin et al. (2002) reportaron el
nacimiento del primer gato doméstico generado a través de la transferencia nuclear de
una célula diferenciada a un ovocito maduro en metafase Il. Lo cual dio precedentes, para
la utilizacion de la transferencia nuclear somatica en otras especies de felinos silvestres.
La transferencia nuclear somatica heteroespecifica (TNSh) es una derivacion de la TNS,
gue consiste en la transferencia de una célula somatica de una especie determinada a
un ovocito maduro proveniente de una especie distinta. Por esta razén, la TNSh permitiria
la utilizacion de ovocitos de animales domésticos como citoplasto receptor para la
generacion de embriones de especies amenazadas, eliminando de esta manera, la
necesidad de colectar gametos en las especies silvestres. En relacion a esto, hace mas

de 10 afios se reporto el nacimiento de crias vivas de gato salvaje africano (Felis silvestris



lybica) las cuales fueron generadas mediante TNSh utilizando ovocitos maduros de gata
doméstica (Gomez et al. 2004). Convirtiéndose en los primeros felinos silvestre nacidos
vivos generados mediante transferencia nuclear somatica. Esto demostré que a traves
de la TNSh los ovocitos de gata doméstica pueden reprogramar células somaticas de
otras especies de felinos, generando embriones viables que son capaces de
desarrollarse a término. Posteriormente, GOmez et al. (2008) reportaron el nacimiento de
crias vivas de gato de las arenas (Felis margarita) a través del mismo método. A partir de
entonces, una serie de estudios han descrito la generacion de embriones mediante TNSh
en distintas especies de felinos (Prionailurus rubiginosus, Felis nigripes, Pardofelis
marmorata y Prionailurus planiceps). Sin embargo, ninguno de los embriones transferidos

logr6 desarrollarse a término (Gomez et al., 2009b; Thongphakdee et al., 2010).

La baja tasa de desarrollo de embriones generados por TNSh se debe a que la
reprogramacion de una ceélula somatica en un ambiente heterélogo es un proceso aun
ineficiente (Blelloch et al., 2006). Esto esta asociado a una serie de factores como son la
calidad y competencia de los ovocitos utilizados (Yu et al., 2009), la sincronizacién del
ciclo celular entre el donante de nucleo y el citoplasto receptor (Campbell et al., 1996), y
la reprogramacion de los patrones de metilacion y de expresion génica en los embriones
generados por TNS (Dean et al.,, 2001). Adicionalmente, la TNSh suma otra serie de
factores que afectan la eficiencia de reprogramacion y la capacidad de desarrollo, los
cuales estan principalmente relacionados a la distancia filogénica que existe entre las
especies que aportan la célula donante de ndcleo y el citoplasto receptor. Entre estos se
encuentran, la heteroplasmia de mitocondrias en los embriones generados por TNSh y
las diferencias en el momento de la activacion del genoma embrionario entre las especies
participantes (Loi et al., 2011). Por estos motivos, se hacen necesarios nuevos estudios
gue permitan la generacion de informacion para ayudar a mejorar la baja eficiencia de la
TNSh.

En Chile, existen cinco especies de felinos silvestres distribuidos a lo largo del territorio.
Entre estas, la gilifia o Kodkod (Leopardus guigna) es la Unica cuyo estado de
conservacion es clasificado como vulnerable segun la lista roja de especies amenazadas

de la IUCN. Debido a su habitat restringido y a su reducido niumero poblacional, el estado



de conservacion de la guifia se ve fuertemente amenazado por la caza y la tala del
bosque nativo (Napolitano et al., 2015). Frente a esta situacion, la TNSh se presenta
como una potencial herramienta que podria a ayudar a rescatar el material genético de

la guifia, aportando de esta manera a su reproducciéon y conservacion.

Este trabajo se centrar4 en evaluar la generacion de embriones de guifia mediante
transferencia nuclear somatica heteroespecifica utilizando ovocitos maduros de gata
doméstica como citoplasto receptor. Por lo cual, la primera etapa de este estudio constara
de dos experimentos. El primer experimento se centrara en implementar protocolos de
estimulacién ovarica y produccioén in vitro de embriones en la gata doméstica. Mientras
gue el segundo experimento se destinara a evaluar la sincronizacion del ciclo celular en
lineas celulares de giifia y gato doméstico. Los protocolos que entreguen los mejores
resultados seran seleccionados para la generacion de embriones clonados de guifia, con
el propoésito de mejorar la eficiencia de la TNSh. Finalmente, la segunda etapa de este
estudio se centrara en evaluar la generacion de embriones de guifia mediante TNSh,
analizando la capacidad de desarrollo embrionario, la calidad morfologica y el patrén de

expresion genica de los embriones producidos.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Ciclo reproductivo de la gata doméstica

Para la correcta comprension y aplicacion de las técnicas de reproduccion asistida es
importante comprender del ciclo reproductivo de la gata doméstica. La gata doméstica es
una hembra poliéstrica estacional, cicla continuamente durante la época reproductiva que
comprende primavera y verano, cuando hay un aumento de las horas de luz en el dia.
Durante las estaciones de otofio e invierno, al disminuir las horas de luz diarias, se
produce el periodo anestro estacional, en el cual no hay comportamiento ni actividad
reproductiva (Verstegen, 1998; Feldman y Nelson, 2004.). En la gata la ovulacion es
inducida por la copula, requiriendo en algunos casos mas de un estimulo para asegurar
gue esta se produzca (Concannon et al., 1980). El ciclo estral consta de cuatro fases:
proestro, estro, diestro, y anestro (Feldman y Nelson, 2004).

La fase folicular la comprenden el proestro y el estro, dura en promedio 7,5 dias, y se
caracteriza por un aumento en los niveles plasmaticos de estradiol 17-p (>20 pg/mL). El
proestro es de corta duracion (12-48 horas), hay atraccion del macho, pero sin aceptacion
de la monta, y desarrollo folicular (desde 1 a 1,5 mm) con activa sintesis y secrecién de
estradiol. El estro tiene una duraciéon promedio de 6-7 dias, durante este periodo se
produce la aceptacion de la monta. Durante el estro se produce la maxima sintesis y
secrecion de estradiol y desarrollo folicular (desde 1,5 a 2-3 mm) (Feldman y Nelson,
2004). La ovulacién es desencadenada producto de la estimulacion vaginal que ocurre
durante la monta, gatillando un aumento en la liberacion de GnRH por la zona
medioventral del hipotalamo y aumentando la liberacion de LH por la hipofisis. El aumento
de LH ocurre 10 min post-monta esta y permanece elevada por 1-8 horas, alcanzado el
pico una hora post-monta (Concannon et al., 1980).

La ovulacion ocurre 24-48 horas posterior a la administracion exdgena de gonadotrofinas
o GnRH (Verstegen, 1998) y la tasa ovulatoria es de 2-11 ovocitos con un promedio de
5,6 = 1,9 (Tsutsui y Stabenfeldt, 1993). Si no hay ovulacion, la gata pasa por un periodo
de interestro que dura en promedio 10 dias (rango 1-2 semanas), en el cual hay
inactividad ovarica y sexual y el estradiol plasmatico desciende a niveles basales (< 20
pg/mL) (Shille et al., 1979).



La fase luteal corresponde al diestro, y se caracteriza por la predominancia de
progesterona (niveles plasméticos >1-2 ng/mL), la cual es secretada por los cuerpos
luteos (CLs) resultantes de la ovulacién inducida por el coito. El diestro puede resultar en
pseudoprefiez o gestacion. Durante la pseudoprefiez se produce ovulacion pero sin una
fertilizacion exitosa, formandose CLs que perdura en el ovario 35 dias aproximadamente.
La progesterona secretada por los CLs inhiben la secrecion de GnRH y al eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadal. Esta fase es seguida por un periodo de interestro por lo cual la gata
vuelve a ciclar después de 40-50 dias (Feldman y Nelson, 2004). La gestacion se produce
al haber ocurrido una ovulacion y fertilizacion exitosa, permitiendo el desarrollo
embrionario. Hasta los 14-20 dias los niveles de progesterona son similares a los de la
pseudoprefiez, luego los niveles aumentan en las gatas prefiadas. Los CLs producen
progesterona hasta los 40-50 dias. A partir de los 40 dias la gestacién es principalmente
mantenida por la progesterona placentaria. La gestacion dura en promedio 66 dias (rango
56-69) y la camada es en promedio de tres crias (rango 1-5) (Feldman y Nelson, 2004).

2. Desarrollo embrionario temprano del gato doméstico

Posterior a la ovulacion el ovocito permanece en el oviducto por 3-4 dias y la fertilizacion
se produce en el ampula dentro de 30 horas post ovulacién (Swanson et al., 1994). Luego
de llevarse a cabo la fecundacién se forma el cigoto, el cual posteriormente comienza a
dividirse sucesivamente. Sesenta y cuatro horas después de la cépula, los embriones de
gato se encuentran en estadio de 1-4 células. Posteriormente, a los tres dias post copula
los embriones se encuentran en estadio de 5-8 células, y a los cuatro dias en estadio de
9-16 células. El estadio de mérula se forma al dia cinco post cOpula, y entre el quinto y
sexto dia post copula los embriones migran desde el oviducto al cuerno uterino en estadio
de mérula compacta y en menor grado como blastocisto temprano (Swanson et al., 1994).
Una vez en el cuerno uterino, al dia 8 el blastocisto mide entre 500-600 um de diametro.
Al dia 10 los blastocistos que protruyen completamente miden en promedio 2300x1000
um de diametro y los que estan por protruir miden entre 1500x1000 um diametro (Tsutsui
y Stabenfeldt, 1993). Los blastocistos se distribuyen equitativamente entre ambos
cuernos y la implantacion ocurre entre los dias 12-13 post copula (Tsutsui y Stabenfeldt,
1993; Swanson et al., 1994)



La primera diferenciacion celular se produce en el estadio de blastocisto con la formacion
de dos poblaciones celulares, el macizo celular interno (MCI) y el trofoblasto (TB). El MCI
es una poblacion de células pluripotentes que dard origen principalmente a tejido
embrionario y también a tejido extraembrionario. Mientras que el TB es la poblaciéon de
células més externa que rodean al blastocele, y que daré origen a tejido extraembrionario.
Ambas poblaciones estan separadas por la cavidad llamada blastocele. En el estadio de
blastocisto tardio ocurre la segunda diferenciacion celular, las células mas externas del
MCI en contacto con el blastocele se diferencian a hipoblasto, el cual posteriormente dara
origen a las membranas extraembrionarias. Mientras que células més internas del MCI
forman el epiblasto el cual posteriormente dara origen al embrion (Dard et al., 2008;
Filliers et al., 2012).

3. Produccién in vitro de embriones felinos

3.1.Maduracién in vitro de ovocitos de gata doméstica.
Desde el desarrollo fetal los ovocitos se encuentran arrestados en la profase de la primera
division meidtica (profase 1), en el estadio de vesicula germinal, lo que puede durar meses
o afios dependiendo de la especie. El pico preovulatorio de LH reanuda la meiosis del
ovocito desencadenando una disminucion de los niveles de AMPc en el citoplasma
ovocitario y con ello, un aumento en la actividad del MPF (factor promotor de la
maduracion). Al aumentar la actividad del MPF el ovocito reanuda la meiosis, expulsando
el primer cuerpo polar, quedando detenido en la metafase de la segunda division meiotica
o metafase Il (MIl). Se describen dos picos de mayor actividad del MPF, el primero ocurre
cuando se reanuda la meiosis y el segundo es un aumento sostenido que ocurre durante
el arresto en metafase Il. Al momento de la fertilizacién, disminuye el MPF y el ovocito

finaliza la segunda division meiotica (Heikinheimo y Gibbons, 1998; Jaffe y Norris, 2010).

La maduracion in vitro de ovocitos (MIV) es un procedimiento asociado a las técnicas de
produccion in vitro de embriones. Durante la MIV, ovocitos inmaduros en estadio de
vesicula germinal son sometidos a condiciones de cultivo especificas por un tiempo
determinado, para que de esta manera logren avanzar al estadio de Mll. De esta forma

los ovocitos se encuentran aptos para su uso en la produccion in vitro (PIV) de embriones.



Los ovarios de gata se pueden conseguir facilmente en una clinica veterinaria y los CCOs
pueden ser colectados a partir de estos ovarios sin mayores complicaciones. Por esta
razon, la MIV junto con la FIV y transferencia de embriones permiten facilitar el uso del
gato domeéstico como modelo para la investigacion de enfermedades genéticas y biologia
del desarrollo (Johnston et al., 1989). Ademas, permite el rescate de material genético en
individuos de especies amenazadas que han muerto o que por razones meédicas se
debieran someter a una ovariohisterectomia (Johnston et al., 1991).

Los primeros estudios sobre MIV de ovocitos de gata doméstica se realizaron a finales
de la década de los 80 (Johnston et al., 1989). A partir de entonces, se ha desencadenado
un aumento progresivo en los trabajos relacionados a la PIV de embriones de gato. Sin
embargo, las condiciones Optimas para la MIV de ovocitos de gata no estan
completamente definidas. La eficiencia de la MIV de ovocitos de gata es variada, y
generalmente baja comparada a la de especies mas estudiadas como los animales de
produccién (>80%), siendo la tasa de MIV de ovocitos de gata de un 40-60% (Farstad,
2000). En relacién a esto, se ha descrito que los ovocitos de gata madurados in vitro
presentan una menor actividad de los factores MPF y MAPK en comparacién a los
madurados in vivo, lo que puede ser debido a una incompleta maduracion citoplasmatica
(Bogliolo et al., 2004). Ademas, incluso bajo condiciones 6ptimas de cultivo, los ovocitos
de gata madurados y fertilizados in vitro, presentan una baja capacidad de desarrollo en
comparacion a los ovocitos madurados y fertilizados in vivo, quedando la mayoria
detenidos en el estadio de mérula (Roth et al., 1994). La tasa de fertilizacién de los
ovocitos de gata madurados in vitro es menor (40-50%) comparada a la de los ovocitos
madurados in vivo (60-80%). Ademas, en el gato domeéstico, la tasa de blastocistos
generados por FIV a partir de ovocitos madurados in vitro es de 10-50%, mientras que
en la FIV, al utilizar ovocitos madurados in vivo la tasa de blastocistos aumenta a 40-50%
(Farstad et al., 2000).

En distintos estudios se ha demostrado que factores como la calidad de los ovocitos
(Wood y Wildt, 1997), el tiempo de cultivo (Goodrowe et al., 1991; Katska-Ksigzkiewicz
et al., 2003; Nagano et al., 2008), el medio de cultivo y la suplementacion de este
(Johnston et al., 1993) y la época del afio (Spindler y Wildt, 1999) afectan el potencial de
los ovocitos de gata para madurar in vitro, lo que podria afectar también su desarrollo

embrionario posterior.



3.2.Produccién in vitro de embriones en el gato doméstico
Las técnicas de PIV de embriones en el gato doméstico corresponden a la activacion
partenogenética (AP), la fecundacion in vitro (FIV), la inyeccion espermatica

intracitoplasmatica (ICSl), y la transferencia nuclear somatica (TNS).

Activacion partenogenética

La AP se caracteriza por ser una técnica simple de realizar que consiste en someter a
ovocitos en MIl a estimulos fisicos, mecanicos, o quimicos que aumentan los niveles de
Ca?* citoplasmatico. Estos estimulos desencadenan una serie de eventos moleculares
en el ovocito permitiéndole reanudar la meiosis y comenzar el desarrollo embrionario, sin
necesidad del aporte espermatico. Sin embargo, estos embriones no son capaces de
desarrollarse a término (Grabiec et al., 2007). A pesar de esto, la activacion de ovocitos
es necesaria para técnicas como la ICSI (Bogliolo et al., 2001) y la TNS, donde el
desarrollo embrionario no se induce por el contacto entre el espermatozoide y el ovocito
(Kharche y Birade, 2013). Ademas, la AP es comunmente utilizada para evaluar la
competencia ovocitaria y condiciones apropiadas para el cultivo in vitro de embriones
(Kharche y Birade, 2013).

Fecundacion in vitro
El primer reporte de FIV en el gato domeéstico se realiz6 en 1970 (Hamner et al., 1970).
Posteriormente, se demostrd que en el gato doméstico, posterior a la FIV, los ovocitos
son capaces de sostener el desarrollo a término con el nacimiento de crias vivas
(Goodrowe et al. 1988). Actualmente la FIV es ampliamente utilizada en la PIV de
embriones de gato doméstico y felinos silvestres (Pope et al., 2006), debido a que es un
método sencillo y menos costoso en comparacion a técnicas como la ICSI y TNS. Sin
embargo, los embriones de gato generados por FIV presentan una menor capacidad de
desarrollo en comparacion a los embriones generados in vivo (Roth et al., 1994). El
porcentaje de los blastocistos producidos a partir de ovocitos madurados y fertilizados in
vitro es menor en comparacion a los madurados y fertilizados in vivo (10-50% vs 50-66%
respectivamente) (Farstad, 2000). Ademas, los embriones de gato doméstico generados
in vitro generalmente experimentan un bloqueo del desarrollo en el estadio de moérula. Se

ha propuesto que el bloqueo del desarrollo en el estadio de mérula, es atribuible a



condiciones deficientes en la MIV de ovocitos y el cultivo de embriones tempranos (Wolfe
y Wildt 1996). También, se postula que este desarrollo restringido es debido al escaso
conocimiento de los requerimientos de cultivo y de como los ovocitos y embriones de gato
responden a condiciones especificas (Sananmuang et al., 2011). Sin embargo, existen
grupos de investigacion que han logrado superar esta problematica, reportando tasas de
blastocistos en el gato doméstico de aproximadamente 50-80% al dia 6 (Herrick et al.,
2007), dia 7 y dia 8 de cultivo (Freistedt et al., 2001; Karja et al., 2002b; Pope et al., 2006;
Pope 2014).

Inyeccidn espermatica intracitoplasmatica

La ICSI consiste en la microinyeccion directa de un espermatozoide en el citoplasma
ovocitario, es un método mas complejo y costoso que la FIV debido a que implica la
micromanipulacion de gametos. Sin embargo, actualmente esta adquiriendo gran
relevancia debido a que permite aumentar la eficiencia de la PIV de embriones en los
casos de baja motilidad y calidad espermatica, lo cual es consistente en varias especies
de felinos silvestres (Pope et al., 1998). En el afio 1998, se reportd el primer nacimiento
de tres crias de gato doméstico mediante ICSI a partir de ovocitos madurados in vivo
(Pope et al., 1998). Sin embargo la tasa de blastocistos generados en la ICSI es
significativamente menor comparada a la FIV (Pope et al., 1998). Posteriormente, se
reportd el nacimiento de crias de gato doméstico mediante ICSI a partir de ovocitos
madurados in vitro (Gomez et al. 2000). Sin embargo, al utilizar ovocitos madurados in
vitro se observd una menor tasa de division y de blastocistos producidos en comparacion
a utilizar ovocitos madurados in vivo (Gémez et al., 2000). Por otra parte, se ha
demostrado que es posible generar embriones de gato mediante ICSI a partir de ovocitos
madurados in vitro y utilizando semen descongelado de origen epididimal, lo cual podria
ser de gran relevancia para la conservacion de felinos silvestres amenazados (Bogliolo
et al., 2001).

Transferencia nuclear somatica
La TNS es una técnica mucho mas compleja y presenta una menor eficiencia en
comparacion a las anteriormente mencionadas, debido a que consiste en utilizar una

célula diferenciada como donante de nucleo para un ovocito enucleado que cumple el rol
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de citoplasto receptor. A pesar de su baja eficiencia, la TNS ha adquirido gran relevancia
debido a que permite preservar completamente la informacién genética de animales de
gran valor (Vajta y Gjerris, 2006). En el afio 2002 nacio el primer gato doméstico
producido mediante transferencia nuclear somatica, lo cual se logré al utilizar ovocitos
madurados in vitro y células del cimulo como donante de nucleo. Mientras que el uso de
fibroblastos adultos como donante de nucleo no generd desarrollo a término de los
embriones transferidos (Shin et al., 2002). Posteriormente, fue reportado el nacimiento
de crias de gato doméstico mediante TNS al utilizar fibroblastos fetales y fibroblastos
adultos como células donantes de nucleo (Yin et al., 2005). No se encontraron diferencias
significativas en las tasas de fusion, de division, y de blastocistos al utilizar fibroblastos
fetales o adultos como donante de nucleo (Yin et al., 2005).

Los avances en transferencia nuclear soméatica en el gato doméstico han permitido el
desarrollo de estudios de transgénesis en esta especie. En este estudio que ya tiene 10
afos, se generaron los primeros gatos domésticos transgénicos mediante TNS, los
cuales expresaban la proteina fluorescente roja en todos sus tejidos (Yin et al., 2008). En
este caso, el transgén fue introducido en la célula donante de nucleo mediante un vector
retroviral. De igual manera, se generd un gato doméstico transgénico para la proteina
fluorescente verde mediante TNS, utilizando vectores lentivirales para introducir el
transgén en las células donante de nucleo (Gémez et al. 2009a). Ambos estudios tienen
como objetivo potenciar el uso del gato doméstico como un modelo biomédico para el
estudio de enfermedades analogas en los humanos. Demostrando que estas técnicas
podrian ser implementadas para generar animales genéticamente idénticos, y que lleven

integrados genes correspondientes para enfermedades humanas especificas.

3.3.Produccion in vitro de embriones en felinos silvestres
El avance en el desarrollo de variadas técnicas de reproduccion asistida en el gato
domeéstico ha potenciado la aplicacion de estas técnicas en distintas especies de felinos
silvestres, como un método que ayudaria a la conservacion de estas especies (Pope et
al., 2006a).
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Fecundacion in vitro en felinos silvestres.
Entre las técnicas de reproduccion asistida la FIV se caracteriza por ser una de las mas
utilizadas en diversas especies de felinos silvestres. Hasta la fecha, se ha reportado el
nacimiento de crias vivas mediante FIV en 8 especies de felinos silvestres amenazados.
En 1990 se report6 el nacimiento de tres crias vivas de tigre (Panthera tigris) mediante la
transferencia de embriones generados por FIV a una hembra receptora (Donoghue et al.,
1990), convirtiéndose en los primeros felinos silvestres nacidos mediante una técnica de
generacion in vitro de embriones. A partir de entonces, se ha reportado el nacimiento de
crias vivas generadas mediante FIV en varias especies de felinos silvestres de pequefio
tamafo. En 1993 se produjo el nacimiento de una cria de gato salvaje asiatico (Felis
silvestris ornata) mediante la transferencia de embriones generados por FIV a una gata
doméstica receptora (Pope et al., 1993; Pope, 2000). Esto demostré que la gata
domeéstica puede ser utilizada como vientre receptor para la transferencia de embriones
de especies estrechamente relacionadas. En el ano 2000, el mismo grupo de
investigacién report6 el nacimiento de una cria de gato salvaje africano (Felis silvestris
lybica) mediante FIV. Los embriones generados por FIV fueron posteriormente
criopreservados y luego transferidos a una gata doméstica receptora (Pope et al., 2000;
Gbémez et al., 2003), demostrando que la criopreservacion de embriones es un método
que permitiria conservar la informacion genética en felinos silvestres amenazados.
Posteriormente, se reportd el nacimiento de una cria de gato serval (Leptailurus serval)
por FIV (Pope et al., 2005). Un afio después, el mismo grupo reportd el nacimiento de
una cria de gato pescador (Prionailurus viverrinus) y cinco crias de gato caracal (Caracal
caracal) generadas por FIV, siendo tres de estas crias de caracal generadas a partir de
la transferencia de embriones criopreservados (Pope et al., 2006b). Mas recientemente,
en el ano 2010 se produjo el nacimiento de dos crias de gato del desierto o gato de las
arenas (Felis margarita), posterior a la transferencia de embriones generados por FIV
(Herrick et al., 2010). En el afo 2012, se reporté el nacimiento de tres crias de gato
patinegro (Felis nigripes) como resultado de la transferencia de embriones
criopreservados producidos por FIV a una gata doméstica receptora (Pope et al., 2012).
Esta serie de investigaciones a lo largo de las dos ultimas décadas, han demostrado
fehacientemente que la FIV es una técnica que permite aumentar el potencial

reproductivo en distintas especies de felinos silvestres, convirtiéndose a la vez, en una
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herramienta de utilidad para la conservacion de estas especies. Sin embargo, el uso de
la FIV para la conservacion de felinos silvestres amenazados también presenta una serie
de complicaciones, siendo el principal inconveniente la baja disponibilidad y la dificultad
relacionada a la obtencion de gametos de estas especies, debido al reducido numero
poblacional, su escasa distribucién, y a todos los resguardos relacionados a su

proteccion.

Transferencia nuclear somatica heteroespecifica (TNSh) en felinos silvestres
Frente al limitado nimero y la escasa disponibilidad de gametos en los felinos silvestres
amenazados, la TNSh se potencia como una herramienta que podria ayudar a la
conservacion de estas especies. El ovocito de gata domeéstica es capaz de cumplir el rol
de citoplasto receptor para células de felinos silvestres donantes de ndcleo, eliminando
la necesidad de obtener gametos de estas especies (Gémez et al., 2003). En el afio 2003
se produjo el nacimiento del primer gato salvaje africano generado mediante TNSh
“Ditteaux”, dos meses después nacieron otras dos crias “Miles y Ottis” todos clones del
mismo macho de gato salvaje africano, siendo estas las primeras de crias de una especie
de felino silvestre nacidas mediante TNSh (Gomez et al., 2004). En el afio 2005, Madge
y Katie dos clones hembras de gato salvaje africano dieron a luz a cinco y tres crias
respectivamente, al ser cruzadas con Ditteaux el primer gato salvaje africano clonado
(Audubon Nature Institute). Esto demostré que a través de la TNSh, el ovocito de gata
doméstica es capaz de reprogramar células de especies estrechamente relacionadas, y
qgue la transferencia de estos embriones a una gata domeéstica receptora permite el
nacimiento de crias vivas. Ademas, se demostré que los animales nacidos por esta via
son capaces de desarrollarse y reproducirse normalmente, para finalmente parir crias
saludables. Este acontecimiento abridé las puertas para que numerosos grupos de
investigacién en todo el mundo comenzaran a utilizar la TNSh para reproducir distintas

especies de felinos silvestres amenazados.

Posteriormente, en el afio 2008 se produjo el nacimiento de nueve crias aparentemente
sanas de gato de las arenas mediante TNSh. Sin embargo, cinco de estas crias murieron
dentro de las 24 horas posterior al parto debido a problemas respiratorios, y otras cuatro
debido a neumonia por aspiracion, la ultima de estas sobrevivié hasta los dos meses de

edad (Gomez et al.,, 2008). A partir de entonces, se han publicado una serie de
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investigaciones en torno al uso de la TNSh en distintas especies de felinos silvestres
amenazados, pero ninguno de estos trabajos ha logrado producir gestaciones a término
en estas especies. Ultimamente se ha reportado la generacién in vitro de embriones de
gato herrumbroso (Prionailurus rubiginosus) y de gato patinegro (Felis nigripes) mediante
TNSh (Gémez et al. 2009b). Estos embriones fueron capaces de desarrollarse in vitro
hasta el estadio de blastocisto. Sin embargo, al ser transferidos a una gata doméstica los
embriones de gato herrumbroso no generaron gestacion, mientras que los embriones de
gato patinegro tuvieron una tasa de implantacion de solo 2,9%, y los fetos después de un
tiempo fueron reabsorbidos entre los dias 30-40 de gestacion. Posteriormente, se logré
generar embriones de gato jaspeado (Pardofelis marmorata) y de gato cabeza plana
(Prionailurus planiceps) mediante la transferencia de células somaticas de estas especies
a ovocitos enucleados de gata doméstica (Thongphakdee et al. 2010). Estos embriones
fueron capaces de desarrollarse in vitro hasta el estadio de blastocisto, pero no fueron
capaces de producir gestacion al ser transferidos a una gata doméstica receptora
(Thongphakdee et al. 2010).

En resumen, se ha demostrado que a través de la TNSh es posible reproducir especies
de felinos silvestres amenazados, y que estas crias son capaces de desarrollarse y
reproducirse normalmente. Sin embargo, la TNSh es una técnica compleja que aun
presenta una baja eficiencia, en la que solo un pequefio porcentaje de embriones
transferidos logran desarrollarse a término. Aparentemente esto se ve acrecentado
cuando la distancia filogenética entre ambas especies aumenta, por lo cual es evidente,
gque es necesario realizar mas estudios para mejorar la baja eficiencia relacionada a la
TNSh.

4. Especies de felinos silvestres endémicos en Chile

En Chile habitan cinco especies de felinos silvestres: el puma (Puma concolor), el gato
colocolo (Leopardus colocolo), el gato de Geoffroyi (Leopardus geoffroyi), el gato jacobita
(Leopardus jacobita), y la guifia (Leopardus guigna) (Iriarte 2008). De acuerdo a la Lista
Roja de especies amenazadas de la IUCN: el puma es considerada una especie de

preocupacion menor, mientras que el gato colocolo y de geoffroyi estan cerca de
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considerarse especies amenazadas, el gato jacobita se considera una especie en peligro,
y la guifia es considerada una especie vulnerable (IUCN, 2014).

Caracteristicas y estado de conservacion de la guifia (Leopardus guigna).

La guifia (Leopardus guigna, Molina 1972) es el felino mas pequefio que habita en
Ameérica, con un peso promedio de 2,2 kilos. y la longevidad de la especie supera los 11
afios de vida (Nowell y Jackson, 1996). Se describen dos subespecies de guifia
Leopardus guigna guigna y Leopardus guigna tigrillo presentes en el territorio chileno
(Napolitano et al., 2014) (Figura 1). Se estima que el area de distribucion geogréfica de
la guifia es de 300.000 Km?, la mas reducida de cualquier otro felino en América
(Napolitano et al., 2015). La guifia presenta una distribucién geografica restringida a las
zonas centro y sur de Chile, y a las zonas Andinas adyacentes de Argentina (Redford y
Eisenberg 1992). En el sur de Chile el habitad de la guifia esta fuertemente asociado a
los bosques Valdivianos y de Araucarias (Dunstone et al., 2002). Debido a su restringida
distribucion, la gtiifia es una especie muy susceptible a la pérdida de habitat, siendo este
el principal motivo de su bajo nimero poblacional (Nowell y Jackson 1996). Se estima
que la poblacion efectiva total de la glifia es menor a los 10.000 individuos adultos
reproductores, con una tendencia en disminucion debido a la perdida de habitat y a la
persecucién. Ademas, posiblemente no hayan subpoblaciones mayores a los 1000
individuos adultos reproductores (Napolitano et al., 2015). Se sospecha de una
declinacién en la poblacion de la glifia de al menos 30% en los pasados 18 afos, debido
a la excesiva destruccion del habitat para las plantaciones de bosques de pinos. Esta
reduccion no ha cesado y no es reversible a corto plazo, prediciéndose que también
continuara a futuro (Napolitano et al., 2015). Actualmente la giifia esta incluida en el
apeéndice Il de la CITES, y es una especie protegida por la legislacion Chilena y Argentina
(Nowell y Jackson 1996).
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Figura 1. Imagenes de las subespecies de guifia. a: Leopardus guigna tigrillo (Molina,
Regién del Maule). b: Leopardus guigna guigna (Isla de Chiloé). c: Leopardus guigna
guigna individuo melanico (Isla de Chiloé). d: Leopardus guigna guigna (Quetruleufu,

Region de la Araucania) (Napolitano et al., 2014).

TNS heteroespecifica posible herramienta de conservacion de la guifia.

A pesar de que no se ha reportado informacion respecto al ciclo reproductivo de la gtiifia,
se presume que se trataria de una especie de ciclo estral estacional y de ovulacion
inducida como la mayoria de los felinos. Por otro lado, se ha descrito que la gestacion de
la glifia tiene una duracion promedio de 72-78 dias, con una camada promedio de 1-3
crias (Nowell y Jackson 1996), similar a lo que ocurre en el gato doméstico.

Un factor importante de destacar, es que las especies de felinos pertenecientes al género
Leopardus incluida la guifia, se caracterizan por presentar 36 pares de cromosomas,
mientras que el resto de las especies pertenecientes a la familia Felidae presentan 38
pares de cromosomas (Slattery et al., 1994). A pesar de este factor, se ha descrito
descendencia viable posterior a la cruza de gato de Geoffroyi con gato domeéstico,
generando crias hibridas con 37 pares de cromosomas, los denominado Safari cats,

utilizados en estudios genéticos (Lyons et al., 2009). Por lo que, la diferencia en el nimero
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de cromosomas aparentemente no seria un factor limitante en la generacion de
embriones de guifia mediante TNSh.

Por los datos anteriormente mencionados, y por el hecho de que presenta caracteristicas
morfologicas similares a las de un gato domeéstico, la glifia se presenta como un buen
candidato para la generacion de embriones mediante TNSh. Para lo cual seria posible
utilizar a la gata doméstica tanto como donante de ovocitos usados como citoplasto
receptor y como receptoras de los embriones producidos, lo cual permitiria el desarrollo
in vivo de los embriones generados por medio de esta técnica. Ayudando de esta manera

al rescate del material genético en esta especie, y por lo tanto a su conservacion.

5. Factores que afectan la eficiencia de la TNS heteroespecifica

Influencia de calidad ovocitaria en la eficiencia de la TNSh

Independientemente de la técnica utilizada para la produccion de embriones, un punto
comun es la disponibilidad de ovocitos maduros competentes. Un ovocito competente es
aguel que posee los factores moleculares que le permiten una adecuada maduracion
nuclear y citoplasmética para poner en marcha el programa de desarrollo embrionario
(Latham y Schultz, 2001; Hussein et al., 2006; Leroy et al., 2008). Durante la maduracion,
el ovocito acumula factores maternos (ARNs y proteinas) que seran necesarios para
completar la meiosis, comenzar las primeras divisiones celulares, y generar la activacion
del genoma embrionario. Lo cual le permite soportar el desarrollo hasta estadios mas
avanzados, como el de blastocisto (Latham y Schultz, 2001). La adquisicion de la
competencia ovocitaria, requiere una permanente e intima relacion entre los ovocitos y el
ambiente folicular. Se ha demostrado que in vitro, esta competencia va a depender de
factores como el tamafio de los foliculos de los cuales se extrajeron los ovocitos, la época
del afio (principalmente en especies estacionarias), las condiciones de cultivo y las
caracteristicas morfolégicas del ovocito (Naoi et al., 2008). Independientemente del
origen de los ovocitos, la optimizacién de las condiciones de maduracién puede modular
la competencia ovocitaria y con ello el éxito del desarrollo embrionario.

En la gata doméstica la calidad morfologica de los complejos cumulo-ovocitos (CCOSs)
refleja diferencias funcionales en la capacidad de estos para madurar, ser fertilizados, y

posteriormente desarrollarse in vitro (Wood y Wildt, 1997). En la gata doméstica, los
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CCOs grado | y Il posterior a la maduraciéon y fertilizacion in vitro son capaces de
desarrollarse hasta el estadio de blastocisto. Los embriones generados a partir de CCOs
grado Il y IV quedan generalmente detenidos en estadio de mérula (Wood y Wildt, 1997).
En la TNS, el ovocito es el responsable de llevar a cabo la reprogramacion del nicleo de
la célula somatica a un estado indiferenciado, permitiéndole desencadenar el desarrollo
embrionario (Wilmut et al., 1997). Se ha descrito que ovocitos clasificados
morfologicamente como de mala calidad probablemente son deficientes en factores de
reprogramacion citoplasmaticos o presentan una aberrante acumulacion de proteinas, lo
cual llevaria a un desarrollo anormal de los embriones generados por TNS (Yu et al.,
2009). Por lo anterior, es de suma relevancia la seleccion de ovocitos competentes de
buena calidad para la generacion de embriones mediante TNS o TNSh.

Como se menciond anteriormente, la MIV de ovocitos gata presenta una baja eficiencia
en comparacion a otras especies. Ademas, los embriones de gato generados a partir de
ovocitos madurados in vitro presentan una menor capacidad de desarrollo en
comparacién a aquellos generados a partir de ovocitos madurados in vivo (Farstad et al.,
2000). Se ha descrito un patrén de expresion génica aberrante en ovocitos bovinos
madurados in vitro en comparacién a sus contrapartes madurados in vivo (Katz-Jaffe et
al., 2009). Ademés, se ha reportado que cigotos generados a partir de ovocitos
madurados in vitro presentan un patrén de metilacion aberrante (Gioia et al., 2005). Lo
cual indica que los ovocitos madurados in vitro presentan una menor capacidad de
reprogramacion en comparacion a los ovocitos madurados in vivo, repercutiendo
negativamente en el desarrollo embrionario posterior.

La administracion exégena de gonadotrofinas en la gata doméstica ha sido ampliamente
usada para la maduracion in vivo de ovocitos utilizados en la PIV de embriones (Gémez
et al., 2003; Yin et al., 2005). En la gata doméstica, la administracion exégena de FSH
aumenta el numero de foliculos preovulatorios, la calidad de los CCOs, y el potencial de
maduracion de estos (Sanchez et al., 2003). Ademas, los Unicos clones de gato salvaje
africano y gato de las arenas nacidos vivos, fueron producidos utilizando ovocitos
madurados in vivo mediante la administracion exégena de FSHy LH (Gémez et al., 2004;
Gbomez et al., 2008). De la misma manera, la administraciéon exégena de eCG y hCG en
la gata domeéstica inducen un mayor desarrollo folicular y la coleccién de un mayor

numero de CCOs maduros (Yu et al., 2010). A la vez, también se ha descrito el nacimiento
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de embriones clonados de gato domeéstico a partir de ovocitos madurados in vivo
utilizando eCG y hCG (Yin et al., 2005; Yin et al., 2008).

Debido a que la MIV de ovocitos aun entrega resultados deficientes en la PIV de
embriones de gato doméstico. La implementacion de un protocolo de maduracién in vivo
de ovocitos de gata domeéstica, aumentaria la calidad de los CCOs recuperados, la
competencia ovocitaria y con ello la eficiencia de la TNSh.

Sincronia entre el citoplasto receptor y el nicleo donante
En la TNS es de suma importancia la interacciébn que se genera entre el nucleo de la
célula donante y el citoplasto receptor, por lo cual, es necesario que exista una correcta
coordinacion entre la célula donante de nucleo y el ovocito maduro en MIl. Se ha
reportado que la fase del ciclo celular en la cual se encuentra la célula donante de nucleo
puede repercutir en la ploidia, la integridad de los cromosomas y por tanto el desarrollo
de los embriones generados por TNS (Campbell et al., 1996). En relacion a esto, se ha
descrito que la transferencia de células diploides en la fase GO/G1 del ciclo celular,
permite una correcta ploidia de los embriones generados por TNS. Ademas, la cromatina
de las células quiescentes en GO/G1 presenta una mayor sensibilidad a la
reprogramacion por parte de los factores citoplasmaticos del ovocito posterior a la TNS
(Campbell, 1999). La oveja Dolly, el primer mamifero clonado a partir de una célula adulta
diferenciada, fue generada utilizando células de la glandula mamaria sincronizadas en el
estado de GO/G1 (Wilmut et al., 1997). A partir de entonces, la transferencia nuclear de
células en GO/G1 se ha utilizado para la generacion exitosa de clones en distintas
especies como el raton, vaca, cabra, perro y gato domestico, entre otras (Wakayama et
al., 1998; Baguisi et al., 1999; Wells et al., 1999; Gomez et al., 2003; Oh et al., 2009).
Estos estudios han demostrado que sincronizar el ciclo celular en GO/G1 produce un
incremento en el desarrollo de los embriones clonados, cuando se utiliza un ovocito en

MII con un alto nivel de MPF como citoplasto receptor.

Se han descrito distintos protocolos para inducir la sincronizacion del ciclo celular en
GO/G1 en las células sométicas de mamiferos. Los métodos mas utilizados para la
sincronizacion del ciclo celular en GO/G1 corresponden a la privacion de suero, la

inhibicion por contacto causada por confluencia y la exposicion a inhibidores reversibles
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del ciclo celular. El primer clon generado a partir de células diferenciadas, fue producido
utilizando células sincronizadas en GO0/G1 mediante la exposicion a un medio con 0,5%
de suero fetal bovino (SFB) durante cinco dias (Wilmut et al., 1997). Actualmente, la
privacion de suero es el método mas utilizado en la sincronizacion del ciclo celular en
distintas especies, debido a que genera un alto porcentaje de células en GO/G1 (Boquest
et al., 1999; Mitalipov et al., 2002; Goémez et al., 2003). Sin embargo, la induccion de
quiescencia mediante la privacion de suero durante un periodo prolongado incrementa
significativamente la proporcion de células apoptoticas y la fragmentacion del ADN (Kues
et al., 2000; Koo et al., 2008). Esto podria repercutir negativamente en el potencial de
desarrollo de los embriones generados por TNS, por lo cual es necesario implementar
otros métodos de sincronizacién del ciclo celular que eviten este alto grado de apoptosis.
La inhibicién por contacto causada por confluencia genera una proporcion de células en
GO0/G1 similar a la privacion de suero, dejando de lado los problemas asociados al alto
grado de apoptosis. Ademas, se ha reportado que no existe diferencia en la tasa de
blastocistos generados por TNS al utilizar células en GO/G1 sincronizadas por inhibicion
por contacto o privaciéon de suero (Hayes et al., 2005).

En el afio 2001 se describié por primera vez en el gato doméstico la sincronizacion del
ciclo celular en células del camulo y fibroblastos mediante privacion de suero (Bochenek
et al., 2001). La privacién de suero no generé un aumento en la proporcion de células del
cumulo arrestadas en GO/G1. Sin embargo, en los fibroblastos se observé un aumento
en la proporcion de células en GO/G1 posterior a un periodo prolongado de privacién de
éste (Bochenek et al., 2001). De igual manera, se describié la sincronizacion del ciclo
celular en fibroblastos fetales de gato doméstico, demostrando que tanto la privacion de
suero como la confluencia generan un aumento similar en la proporcion de fibroblastos
fetales en GO/G1. Ademas, al combinar ambos métodos se genera un efecto sinérgico
que aumenta la proporcion de células en GO/G1 en comparacion a cada método por
separado (de Barros et al., 2010).

Por otro lado, se ha reportado que la privacién de suero genera un mayor porcentaje de
células fibroblasticas en GO/G1 en el gato doméstico y en el gato salvaje africano (96% y
83%, respectivamente) en comparacion a la inhibicién por contacto y al tratamiento con
roscovitina (88% y 84% versus 61% y 56%, respectivamente) (Gémez et al., 2003) . Esto

indica que la eficiencia de los distintos métodos de sincronizacion del ciclo celular en
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GO0/G1 puede variar dependiendo de la especie. Desde entonces, se han realizado una
serie de investigaciones relacionadas a la sincronizacién del ciclo celular en felinos

amenazados, con el objetivo de mejorar la eficiencia de la TNSh en estas especies.

La sincronizacion del ciclo celular en fibroblastos de tigre siberiano (Panthera tigris
altaica) ha sido descrita comparando los métodos de privacion de suero, inhibicion por
contacto, la adicion de antioxidantes o inhibidores de proteasas (Hashem et al., 2007).
Obteniendo una mayor proporcién de células en GO/G1 al tratar las células con glutation
o cicloheximida (Hashem et al., 2007). Mas recientemente, se evalud la sincronizacion
del ciclo celular mediante privacion de suero por 1-5 dias, confluencia por cinco dias y la
accion de roscovitina (7,5 — 30 uM), en el gato jaspeado (Pardofelis marmorata), el gato
leopardo (Prionailurus bengalensis) y el gato dorado asiatico (Pardofelis temminckii)
(Wittayara et al., 2013a). Se observo que la privacion de suero durante tres dias genero
la mayor proporcion de células en GO/G1 independiente de la especie, sin un incremento
significativo al aumentar los dias de tratamiento (Wittayara et al., 2013a). Sin embargo, a
los cuatro dias de privacion de suero se observo un aumento significativo en la apoptosis
en los fibroblastos de gato jaspeado y gato doméstico (Figura 3). De igual forma, la
confluencia por cinco dias logré aumentar significativamente la proporcién de células en
GO0/G1 en todas las especies a excepcion del gato jaspeado. No se observo un aumento
significativo en la apoptosis a los cinco dias de confluencia en ninguna de las especies.
Mientras que el tratamiento con roscovitina logré aumentar la proporcion de células en

GO0/G1 solo en el gato dorado asiatico y en el gato doméstico.

En resumen, de acuerdo a estos estudios, se ha observado que a pesar de pertenecer a
la misma familia (Felidae), existen diferencias en la respuesta de cada especie de felino
a los distintos métodos de sincronizacion del ciclo celular. Por lo cual, es necesario
estandarizar los protocolos de sincronizacion del ciclo celular para cada especie de felino

en particular, con el fin de mejorar la eficiencia de la TNS en cada especie.

Influencia de la distancia filogenética en la TNS heteroespecifica
La viabilidad de los embriones generados mediante TNSh se correlaciona con la distancia
genética o evolutiva entre las especies participantes (Loi et al., 2011; Narbonne et al.,
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2012). La capacidad de los embriones generados por TNSh de desarrollarse hasta el
estadio de blastocisto disminuye a medida que aumenta la distancia filogenética entre la
especie donante de nudcleo y la especie donante de ovocitos (Beyhan et al., 2007).
Embriones generados mediante TNSh a partir especies muy divergentes entre si, son
capaces de desarrollarse solamente hasta el estadio de blastocisto y presentan una serie
de defectos como el retraso o bloqueo del desarrollo, un reducido numero de células,
dafio del genoma nuclear, desorganizacion estructural, patrones de expresion génica y
niveles de energia aberrantes, y defectos en la nucleogénesis (Narbonne et al., 2012).
Esto es debido a que la generacion de embriones mediante TNSh debe enfrentar distintas
complicaciones, como la incompatibilidad entre el ADN gendmico y el ADN mitocondrial,
y la activacion del genoma embrionario (Loi et al., 2011).

Incompatibilidad entre el ADN gendmico y mitocondrial
El ADN mitocondrial codifica para alguna de las subunidades de la cadena de
transferencia de electrones responsables de la produccion de ATP. Por otro lado, el ADN
nuclear es responsable de la codificacion de factores de la replicacion, transcripcion y
traduccion del ADN mitocondrial. Por lo cual, para el correcto desarrollo embrionario es
necesario que se produzca una correcta comunicacion cruzada entre el ADN gendmico
y el ADN mitocondrial (Loi et al., 2001). En embriones generados mediante TNSh, las
mitocondrias derivan principalmente del ovocito receptor, mientras que las mitocondrias
aportadas por la célula donante son eliminadas durante las primeras divisiones y son casi
indetectable en el estadio de blastocisto (Evans et al., 1999; Hiendleder et al., 1999).
Similarmente, en embriones generados mediante TNSh entre especies estrechamente
relacionadas como los clones generados entre gaur-bovino, mouflon-oveja y coyote-perro
las mitocondrias también derivan exclusivamente del ovocito receptor (Lanza et al., 2000;
Loi et al., 2001; Hwang et al., 2013). Sin embargo, en embriones clonados generados
mediante TNSh entre especies filogenéticamente muy distantes como en el caso de
embriones panda-conejo, las mitocondrias de ambas especies coexisten hasta el estadio
de blastocisto, y posterior a la implantacion las mitocondrias de conejo son eliminadas
(Chen et al., 2002). A pesar de que aparentemente la heteroplasmia de mitocondrias en
los embriones generados mediante TNSh varia dependiendo de la distancia filogenética

entre las especies. No se han reportado estudios que evidencien que la heteroplasmia
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de ADNmt afecte la capacidad de desarrollo de los embriones clonados, los cuales son

capaces de desarrollarse en individuos adultos fértiles (Loi et al., 2011).

Activaciéon del genoma embrionario en embriones generados por TNSh

En el desarrollo embrionario temprano las primeras divisiones y la sobrevida del embrion
son regulados por ARN y proteinas de origen ovocitarias. Posteriormente, esta reserva
de ARN y proteinas comienzan a disminuir hasta el momento en que ocurre la activacion
del genoma embrionario (AGE). A partir de entonces, el embrion comienza a expresar
genes especificos que le permiten desarrollarse hasta estadios mas avanzados
(Heikinheimo y Gibbons, 1998). Se ha descrito que el momento en que se produce la
activacion del genoma embrionario es especie especifico, y en el gato doméstico ocurre
entre los estadios de 5-8 células (Hoffert et al., 1997). Sin embargo, se han reportado
estudios en los cuales embriones generados mediante TNSh presentan alteraciones de
la expresion génica al momento de la activacion del genoma embrionario. Lo cual se hace
mas evidente al aumentar la distancia filogenética entre especies (Song et al., 2009;
Lagutina et al., 2010).

Se ha descrito que embriones de mono rhesus generados mediante TNSh utilizando
ovocitos bovinos, presentan una sub-expresion de genes imprinted y constitutivos, una
morfologia nucleolar anormal, y un patron aberrante de proteinas nucleolares durante la
AGE (Song et al.,, 2009). Similarmente, embriones de cerdo generados por TNSh
utilizando ovocitos bovinos presentan una expresion reducida de NANOG y un bloqueo
del desarrollo entre los estadios de 16-25 células, sugiriendo que en estos embriones no
se produce la AGE (Lagutina et al., 2010). Con respecto al gato doméstico, se ha descrito
gue embriones de gato-bovino generados por TNSh quedan detenidos en los estadios de
8-16 células (Wittayarat et al., 2013b). En bovinos, la AGE ocurre entre los estadios de
8-16 células, por lo cual este bloque en el desarrollo puede ser debido a una insuficiente
reprogramacion del nucleo y del estatus epigenético antes del AGE (Wittayarat et al.,
2013b).
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6. Alteraciones epigenéticas en embriones generados por TNSh

Modificaciones epigenéticas durante el desarrollo temprano

La epigénesis corresponde a cambios que ocurren en la expresion de los genes sin que
se produzca alguna alteracion en la secuencia del ADN. La metilacion del ADN, la
acetilacion de las histonas, la conformacion de la cromatina, la arquitectura nuclear y los
microRNAs corresponden a mecanismos epigenéticos involucrados en modular el
funcionamiento gendmico (Zuccotti et al., 2000). Durante el proceso de diferenciacion el
nacleo de las células somaticas adquiere patrones Uunicos de modificaciones
epigenéticas, entre estas, la metilacion del ADN (Yamazaki et al., 2006). En el proceso
de metilacién, las DNA metiltransferasas (DNMTSs) transfieren un grupo metilo al carbono-
5 del anillo de citosina de las islas CpG, ubicadas en el promotor de un gen determinado.
Debido a esto, se considera que la metilacion del ADN es una de las mayores
modificaciones epigenéticas del genoma, ya que suprime la actividad transcripcional de
genes especificos (Caiafa y Zampieri, 2005). Por esta razon, durante el desarrollo
temprano, es necesario que ocurran una serie de modificaciones epigenéticas, que
reviertan este patrén de diferenciacion y que regulen la expresién de genes relevantes
para el desarrollo embrionario (Blelloch et al., 2006).

Durante el desarrollo de los mamiferos es necesario que se produzcan dos rondas de
desmetilacion y remetilacion. La primera ronda ocurre antes de la gametogénesis donde
el genoma de las células germinales primordiales es desmetilado. Posteriormente,
durante la gametogénesis el genoma de estas células es nuevamente metilado, lo que
resulta en el establecimiento de los imprintings gendmicos de acuerdo al sexo (Reik et
al., 2001). La segunda ronda de desmetilacién y remetilacién se produce durante el
desarrollo embrionario temprano, sin afectar el imprinting. Normalmente, posterior a la
fertilizacion, cuando las protaminas de los cromosomas aportados por el espermatozoide
son remplazadas por histonas ovocitarias, ocurre una desmetilacién activa del genoma
paterno (Oswald et al., 2000). Varias secuencias del genoma aportado por el
espermatozoide son rapidamente desmetiladas antes de que se produzca la primera
ronda de replicacion del ADN. Mientras que los alelos maternos aportados por el ovocito
continian metilados e incluso experimentando un proceso de metilacion de novo

posterior a la fertilizacion (Oswald et al., 2000). Posteriormente, se produce una
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desmetilacién pasiva del genoma paterno y materno durante el desarrollo embrionario
temprano, donde la metilacion total del genoma disminuye. Se postula que la
desmetilacién general durante este periodo puede tener un rol en el retorno del genoma
de los gametos a la totipotencia (Reik, 2007) (Figura 5). Este patron de desmetilacion
asincrénica del ADN es especie especifico y se ha reportado en el raton, la rata, humano,
mono, porcino y bovino (Dean et al., 2001; Xu et al., 2005; Fulka et al., 2006; Yang et al.,
2007; Zaitseva et al., 2007). Sin embargo, en el caso del ovino y el conejo no se produce
una desmetilacion activa del genoma paterno, solo ocurre una desmetilacion pasiva del

genoma total (Beaujean et al., 2004; Shi et al., 2004).

Posteriormente ocurre la metilacion de novo del ADN en los embriones pre-
implantatorios, la cual igualmente se produce de manera especie especifica. En el murino
la metilacién de novo del ADN se produce en el estadio de blastocisto, y en el bovino
ocurre durante el estadio de 16 células (Dean et al.,, 2001). Durante el estadio de
blastocisto, cuando ocurre la primera diferenciacion celular, se produce una
diferenciacion en el patron de metilacion entre las células del MCl y el TB. En el murino,
el bovino, el ovino y el porcino la metilacién del ADN es mayor en las células del MCI,
mientras que en las células del TB se produce un proceso de desmetilacién (Dean et al.,
2001; Beaujean et al., 2004; Fulka et al., 2006). Este patron de metilacién diferencial
podria deberse a que durante el desarrollo las células del TB son las primeras en
diferenciarse, y la correcta expresion de genes especificos del trofoblasto es esencial

para la nutriciobn embrionaria y la implantacion (Beaujean et al., 2004).

Alteraciones en el patron de metilacion en los embriones generados por TNS
Se ha descrito que los sistemas de PIV de embriones generan modificaciones
epigenéticas anormales (Wrenzycki et al., 2006). Los embriones producidos in vitro
presentan mayores niveles de metilacién que los embriones producidos in vivo, lo cual
puede ser la causa de los patrones de expresion génica aberrantes descritos en los
embriones producidos in vitro (Zaitseva et al., 2007). Estas alteraciones epigenéticas se
producen de manera temprana en los sistemas de MIV de ovocitos, afectando la calidad
ovocitaria y el desarrollo embrionario posterior. Gioia et al. (2005) reportaron que cigotos

porcinos generados in vitro presentan un patron de metilacion aberrante en comparacion
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a sus contrapartes generados in vivo. Sumando a esto, se ha demostrado que las
técnicas de PIV de embriones en si, afectan el patrobn de metilacion embrionario. Los
embriones generados por FIV presentan un patron de metilacion anormal al ser
comparados con sus contrapartes generadas in vivo (Gioia et al., 2005; Bonk et al., 2008;
Deshmukh et al., 2011).

Se ha descrito que las alteraciones epigenéticas aumentan cuando los embriones son
generados mediante TNS. Esto es debido a que la reprogramacion del ndcleo de una
célula diferenciada a través de la TNS es un proceso aun ineficiente. Posterior a la TNS,
frecuentemente el ndcleo donante no logra reprogramarse y establecer modificaciones
en la cromatina acorde a un patron embrionario normal (Blelloch et al., 2006; Wen et al.,
2014). Posterior a la TNS, el nacleo donado debe pasar por una intensa remodelacion de
la cromatina lo cual es llevado a cabo por los factores citoplasmaticos del ovocito. Es
necesario que las histonas H3 presentes en el nucleo de las células somaticas sean
reemplazadas por histonas de origen materno H3.3 para que sea posible la expresion de
genes de pluripotencia (Wen et al., 2014). Generalmente, el patron de metilacion de los
embriones generados por TNS es mas parecido al de una célula diferenciada que al de
un embrion generado in vivo (Dean et al., 2001; Matoba et al., 2018). Describiéndose que
los embriones generados por TNS presentan altos niveles de metilacion en regiones
promotoras del ADN en comparacion a embriones generados por FIV (Matoba et al.,
2018). Por esta razdn, se ha descrito que en la TNS el estado de diferenciacion y
metilacion de la célula donante influye en la eficiencia de reprogramacion, siendo esta
eficiencia mayor al utilizar células poco diferenciadas como donante de nucleo (Blelloch
et al., 2006). Se ha reportado que utilizar células multipotentes como las células madre
mesénquimales provenientes de medula ésea o tejido adiposo como donante de nucleo
aumenta las tasas de blastocistos generados por TNS en el porcino y equino, asi como
la sobrevida de las crias generadas en el equino (Jin et al., 2007; Olivera et al., 2018).

Relacionado con esto, se ha descrito que en embriones murinos generados por TNS se
produce una expresion anormal de la isoforma somatica de DNMT1, la cual deberia ser
normalmente inhibida por mecanismos post-transcripcionales en los embriones (Chung
et al., 2003). Mientras que la expresion de la isoforma ovocitaria DNMT10, se encuentra

escasamente expresada en embriones clonados. Como consecuencia de esto, se han
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reportado patrones de metilacion altamente aberrantes en varias regiones genomicas en
los embriones generados por TNS. Incluso, se ha detectado un alto grado de variacion
individual en el patrén de metilacidén entre un blastocisto clonado y otro (Kang et al., 2001)
(Figura 6). Esto afecta negativamente la correcta expresion de los genes relacionados al
desarrollo embrionario temprano, lo que se correlaciona con la baja capacidad de

desarrollo de los embriones producidos mediante TNS (Blelloch et al., 2006).

Los marcadores de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG son esenciales durante el
desarrollo embrionario temprano y para la mantenciébn de las caracteristicas de
pluripotencia en las células madre embrionarias (Nichols et al., 1998; Mitsui et al., 2003;
Kuroda et al., 2005; Navarro et al.,, 2012). Por esta razon, posterior a la TNS, la
desmetilacién de promotores de genes de pluripotencia es un proceso indispensable para
la reprogramacion epigenética del nucleo donante (Simonsson y Gurdon, 2004). Un
proceso de desmetilacion incompleto podria repercutir negativamente en la expresion de
los marcadores de pluripotencia en los embriones generados por TNS. Debido a esto, se
han realizado estudios que analizan el patrén de metilacion en los marcadores de
pluripotencia, siendo el marcador mas estudiado OCT4. El promotor de OCT4 se
encuentra esencialmente desmetilado en las células madre embrionarias y en las células
de carcinoma embrionario, las cuales presentan una alta expresion de OCT4. Por otra
parte, en las células somaticas, el promotor de OCT4 se encuentra heterogéneamente
metilado, lo cual inhibe su expresion (Marikawa et al.,, 2005). De igual forma, los
promotores de SOX2 y NANOG se encuentran fuertemente metilados en las células
somaticas, lo que inhibe la expresion de estos genes (Yamazaki et al., 2006). Por esta
razon, para que el nacleo donante adquiera caracteristicas totipotentes es necesario que
los promotores de los genes de pluripotencia sean desmetilados, principalmente el
promotor de OCT4 (Simonsson y Gurdon, 2004; Yamazaki et al., 2006). En embriones
murinos generados por TNS, durante el desarrollo embrionario temprano el promotor de
OCT4 sufre un proceso de desmetilacion progresivo. Sin embargo, durante todos los
estadios de desarrollo, este promotor se encuentra significativamente mas metilado en
embriones clonados en comparacion a embriones generados por FIV. Ademas, este

proceso de desmetilacion incompleto durante las primeras divisiones se asocia con un
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retraso en el desarrollo de los embriones murinos generados por TNS (Yamazaki et al.,
2006).

A la fecha, se han publicado pocos estudios que en los cuales se analicen el patron de
modificaciones epigenéticas en embriones de gato generados por transferencia nuclear
somatica. En el afio 2007 se realizo el primer analisis mediante secuenciacion por bisulfito
en el patrén de metilacién de células somaticas y de placenta de gatos clonados (Cho et
al., 2007). Reportando un patrén de hipermetilacion anormal en las células de placenta
de gatos clonados al ser comparado con gatos nacidos de forma natural (Cho et al.,
2007). Lo cual podria ser una de las causas de la baja tasa de desarrollo a término de los
embriones de gato generados mediante TNS. Posteriormente, se describié que
embriones de gato patinegro generados por TNSh presentaban un patron aberrante de
acetilacion y metilacion de histonas en comparacion a embriones de gato generados por
FIV (Gomez et al., 2011). Esto puede ser debido a que el ovocito de gata doméstica no
es capaz de reprogramar completamente el patron epigenético del nucleo la célula
somatica de gato patinegro. A modo de solucionar esta problematica, se evalu6 el
tratamiento con inhibidores de las histona desacetilasas (Tricostatina Ay ScriptAid) y DNA
metiltransferasas (5-aza-2'deoxicitidina) en los embriones de gato patinegro generados
por TNSh. Observandose una regulacion en la expresion de genes de pluripotencia y una
mejoria en el desarrollo in vitro. Sin embargo, no se observé una mejoria en el desarrollo
in vivo de estos embriones (Gomez et al., 2011; Gémez et al., 2012). Esto demuestra que
los eventos epigenéticos que afectan el desarrollo de embriones felinos generados por
TNS son aun desconocidos. Segun nuestro conocimiento no se han realizados estudios
en los cuales se describa el patron normal de modificaciones epigenéticas que se
generan posterior a la fertilizacién en los embriones de gato doméstico. Ademas, tampoco
se ha estudiado el patron de metilacion de genes relevantes durante el desarrollo

temprano en embriones felinos normales y generados por TNS.

Genes relevantes durante el desarrollo embrionario temprano
Actualmente existen pocos estudios respecto a los genes involucrados en el desarrollo
embrionario del gato doméstico (Goémez et al.,, 2010; Imsoonthornruksa et al., 2010;
Waurich et al., 2010; Hribal et al., 2012a; Hribal et al., 2012b). Sin embargo, se ha
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reportado que en los embriones de gato doméstico los genes de pluripotencia OCT4 y
SOX2y de diferenciacion CDX2 y GATA6 cumplen un rol similar a lo descrito en el murino
durante la primera diferenciacion celular (Filliers et al., 2012). Lo que no ocurre en el caso
del marcador de pluripotencia NANOG (Filliers et al.,, 2012). En el gato doméstico la
expresion de NANOG no aumenta posterior a la activacion del genoma embrionario, la
cual ocurre entre los estadios de 5-8 células en esta especie (Hoffert et al., 1997), si no
que comienza a disminuir posterior al estadio de 5-8 células (Filliers et al., 2012) (Figura
7). En el modelo murino OCT4 (Octamer-Binding Protein 4) se encarga de mantener el
estado de pluripotencia de las células del MCI. En el murino, desde que el embrién
comienza a dividirse este gen se expresa en todas las blastomeras, pero al formarse el
blastocisto su expresion se restringe al MCI (Nichols et al., 1998). Sin embargo, en el
gato doméstico OCT4 se expresa en las células del MCl y TB (Gomez et al., 2010).

En ratones, embriones deficientes de OCT4 no logran formar el MCI durante el estadio
de blastocisto (Nichols et al., 1998). Mientras que en el caso de las células madre
embrionarias, una reducida expresion de OCT4 induce la diferenciacion de estas a
trofoectodermo, y una sobreexpresion induce la diferenciacion a hipoblasto y mesodermo
(Niwa et al., 2000). Se ha descrito que OCT4 forma un complejo con SOX2 (SRY [Sex
Determining Region Y]-Box 2) y su accién conjunta regula la expresion de genes como
FGF4, NANOG, y su propia expresion a través de feedback positivo (Kuroda et al., 2005;
Okumura-Nakanishi et al., 2005). La expresion de NANOG (Nanog Homeobox) también
se restringe al MCI luego de la formacion del blastocisto. En el estadio de blastocisto
tardio durante la segunda diferenciacion, NANOG es un factor importante para la
mantencion del epiblasto, reprimiendo la expresién GATA6 e impidiendo que células del
MCI se diferencien a hipoblasto. En embriones murinos en los que no expresan NANOG
no se forma el tejido epiblastico (Mitsui et al., 2003). Por otro lado, CDX2 (Caudal Type
Homeobox 2) es un factor que promueve la diferenciacion de las células del trofoblasto
reprimiendo la expresion de OCT4 y NANOG en estas células (Strumpf et al., 2005).
GATAG6 (GATA binding protein 6) promueve la diferenciaciéon de células del MCI a
hipoblasto durante la segunda diferenciacion, expresandose en una subpoblacion de

células en la cual la expresion de NANOG es inhibida. En embriones murinos en los que
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no se expresa GATAG no se forma tejido hipoblastico reconocible morfolégicamente (Cai
et al., 2008).

Patrones de expresion génica aberrantes en embriones clonados
Recientemente, se ha descrito una expresion reducida de marcadores de pluripotencia y
diferenciacion en blastocistos de chita generados por TNSh en comparacion a
blastocistos de gato doméstico (Moro et al., 2015a). Lo cual podria ser debido a una
incompleta reprogramacion del ndcleo de chita por parte del ovocito de gata doméstica.
Posteriormente, el mismo grupo describi6 una expresién aberrante de OCT4 en
blastocistos de tigre generados por TNSh en comparacion a clones de gato doméstico,
lo que no se produjo en el caso de embriones de gato bengala (hibrido entre gato
doméstico y gato leopardo) generados por TNSh (Moro et al., 2015b). Postulando, que
esta expresion aberrante podria deberse a alteraciones al momento de la AGE en los
embriones de tigre—gato, que se hacen evidentes al tratarse de especies mas distantes

filogenéticamente.

En resumen, la glifia es una especie amenazada y la TNSh es una herramienta que
podria ayudar a rescatar el pool genético en esta especie. Sin embargo, los embriones
clonados presentan una reducida capacidad de desarrollo, asi como anormalidades
epigenética asociadas a un proceso de reprogramacion ineficiente. Ademas, la eficiencia
de la TNSh disminuye a medida que aumenta la distancia filogenética entre las especies
involucradas. Por lo cual es necesario evaluar si el ovocito maduro de gata doméstica es
capaz de reprogramar células somaticas de gtifia permitiendo el desarrollo embrionario

temprano.
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:
La transferencia de células somaticas de guifia a ovocitos de gata doméstica genera
embriones clonados con similar morfologia y expresion génica a los embriones clonados

utilizando células de gato doméstico.

Objetivo General:
Evaluar la capacidad de desarrollo in vitro y calidad de embriones generados mediante
la transferencia de células somaticas de glifia a ovocitos en metafase Il de gata

doméstica.

Objetivos especificos

1. Producir ovocitos en metafase Il competentes de gata doméstica.

2. Establecer un protocolo de induccion de quiescencia de células somaticas de gato
doméstico y guifa.

3. Evaluar la capacidad de desarrollo hasta el estadio de blastocisto de embriones de
gato doméstico y guifia generados mediante transferencia nuclear somatica, en
comparacién con embriones de gato doméstico generados por fecundacion in vitro.

4. Analizar el patrén de expresion de genes cruciales para el desarrollo embrionario.
durante puntos criticos del periodo pre-implantatorio en embriones clonados de
glifia y embriones de gato doméstico generados por clonacién y fecundacién in

vitro.
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V. MATERIALES Y METODO

IV.1. Disefio Experimental

Etapa 1. Evaluacion de la competencia ovocitaria y la sincronizacion del ciclo
celular en fibroblastos de gato doméstico y glifia.

La primera etapa abarco los objetivos 1 y 2, donde se establecieron las condiciones
esenciales para la clonacion somética utilizando tanto células de gato doméstico como
de guifia. Para el éxito de este trabajo fue necesario la disponibilidad de ovocitos
competentes en MIl y de células somaticas de gato y gliifia que estuvieran aptas para la
transferencia nuclear. Adicionalmente y como resultados complementarios, se evaluo el
sistema de cultivo in vitro de tal manera que permitiera el desarrollo embrionario hasta el
estadio de blastocisto.

De esta forma fueron propuestos dos experimentos parciales:

Experimento 1.1. Implementacion de un protocolo de estimulacion ovarica para la

generacion de ovocitos competentes de gata doméstica.

En este experimento, se evaluaron dos protocolos de estimulacion ovarica en la gata
doméstica que permitieran la obtencion de ovocitos competentes a lo largo del afio,
incluyendo en la época de anestro. Este experimento fue considerado teniendo en cuenta
gue una menor competencia ovocitaria es responsable de la baja eficiencia en los
sistemas de produccion in vitro de embriones durante la época de anestro de la gata
doméstica

Por estos motivos, este experimento se centré en evaluar el efecto de la estimulacion
ovarica con FSH de origen porcino (FSHp) y con eCG (gonadotrofina coridnica equina)
sobre la competencia ovocitaria y la produccion in vitro de embriones durante la época
de anestro. Para lo cual, se colectaron CCOs inmaduros de las gatas tratadas con FSHp
y eCG, los que fueron clasificados, madurados in vitro y activados partenogenéticamente.
Posteriormente, el protocolo de estimulacion ovarica que entregd los mejores resultados
fue seleccionado para evaluar el efecto de la maduracion in vivo de ovocitos sobre la PIV

de embriones de gato doméstico.
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Para cumplir este objetivo, fueron generados cuatro grupos experimentales:

1. Gatas en anestro que no recibieron ningun tipo de tratamiento fueron utilizadas
como control negativo (grupo control).

2. Gatas en anestro las cuales fueron tratadas con una dosis de 5 mg de FSHp, cada
24 horas, por cuatro dias (grupo FSH).

3. Gatas en anestro que fueron tratadas con una dosis Unica de 200 Ul de eCG (grupo
eCQG).

4. Gatas en anestro de los grupos 1 o 2, en las cuales la maduracion in vivo fue
inducida con una dosis de 100 Ul hCG (grupo hCG).

Este estudio de la PIV de embriones de gato fue realizado durante los meses de Abril -
Julio, dentro de las estaciones de otofio-invierno cuando se produce el anestro estacional
en la gata doméstica en el hemisferio sur. En los cuatro grupos experimentales (control,
FSH, eCG y hCG) se obtuvieron los ovarios de gata a través de ovariohisterectomia. Una
vez obtenidos los ovarios, estos fueron procesados para la obtencion de los CCOs
inmaduros en el caso de los grupos control, FSHy eCG, y para la obtencion de los CCOs
maduros en el caso del grupo hCG.

En los grupos control, FSH y eCG, los CCOs inmaduros fueron clasificados
morfolégicamente como grado |, grado I, grado Il y IV. Una proporcién de CCOs grado
I y Il fueron utilizados para el andlisis de expresion génica de receptores de
gonadotrofinas (FSHR y LHCGR), de genes inducidos por FSH (EGFR, PTGS2, EGR1 y
ESR2) y de genes relacionados a la competencia ovocitaria (GDF9, BMP15 y GATM)
mediante RT-gPCR. Mientras que otra proporcion de CCOs grado | y Il fueron sometidos
a un periodo de maduracion in vitro (MIV).

Posteriormente, los ovocitos madurados in vitro (grupos control, FSH y eCG) y los
ovocitos madurados in vivo (grupo hCG) fueron activados partenogenéticamente y
cultivados in vitro durante 8 dias. Una vez terminado el periodo de cultivo, se evalué el
porcentaje de embriones que lograron desarrollarse hasta el estadio de blastocisto en los
cuatro grupos experimentales. Una proporcién de estos blastocistos fueron utilizados en
el andlisis de expresion génica de OCT4, SOX2, NANOG, CDX2 y GATAG6. Mientras que
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otro grupo de blastocistos fueron tefiidos con Hoechst 33342 para determinar su nimero
de células, y de esta manera evaluar la calidad morfologica (Figura 2).

El protocolo de estimulacion ovarica con gonadotrofinas que entregd los mejores
resultados, fue seleccionado para la produccion de ovocitos maduros competentes, los

cuales fueron utilizados para la generacién de embriones mediante TNS.

Experimento 1.2. Determinacion de un protocolo de induccidn de arresto del ciclo

celular en células somaticas de gato doméstico y guifa.

Se generaron lineas celulares de fibroblastos de gato doméstico y de guifia, para
posteriormente utilizar estas células como donante de nucleo en la TNS. Estas lineas
celulares de ambas especies fueron sometidas a distintos tratamientos de induccién de
quiescencia para la sincronizacién del ciclo celular en la fase GO/G1. Se evaluaron los
métodos de inhibicién por contacto inducida por confluencia durante 1, 3y 5 dias y la
privacion de suero en el cultivo celular durante 1, 3 y 5 dias. Ademas, se utilizaron células
en crecimiento (60-80% de confluencia) como control negativo. El analisis del ciclo celular
se llevé a cabo mediante citometria de flujo, para estimar la proporcion de células en las
fases GO/G1, S y G2/M en cada tratamiento.

Por otra parte, se evalud la viabilidad celular de los fibroblastos de gato y de guifia
sometidos a los distintos tratamientos de induccion de quiescencia. Para el analisis de
viabilidad las células fueron tefiidas con una mezcla de naranja de acridina y ioduro de
propidio y la viabilidad celular correspondio a la proporcién de células tefiidas con naranja
de acridina en relacion al total de células contadas.

Adicionalmente, se evaluo la apoptosis celular en las células de gato y de giifa
sometidas a los distintos tratamientos de induccién de quiescencia. El analisis de
apoptosis celular se realizé evaluando la expresion relativa del marcador pro-apoptético
BAX y el marcador anti-apoptotico BCL2, mediante la técnica de RT-qPCR utilizando el

meétodo de curva estandar (Figura 2).

El o los tratamientos de induccién de quiescencia que generaron la mayor proporcion de

células en fase GO/G1 con la menor generacion de apoptosis, fueron seleccionados para
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la sincronizacion del ciclo celular en los fibroblastos de gato y guifia utilizados para la
TNS.

Etapa 2. Evaluacion de la calidad y capacidad de desarrollo de embriones de gato
doméstico generados por fecundacion in vitro y transferencia nuclear y embriones

de glifia generados por transferencia nuclear heteroespecifica.

Esta etapa abarco los objetivos 3 y 4. Se produjeron embriones clonados mediante la
transferencia de células somaticas de gato doméstico o guifia a ovocitos maduros de gata
doméstica. El objetivo general de esta etapa fue determinar la capacidad de los ovocitos
de gata domeéstica para reprogramar células soméaticas de guifia a través de clonacion
heteroespecifica. Para ello, todos los resultados fueron comparados utilizando embriones
de gato doméstico generados por TNS y por FIV. Los primeros constituyeron los controles
directos del proceso de clonacién mientras que los segundos fueron los controles del

desarrollo embrionario como tal.

Experimento 2.1. Evaluaciéon de la capacidad de desarrollo in vitro e in vivo de

embriones de gato doméstico generados por fecundacion in vitro.

Evaluacion del tratamiento con eCG en la generacion de embriones de gato por

fecundacion in vitro.

En este experimento, se evaluo la capacidad de desarrollo de los embriones de gato
doméstico generados por FIV utilizando el tratamiento con eCG para la maduracion
ovocitaria. Todo esto con el propdsito de generar los embriones que posteriormente se
utilizaran como el modelo control para evaluar la capacidad de desarrollo de los
embriones generados por clonacion. Para este experimento, se crearon dos grupos
experimentales, 1) Embriones de gato generados por FIV utilizando ovocitos de gatas
tratadas con eCG (Grupo eCG). 2) Embriones de gato generados por FIV utilizando
ovocitos de gatas sin tratar (Grupo control). Los embriones generados fueron cultivados
in vitro por 8 dias y posteriormente se evalud la tasa de division, tasa de moérulas,

blastocistos y blastocistos protruyendo. Los blastocistos generados fueron fijados y
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tefiidos para evaluar la calidad morfolégica a través del conteo de células totales en
ambos grupos experimentales.

Adicionalmente, se evalué la capacidad de desarrollo in vivo de los embriones generados
utilizando el protocolo con eCG. Se utilizaron un total de tres gatas sincronizadas
previamente con un protocolo de eCG y hCG como receptoras de embriones. Los
embriones generados fueron transferidos al dia 5 de cultivo (estadio de mérula y
blastocisto temprano) o a los dias 7-8 de cultivo (estadio de blastocisto y blastocisto
protruyendo). La prefiez fue confirmada por ecografia aproximadamente al dia 20

posterior a la FIV. Se calcularon las tasas de prefiez y de nacimientos vivos para cada

grupo.

Evaluacion del desarrollo de embriones de gato doméstico generados por fecundacion in

vitro posterior a la remocion de la zona pelucida.

Se evaluo la capacidad de desarrollo in vitro de embriones de gato posterior a la remocion
de la zona peldcida. Este experimento fue realizado debido a que el método de clonacion
seleccionado para este proyecto consiste un método de clonacién “Zona Libre” en el cual
los ovocitos son enucleados y luego fusionados con la célula somética posterior a la
remocién de la zona pellcida. Por lo cual, fue necesario evaluar primeramente si la
remocion de la zona pellcida afecta o no la capacidad de desarrollo y calidad de los
embriones de gato doméstico.

Para la realizacion de este experimento, se generaron dos grupos experimentales: 1)
grupo de embriones de gato generados por FIV a los cuales se les removié la zona
pelicida (Grupo Zona Libre); 2) Grupo de embriones de gato generados por FIV
cultivados con zona pelucida (Grupo Zona Incluida). En el caso de los embriones Zona
Libre, la zona pelucida fue removida posterior a la FIV y los embriones fueron cultivados
en el sistema “well of the well” (WOW). Ambos grupos experimentales fueron cultivados
hasta el dia 8 de desarrollo y posteriormente se evaluaron las tasas de division, morula,
blastocisto y blastocistos protruyendo (esta ultima solo en el caso del grupo zona
incluida). Los blastocistos de ambos grupos fueron fijados y tefidos para el conteo de
células totales. Adicionalmente, se midi6 el didmetro de los blastocistos generados

utilizando el programa Micrometrics.
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Experimento 2.2. Evaluacion del desarrollo in vitro de embriones clonados de gato

domeéstico y guifa.

Evaluacion de la agregacion embrionaria en la generacion de embriones de gato

domeéstico y guifia mediante transferencia nuclear somatica

Se generaron embriones de gato doméstico y de guifia mediante TNS sin la presencia de
zona pelucida. En ambas especies, los embriones fueron cultivados en el sistema WOW
colocando uno (1x) o agregando dos embriones (2x) por pocillo. EI motivo de este
experimento, es porque ha sido descrito anteriormente que la agregacion embrionaria
mejora el desarrollo in vitro en embriones felinos generados por TNS y TNSh (Moro et al.,
2015). En este experimento, los embriones fueron cultivados hasta los dias 8-9, y
posteriormente se evaluaron las tasas de division, morula y blastocistos generados. Los
blastocistos fueron fijados y tefiidos para el conteo de células totales. Otra proporcion de

blastocistos fue utilizada para los analisis de expresion génica.

Andlisis del patron de expresion génica en embriones clonados de guifia y gato

domeéstico.

Se evalué el patrén de expresion génica de los blastocistos de gato doméstico y de gtiifia
generados por TNS y cultivados en el sistema WOW de forma individual o en agregado
(2x). Se utilizaron blastocistos de gato generados por FIV como controles del patron
normal de expresion génica.

Se evaluod por medio de RT-gPCR utilizando el método de curva estandar el patron de
expresion de los genes de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) y los genes de
diferenciacion (CDX2 y GATAG). Todo esto con el propésito de evaluar la capacidad del

ovocito de gata doméstica para reprogramar las células somaticas de giifia (Figura 3)
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Etapa 1
Experimento 1.1

| Anestro estacional |

)
[ 1
| Gatas tratadas con FSH | Gatas control | Gatas tratadas con eCG |#)| Gatas tratadas con hCG
L J
I
| Ovariohisterectomia |
!

| CCOsinmaduos 1 | CCOsgradolyll = l__J
|
a Expresion génica

(RT-gPCR)

I
ERESTISINSS

Experimento 1.2

Células en Inhibicién por contacto | ' Privacion de SFB

eemiente [so] [eo] [ao]

| Citometria de flujo | | Tincién diferencial | Expresion génica
(RT-gPCR)
Sincronizacion Viabilidad Apoptosis celular
fase GO/G1 celular (BAX y BCL2)

Figura 2. Diagrama de flujo de la etapa 1 del disefio experimental.
Fuente: Elaboracion propia.
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Etapa 2

,| Ovocitos maduros de gata doméstica |x

e Iy

| Semen de gato | | Células de gato ‘ Células de guifia |
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| Fecundacion in vitro I | Clonacion somatica |
\\\ o

e
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£ Y r 4
| Desarrollo embrionario i vitro |

‘GatoFIV ~ GaloTNS  Guifia TNSh |
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Y
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Capacidad de Capacidad de Evaluacion calidad Analisis de expresion
desarrollo in vivo desarrollo in vifro morfologica génica (RT-gPCR)

d 3 g 2

Tasa de Conteo de células Pluripotencia (OCT4,
implantacion totales SOX2 y NANOG)

Tasa de Diametro de Diferenciacion
nacimientos Tasa de blastocistos blastocistos (CDX2 y GATARG)

Figura 3. Diagrama de flujo de la etapa 2 del disefio experimental.
Fuente: Elaboracion propia.

IV.2. Descripcion de los materiales y métodos

Etapa 1. Experimento 1. Implementacion de un protocolo de estimulacion ovarica

para la generacion de ovocitos competentes de gata doméstica.

Esta tesis fue aparobada por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad de Concepcion el dia 7 de julio de 2016.

Animales utilizados y evaluacién del estatus reproductivo.

Animales utilizados para el grupo control negativo. Se utilizaron como control a gatas

sanas no ciclantes durante la estacion de anestro estacional (Grupo Anestro) y a gatas
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ciclantes durante la estacion reproductiva (Grupo Estro) que no hayan recibido ningan
tipo de tratamiento hormonal. Los ovarios fueron colectados en operativos masivos de
esterilizacion y los datos de edad, peso, y estatus reproductivo fueron obtenidos de las

fichas clinicas.

Animales sometidos al tratamiento con gonadotrofinas. Se utilizaron gatas sanas en
anestro, procedentes de distintos propietarios. Los tratamientos con gonadotrofinas
(FSH, eCG, y hCG) y la cirugia posterior fueron realizados con previa autorizacion de los
duefos, a través de un consentimiento firmado de acuerdo a lo estipulado por el Comité

de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcion.

Evaluacion del estatus reproductivo en las gatas. En el Grupo Anestro, se
seleccionaron gatas durante los meses de abril a julio, que no presentaron signos de
conducta de celo, segun la informacion proporcionada por la ficha clinica de cada animal.
Ademas, se examinaron las caracteristicas morfolégicas de los ovarios extraidos, ovarios
en estado inactivo fueron considerados indicativo de que la gata se encontraba en
anestro. Se clasificaron como ovarios inactivos, aguellos con foliculos <2 mm de diametro
y sin presencia de cuerpos luteos (Freistedt et al., 2001; Karja et al., 2002a). Por otro
lado, en el Grupo Estro se colectaron ovarios de gatas durante los meses de agosto a
marzo y solo los ovarios que presentaban foliculos con un didmetro >2 mm y sin presencia
de cuerpos luteos fueron considerados como indicativo de que la gata se encontraba
ciclando (Freistedt et al., 2001; Karja et al., 2002a).

En los grupos tratados con FSH, eCG, y hCG se seleccionaron animales sin signos de
conducta de celo i.e. conducta afectiva, vocalizaciones constantes, frotacion contra
objetos, postura de lordosis y exposicion de la regién perianal, etc.; (Shille et al., 1979;
Verstegen, 1998). Ademas, para verificar que las gatas seleccionadas efectivamente se
encontraban en anestro, previo al tratamiento con gonadotrofinas se realizé un examen
de citologia vaginal. La predominancia de células parabasales y presencia algunas
células intermedias se consider¢ indicativo de que las gatas se encontraban en anestro
(Verstegen, 1998).
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Tratamiento con gonadotrofinas

Tratamiento con FSH. El tratamiento consistid en la administracidon exogena de una
dosis de 5 mg de FSHp (Folltropin-V, Bioniche, Canada), via subcutanea, cada 24 horas,
por cuatro dias, y la ovariohisterectomia fue realizada un dia después de la ultima dosis
(Sanchez et al., 2006). Las cirugias fueron realizadas en una sala adaptada para este
propésito en el Departamento de Ciencia Animal y fueron hechas por un médico
veterinario con experiencia en cirugia animal. Las cirugias consistieron en
ovariohisterectomias por la linea media, y la induccion y mantencién del plano anestésico

en los animales fue realizada con Acepromacina al 2% y ketamina al 10% en relacion 1:2.

Tratamiento con eCG. El tratamiento consistié en la administracion de una dosis Unica
de 200 Ul de eCG (Novormon, Syntex) via subcutanea, mientras que la cirugia se realizd
cuatro dias posterior a la administracion de eCG (Yu et al., 2010). Las cirugias fueron

realizadas de la misma manera que en el grupo tratado con FSH.

Tratamiento con hCG (Maduracion in vivo de ovocitos). De acuerdo a los resultados
obtenidos, se utilizaron animales procedentes del grupo tratado con FSH o con eCG. Los
animales seleccionados fueron tratados con una dosis Unica de 100 Ul de hCG (Chorulon,
MSD) 24 horas posterior a la Gltima dosis de FSH o cuatro dias posterior a la dosis de
eCG, segun corresponda (Yu et al., 2010). Los ovarios se obtuvieron a través de

ovariohisterectomia 24 horas posterior a la dosis de hCG.

Procesamiento de los ovarios y obtencion de los complejos cimulo-ovocito.

Los ovarios extraidos por ovariohisterectomia fueron puestos en solucion salina (0,9%
NacCl) estéril a 39°C, con 0,1% de gentamicina (Gentamicina 10%, laboratorio FAV). Al
colectarse ovarios de distintas gatas, cada par de ovarios fueron clasificados y colocados
en tubos estériles de 15 mL con solucion salina y fueron trasportados en un termo hasta
el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias, de la

Universidad de Concepcion, para su procesamiento.
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Los ovarios fueron procesados dentro de un periodo maximo de 6 horas a partir del
momento de su extraccion. Una vez en el laboratorio, cada par de ovarios fue lavado en
solucion salina y se depositaron en una placa de 100 mm con 7-8 mL de medio de
manipulacion (TCM-199 con 4mM de bicarbonato, 18 mM de hepes, 10% de suero fetal
bovino (SFB) y 50 pg/mL de gentamicina) a 38,5°C. Para la obtencion de los CCOs, los
ovarios fueron cortados en pequefios fragmentos con una hoja de bisturi lo cual permitio
abrir los foliculos y liberar los CCOs. Este procedimiento fue realizado sobre una platina
térmica para mantener la temperatura y evitar un estrés térmico en los ovocitos. Los

CCOs fueron clasificados morfolégicamente y posteriormente seleccionados para la MIV.

Clasificacion morfolégica de los CCOs. De acuerdo a la clasificacibn morfolégica
hecha por Wood y Wildt (1997) los CCOs fueron clasificados como grado | (excelente),
grado Il (buena), grado Il (mala), y grado IV (pobre). Se clasificaron como grado | a
aquellos CCOs con un citoplasma oscuro y homogéneo rodeado por 5 0 mas capas
compactas de células del camulo. Mientras que los CCOs grado Il fueron aquellos con
un citoplasma oscuro y homogéneo, con una corona radiada completa y rodeado por
menos de 5 capas compactas de células del camulo. Por otra parte, se consideraron
como grado lll y IV a aquellos CCOs que presentaron una escasa cantidad de células del
cumulo y distintos grado de degeneracion del citoplasma ovocitario.

Los CCOs fueron separados y clasificados en los grupos grado | y Il (aptos para la MIV)
y grado Il y IV (no aptos para la MIV). Una proporcion de los CCOs grado | y Il fueron
colectados y utilizados para el analisis de expresion génica, mientras que otra proporcion

de CCOs fueron madurados in vitro y utilizados para la PIV de embriones.

Maduracién in vitro de ovocitos (MIV)

Los CCOs seleccionados fueron lavados 2-3 veces en medio de manipulacion, y una vez
en medio de maduracion (Tabla 2). Los CCOs fueron colocados en una placa de cuatro-
pocillos con 500 uL de medio de maduracion en cada uno (colocando un maximo 30
CCOs por pocillo), y fueron incubados por un periodo 28-30 horas (Katska-Ksigzkiewicz
et al., 2003; Nagano et al., 2008), a una temperatura de 38,5°C, y en una atmosfera
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gaseosa de 5%02, 5%C02 y 90% N2, humidificada, para reducir el estrés oxidativo (Pope
et al., 1999).

Maduracioén in vivo de ovocitos

Solo en el grupo tratado con hCG. Posterior a la coleccion de los ovarios, se colectaron
los CCOs, y solo los que presentaban un cumulo expandido y un citoplasma oscuro y
homogéneo fueron seleccionados. Se removieron las células del cimulo y solo los
ovocitos que presentaron la presencia del primer cuerpo polar fueron clasificados como
maduros y utilizados para la activacion partenogenética. Los ovocitos sin presencia del
primer cuerpo polar fueron madurados in vitro por un periodo adicional de 20 horas y

posteriormente utilizados para la activacion partenogenética.

Remocién de las células del cimulo

Los CCOs madurados in vitro o in vivo fueron colocados en un tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL con 500 pL de medio TCM- HEPES y 0,5 mg/mL de hialuronidasa, y se les dio
vortex por 6 minutos a temperatura ambiente, con el objeto de desprender las células del
cumulo del ovocito. Posteriormente, los ovocitos se lavaron en medio de manipulacion

para eliminar la hialuronidasa y desprender las células del camulo restantes.

Activacion partenogenética

Posterior a la eliminacion de las células del cimulo, para la activacion partenogenética
se seleccionaron ovocitos maduros en MIl con presencia del primer cuerpo polar, y con
un citoplasma oscuro y homogéneo. Los ovocitos seleccionados fueron colocados en
medio de manipulacion con 7% de etanol por 5 minutos, y luego fueron lavados en medio
TCM-199 suplementado con 0,3% BSA, 0,36 mM de piruvato de sodio, 2,2 mM lactato
de calcio, 1.0 mM de glutamina y 50 ug/mL gentamicina (Medio activacion) a modo de
eliminar el etanol. Posteriormente, los ovocitos se incubaran durante 5 horas en medio

de activacion con 10 ug/mL de cicloheximida (CHX) y 5 ug/mL de citocalacina B (CIT-B)
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para inhibir la sintesis proteica e impedir la extrusion del segundo cuerpo polar
respectivamente, a una temperatura de 38,5°C, y en una atmosfera de 5%02, 5%CO: y
90% N2, humidificada.

Cultivo in vitro de embriones

Posteriormente, los ovocitos activados se lavaron una vez en medio de activacion, y luego
en medio de cultivo SOF (fluido sintético oviductal) con el objeto de eliminar la CHX y
CIT-B. El cultivo de los ovocitos activados fue realizado en una placa de cuatro pocillos
con 500 uL de medio SOF suplementado (Tabla 1) y fueron incubados a 38,5°C, en una
atmosfera de 5%02, 5%CO2, y 90%N2 humidificada, por 8 dias. El medio fue
suplementado con 10% de SFB al dia 5 de cultivo, segun lo descrito previamente por
(Karja et al., 2002b). Transcurridos los 8 dias de cultivo, se evalud el potencial de
desarrollo embrionario calculando las tasas de division, morula, blastocisto y blastocistos

protruyendo.

Tabla 1. Medios para la maduracién in vitro de ovocitos, y el cultivo in vitro de embriones.

Medio maduracion in vitro de ovocitos Medio de cultivo in vitro de embriones

Medio base: TCM-199 Medio base: SOF

0.3 % BSA — Fraccion V 0,3% de BSA

0,4 mM piruvato de sodio
0,36mM Piruvato
0,2 mM de L-glutamina
2,0 mM Glutamina
10 ng/mL de EGF

10 ng/mL EGF 50 pg/mL gentamicina

50 ug/mL gentamicina 0,1mg/mL de &cido citrico10

1ug/mL 17-B estradiol 2% de SFB
2,2 mM Lactato de calcio 1X de aminoacidos esenciales y no esenciales
0,1 Ul FSH-LH (Pluset, Serono, ltalia) 0,5 mg/mL de myo-Inositol

Fuente: Elaboracion propia.
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Tincién de los blastocistos

Para evaluar la calidad morfologica de los blastocistos producidos, una proporcién de
estos fue fijada en una solucién de glutaraldehido al 3% durante 3 dias a 4°C. Luego,
fueron pasados a PBS 1x con 1% de polivinyl alcohol a 4°C. Posteriormente, los
blastocistos fijados fueron tefiidos con 5 ug/mL de Hoechst 33342 por 20 min, se
visualizaron en un microscopio de fluorescencia bajo luz UV para realizar el conteo

celular.

Evaluacion de la expresion génica

Se evalud la expresion génica de FSHR, LHCGR, EGFR, PTGS2, EGR1, ESR2, GDF?9,
BMP15 y GATM en los CCOs inmaduros grado | y Il colectados en los grupos FSH, eCG,
y los grupos control (Anestro y Estro). Para lo cual, se generaron un minimo de 7 grupos
de 5-10 CCOs para cada grupo experimental. Los CCOs seleccionados se colocaron en
tubos de 1,5 mL y fueron almacenados a -80°C, hasta el momento de la extraccién de
ARN.

Adicionalmente, se evalué la expresién génica de los genes de pluripotencia OCT4,
SOX2 y NANOG, vy los genes de diferenciacion CDX2 y GATA6 en los blastocistos
producidos en los grupos FSH, eCG, hCG y control. Para lo cual, blastocistos y
blastocistos protruyendo al dia 8 de cultivo fueron pooleados, generando 7 grupos de 2-
5 embriones para cada grupo experimental. Los grupos de embriones fueron colocados
en tubos de 1,5 mL y se almacenaron a —80°C hasta el momento de la extraccion del
ARN.

La extraccion de ARN y la generacion de ADNCc se realizaron utilizando el Ambion Cell to
cDNA 11 kit (AM1723; Life Technologies) siguiendo las instrucciones descritas en el kit.
Para la extraccion de ARN, las muestras fueron lavadas una vez con PBS 1x frio.
Después de esto, se les agrego a las muestras 50 ul de Lysis buffer y fueron incubadas
a 75°C por 10 minutos. Posteriormente, las muestras fueron tratadas con DNasa | (0,04
U/ wl) incubandolas primero a 37°C por 15 minutos y luego a 75°C por 5 minutos, para la

degradacion del ADN gendmico. La reaccion de RT realizada para la generacion del
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ADNC, se llevo a cabo con 10 ul del ARN total para una reaccion de un volumen final de
20 pl que consistio en 5 uM random primers, 10mM de cada dNTP, 2 ul first strand buffer
(10x%), 10 U de RNase inhibitor, y 200 U/mL M-MuLV (Ambion Co., Austin, TX, USA). Los
parametros de incubacion fueron: 70°C por 3 min, 42°C por 60 min, y 92°C por 10 min.
El ADNc fue almacenado a -20°C hasta el momento de la realizacion de los PCRs.

Para el andlisis de expresion génica se realizo un estudio cuantitativo mediante la técnica
de PCR tiempo real (RT-gPCR) utilizando el método de curva estandar. La curva estandar
fue realizada con 2 pl de un producto de PCR de concentracion conocida para cada gen
de interés, el cual fue previamente purificado en un gel de agarosa al 2% y utilizando el
EZNA gel extraction kit (Omega, Biotek, Santiago, Chile). El producto fue cuantificado
utilizando un espectrofotometro (Epoch, BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT USA).
Cada curva estandar fue realizada con ocho puntos que correspondieron a diluciones
seriadas (1:10) de los productos de PCR purificados, utilizando 2 pl por duplicado para
cada punto de la curva. Para el analisis de gPCR cada muestra fue cargada por duplicado
(replicas técnicas). La reaccion de gPCR fue realizada con 2 ul de ADNc, 1 ul de primes
(10 pm de cada uno, forward y reverse) 5 ul de 2x Sensimix SYBR Hi-ROX (Bioline) y
completado con 2 ul de H20 para un volumen final de 10 pl. Se utiliz6 el equipo MX3000P
Real-Time PCR (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Solo aquellos experimentos (incluyendo curva estandar y muestras) con una eficiencia
dentro del rango de 90-110% y con un coeficiente de correlacion de 0,9 fueron utilizados
para el andlisis de expresion génica. Todas las muestras dentro del rango de
cuantificacion de la cuerva estandar fueron consideraras para el analisis. Los resultados
obtenidos mediante el método de curva estandar para cada gen de interés fueron
normalizados utilizando los genes housekeepings GAPDH y SDHA. Los cuales fueron
previamente seleccionados a través de un analisis de estabilidad. Los primers utilizados

y las condiciones de PCR para cada gen se presentan en la Tabla 3.
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Analisis estadistico

Célculo del tamafio minimo muestral.

El tamafio minimo muestral fue calculado utilizando el programa estadistico Infostat
(Infostat, Buenos Aires, Argentina) para detectar una diferencia minima significativa
(DMS) entre las medias de distintos tratamientos. Detectar una DMS permite calcular la
Potencia alcanzada para un modelo de analisis de la varianza de efectos fijos,
modificando el nimero de tratamientos (a), la varianza comun dentro de tratamientos (c?),
nivel de significancia (o), la diferencia minima que se quiere detectar (D), y el tamafio
muestral por tratamiento (n). Los tamafios muestrales por tratamiento son derivados a
partir de la relacion entre ¢? (efecto del tratamiento) y la Potencia (1-p).

,
, nD°

2ac°

La varianza comun dentro de cada tratamiento se obtuvo realizando un analisis de t-
student de los resultados obtenidos (% blastocistos producidos) en un grupo de
experimentos preliminares, con 4 repeticiones para cada tratamiento. Se obtuvo una
varianza comun dentro del grupo tratado con gonadotrofina de 30%, y una varianza
comun dentro del grupo control del 31%.

Por consiguiente, para este estudio se desed obtener una potencia del 90% y por tanto
con una DMS que se quiere detectar de un 10%, con una varianza comun dentro los
tratamientos de 30%, un error estandar de 5% (0,05). Se necesité un n minimo muestral
de 7 para cada tratamiento.

Este tamafio minimo muestral calculado fue utilizado para los experimentos de

produccion in vitro de embriones en las etapas 1y 2.

Andlisis de resultados.

Para estimar diferencias significativas en la calidad ovocitaria (grupos control, FSH vy
eCG), y en el porcentaje de blastocistos PIV y el andlisis de expresion génica (grupos
control, FSH, eCG y hCG), se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Ademas, para estimar diferencias significativas en el nimero de células totales de los
blastocistos producidos se utilizé la prueba de t-student. Todos los analisis se realizaron
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utiizando el programa estadistico Infostat (Infostat, Buenos Aires, Argentina),
considerandose diferencias significativas con un P<0,05.

Etapa 1. Experimento 2. Determinacién de un protocolo de induccién de arresto del

ciclo celular en células sométicas de gato doméstico y guifa.

Cultivos primarios y aislamiento de lineas celulares de gato doméstico y giifia

Aislamiento de lineas celulares de gato doméstico. Con el propésito de aislar lineas
celulares de fibroblastos de gato domeéstico, se tomaron muestras de piel de la region
abdominal de gatas del Experimento 1.1 que fueron sometidas a ovariohisterectomia. Las
muestras tomadas fueron lavadas por cuatro minutos en etanol al 70%. Posteriormente,
las muestras de piel se colocaron en una solucion PBS 1x con 1% de antibigtico-
antimicotico y fueron trasportadas al laboratorio para su procesamiento.

Una vez en el laboratorio, todas las muestras se procesaron de la misma manera. Se
eliminaron los restos de pelos de la muestra, y luego estas se cortaron en pequefios
trozos de aproximadamente 1mm?2. Las muestras se lavaron al menos cinco veces en
una solucién de PBS 1x con 1% de antibidtico-antimicético, y luego fueron sometidas a
un proceso digestién enzimatica con colagenasa. El tejido fue digerido por 18 horas en
500 pL de medio DMEM-F12 suplementado con 1% de antibiético-antimicético, 10% de
SFB, y 1 mg/mL de colagenasa, a 38,5°C, con agitacion orbital. Una vez finalizada la
digestion, se resuspendi6é vigorosamente el tejido para desprender células que pudiesen
permanecer pegadas al mismo y se centrifug6 por 10 minutos a 1200 rpm. Se eliminé el
sobrenadante y el pellet fue sembrado en frascos de cultivo T25 con 4 mL de medio de
cultivo. En el caso del cultivo primario, se utiliz6 como medio de cultivo DMEM-F12
suplementado (1mM de glutamina, 0,2 mM de piruvato, 10 ng/mL de EGF, 1% AAM) mas
30% SFB. Las células se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar un 80% de confluencia y
se les realizé cambio de medio cada dos dias. Trascurrido este periodo, se desprendieron
las células del cultivo utilizando tripsina-EDTA durante cuatro minutos, la accion de la
tripsina se detuvo agregando DMEM-F12 con 10% SFB. Una proporcion de células fueron
congeladas en viales Nalgene de 2 mL (Nalgene, Inc, Dinamarca) (pase 1), en medio
DMEM-F12 suplementado con 30% de SFB y 10% de DMSO (dimetilsulféxido). La
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congelacion se realiz6 mediante un gradiente de -1°C por minuto, empleando el sistema
Mr. Frosty (Nalgene, Inc, Dinamarca) al interior de un congelador comercial de -80°C. Los
viales de congelacion permanecieron en este sistema por tres dias después de lo cual
fueron introducidos a un tanque con nitrégeno liquido. Otra proporcion de células se
continu6 expandiendo, en placas de 100 mm con medio DMEM-F12 suplementado mas
10% SFB, para posteriormente ser congeladas en los pases 2, 3, 4, 5y 6. Se generaron

un total de tres lineas celulares de gato domestico.

Lineas celulares de guifia. Para este estudio, se utilizaron dos lineas celulares de
fibroblasto de guifia que se encontraban almacenada en el banco de recursos genéticos
del Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Concepcién. Estas lineas celulares se obtuvieron a través de muestras
de piel de oreja de una guifia hembra y una guifia macho. El procesamiento de muestras,
la generacion del cultivo primario, y la expansion y congelacion de las lineas celulares,
se realizaron siguiendo un protocolo similar al utilizado para las lineas celulares de gato
doméstico (Tovar et al., 2008)

De las tres lineas celulares establecidas de gato doméstico y de las dos lineas celulares
de guifia, se selecciondé una linea celular por cada especie, siendo estas las que
presentaron el mayor crecimiento en cultivo hasta los pases 5-6.

Debido a que para la realizacion de los experimentos de citometria de flujo, analisis de
viabilidad celular y apoptosis, se utilizaron células de gato doméstico y de guifia entre los

pases 5-6.

Métodos de sincronizacién del ciclo celular en fase GO/G1

En este estudio se evaluaron dos métodos de induccion de quiescencia celular: 1)
privacion de SFB, 2) inhibicion por contacto; en fibroblastos de gato doméstico y guifia.
Con el objetivo de seleccionar para cada especie el método que induzca la mayor
proporcidn de células sincronizadas en la fase GO/G1 y la menor proporcion de células
en apoptosis. Para cumplir este objetivo, las células de gato doméstico y de guifia fueron

sometidas a 7 tratamientos (grupos experimentales):
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1) células en crecimiento (control)
2) privacion de SFB por 1 dia.

3) privacion de SFB por 3 dias.

4) privacion de SFB por 5 dias.

5) confluencia por 1 dia.

6) confluencia por 3 dias.

7) confluencia por 5 dias.

Las células en crecimiento (60-80% de confluencia) se utilizaron como control negativo,
para evidenciar el efecto de los métodos de sincronizacion del ciclo celular. Los
tratamientos de privacion de SFB se realizaron utilizando células en un 60-80% de
confluencia, a las cuales se les cambié el medio de cultivo por medio DMEM-F12
suplementado (sin EGF) mas 0,5% de SFB. Los tratamientos de inhibicion por contacto,
se llevaron a cabo dejando que los cultivos celulares alcanzaran el 100% de confluencia,
y se esperd 1, 3 o 5 dias posterior a la confluencia, realizando cambio de medio diario
una vez alcanzada la confluencia. Para cada tratamiento se realizO un minimo de tres

repeticiones por experimento.

Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

Los cultivos celulares utilizados para los andlisis por citometria de flujo se realizaron en
frascos T25. Finalizado cada tratamiento, las células fueron tripsinizadas y centrifugadas
a 1200 rpm por 10 minutos. El pellet formado fue lavado dos veces con PBS 1x para
eliminar el medio de cultivo. Posteriormente, las células fueron fijadas en 90% de metanol
durante 10 minutos a -20°C. Luego, las células se lavaron dos veces en PBS 1x para
eliminar el metanol, y fueron incubadas en una soluciéon con 50 ug/mL de ioduro de
propidio y 100 pg/mL de RNAsa A durante 30 minutos a 37°C, en oscuridad. Finalizada
la incubacién, las células fueron centrifugadas y posteriormente el pellet fue resuspendido
en 1-1,5 mL de Focussing fluid 1x (Thermo Fisher Scientific), para luego realizar el
analisis mediante citometria de flujo. Las citometrias fueron realizadas utilizando el

equipo Attune® NXT Acoustic Focussing Cytometer (Thermo Fisher Scientific) colectando
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un minimo de 10.000 eventos a una velocidad de 200 uL/min, y la fluorescencia fue
visualizada utilizando el canal BL2-A (filtro 574/26 nm). Los histogramas, dot plots, y
density plots, fueron realizados utilizando el software Attune® NxT SW v1.1 incluido en el

equipo. Cada citometria fue repetida al menos dos veces.

Andlisis de viabilidad celular y apoptosis

Se realizaron tres réplicas de cada tratamiento, las células fueron cultivadas en placas
de 35 mm bajo las mismas condiciones anteriormente descritas. Una proporcion de estas
células fue utilizada para el andlisis de viabilidad celular a través de un contador de
células con fluorescencia dual, mientras que la otra proporcion se utilizé para evaluar la

apoptosis celular mediante RT-gPCR.

Andlisis de viabilidad celular. Al finalizar cada tratamiento las células fueron
tripsinizadas y centrifugadas, y luego fueron resuspendidas en 100 ul de medio de cultivo.
Posteriormente, se tomaron 18 ul de las células en suspension, se tifieron con 2 ul de
naranja de acridina mas ioduro de propidio (AO/PI cell viability kit, Logos biosystems) y
se incubaron dos minutos a 37°C. Posteriormente, se cargaron 10-12 ul de las células
teflidas en Photon slides™ (Ultra-low fluorescence counting slides, Logos biosystems),
los cuales fueron colocados en un contador de células automatizado con fluorescencia
dual Luna™-fl (Logos biosystems) para el analisis de viabilidad celular. Las células vivas
se observaron de color verde debido a la tincidon naranja de acridina, mientras que las
células apoptoticas y necroticas se observaron de color rojo por el ioduro de propidio.
Adicionalmente, el contador celular automatizado permitio medir el tamafio celular de los

fibroblastos sometidos a cada tratamiento.

Andlisis de apoptosis celular mediante RT-gPCR. La proporcion de células restantes
de los analisis de viabilidad celular fueron lavadas en PBS 1x, colocadas en un tubo de
1,5 mL, para luego ser centrifugadas y posteriormente almacenadas a -80°C hasta el
momento de la extraccion del ARN.
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La extraccion del ARN se realiz6 utilizando el E.Z.N.A. RNA extraction kit (Omega Biotek)
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Una vez extraido el ARN,
se cuantifico la concentracién de cada muestra utilizando un espectrofotometro (Epoch,
BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT USA) y fueron almacenadas a -80 °C hasta la
realizacion de la reaccion de reverso transcripcion (RT). Antes de comenzar la reaccion
de RT, primero se realiz6 un tratamiento con DNAsa | (0,04 U/ul) incubando las muestras
a 37 °C durante 30 min, para eliminar el ADN gendmico. Posteriormente, la reaccion se
detuvo con 25 mM de EDTA (1 ul) incubando las muestras a 65 °C por 10 min. Para la
reaccion de RT, la cual tuvo un volumen final de 20 ul, se utilizaron 100 ng del ARN
extraido, 5 uM de random primers y 10 mM de cada dNTP, seguido por una incubacién
a 65 °C por 5 min. Posteriormente, las muestras se colocaron en hielo, y se les agrego 4
uL de 5x First strand buffer, 2 ul de DTT, y 10 U de RNase out, y se incubaron a 37 °C
por dos minutos. Finalmente, las muestras se incubaron con 200 U de M-MLV-Reverse
transcriptase (Invitrogen, thermofisher) a 25°C por 10 min, 37 °C por 50 min, y finalmente
a 70 °C por 15 minutos. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta la realizacion de la
reaccion de PCR.

Para el analisis de RT-gPCR, se evalud la expresion relativa de los genes BAX y BCL2
en las células de gato doméstico y de guifia sometidas a los distintos tratamientos. Para
lo cual, se utilizé el método de curva estandar anteriormente descrito en el experimento
1.1, y los resultados obtenidos fueron normalizados utilizando el gen housekeeping
SDHA. Debido a que no se han reportado las secuencias los genes analizados en la
glifa, se utilizaron primers de gato doméstico para el analisis de expresion génica en las
células de guifia. Los primers utilizados y las condiciones de PCR para cada gen de

interés se describen en la Tabla 3.

Andlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados de las citometrias de flujo y el andlisis de
viabilidad celular, los datos que se encontraban en porcentaje fueron sometidos a la
transformacion de arcoseno. Los datos transformados y los datos correspondientes al

diametro celular fueron analizados por medio de un Modelo Lineal Generalizado (GLM) y
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utilizando la prueba de Tukey para la comparacion de medias, utilizando el programa
estadistico SAS (Cary, NC, USA). Para estimar diferencias significativas en el analisis
de expresion génica se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis en el programa
estadistico Infostat (Infostat, Buenos Aires, Argentina), considerando diferencias

significativas P<0,05.

Etapa 2. Experimento 2.1. Evaluacion de la capacidad de desarrollo in vitro e in vivo

de embriones de gato doméstico generados por fecundacion in vitro.

Evaluacion del tratamiento con eCG en la generacion de embriones de gato por

fecundacioén in vitro.

Coleccion de complejos cumulo-ovocito y maduracion in vitro

Para este experimento se seleccionaron gatas clinicamente sanas, no gestantes, de al
menos 6 meses de edad. Las gatas fueron seleccionadas para conformar dos grupos
experimentales, un grupo de gatas tratadas con una dosis de 200 Ul de eCG subcutanea
(Grupo eCG) y un grupo de gatas que no recibié este tratamiento (Grupo Control). Los
ovarios fueron colectados por medio de ovariohisterectomia, cirugia la cual se realizé
bajo las mismas condiciones descritas anteriormente, cuatro dias posterior a la dosis de
eCG. Se seleccionaron los CCOs grado | y Il, los cuales fueron madurados in vitro, bajo
las mismas condiciones anteriormente descritas en la Etapa 1, por 28-30 horas, en una
atmosfera gaseosa de 5% Oz, 5% CO2y 90% Nz a 38,5°C.

Coleccidon de espermatozoides

Se seleccionaron gatos mayores a los 10 meses de edad los cuales fueron sometidos a
castracién quirargica. La induccién y mantencion del plano anestésico en los animales
fue realizada con Acepromacina al 2% y ketamina al 10% en relacion 1:2.

Los testiculos fueron colectados en tubos de 50 mL con solucion salina NaCl 0.9% mas
0,1% de gentamicina, a 38,5°C. Se separo el epididimo de cada uno de los testiculos y

ambos epididimos fueron posteriormente cortados en pequefios trozos en una placa de
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100 mm con medio de manipulacion mas BSA (TCM-199 con 4 mM de bicarbonato, 18
mM de hepes, 0,3% de BSA-Fraccion V y 50 pg/mL de gentamicina). Posteriormente, el
medio junto con los espermatozoides fue pasado a través de un filtro de 40 um para
eliminar los restos de tejido. Luego se centrifugd la suspension en un tubo conico de 50
mL a 1800 rpm por 5 minutos. Se elimino el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
3-5 mL de medio de manipulacion mas BSA y pasado a un tubo cénico de 15 mL, los
espermatozoides fueron sometidos a swim-up (Parrish et al., 1978) a 38,5°C por 2-3
horas. Una vez finalizado, se colecto el sobrenadante y este fue centrifugado a 1800 rpm
por 5 min. Posteriormente, se elimino el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en el
medio comercial Andromed (Minitub, Tiefenbach, Alemania) al 2% y refrigerado a 4 °C.

Fecundacion in vitro

Finalizado el tiempo de MIV, se disgregaron las células del camulo de los CCOs mediante
pipeteo y posteriormente estos fueron pasados a una placa de cuatro pocillos con 500 pL
de medio TALP suplementado con: 6 mg/mL BSA-Fracciéon V, 0,36 mM de piruvato de
sodio, 1 mM de glutamina, 2,2 mM de lactato de calcio, 1% de MEM amino&cidos no
esenciales (NEAA), 0,01 mg/mL de sales de heparina de sodio y 50 pg/mL. Para la FIV
se utilizaron espermatozoides epididimales refrigerados por 24 horas, previo a la FIV, los
espermatozoides fueron sometidos a swim-up en medio de manipulacién con BSA por 30
min a 1 hora. Posteriormente, el sobrenadante fue centrifugado a 1800 rpm por 5 minutos
y el pellet fue resuspendido en 1 mL de medio TALP. Se agregaron 1,5 — 2,5 x 106
espermatozoides/mL a las gotas de 500 puL de medio TALP con 20-30 CCOs por gota.
Los CCOs y los espermatozoides fueron co-incubados durante 18-20 horas, a 38,5 °C,

en una atmosfera humidificada con 5% COa.

Cultivo in vitro de embriones

El cultivo in vitro de embriones se realiz6 de manera similar a lo descrito en la Etapa 1.
Se removieron las células del camulo con hialuronidasa y vortex. Luego los posibles
cigotos fueron cultivados en una placa de cuatro pocillos con 500 pL de medio SOF por

pocillo. EI medio fue suplementado con 10% de suero fetal bovino al dia 5 de cultivoy en
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este momento se evaluaron las tasas de division y de formacién de mérula. El cultivo fue
incubado a 38,5°C, en una atmosfera gaseosa con 5%02, 5% CO2y 90% N2, durante 8
dias. Finalizado el cultivo se evaluaron las tasas de blastocistos y blastocistos

protruyendo.

Tincion de blastocitos

Los blastocistos y blastocistos protruidos de ambos grupos fueron fijados con
glutaraldehido al 3% durante 72 horas y posteriormente tefiidos con Hoechst 33342 para
el conteo de células totales, de la misma manera que se describi6 en la Etapa 1.

Sincronizacion de gatas receptoras

Se seleccionaron tres gatas clinicamente sanas, mayores a los 6 meses de edad, las
cuales fueron mantenidas en una sala temperada (20-22 °C) y especialmente
acondicionada con elementos para la distraccion y entretenimiento, con agua y comida
ad-libitum, bajo luz natural. Para la sincronizacion hormonal, las gatas receptoras fueron
tratadas primero con una dosis de 200 Ul de eCG via subcutanea, lo cual se realiz6 un
dia después de haber inyectado a las gatas donantes de ovocitos. Posteriormente, las
gatas fueron tratadas con 100 Ul de hCG intramuscular cuatro dias posterior a la dosis

de eCG, para inducir la ovulacién y formacion de los cuerpos lateos.

Transferencia de embriones generados in vitro

Para la transferencia, se seleccionaron grupos de embriones en dos estadios de
desarrollo: 1) embriones en estadio de morula y blastocisto temprano al dia 5 de cultivo
y 2) embriones en estadio de blastocisto y blastocisto protruyendo entre los dias 7-8 de
cultivo. Esto con el motivo de evaluar en que estadio de desarrollo la transferencia de
embriones presenta mayor eficiencia, realizando un total de tres transferencias para cada
estadio (dia 5 o dia 7-8 de cultivo).

Durante la transferencia, la anestesia de las gatas fue inducida con una dosis

intramuscular de Acepromacina (Acepromacina al 2%) y Ketamina (Ketamil®, ketamina al
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10%) en relacion 1:2. La mantencién de la anestesia se realizd con bolos endovenosos
de la mezcla de Acepromacina y Ketamina en relaciéon 1:2. Una vez bajo anestesia, se
realiz6 una incision por la linea media abdominal y se expusieron ambos cuernos
uterinos. Posteriormente, se utilizd una branula de 20G para realizar un orificio en uno de
los cuernos uterinos, selecciondndose el cuerno que presentd el mayor niumero de
cuerpos lateos. Los embriones seleccionados fueron colocados en medio de
manipulacion con BSA y luego fueron cargados en un catéter Tomcat, el catéter fue
colocado dentro del orificio en direccion craneal y los embriones fueron depositados
dentro del cuerno uterino. Una vez finalizada la cirugia la gata receptora recibié una dosis
Unica de 0,2-0,3 mL del antibiético de amplio espectro Convenia® (Cefovecin sodico,
80mg/mL, Zoetis).

Posteriormente, la prefiez de cada gata receptora fue confirmada por ecografia
abdominal aproximadamente al dia 20 de gestacion. La presencia de una o mas vesiculas
germinales y la identificacion del latido cardiaco fueron confirmatorios de prefiez. Una vez
confirmada la prefiez, se esperé a que la gestacion llegara a término y que las crias
nacieran por parto natural. Finalmente, se estimaron las tasas de prefiez, de nacidos

vivos, y se registro el peso y largo de las crias.

Evaluacion del desarrollo de embriones de gato doméstico generados por

fecundacién in vitro posterior alaremocién de la zona pelucida.

Remocion de la zona pellacida

En este experimento, una vez finalizada la FIV, se eliminaron las células del cimulo con
hialuronidasa (0,5 mg/mL) y 7 minutos de vértex. Posteriormente, los posibles cigotos

fueron lavados en medio de manipulacion para eliminar la hialuronidasa.

En este momento se generaron dos grupos experimentales: 1) un grupo de cigotos a los
cuales se les removio la zona pelucida posterior a la fecundacion (Grupo Zona Libre) y 2)
un grupo de embriones que fueron cultivados normalmente con presencia de la zona
peltcida (Grupo Zona Incluida). En el caso del Grupo Zona Libre, previo a la remocién de

la zona pellcida, los posibles cigotos fueron lavados en medio de manipulacion sin suero
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fetal bovino (T0). Luego, la zona pellcida fue removida colocando los cigotos en una gota
de pronasa (2m/mL) por 3 — 4 minutos. Lo cual fue realizado sobre una platina térmica a
38,5 °C y moviendo levemente la placa para promover la degradacién de la zona. Los
posibles cigotos sin zona, fueron lavados primero en medio de manipulacion y
posteriormente en medio de manipulacion con 30% de SFB (T30) para inactivar la

pronasa.

Cultivo in vitro de embriones zona-libre

En el Grupo Zona Libre, los posibles cigotos fueron cultivados en placas de cuatro pocillos
utilizando el sistema Well of the Well (WOW). Mientras que los cigotos del Grupo Zona
Incluida fueron cultivados bajo las condiciones anteriormente descritas. Los micropocillos
fueron realizados por calor, para lo cual se utilizé una sonda de endodoncia de acero
inoxidable, la punta de la sonda se calento por 3-4 segundos en un mechero, luego esta
se colocé levemente sobre la placa y se dejé en esa posicion por 10 segundos antes de
ser retirada. Posteriormente, se utiliz6 una aguja de agregacion (Aggregation needles,
DN-09, BLS Ltd) para darle forma a los pocillos por presiébn mecanica. La placa fue lavada
2 a 3 veces con medio de cultivo, luego esta se dejo reposando 12-24 horas con medio
de cultivo, y fue lavada nuevamente antes de colocar los embriones. Esto con el propésito

de eliminar cualquier residuo potencialmente téxico producido por el plastico calentado.

Los embriones fueron cultivados en 500 pL de medio SOF suplementado, colocando un
embrién por cada micropocillo. El cultivo se realizé bajo las mismas condiciones
anteriormente descritas, suplementando el medio con 10% de SFB al dia 5 de cultivo y
finalizando el cultivo al dia 8. Se determinaron, las tasas de division, formacion de morulas

y tasa de blastocistos en ambos grupos experimentales.
Medicidon del diametro de los blastocistos y conteo de células totales
El diametro de los blastocistos generados en ambos grupos experimentales fue medido

utilizando el software Micrometrics, el cual permite generar mediciones de las fotos

tomadas por una camara acoplada al esteromicroscopio. Para el conteo de células



57

totales, los blastocistos de ambos grupos fueron fijados con glutaraldehido al 3% durante
72 horas y posteriormente tefiidos con Hoechst 33342, de la misma manera a lo

anteriormente descrito.

Experimento 2.2. Evaluacion del desarrollo in vitro de embriones clonados de gato
domeéstico y guifa.

Preparacion de citoplastos receptores

Se utilizaron ovocitos de gatas tratadas con 200 Ul eCG y madurados bajo las mismas
condiciones anteriormente descrita, solo que esta vez el periodo se redujo a 24 horas.
Una vez finalizada la MIV, se removieron las células del cimulo y se seleccionaron solo
los ovocitos con presencia del primer cuerpo polar para ser utilizados como citoplasto
receptor. Los ovocitos seleccionados fueron incubados en 500 pL de medio de
maduracioén con 4 uM de demecolcina durante 2 horas, esto provocé la protrusion del

plato metafasico para facilitar la enucleacion de los ovocitos.

Células donantes de nucleo

Se utilizaron fibroblastos de gata doméstica, entre los pases 4-5. Para la sincronizacion
en fase GO/G1, los fibroblastos fueron cultivados en placas de 60 mm hasta alcanzar un
60-80% de confluencia, posteriormente se expusieron al método de privacion de suero
(DMEM F12 + 0,5% SFB) durante 2 dias, el medio fue suplementado con 10 uL/mL de
ITS (Insulin-Transferrin-Selenium Supplement 100%, Gibco, Thermofisher) para disminuir
la apoptosis. Los fibroblastos de giifia presentaron un crecimiento mas lento que los de
gato, estos fueron cultivados en una placa de 35 mm. Se utilizaron fibroblastos de gtiifia
en pase 4, los cuales fueron cultivados por tres dias hasta alcanzar un 60-80% de
confluencia, luego estos fueron sometidos al método de privacion de suero por 1-2 dias
para inducir la quiescencia celular.

Durante el proceso de clonacion, los fibroblastos fueron desprendidos de la placa

incubandolos con 0,025% de tripsina-EDTA por cuatro minutos, se centrifugaron a 1500
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rpm por 5 minutos y fueron finalmente resuspendidos en 1 mL de medio de cultivo. Todo

esto en no mas de 30 minutos antes de comenzar la fusion.

Transferencia nuclear somatica sin la presencia de zona pellcida

Una vez finalizada la incubacién con demecolcina, se seleccionaron los ovocitos con
protrusion del plato metafasico. Se removio la zona pellucida incubando los ovocitos 2-4
minutos en una solucion con 2 mg/mL de pronasa en TCM-Hepes sin SFB, sobre una
platina térmica a 39 °C y agitando la placa constantemente para asegurar la remocion de
la zona. Los ovocitos fueron lavados 3-5 veces en medio de manipulacién y luego en
medio de manipulacién con 30% de SFB. Finalizada la remocién de la zona pellcida, los

ovocitos fueron tefiidos con 20 pg/mL de Hoechst 33342 por 20 minutos.

Para la enculeacion los ovocitos fueron colocados en una gota de 100 pL de medio de
manipulacion con 10 ug/mL de citocalacina B, cubierta de aceite mineral. La enucleacion
se realiz6 por medio de micromanipulacion, utilizando una pipeta de holding cerrada de
unos 120 um de diametro para ayudar a sostener al ovocito y una pipeta de enucleacion
de 20 um de didmetro sin bisel para extraer el plato metafasico. Tanto el ovocito como la
pipeta de enucleacion fueron expuestos brevemente a luz UV para confirmar la correcta

remocién del plato metafasico.

Posteriormente, previo a la fusion, los ovocitos enucleados fueron pasados brevemente
por 1 mg/mL fitohemoaglutinina (PHA) en TCM Hepes sin SFB. Luego de a un ovocito
por vez, fueron puestos en una gota con TCM-Hepes con 2% de SFB (T2) en la cual se
depositaron las células somaticas (Gato o Gtiifia), cada ovocito se adhirié a una célula

somatica generando los complejos ovocito-célula.

Para la fusion, se utilizé un electrofusor marca BLS (Budapest, Hungria, http://www.bls-

ltd.com), junto con una camara de fusion con 0,5 mm de separacion entre los electrodos
(BTX). Los ovocitos enucleados fueron colocados en la camara de fusion, la cual contenia
300-500 pL de medio de fusién (0.3 M de Manitol, 0.05 mM de CaCl2, 0.1 mM de MgCI2
y 1 mg/mL de alcohol polivinilico). Estos fueron colocados cercanos al electrodo superior

con ayuda de un pulso de corriente alterna y de tal manera que la célula somatica quedara
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en posicion vertical respecto al ovocito. El pulso de fusién consistio en 140 kV/cm, por 40
psec y con 2 repeticiones. Posteriormente, se esperé un total de 30 minutos para verificar
la fusion. Los ovocitos reconstruidos, se dejaron 1,5-2 horas en medio SOF

suplementado, para asegurar la reprogramacion.

Activaciodn ovocitaria

Finalizado el tiempo de reprogramacion, los ovocitos reconstruidos fueron activados por
electroporacion a través de pulso eléctrico. Para lo cual, fueron colocados en la camara
de fusién con 300-500 pL de medio de fusion, la activacion fue inducida por un pulso de
140 kV/cm por 40 psec (solo 1 repeticion). Posteriormente, los ovocitos activados fueron
incubados por 4-5 horas en medio SOF suplementado, con 10 pg/mL de cicloheximida y

5 pg/mL de citocalacina B en una atmésfera de 5%CO2, 5%02 y 90%Nz2.

Cultivo de embriones zona-libre

El cultivo de los ovocitos reconstruidos fue realizado similarmente a lo anteriormente
descrito. Los clones zona-libre fueron cultivados utilizando el sistema WOW. En cada
especie se generaron dos grupos experimentales, un grupo de embriones que fueron
cultivados de manera individual por pocillo (Grupo Individual) y un grupo de embriones
que fueron cultivados en agregado colocando dos por pocillo (Grupo Agregado). Los
embriones fueron cultivados a 38,5°C, en una atmosfera de 5%COz2, 5%02 y 90%Nz2, por
8 dias, el medio fue suplementado con 10% de SFB al dia cinco de cultivo. Se estimaron
las tasas de division, mérula y blastocisto.

Una proporcién de los blastocistos generados fue congelada a -80°C para realizar los
analisis de expresion génica, mientras que otra proporcion de blastocistos fueron fijados

para el conteo de células totales.
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Andlisis del patrén de expresion génica en embriones clonados de guifia y gato
doméstico.

Para el analisis de expresion génica, se crearon 7 grupos de blastocistos generados por
FIV (3-5 blastocistos por grupo), 7 grupos de blastocistos de gato generados por
clonacion y cultivo individual (1-3 blastocistos por grupo) y 5 grupos de blastocistos de
gato generados por clonacion y cultivo en agregado (1-3 blastocistos por grupo). Por otro
lado, el reducido numero de blastocistos de giifia generados por clonacion limité el
namero de muestras utilizadas, por lo cual se generaron 4 grupos de moérulas de guifia
generadas por clonacién y cultivo individual (3-5 mérulas por grupo), 4 grupos de morulas
de giifa generadas por clonacién y cultivo en agregado (3-5 morulas por grupo) y 4
grupos de blastocistos de guifia generados por clonacién y cultivo en agregado (1-2
blastocistos por grupo). Los grupos fueron congelados a -80°C hasta el momento de la
extraccion de ARN.

La extraccion de ARN y la generacion de ADNc se realizaron utilizando el Ambion Cell to
cDNA 1l kit (AM1723; Life Technologies) siguiendo las instrucciones del kit, similar a lo
descrito en la etapa |. Para el analisis de expresion génica se realizé un estudio
cuantitativo mediante RT-gPCR utilizando el método de curva estandar. La curva
estandar fue realizada con ocho puntos que correspondieron a diluciones seriadas (1:10),
utilizando 2 ul por duplicado para cada punto de la curva. Para el analisis de qPCR cada
muestra fue cargada por duplicado (replicas técnicas). La reaccion de PCR fue realizada
con 2 ul de ADNc, 1 pul de primes (10 pm de cada uno, forward y reverse) 5 ul de 2x
Sensimix SYBR Hi-ROX (Bioline) y completado con 2 ul de H20 para un volumen final de
10 pl. Se utilizé el equipo MX3000P Real-Time PCR (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Solo los experimentos con una eficiencia de 90-110% y con un coeficiente de correlaciéon
de 0,9 fueron utilizados para el analisis de expresion génica. Los resultados obtenidos
mediante el método de curva estandar para cada gen de interés fueron normalizados

utilizando el gen housekeeping SDHA.
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Analisis estadistico

Durante la etapa Il del proyecto, para estimar diferencias en el potencial de desarrollo in
vitro las tasas de divisidn, morulas y blastocistos generados fueron analizadas utilizando
los test no paramétricos de Wilcoxon o Kruskal wallis, dependiendo del nimero de grupos
experimentales analizados. Mientras que el didmetro y el nUmero de células totales de
los blastocistos fue analizado con el test de t student. El analisis de expresion génica fue
realizado utilizando el test no paramétrico de Kruskal wallis. Todo esto fue realizado
utilizando el software estadistico Infostat, considerando significancia con un valor de
P<0,05.

Tabla 2. Lista de partidores utilizados para RT-gPCR en las etapas 1 y 2. Secuencia de
partidores fordward (F) y reverse (R), temperatura de anneling (Ta), tamafio del producto

(Prod.) (pares de bases, pb), identificador de secuencia en NCBI.

Secuencia de partidores Ta Prod NCBI
Genes
(5-3") (°C) . (pb) N° de acceso
F:CCGAAAGAGAAAGCGAACAAG
OCT4 58 136 NM_001173441.1

R: GACCACATCCTTCTCCAGC

F: ATGCACAACTCGGAGATCAG
SOX2 58 132 NM_001173447.1
R: TTTATAATCCGGGTGCTCCT

F:CAGCCCCAGATACAGTTACAG
NANOG 58 115 NM_001173442.1
R:GCTGGGCACTAAAATACTTGG

F: TGGATGGCCTTGACTGAC
GATAG 58 147 XM_006938823.1
R: GAGCAGCAGGAGGAGCAAG

F: CAGTGAAAACCAGGACGAA
CDX2 55 104 XM_003980306.1
R: CCGGATGGTGATGTAACGA

F: CTGCCTGCCCATGGATATT
FSHR 58 119 NM_001048014.1
R:CTGTGAGGTAGATGTGAGCATAG -

F: GCACAGCAAGGAGACCAAATA
LHCGR 58 101 XM_011281083.1
R: CTTGGGTGAGCAGAAACCATAG

F: GTGCCGAGGAGAAAGAATACC
EGFR 58 102 HQ185236.1
R: CGTCACTTTGGTGGGTGTAA

F: GTCAGACACGCCAGTAACAA

ESR2 R: TGTGGGCATTCAGCATCTC 58 103 XM_006932907.2




F: CTACTGGAAGCCTAGCACTTT
PTGS2 58 99  NM_001110449.1
R: GGACAGCCCTTCACGTTATT
F: AGGAGTGATGAACGCAAGAG
EGR1 58 107  XM_003980809.3
R: TAGGAAGAGAGAGAGGTGGTG
F: GTGGACAACGGCTCCTAAA
GATM 58 124  XM_003987192.3
R: CTCGAACTCAGTCGTCACAAA
F: CATCCGTGGACCTGCTATTT
GDF9 58 129  NM_001165900.1
R: CCAGGTTGCACACACATTTC
F: CCGGCAAACAGACAGTATCA
BMP15 58 105 NM_001165898.1
R: TGGAAGCTGACTTGGAAAGG
F: GTCGTTGCCCTCTTCTACTTT
BAX 55 110 NM_001009282.1
R: TCTCGAAGGAAGTCCAGTGT
BCLo F: GTGGATGACTGAGTACCTGAAC 5 104 NM_001009340.1
R: GGACAGCCAGGAGAAATCAA
CAPDH F: AAGGCTGAGAACGGGAAAC o o0
R: CATTTGATGTTGGCGGGATC NM_001009307.1
F: GCAGCAGAAGAAGCCATTTG
SDHA 58 103  XM_003981595.1

R:GTCATTGACGGGTCTGTACTC

Fuente: Elaboracion propia.
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V. RESULTADOS

Etapa 1. Experimento 1.1. Implementaciéon de un protocolo de estimulacion ovarica

para la generacion de ovocitos competentes de gata domeéstica

Evaluacion del tratamiento con FSH a gatas en anestro sobre la competencia

ovocitariay el desarrollo embrionario in vitro

Evaluacion de la calidad morfolégica de los CCOs posterior al tratamiento con FSH

Un total de 11 gatas fueron sometidas al tratamiento con FSH (5mg/animal/dia) durante
cuatro dias, y 13 gatas a las cuales no se les realiz6 este tratamiento se utilizaron como
control negativo. El grupo tratado con FSH present6é un mayor porcentaje de CCOs grado
| respecto al grupo control (25,4 y 11,6%, respectivamente) (P<0,05), mientras que el
porcentaje de CCOs grado Il y IV fue menor en el grupo tratado con FSH en comparacion
al grupo control (P<0,05) (Tabla 3). Posterior a la maduracién se observé una mayor
expansion de las células del camulo en los CCOs del grupo tratado con FSH en
comparacién al grupo control, lo cual podria estar asociado a una mayor maduracién
ovocitaria (Figura 4). Sin embargo, no se observo diferencia significativa en el porcentaje
de ovocitos que presentaban el primer cuerpo polar posterior a la MIV entre ambos grupos
(P>0.05) (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del tratamiento con FSH a gatas en anestro sobre la calidad de los

complejos cumulo-ovocito.

CCOs CCOs CCOs CCOs %Cuerpo

Gruno N° Total Igggg Grado Grado Grado Grado polar
PO Replicas ccos OE) | I lyll yIV (Media=
- (%) (%) (%) (%) DE)
FSH 11 979  89+381° 254 248 508 492" 60,4+ 265
Anestro 13 1000 76,9+289° 11,60 251° 365 635 51,8+10,0°

ab Syperindices distintos indican diferencia significativa (P< 0,05). Fuente: Elaboracion

propia.
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de los ovarios y CCOs de los grupos control y
FSH. A: par de ovarios inactivos colectados de una gata en anestro del grupo control. B:
par de ovarios colectados de una gata en anestro del grupo FSH un dia posterior al
tratamiento. C: CCOs inmaduros del grupo control, 4x. D: CCOs inmaduros del grupo
FSH, 4x. E: CCOs del grupo control posterior a la MIV, 4x. F: CCOs del grupo FSH

posterior a la MIV, 3,2x. Fuente: Elaboracion propia.

Efecto del tratamiento con FSH a gatas en anestro sobre el patrén de expresion

génica de los CCOs inmaduros.

Para este experimento, se colectaron CCOs inmaduros grado | y Il de cuatro gatas del
grupo FSH y cuatro gatas del grupo control. Se seleccionaron siete genes especificos
para evaluar el efecto del tratamiento con FSH sobre el patron de expresién génica de
los CCOs inmaduros. Entre estos genes, dos corresponden a receptores de
gonadotrofinas (FSHR y LHCGR), tres genes inducidos por gonadotrofinas cuya
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expresion es relevante para la adquisicién de la competencia ovocitaria y maduracion
(EGFR, PTGS2 y EGR1), y dos genes relacionados a la competencia ovocitaria (GDF9
and GATM) cuyo aumento en la expresion es predictivo de un mejor desarrollo

embrionario.

Los CCOs inmaduros grado | y Il del grupo tratado con FSH presentaron una mayor
expresion relativa de FSHR en comparacion a los CCOs del grupo control (P<0,05).
Ademas, los CCOs inmaduros grado | y Il del grupo FSH presentaron una menor
expresion de GATM en comparacion al grupo control (P<0.05). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en la expresion relativa de FSHR, EGFR, PTGS2,
EGR1 y GDF9 entre ambos grupos (P>0.05) (Figura 5).

Efecto de la aplicacion exdégena de FSH a gatas en anestro sobre la capacidad de

desarrollo embrionario in vitro.

En este experimento se generaron embriones mediante activacion partenogenética con
el objetivo de evaluar la competencia ovocitaria y evadir los posibles efectos negativos
que genera la estacién no reproductiva sobre sobre la calidad y motilidad espermaética.

Para este experimento, se utilizaron CCOs grado | y Il procedentes de siete gatas tratadas
con FSH y nueve gatas del grupo control. Posterior a la activacion partenogenética, no
se observé diferencia significativa en la tasa de divisién entre los embriones del grupo
FSH y el grupo control (>0,05). Sin embargo, los ovocitos activados del grupo FSH
generaron una mayor tasa de blastocistos y blastocisto protruyendo al dia 8 de cultivo en

comparacion al grupo control (P<0.05) (Tabla 4).
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Figura 5: Expresioén relativa (+ DE) de FSHR,
LHCGR, EGFR, PTGS2, EGR1, GDF9 vy
GATM, en los CCOs grado | y Il de los grupos
FSH y control (Anestro). Los valores fueron
normalizados utilizando la media geométrica
de los genes GAPDH y SDHA. (A B):
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significativa (P<0.05). Fuente: Elaboracion

propia.
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Ademas, el tratamiento con FSH mejoré la calidad morfolégica de los embriones
generados por activacion partenogenética, lo cual se evidencio por un incremento en el
namero de células totales en los blastocistos y blastocistos protruyendo del grupo FSH

en comparacion al grupo control (P<0,05) (Figura 6).

Evaluacion de la expresién génica de los blastocistos producidos en el grupo

tratado con FSH y el grupo control.

En este experimento se evalud la expresion relativa de los genes de pluripotencia OCT4,
SOX2 y NANOG, y los genes de diferenciacion CDX2 y GATA6 en los blastocistos y
blastocistos protruyendo generados en los grupos FSH y control. Los resultados
obtenidos demostraron que los blastocistos y blastocistos protruyendo del grupo FSH
presentan una mayor expresion relativa de OCT4 y GATA6 en comparacion a sus
contrapartes del grupo control (P<0,05). Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en la expresion relativa de SOX2, NANOG y CDX2 entre los blastocistos y

blastocistos protruyendo de ambos grupos (P>0,05) (Figura 7).

Tabla 4. Desarrollo embrionario post activacién partenogenética de ovocitos grado | y I,

en el grupo tratado con FSH y el grupo control.

. Embriones *Blastocistos Blastocistos **Numero de
Ovocitos . 5
Grupo n activados divididos totales N° protruyendo células
N° (%) (%) N° (%) totales (* DE)

FSH 7 190  125(65,8)  58(30,5) 25(13,2)°  199,9 + 536"
Anestro 9 198 104 (52,5)° 26 (13,1)° 2 (1,0)° 121£34,9°

ab: Superindices distintos en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).

(DE): desviacién estandar. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6. Conteo de células totales de los blastocistos y blastocistos protruyendo de los
grupos control y FSH. A: Numero de células totales de los blastocistos y blastocistos
protruyendo de los grupos control y FSH, P<0,05. B: Blastocisto del grupo control tefiido
con Hoechst 33342, 20x%. C: Blastocisto del grupo FSH tefido con Hoechst 33342, 20x.
D: Blastocisto protruyendo del grupo FSH tefiido con Hoechst 33342, 20x. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 7. Expresién relativa de los genes OCT4, SOX2, NANOG, CDX2, y GATAG.

Expresion relativa (x DE) en relacion al promedio geométrico de GAPDH y SDHA, en

blastocistos de gato de 8 dias de cultivo, generados en el grupo FSH y el grupo control

(Anestro). (* B): Superindices distintos indican diferencia significativa (P<0,05). Fuente:

Elaboracion propia.
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Evaluacion del efecto del tratamiento con eCG a gatas en anestro sobre la

competencia ovocitaria y el desarrollo embrionario in vitro.

Evaluacion de la calidad morfolégica de los CCOs posterior al tratamiento con eCG.

Se colectaron CCOs de tres grupos experimentales, un grupo de 11 gatas ciclando
durante la estacion reproductiva (Estro), un grupo de 16 gatas en anestro durante la
estacién no reproductiva (Anestro), y un grupo de 12 de gatas en anestro tratadas con
200 Ul de eCG (eCG). No se observo diferencia significativa en el total de CCOs
colectados por gata entre cada grupo (P>0,05). Sin embargo, el grupo eCG present6 una
mayor proporcion de CCOs de grado | y una menor proporcion de CCOs grado Il y IV en
comparacion a los grupos Estro y Anestro (P<0,05) (Tabla 5). Ademas, posterior a la M1V,
se observé una mayor expansion en las células del camulo en los CCOs recuperados de
las gatas del grupo eCG (Figura 8). Similarmente, al remover las células del cimulo, fue
posible observar una mayor proporcién de ovocitos con presencia del primer cuerpo polar

en el grupo eCG en comparacion a los grupos Estro y Anestro (P<0,05) (Figura 11).

Tabla 5. Efecto del tratamiento con eCG a gatas en anestro sobre la calidad de los

complejos cumulo-ovocito (CCOs).

. CCOs CCOs CCOs CCOs
Media

N° Total grado grado grado grado

Grupo \ oblicas CCOs gc[%s) | [ Iyl MylV
- (%) (%) (%) (%)

Estro 1 625 56,8+205 16,5 264 429°  571°

Anestro 16 1356 84,8+36,1° 95  257° 35,2° 64.,8°
eCG 12 1182 985+632° 332° 223° 555 445

ab: Syperindices distintos en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8. Caracteristicas morfologicas de los ovarios y CCOs de los grupos Estro,
Anestro y eCG. A: par de ovarios activos colectados de una gata del grupo Estro. B: par
de ovarios inactivos colectados de una gata del grupo Anestro. C: par de ovarios
colectados de una gata en anestro del grupo eCG posterior al tratamiento. D: CCOs
inmaduros del grupo Estro, 4x. E: CCOs inmaduros del grupo Anestro, 3,2x. F: CCOs
inmaduros del grupo eCG 2,5x%. G: CCOs del grupo Estro posterior a la MIV, 4x. H: CCOs
del grupo Anestro posterior a la M1V, 3,2%. I: CCOs del grupo eCG posterior a la MIV,

3,2x. Fuente: Elaboracién propia.
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Efecto del tratamiento con eCG a gatas en anestro sobre el patron de expresion

génica de los CCOs inmaduros.

En este experimento, se evalud la expresion relativa de receptores de gonadotrofinas
(FSHR y LHCGR), genes inducidos por gonadotrofinas (EGFR, EGR1, PTGS2 y ESR?2)
y genes relacionados a la competencia ovocitaria (GDF9, BMP15 y GATM) en CCOs
inmaduros grado | y Il colectados de los grupos Estro, Anestro y eCG. En cuanto a los
receptores de gonadotrofina, la expresion de ambos genes, FSHR y LHCGR, fue
significativamente mayor en los CCOs del grupo eCG comparado a los grupos Anestro y
Estro (P<0,05).

En relacion a los genes inducidos por gonadotrofinas, la expresion de EGFR presentd un
patrén similar al de los receptores de gonadotrofina, siendo mayor en los CCOs del grupo
eCG comparado a los grupos Anestro y Estro (P<0,05). La expresion de ESR2 en los
CCOs del grupo eCG fue significativamente mayor comparada con el grupo Estro
(P<0,05). Mientras que la expresion relativa de EGR1 de los CCOs del grupo eCG fue
mayor a la del grupo Anestro (P<0,05), sin presentar diferencia con el grupo Estro
(P>0,05). Sin embargo, en comparacion a ambos grupos sin tratamiento, en los CCOs
del grupo eCG se observd una menor expresion relativa de PTGS2, la cual fue
significativamente menor comparada al grupo Estro (P<0,05).

En cuanto a los genes relacionados a la competencia ovocitaria, BMP15 y GDF9
presentaron un patron de expresion similar, en ambos casos los CCOs del grupo eCG
presentaron una menor expresion en comparacion al grupo Anestro (P<0,05). Mientras,
gue la expresion relativa de GATM fue significativamente menor en los CCOs del grupo
eCG comparada con el grupo Estro (P<0,05) (Figura 9).
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Evaluacion de la maduracién in vivo de ovocitos de gata mediante la estimulacion

ovarica con eCGy hCG

De acuerdo a los resultados anteriores, que indican que el tratamiento con eCG induce
una mayor expresion de los genes relacionados a gonadotrofinas en los CCOs en
comparacion con el tratamiento con FSHp, se decidi6 utilizar la eCG en combinacion con
hCG para evaluar la maduracién in vivo de ovocitos de gata (Grupo hCG).

Posterior a la administracion de 200 Ul de eCG a las gatas, se administraron 100 Ul de
hCG via intramuscular 96 horas después, la ovariohisterectomia se realiz6 24 horas
posterior a la administracion de hCG. Los resultados obtenidos demostraron que no todos
los CCOs recuperados presentaron expansion de las células del cimulo. De 7 gatas
sometidas al tratamiento con hCG se colectaron un total de 233 CCOs con el cumulo
expandido, colectando un promedio de 33 CCOs con cumulo expandido por gata, con un
minimo de 7 y un maximo de 72 CCOs por gata (Figura 10).

Posteriormente, al remover las células del camulo se observo que no en todos CCOs que
presentaban un camulo expandido se evidenciaba la presencia del primer cuerpo polar.
Solo un 56,6% de los ovocitos recuperados se encontraban en el estadio de MIl (Grupo
hCG). Sin embargo, al someter a los ovocitos inmaduros a un periodo de MIV de 20 h, el
porcentaje de ovocitos maduros aumentd a un 76,3% (hCG-IVM). El resultado de las
tasas de maduracion ovocitarias de los grupos hCG y hCG-IVM, se compararon con las
tasas de maduracion de los grupos anestro, estro y eCG. Se observo que las tasas de
maduracion de los grupos eCG (61,5 + 13,7%) y hCG-IVM (76,3 + 10,7%) fueron
significativamente mayor a las tasas de maduracion de los grupos anestro (47,9 + 13,6%)
y estro (43,7 = 11,1) (P<0,05). Sin observarse diferencia significativa en las tasa de
maduracion ovocitaria entre los grupos hCG (56,6 = 29,5), estro y anestro (P>0,05)
(Figura 11).
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Figura 10. Complejos cumulo-ovocito recuperados posterior al tratamiento con hCG. A)
CCOs inmaduros colectados posterior al tratamiento con hCG. B) CCO madurado in vivo

colectado posterior al tratamiento con hCG (3,2x). Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 11. Tasa de maduracién ovocitaria (Media + DS) en los grupos estro, anestro,
eCG y hCG (hCG y hCG-IVM). A€: Superindices distintos indican diferencia significativa
entre barras (P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Evaluacion del efecto de los tratamientos con eCG y eCG-hCG en gatas en anestro

sobre la capacidad de desarrollo embrionario in vitro.

Posterior a la MIV de ovocitos en los grupos anestro, estro y eCG y la maduracion in vivo
de ovocitos en el grupo hCG, los ovocitos maduros fueron utilizados para generar
embriones mediante activacion partenogenética y de esta manera evaluar la competencia
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ovocitaria en los cuatro grupos experimentales. Posterior a la activacion partenogenética,
los ovocitos del grupo Anestro presentaron una reducida tasa de desarrollo hasta el
estadio de blastocisto. Sin embargo, posterior al tratamiento con eCG en las gatas en
anestro se observo que los ovocitos recuperados presentaron una capacidad desarrollo
similar a lo observado durante la estacién reproductiva. Los ovocitos activados del grupo
eCG presentaron una tasa de desarrollo hasta el estadio de blastocisto, mayor a la del
grupo Anestro (P<0,05) y similar a la del grupo Estro (P>0,05) (Tabla 8). Sin embargo, se
obtuvo una gran variacion en el numero de células entre un blastocisto y otro, por lo cual
no fue posible establecer una diferencia significativa en el nimero de células totales entre
los blastocistos generados en grupos anestro, estro, eCG y hCG (P>0,05) (Figuras 12y
13).

Al evaluar el tratamiento con hCG primero se determiné el potencial de desarrollo de los
ovocitos de gata madurados in vivo (hCG in vivo), los cuales fueron activados
inmediatamente después a su coleccién, en comparacion al potencial de desarrollo de
los ovocitos de gata recuperados posterior al tratamiento con hCG y a los cuales se les
dio un periodo de 20 horas de MIV (hCG + IVM). No se observaron diferencias
significativas en la tasa de division, formacion de morulas y blastocistos totales entre
ambos grupos (P>0,05) (Tabla 6). Adicionalmente, se observé que los embriones
generados en el grupo hCG presentaron las mayores tasas de division y formacion de
moérulas, siendo significativamente mayor comparadas al grupo Estro (P<0,05). Sin
embargo, al dia 8 de cultivo, no se observaron diferencias significativas en las tasas de
blastocistos y blastocistos protruyendo entre los grupos Estro, eCG y hCG (P>0,05).
Ademas, las tasas de blastocistos totales de los grupos eCG y hCG fueron

significativamente mayor a la del grupo Anestro (P<0,05) (Tabla 7).
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Tabla 6. Desarrollo embrionario post activacion partenogenética de ovocitos maduros
recuperados de gatas tratadas con hCG.

. Embriones Morulas : Blastocistos Total
Ovocitos o . Blastocistos .
Grupo n activados divididos dia 5 NC (%6) protruyendo Blastocistos
N° (%) N° (%) N©° (%) N©° (%)
hCG
Vo 38 35(92,1)° 25(65,8)° 11 (28,9)° 2 (5,3)" 13 (34,2)"
hCG +
M P 107 88 (91,6)° 75(78,1)° 18(18,8) 11 (11,5)° 29 (30,2)"
hCG
(Total) 145 123 (91,8) 100 (74,6) 26 (19,4) 13 (9,7) 42 (31,4)

ab: Superindices distintos en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05). Fuente:
Elaboracion propia.

Tabla 7. Desarrollo embrionario post activacion partenogenética de ovocitos grado | y II,
en los grupos estro, anestro, eCG y hCG.

: Embriones Mérulas . Blastocistos Total

Ovocitos . . Blastocistos .
Grupo n activados divididos dia 5 NC (%6) protruyendo blastocistos
NC (%) NC (%) ° NC (%) N° (%)

Esto 6 70 54 (77,1  39(557) 17 (24,3)" 7 (10)° 24 (34,3)"
ab ab a a a

Anestro 12 154 141 (91,6)° 105 (68,2) 17 (11) 9 (5,8) 26 (16,9)
ab ab b a b

eCG 9 189 153 (81) 119 (63) 50 (26,5) 12 (6,3) 62 (32,8)
b b ab a ab

hCG 9 156 145 (92,9) 116 (74,4) 33 (21,2) 16 (10,3) 49 (31,4)

ab: Superindices distintos en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 12. Blastocistos y blastocistos protruyendo a los 8 dias de cultivo en los grupos
estro (A), anestro (B), eCG (C) y hCG (D). Blastocistos tefiidos con Hoechst 33342 en los
grupos estro (E), anestro (F), eCG (G) y hCG (H) (20x). Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 13. Conteo de células totales de los blastocistos y blastocistos protruyendo de los
grupos estro, anestro, eCG y hCG (Media, Min/Max). Superindices distintos indican
diferencia significativa entre los grupos (P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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Evaluacion del efecto del tratamiento con eCG y hCG sobre el patrén de expresion

génica en los blastocistos generados por activacion partenogenética.

Se analizaron los genes de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG vy de diferenciacion
CDX2 y GATAG. No se encontro diferencia significativa en la expresion relativa de OCT4,
SOX2, NANOG y CDX2 entre los blastocistos generados en los grupos Estro, Anestro,
eCG y hCG (P>0,05). Sin embargo, en los blastocistos del grupo eCG se present6 una
tendencia a una mayor expresion relativa de GATA6 en comparacion al grupo anestro
(P=0,1). No se encontraron diferencias significativas en la expresiéon de GATAG6 entre los

blastocistos del grupo Estro, Anestro y hCG (P>0,05) (Figura 14).
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En resumen, el tratamiento con eCG y hCG en la gata doméstica permite la coleccién de
ovocitos maduros competentes. Sin embargo, una proporcion de estos ovocitos necesitan
un periodo de MIV adicional para reanudar la meiosis. Ademas, el tratamiento con eCG
y hCG mejora el desarrollo embrionario in vitro posterior a la activacién partenogenética.
Sin embargo, estos resultados no son significativamente distintos a los obtenidos solo

con eCG y madurando los ovocitos in vitro.

De acuerdo, estos resultados se decidio utilizar el protocolo con eCG y MIV para la
posterior generacion de embriones de gato doméstico mediante FIV y embriones de gato
y de glifia mediante clonacién. Esto debido a que los ovocitos maduros obtenidos por
este protocolo presentaron una competencia similar a la de los ovocitos madurados in
vivo, sin la necesidad de una dosis adicional de hCG. Lo cual facilita el manejo de los

animales y disminuye los costos, sin afectar la eficiencia del proceso.

Experimento 1.2. Determinacién de un protocolo de induccién de arresto del ciclo

celular en células somaticas de gato doméstico y guifia.

Andlisis del ciclo celular en fibroblastos de gato doméstico y guifia sometidos a

distintos tratamientos de induccion de quiescencia.

En este experimento, se evaluaron distintos protocolos de sincronizacion del ciclo celular
en la fase GO/G1 (inhibicién por contacto por 1, 3 y 5 dias, y privacion de suero por 1, 3
y 5 dias) tanto en los fibroblastos de gato doméstico como de guifia. Mediante citometria
de flujo fue posible identificar las fases G0/G1, S y G2/M, asi como también el grado de
apoptosis en cada tratamiento, tanto en los fibroblastos de gato doméstico como de guifia
(Figura 15).
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Figura 15: Histogramas representativos del analisis por citometria de flujo en los
fibroblastos de gato doméstico (A: células en crecimiento, B: inhibicion por contacto, C:
privacion de suero) y en los fibroblastos de guifia (D: células en crecimiento, E: inhibicion

por contacto, F: privacion de suero). Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados de este experimento demostraron que los fibroblastos de gato doméstico
y guifia responden de manera distinta a cada tratamiento de induccién de quiescencia.
Ambos métodos, tanto la privacion de suero como la inhibicion por contacto aumentan la
proporcion de fibroblastos de gato doméstico y de guifia arrestados en la fase GO/G1 del

ciclo celular, observandose diferencias entre ambas especies.

En el gato doméstico, tanto la privacion de suero como la inhibicién por contacto, ambas
por 3 y 5 dias, aumentan significativamente la proporcion de fibroblastos arrestados en
la fase GO/G1 del ciclo celular y reducen la proporcion de fibroblastos en las fases S 'y
G2/M en comparacion a los fibroblastos que se encontraban en crecimiento (60-80%
confluencia) que fueron utilizados como control (P<0,05). Por otro lado, no se encontraron
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diferencias en la proporcion de fibroblastos en las fases GO/G1, S y G2/M entre los
tratamientos de privacién de suero por 3 y 5 dias y los tratamientos de inhibicion por
contacto por 3y 5 dias (P>0,05). Ademas, de acuerdo a los resultados de las citometrias,
no se encontro diferencia significativa en la proporcion de células en apoptosis entre
todos los tratamientos (P>0,05) (Tabla 8).

En relacidn a los fibroblastos de guifia, los tratamientos de privacion de suero por 3y 5
dias y la inhibicién por contacto por 1 y 3 dias aumentan significativamente la proporcion
de fibroblastos detenidos en la fase GO/G1 del ciclo celular (P<0,05). La privacion de
suero por 3 y 5 dias generaron los porcentajes mas altos de fibroblastos de guifia
arrestados en la fase GO0/G1l. Sin embargo, a diferencia de lo observado en los
fibroblastos de gato doméstico, la inhibicibn por contacto por 5 dias no aumento la
proporcion de fibroblastos de guifia arrestados en la fase GO/G1 comparado con los
fibroblastos en crecimiento utilizados como control (P>0,05). Ademas, la inhibicién por
contacto por 5 dias presento la proporcion mas alta de fibroblastos de giifia en apoptosis
en comparacion a los demas tratamientos, aunque este aumento no fue estadisticamente
significativo (P>0,05). Adicionalmente, se observd que solo la privacién de suero por 5
dias redujé significativamente la proporcion de fibroblastos de guifia que se encontrban
en la fase G2/M del ciclo celular (P<0,05) (Tabla 9).
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Tabla 8. Resultados del analisis de citometria de flujo (Media + DE) en fibroblastos de

gato doméstico sometidos a los distintos tratamientos de induccion de quiescencia.

Tratamiento Apoptosis (%) GO/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Crecimiento 12+1° 63+87  57+03 21+6,9
Privacién de SFB 1 dia 27+1,4" 791+64" 27+08 121439
Privacion de SFB 3 dias 25+06 852+24  22+072 85+22"
Privacion de SFB 5 dias 15+0,9 87,2+36  27+1 7117
Confluencia 1 dia 4+1,7° 796+61° 33+1" 105+32"
Confluencia 3 dias 31+1,9" 855+7  25+12 7,3+49
Confluencia 5 dias 47+16 854+2  26+03 608

2, b: Superindices distintos dentro de la misma columna indican diferencia significativa

(P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 9. Resultados del andlisis de citometria de flujo (Media + DE) en fibroblastos de

guifa sometidos a los distintos tratamientos de induccién de quiescencia.

Tratamiento Apoptosis (%) GO/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Crecimiento 1405 536+88  3,1+18 29155
Privaciéon SFB 1dia 19+ 1,7" 66+4,4"  24%02° 243+62"
Privacion SFB 3 dias 2423 752+72°  34:25 1692
Privacion SFB 5dias 29 +1 7" 825+48  29+16 10557
Confluencia 1 dia 1,7+1,4° 71135 3%18  195%3"
Confluencia 3 dias 18+16 711+48° 37+15 18543
Confluencia 5 dias 41+36"  664:51"  36%2" 198:52"

2, b: Superindices distintos dentro de la misma columna indican diferencia significativa

(P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Andlisis de viabilidad celular de los fibroblastos de gato doméstico y guifa

sometidos a los distintos tratamientos de induccion de quiescencia

Respecto al analisis de viabilidad celular por tincion diferencial, tanto en los fibroblastos
de gato domeéstico como de guifia, el tratamiento de privacion de suero por 5 dias
disminuyo significativamente la proporcion de células vivas en comparacion a los
fibroblastos en crecimiento (P<0,05). Adicionalmente, el equipo Luna™-fl (Logos
biosystems) también permiti6 estimar el diametro celular en cada tratamiento. La
medicion de los fibroblastos de gato doméstico revel6 que los tratamientos de privacion
de suero por 3 y 5 dias e inhibicion por contacto por 1, 3 y 5 dias, disminuyeron

significativamente el tamafio celular en comparacién a los fibroblastos en crecimiento
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(P<0,05) (Tabla 10). Por otro lado, en los fibroblastos de guifia, solamente los
tratamientos de privacion de suero por 5 dias e inhibicion por contacto por 3 y 5 dias
disminuyeron significativamente el tamafio celular en comparacion a los fibroblastos en
crecimiento (P<0,05) (Tabla 11).

Tabla 10. Resultados del andlisis de viabilidad y tamafio celular en fibroblastos de gato

doméstico sometidos a los distintos tratamientos de induccién de quiescencia.

Tratamiento Viabilidad (%) Tamafo celular (um)
Crecimiento 94,5 + 0,5a 14,2 + 0,4a
Privacion SFB 1 dia 90,2 +5,2" 13,2+0,8"
Privacion SFB 3 dias 86.8+ 55" 109+1,6"
Privacién SFB 5 dias 74,7 + 3,6b 10,2 + 0,6c
Confluencia 1 dia 959+ 2.6 10,8+ 0,8~
Confluencia 3 dias 94,1+15 11,4+12"
Confluencia 5 dias 89,6+32" 9,8+1°

a,b.¢: Superindices distintos indican diferencias significativas dentro de la misma columna

(P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 11. Resultados del analisis de viabilidad y tamafio celular en fibroblastos de guifia
sometidos a los distintos tratamientos de induccion de quiescencia.

Tratamiento Viabilidad (%)  Tamafo celular (um)
Crecimiento 97,3+ 1,8 16,8 £ 0,2°
Privacion SFB 1 dia 96,3+ 1,2 15,7+ 05"
Privacién SFB 3 dias 943+1,7" 14,8 + 1,9ab
Privacién SFB 5 dias 83,5+ 7,3b 135+ 1,2b
Confluencia 1 dia 94,8 +3° 14,1+09%
Confluencia 3 dias 954 +27" 134 +0.2°
Confluencia 5 dias 97,2+02° 13406

a,b.¢: Syperindices distintos indican diferencias significativas dentro de la misma

columna (P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Evaluacion de la apoptosis celular en los fibroblastos de gato doméstico y guifia

sometidos a los distintos tratamientos de induccién de quiescencia

En este experimento, se evaluo el grado de apoptosis de cada tratamiento de induccion
de quiescencia a través del andlisis de la expresion relativa del gen apoptotico BAX y el
gen antiapoptotico BCL2.

En cuanto a los fibroblastos de gato domeéstico, solo los tratamientos de inhibicion por
contacto por 3 y 5 dias aumentaron significativamente la expresion relativa de BAX en
comparacion a los fibroblastos en crecimiento utilizados como control (P<0,05). Ademas,
la expresion relativa de BAX fue mayor en los fibroblastos sometidos a inhibicion por

contacto por 5 dias en comparacion a los fibroblastos sometidos a privacion de suero por
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3y 5dias (P<0,05). Por otro lado, la privacién de suero y la inhibicién por contacto, ambas
por 3y 5 dias, aumentaron significativamente la expresion relativa del gen antiapoptotico
BCL2 en comparacion a las células control en crecimiento (P<0,05). Finalmente, al
evaluar la razon BAX/BCL2, no se encontraron diferencias significativas al comparar
todos los tratamiento con los fibroblastos control en crecimiento (P>0,05). Esto se podria
explicar porque en los fibroblastos sometidos a inhibicion por contacto por 3 y 5 dias, el
aumento en la expresion relativa de BCL2 puede haber contrarrestado los altos niveles
de BAX, lo cual se vio reflejado en una razén BAX/BCL2 similar a la de los fibroblastos
control (P>0,05) (Figura 16).

En relacién a los fibroblastos de guifia, estos respondieron de manera distintas a los
tratamientos de induccién de quiescencia en comparacion a los fibroblastos de gato
domeéstico. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la expresion relativa
de BAX en todos los tratamientos en comparacion a los fibroblastos control en crecimiento
(P>0,05). Sin embargo, la expresion relativa de BAX fue significativamente mas alta en
los tratamientos de inhibicién por contacto por 1 y 3 dias en comparacién a la privacion
de suero por 5 dias (P<0,05). En contraste, la privacion de suero por 3 dias aumentd
significativamente la expresion relativa de BCL2 en comparacion a los fibroblastos control
en crecimiento (P<0,05). Ademas, la expresion relativa de BCL2 fue significativamente
mayor en los tratamientos de privacion de suero por 3 y 5 dias en comparacion a al
tratamiento de inhibicion por contacto por 5 dias (P<0,05). Finalmente, no se encontraron
diferencias significativas al comparar la razon BAX/BCL2 de todos los tratamientos contra
el grupo control en crecimiento (P>0,05). Sin embargo, los tratamientos de inhibicién por
contacto por 3 y 5 dias presentaron una razon BAX/BCL2 significativamente mayor en
comparacion a los tratamientos de privacion de suero por 3y 5 dias (P<0,05). Esto puede
haber sido causado, porque en los tratamientos de privacion de suero, la expresion
relativa de BCL2 aumentaba de manera conjunta con el tiempo transcurrido en el
tratamiento, disminuyendo los niveles de BAX. Por el contrario, en los tratamientos de
inhibicion por contacto, la expresion relativa de BCL2 permanecié de manera constante
a lo largo del tiempo, lo que se evidencio en una elevada razén BAX/BCL2 a los dias 3y

5 de tratamiento (Figura 17).
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Figura 16. Expresion relativa (Media £ D.E.) de BAX, BCL2 y de la razon BAX/BCLZ2 en
fibroblastos de gato doméstico sometidos a los distintos tratamientos de induccion de
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En resumen, los fibroblastos de gato doméstico y de glifia responden de manera distinta

a los diferentes tratamientos de induccién de quiescencia.

En los fibroblastos de gato doméstico, la inhibicion por contacto y la privacion de suero,
ambas por 3 y 5 dias, generan una proporcion similar de células arrestadas en la fase
GO/G1. En el caso de los fibroblastos de giifia, la privacion de suero por 3 y 5 dias
generan la mayor proporcion de células arrestadas en la fase GO/G1. Sin embargo, la
inhibicién por contacto por 5 dias no genera un aumento significativo en la proporcion de
fibroblastos en GO/G1, presentando de igual manera un aumento en la razén BAX/BCL2,
lo cual podria estar relacionado a una mayor incidencia de apoptosis. De igual manera,
en ambas especies la privacion de suero por 5 dias genera una disminucion significativa

en la viabilidad de los fibroblastos.

De acuerdo a estos resultados, en este proyecto de tesis se decide utilizar la privacion
de suero, por no mas de 3 dias, para la sincronizacion de fibroblastos de guifia en la fase

GO0/G1 del ciclo celular y la posterior generacion de embriones mediante TNS.



92

Etapa 2. Evaluacién de la calidad y capacidad de desarrollo de embriones de gato
domeéstico generados por fecundacion in vitro y transferencia nuclear y embriones

de guifia generados por transferencia nuclear heteroespecifica.

Experimento 2.1. Evaluacién de la capacidad de desarrollo in vitro e in vivo de
embriones de gato doméstico generados por fecundacion in vitro.

Evaluacion del tratamiento con eCG en la generacion de embriones de gato por

fecundacioén in vitro.

Evaluacion de la capacidad de desarrollo in vitro

Se generaron embriones de gato mediante FIV y se evalué el desarrollo de estos
embriones hasta el estadio de blastocisto al dia 8 de cultivo. En este experimento, se
comparo la generacion de embriones a partir de ovocitos de gatas tratadas con eCG en
comparacion a ovocitos colectados de gatas sin tratar. De acuerdo a los resultados
obtenidos, los ovocitos de gatas tratadas con eCG permiten la generacion de embriones
de gato doméstico por FIV, logrando desarrollarse hasta los estadios de blastocisto y
blastocisto protruyendo. La tasa de blastocistos al dia 8 fue significativamente mayor en
el grupo eCG en comparacion al grupo control (P<0,05). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la tasa de blastocistos protruyendo ni en el nUmero de células
totales de los blastocistos entre los grupos control y eCG (P>0,05) (Tabla 12).
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Tabla 12. Desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico generados por FIV posterior

al tratamiento con eCG.

) Células
. L, , Total Blastocistos
Gruno 1 Ovocitos Division Méoérulas Blastocistos rotruvendo totales de
P Fertilizados (%) (%) (%) P (O/i/) blastocistos
(= DS)
153/354 97/153 58/1532 35/153
eCG 10 354 420,6 + 193,6
(43,2) (63,4) (37,9) (22.9)
82/222 46/82 21/82° 9/82
Control 8 222 347 +237,1
(36,9) (56,1) (25,6) (10,9)

2 b: Superindices distintos indican diferencias significativas dentro de la misma columna

(P<0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Evaluacion de la capacidad de desarrollo in vivo

Para la evaluacién del desarrollo in vivo de los embriones de gato doméstico generados
por FIV a partir de los ovocitos tratados con eCG, se realizaron dos grupos
experimentales. Embriones que fueron transferidos en los estadios de morula y
blastocisto temprano al dia 5 de cultivo y embriones que fueron transferidos en los estadio
de blastocisto y blastocisto protruyendo entre los dias 7 a 8 de cultivo.

Las gatas utilizadas como receptoras fueron sincronizadas con un dia de desfase en
comparacion a las gatas utilizadas como donante de ovocitos, esto se realiz0 para
prevenir la prematura formacion del cuerpo liteo. Las gatas utilizadas como donante de
ovocitos fueron tratadas con una dosis Unica de 200 Ul de eCG via subcutanea y la
colecta de ovocitos se realizé cuatro dias posterior mediante ovariohisterectomia. Las
gatas utilizadas como receptoras fueron sincronizadas con una dosis de 200 Ul de eCG
via subcutanea, cuatro dias posterior se administré6 una dosis de 100 Ul de hCG via
intramuscular. La transferencia de embriones se realizé por laparotomia 5 o 7-8 dias
después de la administracién de hCG, dependiendo del grupo experimental a manera de

sincronizar con el estadio del embrion.
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Las primeras transferencias de embriones se realizaron en el estadio de blastocisto, se
realizaron un total de tres transferencias con distintas gatas utilizadas como receptoras.
Dos transferencias se realizaron con embriones de dia 7 de cultivo y una transferencia
con embriones de 8 dias de cultivo. En la transferencia realizada con embriones de 8 dias
de cultivo, se transfirieron 8 blastocistos, de los cuales ninguno logr6 implantarse. En las
transferencias realizadas con blastocistos de 7 dias, 14 y 15 embriones fueron
transferidos a cada gata respectivamente. En ambos casos solo un embrién logro
implantarse al dia 20 de gestacion. En la gata a la cual se transfirieron 14 embriones, el
embrion implantado se reabsorbid posterior al dia 35 de gestacion. Por otro lado, en la
gata en que se transfirieron 15 embriones, el embrién implantado logré desarrollarse a
término, y una cria viva hembra naci6 a los 64 dias de gestacion por parto natural (Tabla
13). La cria nacié con un peso de 84 gramos y completamente sana, convirtiéndose en

el primer gato doméstico nacido por FIV en el pais (Figura 18).

Posteriormente, se realizaron un total de tres transferencias con embriones de gato en
estadio de moérula utilizando las mismas gatas receptoras de las transferencias
anteriores. En la primera, fueron transferidos 9 morulas y 1 blastocisto temprano al dia 5
de cultivo, de los cuales ninguno logré implantarse posteriormente. En la segunda
transferencia, se transfirieron 16 mérulas con 5 dias de cultivo, transfiriendo 8 en cada
cuerno uterino. Aproximadamente, al dia 20 de gestacion se observo la presencia de dos
vesiculas gestacionales en el cuerno izquierdo, de las cuales sola una presentaba un
embrion, y la otra se encontraba sin contenido posiblemente a una reabsorcion
embrionaria. Una cria macho naci6 a los 66 dias de gestacion, pesando 126 gramos y
encontrandose completamente sano. En la tercera transferencia, se transfirieron 11
morulas y 5 blastocistos tempranos al dia 5 de cultivo, dos vésiculas se observaron al
dia 20 de gestacion, una se reabsorbié una semana después, mientras que el embrion
restante se desarrollo hasta la Gltima semana de gestacién, encontrandose sin latido
cardiaco apoximadamente al dia 64 de gestacion. El feto fue extraido por cesaria al dia
67 de gestacion, encontrandose sin malformaciones evidentes y con abudante presencia
de meconio (Figura 18) (Tabla 13).
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Figura 18. Nacimientos vivos de gatos domésticos generados por FIV. A-B: Primera cria
de gato doméstico nacida por FIV (Fivy) con madre receptora y al primer mes de edad.
C-D: Segunda cria de gato doméstico nacida por FIV (Chimuelo) con madre receptora y

al mes de edad. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 13. Desarrollo in vivo de embriones generados por fecundacion in vitro posterior al

tratamiento con eCG.

Tiempo Numero total
Gata Estadio de de embriones Embriones Crias Duracién
Transferida embrionario cyjtivo  transferidos Implantados nacidas  Gestacion
A Blastocistos Dia 7 15 1 1 64 dias
B Blastocistos Dia 8 8 0 -
C Blastocistos Dia 7 14 1 0
Mobrulas y
A blastocisto Dia 5 10 0 -
temprano
C Morulas Dia 5 16 2 1 66 dias
Mérulas y Nacido
B blastocistos  Dia 5 16 2 0 muerto
tempranos (67 d)

Fuente: Elaboracion propia.

En resumen, los embriones de gato doméstico generados por FIV a partir de ovocitos

colectados de gatas tratadas con eCG son capaces de desarrollarse in vitro hasta los

estadios de blastocisto y blastocisto protruyendo. El tratamiento con eCG aumenta

significativamente la tasa de blastocistos generados por FIV al dia 8 de cultivo. Ademas,

posterior a la transferencia de estos embriones a gatas receptoras previamente

sincronizadas, estos son capaces de implantarse ya sea tanto en los estadios de mérula

como de blastocisto, y generar crias vivas sanas. Estos resultados demuestran que el

sistema de produccion de embriones mediante FIV permite generar embriones viables de

gato doméstico, capaces de generar gestaciones y desarrollarse a término. Todo lo

anterior, permitiria establecer un sistema O6ptimo para la posterior generacion de

embriones felinos mediante TNS.
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Evaluacion del desarrollo de embriones de gato doméstico generados por

fecundacién in vitro posterior a laremocion de la zona pelucida.

Este experimento fue destinado a evaluar el cultivo de embriones de gato domeéstico
generados por fecundacioén in vitro posterior a la remocién de la zona pellcida. La FIV se
realiz6 de manera convencional, y una vez finalizada la zona pelucida de los posibles
cigotos se removio con pronasa (Zona libre) y estos fueron posteriormente cultivados en
el sistema well of the well (WOW). Embriones generados por FIV cultivados con zona
peltcida fueron utilizados como control (Zona incluida). De acuerdo a los resultados
obtenidos, no se observaron diferencias significativas en las tasas de divisién, formacion
de morulas y tasa de blastocistos entre los embriones de los grupos Zona libre y Zona
incluida (P>0,05) (Tabla 14). Posteriormente, se realizé el conteo de células totales de
los blastocistos de ambos grupos, al dia 8 de cultivo. Se observo que los blastocistos del
grupo Zona libre presentaban un mayor numero de células, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa en comparacion al grupo Zona incluida, posiblemente
debido a la gran variacion del numero de células entre un blastocisto y otro (P>0,05)
(Tabla 14) (Figura 19).

Tabla 14. Desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico generados por FIV con

zona incluida o posterior a la remocion de la zona pellcida (Zona libre).

Ovocitos  Divisién Morulas TOta." Blastocistos - Células tqtales
Grupo n Fertilizados (%) (%) Blastocistos protruyendo  blastocisto
(%) (%) (Media = DE)
Zona 155/239  115/155 51/155 15/155
_ 9 239 279,9 £ 148,1
Incluida (64,9) (74,2) (32,9) (9,7)
Zona 116/177  68/116 36/116
_ 6 177 - 313,1 £ 164,9
Libre (65,5) (58,6) (31,0)

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 19. Blastocistos de gato doméstico generados por fecundacion in vitro (FIV) con
y sin la presencia de zona pelucida. A: Blastocistos de gato doméstico generados por FIV
con presencia de zona pellcida a los 8 dias de cultivo (8%). B: Blastocistos de gato
domestico generados por FIV y cultivados sin la presencia de zona pellcida, 8 dias de
cultivo (6,3x). C: blastocisto generado por FIV tefiido con Hoechst 33342 (20x). D:
blastocisto de gato doméstico generado por FIV y sin presencia de la zona pellcida,

tefiido con Hoechst 33342 (20%). Fuente: Elaboracion propia.

Adicionalmente, se evalué el didmetro de los blastocistos generados con y sin presencia
de zona pelucida. Se obervé que el tamafio de los blastocistos cultivados zona-libre
(253,4 um) fue significativamente mayor en comparacion a los blastocistos cultivados con
zona-incluida (210,5 pum) (P<0,05) (Figura 20). Este aumento de tamafio no esta

relacionado a un aumento en el nimero de células totales en los blastocistos cultivados
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zona-libre. Por lo cual podria deberse a un aumento en el tamafio del blastocele causado
por la ausencia de zona pellcida y el cultivo en el sistema WOW.
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Figura 20. Diametro (Media, Min/Max) de los blastocistos de gato generados por FIV sin
presencia (Zona Libre) y con presencia de zona pellcida (Zona Incluida). *: Indica

diferencia significativa entre grupos (P< 0,05). Fuente: Elaboracién propia.

En resumen, los resultados de este experimento demuestran que es posible generar
embriones de gato mediante FIV y posterior a la remocion de la zona pelucida utilizando
un sistema de cultivo adecuado. Los embriones de gato doméstico cultivados sin zona
pelicida presentan una capacidad de desarrollo similar a la de los embriones cultivados
con zona pelucida. Ademas, la remocion de la zona peltcida no afecto la calidad
morfologica de los blastocistos generados, lo que se evidencié en un similar nimero de

células totales en comparacion a los blastocistos cultivados con zona pelucida.
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Estos resultados, fueron de utilidad para posteriormente implementar un sistema de
generacion de embriones de gato doméstico mediante transferencia nuclear somatica

con remocion de la zona pelucida.

Experimento 2.2. Evaluacion del desarrollo in vitro de embriones clonados de gato

domeéstico y guifa.

Evaluacion de la agregacion embrionaria en la generacion de embriones de gato

doméstico y glifia mediante transferencia nuclear somatica.

En este experimento, se evalu6 la capacidad de desarrollo de embriones de gato
doméstico generados por transferencia nuclear somatica y embriones de giifa

generados por transferencia nuclear heteroespecifica.

Los embriones clonados fueron generados utilizando un método de clonacion en el cual
la zona pelacida fue removida y el plato metafasico fue extraido mediante
micromanipulacion. Posteriormente, los embriones fueron cultivos de manera individual
(x1) o en agregados (x2) en el sistema WOW (Figura 21). De acuerdo a los resultados
obtenidos, se observé una mayor tasa de division en los embriones de gato clonados
cultivados en agregado en comparacion a los cultivados individualmente (P<0,05). Al
evaluar los clones de gato al dia cinco de cultivo, los clones cultivados en agregado
presentaron una mayor tasa de mérulas en comparacion al grupo cultivado individual
(P<0,05). Ademas, al evaluar el cultivo al dia 8, la tasa de blastocistos fue
significativamente mayor en el grupo agregado en comparacion al grupo individual
(P<0,05, P=0,03) (Tabla 15)

Por otro lado, en relacion con la generacion de embriones de guifia mediante TNSh, la
tasa de division fue mayor en el grupo guifia agregado en comparacion al grupo guifia
individual (P<0,05). Ademas, la tasa de moérulas en el grupo guifia agregado fue
significativamente mayor comparada al grupo guifia individual (P<0,05). Por otra parte,
no se generaron blastocistos en el grupo giifa individual. Solo en el grupo guiia
agregado los embriones fueron capaces de desarrollarse hasta el estadio de blastocisto
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en un bajo porcentaje, a pesar de esto no se encontro diferencia significativa entre ambos
grupos (P=0,1) (Tabla 15). A diferencia de los clones de gato doméstico, los clones
agregados de guifia lograron desarrollarse hasta el estadio de blastocisto al dia 9 de
cultivo, lo cual puede ser debido a una reprogramacion nuclear ineficiente. En total se
generaron 6 blastocistos de guifia mediante TNSh, de acuerdo a la clasificacion hecha
previamente (Moro et al., 2015a), un blastocisto guifia fue clasificado como Calidad I,
caracterizandose por ser un blastocisto expandido con un definido MCI, un blastocisto de
guifa fue clasificado como Calidad Il, siendo un blastocisto expandido con un poco
definido MCI, cuatro blastocistos de guifia fueron clasificados como Calidad lll,

correspondiente a blastocistos no expandidos y sin un MCI definido (Figura 22).
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Figura 21. Cultivo in vitro de embriones clonados de gato doméstico en el sistema WOW.
A) clon de gato cultivado individual (1x). B) clon de gato cultivado en agregado (2x). C)
moérula de clones de gato cultivados en agregado (2x). D) blastocisto temprano generado
a partir de clones de gato cultivados en agregado (2x). Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 15. Desarrollo in vitro de embriones de gato doméstico y guifia generados por

transferencia nuclear somética sin zona pellcida en cultivo individual o agregado.

Embriones Moérulas . %
Grupo Total ol - Gvididos  dias BlaSE)OC(:)IS'[OS Blastocistos
embriones cultivo NO (%6) NC (96) N° (%) (Media + DE)
10 354 354 153/3542 97/15372 58/153°
* +
FIv (43,2) (63,4) (37,9) 41,215
Gato 99/126%° 48/126° 21/126°
+
Individual 8 126 126 (78,6) (38,1) (16,7) 166+105
Gato 49/51°¢ 28/512 15/51°¢
+
Agregado 6 102 51 (96,1) (54.9) (29,4) 26,4 % 10,5
Glina 135/171% 50/171° 0/17712**
-+
Individual 17 ' (78,9) (29,2) (0) 0+0
Guina 101/110°¢ 63/1102 6/110%**
+
Agregado 8 220 N (91,8) (57,3) (5,5) 5869

a,b: Superindices distintos indican diferencias significativas dentro de la misma columna

(P<0,05). *: las tasas de morulas y blastocistos en el grupo FIV fueron calculadas respecto

a la tasa de division. **: indica tendencia entre los grupos (P<0,1). Fuente: Elaboracion

propia.

Adicionalmente, se midi6 el diametro de los blastocistos generados por TNS y TNSh. No

se encontro diferencia significativa en el diametro de los blastocistos generados en los

grupos gato individual y gato agregado (220,4 y 251,2 um, respectivamente. P>0,05). Sin

embargo, el diametro de los blastocistos generados en el grupo guifia agregado (172,8

pum) tendio a ser significativamente menor comparado al de los blastocistos del grupo
gato agregado (P=0,056) (Figura 23).
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Figura 22. Blastocistos generados en el grupo guifia agregado 2x por transferencia
nuclear somatica heteroespecifica. A: blastocisto guifia calidad | generado por TNSh. B:
blastocisto de guifia calidad Il generado por TNSh. C: blastocisto de guifia calidad Il
generado por TNSh. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 23. Diametro (Min/Max) de los blastocistos generados en los grupos gato
individual (Gato 1x) gato agregado (Gato 2x) y guifia agregado (Guifia 2x). *: Indica
tendencia entre los grupos. P<0,1. No se lograron blastocistos de guifia cultivados de
modo individual. Fuente: Elaboracién propia.



104

Andlisis del patron de expresion de genes de pluripotencia y diferenciacion en

embriones clonados.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de expresion génica, solo una de los
blastocistos de guifia generados en el grupo agregado expresé OCT4 en los ensayos de
RT-gPCR. Ninguno de los blastocistos de guifia analizados expresé SOX2, NANOG,
CDX2 y GATAG6 al RT-gPCR.

En relacion a los embriones de gato, los blastocistos generados por FIV presentaron una
mayor expresion relativa de OCT4 en comparacion a los blastocistos clonados del grupo
gato individual (Clon gato 1x). Esta diferencia no fue significativa, pero si se observo una
tendencia (P=0,053, prueba global P=0,09). No se observé diferencia significativa en la
expresion relativa de los genes de pluripotencia SOX2 y NANOG. Por otro lado, la
expresion relativa del gen de diferenciacion CDX2 fue significativamente mayor en los
blastocistos del grupo clon gato individual (Clon gato 1x) en comparacion a los del grupo
clon gato agregado (Clon gato 2x) (P<0,05). Sin embargo, no se encontré diferencia
significativa en la expresion relativa del gen de diferenciacion GATA6 entre los
blastocistos de los grupos FIV, clon gato individual y clon gato agregado (P>0,05) (Figura
24).
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Figura 24. Expresion relativa de los genes de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG y de

diferenciacion CDX2 y GATAG6 en los blastocistos de gato doméstico generados por

fecundacion in vitro y transferencia nuclear somatica. Los valores fueron normalizados

utilizando el gen housekeeping SDHA. AB: Superindices distintos dentro de un grafico

indican diferencia significativa (P<0,05). *: indica tendencia entre dos grupos (P <

Fuente: Elaboracion propia.

0,1).
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VI. DISCUSION

Generacion de un protocolo para la obtencién de ovocitos competentes de gata

domeéstica.

Uno de los principales problemas en los sistemas de PIV de embriones en el gato
domeéstico es la discontinua disponibilidad de ovocitos competentes a lo largo del afio
debido a las variaciones estacionales (Spindler y Wildt, 1999; Freistedt et al., 2001;
Comizzoli et al., 2003). Se ha descrito que la tasa de MIV de ovocitos y la tasa de
generacion in vitro de blastocistos disminuyen significativamente durante la época de
anestro estacional en la gata doméstica (Spindler y Wildt, 1999; Freistedt et al., 2001;
Comizzoli et al., 2003). Se ha postulado que una disminucién en los niveles circulantes
de FSH o una menor presencia de los receptores de FSH (FSHR) en las células de la
granulosa podrian ser los factores que afectan negativamente la PIV de embriones
durante la estacién de anestro en la gata doméstica (Spindler y Wildt, 1999; Comizzoli et
al., 2003).

Los resultados obtenidos demostraron que tanto el tratamiento con FSHp como con eCG
generaron un aumento en la proporcion de CCOs grado |I. Ademéas, en ambos
tratamientos se observdé una mayor expansion de las células del camulo posterior a la
MIV en comparacion a los grupos control. Sin embargo, solo el tratamiento con eCG logro
aumentar significativamente la tasa de MIV de los ovocitos. Se ha descrito que la
administracion de FSHp es capaz de inducir el estro, la ovulacion e incluso prefiez
durante la estacion de anestro en la gata doméstica (Tsutsui et al., 1989). Sin embargo,
la FSHp posee una corta vida media siendo necesario 1 o 2 dosis diarias por 3 a 6 dias
para inducir desarrollo folicular en los felinos (Pelican et al., 2006). Por otro lado, la eCG
posee una vida media mas larga, permaneciendo en circulacién por hasta 120 horas
posterior a su administracion (Swanson et al.,1997). Ademas, la eCG es capaz de unirse
tanto los receptores de FSH como a los de LH (Stewart et al., 1976). Teniendo en cuenta
esto, se pone en evidencia que el tratamiento con eCG permitid en un mayor grado
reanudar la meiosis y aumentar la tasa de maduracion in vitro de los ovocitos de gata.

En cuanto al efecto en el patron de expresion génica inducido por ambos tratamientos,

durante la estacion no reproductiva el tratamiento con FSHp a las gatas en anestro mejoré
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la calidad morfologica de los complejos cumulo-ovocito, lo cual se relacioné con un
aumento en la expresion relativa de LHCGR en estos mismos. Mientras que el tratamiento
con eCG aument6 significativamente la expresion FSHR, LHCGR, EGFR, EGR1 y ESR2
en los CCOs grado | y Il. La afinidad de la eCG por los receptores de FSH y LH podria
ser el factor determinante para este aumento en la expresion relativa. El tratamiento con
FSHp aumento6 la expresion relativa de LHCGR, pero no la de FSHR en los CCOs
inmaduros. Este resultado es similar a lo descrito en humanos, en donde el tratamiento
con FSH aumenta la expresion de LHCGR en las células de la granulosa sin aumentar la
expresion de FSHR (Lindeberg et al., 2006). Se ha descrito que la adicion de FSH durante
la MIV aumenta la expresion de LHCGR en los CCOs inmaduros, lo cual es necesario
para lograr la maduracion ovocitaria (Shimada et al., 2003).

Por otro lado, el tratamiento con eCG aumento la expresion relativa tanto de FSHR como
de LHCGR en los CCOs inmaduros. En humanos, los niveles de la proteina FSHR fueron
correlacionados positivamente con el pico de estradiol y el nUmero de ovocitos maduros
(Cai et al., 2007). En porcinos, el tratamiento con eCG aumenta la sensibilidad a LH y la
presencia de LHCGR en las células del cimulo (Mattioli et al., 1994; Kawashima et al.,
2008). Ademas, se ha descrito que ratones knockout para LHCGR no logran la
maduracion folicular y los foliculos no progresan a un estadio preovulatorio (Pakarainen
et al., 2005). Por esta razén, el aumento en la expresion relativa de FSHR y LHCGR en

los CCOs del grupo eCG puede ser responsable del aumento en la tasa de MIV.

Adicionalmente, los CCOs inmaduros del grupo eCG presentaron un aumento en la
expresion relativa de ESR2, EGFR y EGR1. ESR2 es crucial durante la diferenciacion de
las células de la granulosa inducida por FSH. En ratones knockout para ESR2, los
foliculos preovulatorios presentan una respuesta reducida a FSH, una disminucién en la
actividad aromatasa y sintesis de estradiol, y una reducida expresion de LHCGR (Couse
et al., 2005). En cuanto a la expresion de EGFR, el factor de crecimiento epidermal (EGF)
potencia la accién de la FSH para inducir la maduracion ovocitaria y mejorar la
competencia ovocitaria (Merlo et al., 2005; Farin et al., 2007). Finalmente, EGR1 induce
la expresion de LHCGR en las células de la granulosa en el raton, la rata y el bovino
(Topilko et al., 1998; Yoshino et al., 2002; Sayasith et al., 2006). La expresion de EGR1
esta involucrada en la biosintesis de prostaglandina y es considerado un marcador de
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competencia ovocitaria (Robert et al., 2001; Sayasith et al., 2006). Ratones deficientes
para EGR1 no sintetizan la subunidad-p de la LH en la hipofisis y LHCGR en los ovarios,
lo cual esta asociado a infertilidad (Topilko et al., 1998). De acuerdo a estos reportes, una
expresion aumentada de estos genes en los CCOs inmaduros del grupo eCG podria estar

relacionado una mayor competencia ovocitaria.

Evaluacion del desarrollo embrionario posterior al tratamiento con gonadotrofinas

El tratamiento con FSH durante la época de anestro demostré mejorar el desarrollo
embrionario posterior a la activacion partenogenética. Los ovocitos activados en el grupo
FSH lograron desarrollarse en una mayor proporcion hasta los estadios de blastocisto y
blastocisto protruyendo. Ademas, los blastocistos generados presentaron un mayor
namero de células totales y una mayor expresion relativa de OCT4 y GATAG6. En los
embriones de gato doméstico una mayor expresion de OCT4 ha sido relacionada con una
mayor capacidad de desarrollo (Filliers et al., 2012). Por otro lado, la reducida expresién
de OCT4 en embriones felinos generados por TNSh se ha correlacionado con una
reducida capacidad de desarrollo (Imsoonthornruksa et al., 2010). Finalmente, se ha
descrito que la expresion de GATAG es esencial para la formacién del hipoblasto durante
la segunda diferenciacion celular. En embriones en los que no se expresa GATA6 no
logra formarse un hipoblasto reconocible morfolégicamente (Cai et al., 2008). En
resumen, el tratamiento con FSHp aumenta la capacidad de desarrollo posterior a la
activacion partenogenética, lo cual se correlaciona con una mayor expresion relativa de
OCT4 y GATAG en el estadio de blastocisto.

El tratamiento con eCG mejoro el desarrollo embrionario in vitro posterior a la activacion
partenogenética aumentando la tasa de blastocistos generados. En este caso, el
tratamiento con eCG a las gatas en anestro, logré aumentar la tasa de blastocistos a un
nivel similar a lo observado durante la estacion reproductiva (Grupo Estro). Ademas, la
tasa de blastocistos generados por activacion partenogenética en el grupo eCG (32,8%)
fue mayor a la reportada en estudios previos en los cuales se utilizO un tratamiento
conjunto de eCG y hCG (23,7%) (Yu et al., 2010). De igual manera, el numero de células
totales (Media £ DE) en los blastocisto del grupo eCG (201,1 £ 123,5) fue similar a lo

observado en el Grupo FSH (199,9 + 53,6). Por otra parte, a diferencia de lo observado
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en el grupo FSH, solo fue posible observar la tendencia de una mayor expresion relativa
de GATA6 en los blastocistos generados en el grupo eCG en comparacion a los
blastocistos del grupo control (Grupo Anestro). A pesar de este resultado, la capacidad
de desarrollo y calidad morfolégica de los embriones generados en el grupo eCG fue

similar a lo observado en el grupo FSH.

En resumen, debido a que el tratamiento con eCG mejoro el patron de expresion génica
de los CCOs aumentando la tasa de MIV, lo cual ademas coincide con una mayor tasa
de blastocistos, se selecciond este tratamiento para evaluar la maduracion in vivo de

ovocitos de gata.
Comparacién del tratamiento con eCG y la maduracion in vivo de ovocitos

Solo un 56,6% de los ovocitos colectados posterior al tratamiento con eCG y hCG se
encontraban en metafase Il. Por este motivo fue necesario un periodo adicional de MIV
de 20 h posterior al cual la tasa de maduracion aumenté a un 76,5%. Similarmente, se
ha demostrado que posterior al tratamiento con eCG y hCG solo un 53,6% de los ovocitos
de gata logran alcanzar la metafase Il y luego de 24 horas de MIV esta tasa aumenta a
un 82% (Yu et al., 2010). A pesar de esto, posterior a la activacion partenogenética no se
observo un aumento significativo en la tasa de blastocistos posterior al tratamiento con
eCG y hCG (Grupo hCG) en comparacion al tratamiento solo con eCG. Similarmente, no
se observd diferencia significativa en el nimero de células totales y en el patron de
expresion génica de los blastocistos entre el grupo eCG vy el grupo hCG. Finalmente, se
concluyo que el tratamiento con eCG es suficiente para modificar positivamente el patron
de expresion génica en los CCOs, lo cual se refleja en una mayor competencia ovocitaria

y capacidad de desarrollo embrionario in vitro.

Sincronizacion del ciclo celular en fibroblastos de gato doméstico y guifia

De acuerdo a nuestros resultados, en fibroblastos de gato doméstico, la privacion de
suero Yy la inhibicién por contacto, ambos por 3 y 5 dias aumentan significativamente la
proporcion de células en GO/G1. Sin embargo, la privacion de suero por 5 dias disminuyo

significativamente la viabilidad celular. En estudios previos, se describio que los
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fibroblastos de gato domeéstico y de gato salvaje africano la privacién de suero por 5 dias
genera un porcentaje mas alto de células arrestadas en la fase GO/G1 en comparacion
al método de inhibicién por contacto (Gémez et al., 2003). Sin embargo, genera una
mayor fragmentacion del ADN en comparacion a la inhibicién por contacto (Gomez et al.,
2003). Se ha descrito que posterior a un periodo prolongado de privacion de suero, las
células de gato doméstico comienzan a despegarse de la placa e inician la apoptosis
(Bochenek et al.,2001).

Ademas, en los resultados de este estudio se observo que los fibroblastos de gato
doméstico y de guifia respondieron de manera distinta a los métodos de sincronizacion
del ciclo celular. Esto es similar a lo descrito previamente donde demostraron que células
de diferentes especies de felinos respondieron de manera distinta a los métodos de
sincronizacion del ciclo celular (Wittayarat et al., 2013). En nuestro estudio, la privacion
de suero por 3y 5 dias genero la proporcion mas alta de fibroblastos de guifia arrestados
en la fase GO/G1 del ciclo celular. Sin embargo, similar a lo observado en los fibroblastos
de gato doméstico, en los fibroblastos de guifia la privacion de suero por 5 dias disminuy6
significativamente la viabilidad celular. Por otro lado, solo la inhibicién por contacto por 1
y 3 dias aumentaron significativamente la proporcion de fibroblastos de guifia en la fase
GO0/G1, lo cual no se produjo en el método de inhibiciébn por contacto por 5 dias. Esto
podria estar relacionado con el aumento en la proporcién de células apoptoticas que se
observo por citometria de flujo en los fibroblastos de giifia sincronizados por inhibicién
por contacto por 5 dias. Este resultado es similar a lo reportado previamente en
fibroblastos de gato jaspeado (Pardofelis marmorata) en el cual el método de inhibicion
por contacto por 5 dias no genera un aumento en la proporcion de células en la fase
GO0/G1 (Wittayarat et al. 2013). Todo esto podria indicar que en los fibroblastos de guifia
la de inhibicion por contacto y la privacion de suero, ambos por 5 dias, generarian un

efecto negativo sobre la viabilidad celular.

En relacién al andlisis de expresion génica, BCL2 es un gen anti-apoptético y anti-
proliferativo y su sobreexpresion prolonga la sobrevivencia celular (Chao y Korsmeyer,
1998). BAX es un gen pro-apoptotico homologo a BCL2 y su sobreexpresion acelera la
tasa de apoptosis en respuesta a una sefal de muerte celular (Oltvai et al., 1993). Por

este motivo, la razon BAX/BCL2 ha sido establecido como un importante indicador de
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susceptibilidad a apoptosis (Chao y Korsmeyer, 1998; Oltvai et al., 1993). En este estudio,
en los fibroblastos de gato doméstico no se observd una diferencia significativa en la
razén BAX/BCL2 en los tratamientos de privacion de suero e inhibicion por contacto en
comparacion a las células control en crecimiento. Sin embargo, en los fibroblastos de
glifia, la inhibicion por contacto por 3 y 5 dias presentaron los indices mas altos de la
razon BAX/BCL2 los cuales fueron significativamente mas alto comparados a los
tratamientos de privacion de suero por 3y 5 dias. Se ha descrito que cuando BCL2 esta
sobreexpresado heterodimeriza con BAX reduciendo la tasa de apoptosis celular (Oltvai
et al., 1993). Por este motivo, una elevada expresion BAX y una baja razén BAX/BCL2
podria estar correlacionada a una alta incidencia de apoptosis en los fibroblastos de glifia
posterior 3 dias de confluencia. Lo cual podria indicar que se produce un efecto negativo

en los fibroblastos de gulifia posterior a un periodo prolongado de confluencia.

Por otro lado las proteinas de la familia BCL2 también participan en la sincronizacion del
ciclo celular. Los genes anti-apoptoticos BCL2 y BCL-XL tienen un rol anti-proliferativo y
mantienen las células arrestadas en la fase GO del ciclo celular (Zinkel et al., 2006).
Mientras BAX es un gen proliferativo y acelera el avance de las células hacia la fase S
del ciclo celular (Zinkel et al., 2006). Esto podria indicar que la alta expresion relativa de
BCL2 observada en los fibroblastos de guifia posterior a la privacion de suero por 3y 5

dias estaria relacionada a la alta proporcion de células en la fase GO/G1.

Finalmente, en los sistemas de PIV de embriones las bajas tasas de las proteinas
BAX/BCL2 y BAX/BCL-XL se han relacionado a una reduccion de la apoptosis y un mayor
desarrollo embrionario (Kdlle et al., 2002; Yang y Rajamahendran, 2002; Gupta et al.,
2007; Cui et al., 2011). Por lo tanto, el uso de fibroblastos de gtifia con una reducida
razon BAX/BCL2 en la TNS podria tener un efecto positivo sobre el potencial de

desarrollo de los embriones reconstruidos.

En resumen, en los fibroblastos de guifia la inhibicion por contacto por 5 dias no aumenta
la proporcién de células en GO/G1. Lo cual ademas, esta relacionado a un aumento en la
razon BAX/BCL2 pudiendo indicar un aumento en la incidencia de apoptosis. De igual

manera, la privacion de suero por 5 dias reduce significativamente la viabilidad de los
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fibroblastos de guifia. Por lo tanto, se decidi6 utilizar la privacién de suero por no mas de
3 dias para la sincronizacién en la fase GO/G1 en los fibroblastos de guifia.

Evaluacion delacalidad y capacidad de desarrollo de embriones de gato doméstico

generados por fecundacion in vitro.

En el presente estudio los ovocitos fueron pre-madurados con una dosis de eCG y
posteriormente la maduracion ovocitaria se completé in vitro, lo cual logré aumentar la
tasa de blastocistos de un 25% a un 38%. Sin embargo, no se observé diferencia
significativa en las tasas de blastocistos protruyendo y el nimero de células totales. Se
ha descrito que uno de los principales problemas que experimentan los embriones de
gato generados por fecundacion in vitro es el bloqueo del desarrollo durante el estadio
de moérula (Roth et al., 1994). Aproximadamente un 70% de los embriones de gato
generados in vivo alcanza el estadio de blastocisto. Mientras que en los embriones de
gato generados por FIV la tasa de blastocistos generados alcanza solo 20 — 50%
dependiendo del origen de los ovocitos (madurados in vitro o in vivo) y el sistema de
cultivo utilizado (Roth et al., 1994; Pope et al., 2006). Este menor potencial de desarrollo
en los embriones de gato se ha atribuido a una incompleta maduracién citoplasmatica de
los ovocitos madurados in vitro (Gomez et al., 2000; Bogliolo et al., 2004). Se ha reportado
gue ovocitos de gata madurados in vitro presentan niveles reducidos del factor promotor
de mitosis, meiosis (MPF) y del factor mitégeno activado por proteina quinasa (MAPK)
en comparacion a los ovocitos madurados in vivo (Bogliolo et al., 2004). Es posible que
en este estudio los ovocitos pre-madurados con eCG presentaran un mayor grado de
maduracién citoplasmatica en comparacién a los ovocitos del grupo control. Lo cual
podria ser el motivo del mayor potencial de desarrollo hasta el estadio de blastocistos de
los ovocitos colectados en el grupo eCG.

Por otro lado, se ha postulado que este bloqueo en el desarrollo es debido a un escaso
conocimiento de los requerimientos de cultivo de los embriones de gato y de cdmo estos
responden a condiciones especificas (Sananmuang et al., 2011). En otras especies, se
ha demostrado que el sistema de cultivo in vitro afecta la morfologia, el metabolismo y la
expresion génica de los embriones generados (Lane y Gardner, 1998; Crosier et al., 2001;

Rinaudo y Schultz, 2004). Ademas, estas alteraciones pueden afectar negativamente la
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tasa de implantacion, el desarrollo fetal, la tasa de nacimientos, la duracion de la
gestacion y el estado de salud de las crias (Thompson et al., 1995; Bower y Hansen,
2005).

Por los motivos anteriormente mencionados se decidio evaluar el potencial de desarrollo
in vivo de los embriones generados por FIV. Actualmente, existe informacion limitada
relacionada al estudio del desarrollo in vivo de los embriones de gato generados por FIV.
Sin embargo, los principales factores que varian y que podrian afectar el desarrollo in
Vivo posterior son el origen de los ovocitos utilizados (madurados in vivo o in vitro) y el
estadio de desarrollo, al momento de la transferencia (estadios tempranos —
transferencia oviductal y estadios tardios — transferencia intrauterina). Actualmente, se
ha reportado la transferencia de embriones de gato en los estadios de 2-4 células a nivel
oviductal y en los estadios de morula o blastocito a nivel de los cuernos uterinos,
resultando con el nacimiento de crias vivas en ambos casos (Goodrowe et al., 1988; Pope
et al., 1993; Pope et al. 1997). Mas recientemente, junto con la optimizacion de los
sistemas de cultivo de embriones en el gato doméstico, un mayor niumero de estudios
han reportado la transferencia de embriones en los estadios de moérula o blastocisto
dentro del cuerno uterino, describiendo el nacimiento de crias vivas tanto en el gato
doméstico como en felinos silvestres (Pope, 2000; Pope et al., 2006). Actualmente, la
transferencia de embriones de gato en estadios tempranos es utilizada principalmente en
aguellos casos en los cuales las tasas de embriones que logran desarrollarse hasta los
estadios de morula y blastocisto son reducidas. En estudios en los cuales se han
generado embriones de gato a partir de ovocitos vitrificados o en donde los embriones
fueron generados por ICSI o por TNS, se reportaron bajas tasas de blastocistos y el
nacimiento de crias vivas fue posible posterior a la transferencia oviductal (Gomez et al.,
2000).

En este estudio, los embriones producidos por FIV fueron generados a partir de ovocitos
pre-madurados con una dosis de eCG y posteriormente madurados in vitro. No existen
reportes previos que mencionen la generacion de embriones de gato a partir de ovocitos
pre-madurados in vivo. Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que con este
protocolo es posible generar crias vivas de gato doméstico, posterior a la transferencia
de embriones en el estadio de mérula al dia 5 o blastocisto al dia 7. Tomando en conjunto
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estos resultados, se obtuvo una tasa de prefiez = 66,6% (4/6) y una tasa de nacimientos
= 33,3% (2/6). Siendo este resultado superior a lo reportado previamente en donde se
utilizaron ovocitos madurados in vitro y los embriones fueros transferidos al dia 5 de
cultivo, siendo la tasa de prefiez = 44 % (4/9) y la de nacimientos = 22 % (2/9). (Gémez
et al., 2003). Por lo cual, lo resultados de este estudio se asemejan mas a los reportados
previamente al utilizar ovocitos madurados in vivo, en los cuales las tasas de prefiez
varian entre 25-80% similar a las tasas de nacidos vivos 25-80% (Goodrowe et al., 1988,
Pope et al., 1993).

Esto demuestra, que el sistema de produccion in vitro de embriones establecido en este
estudio, es capaz de generar embriones viables de gato doméstico, capaces de
desarrollarse a término posterior a la transferencia. Estos experimentos permitieron
implementar la técnica de transferencia de embriones de gato doméstico, siendo de
utilidad para la posible transferencia de embriones generados por TNS en estudios
posteriores.

Cultivo in vitro de embriones de gato domeéstico posterior a laremocion de la zona

pellcida

Los resultados de este estudio demostraron que con un sistema de cultivo a apropiado la
remocion de la zona pellcida no afecta el desarrollo in vitro de los embriones de gato
domeéstico generados por FIV. Solamente un estudio previo habia evaluado el efecto de
la remocion de la zona peltcida embriones de gato generados por FIV. Se ha reportado
gue la remocion de la zona pellcida en blastocistos de gato al dia 6 de cultivo aumenta
significativamente el nimero de células totales y la produccion de ATP al dia 8 (Freistedt
et al., 2001). Aungue en el presente estudio la remocién de la zona pelicida logré
aumentar el nUmero de células totales, esta diferencia no fue significativa, posiblemente
debido a la gran variacion individual entre blastocistos.

En el estudio de Freistedt et al. la remocion de la zona pellucida se realizé al dia 6 en
blastocistos ya formados, mientras que en este estudio la zona pelucida fue removida
posterior a la FIV. Debido a esto, los embriones generados en este estudio fueron
cultivados en el sistema WOW, y en algunos casos no todas las blastomeras lograban
agregarse al blastocisto en formacion, generando blastocistos de tamafios muy variables,



115

lo cual podria repercutir en el nimero de células totales. Por otro lado, se describié que
la remocion de la zona pellcida aumenta la produccion de ATP en los blastocistos de
gato al dia 8 de cultivo (Freistedt et al., 2001).

Se ha descrito que el ATP juega un rol fundamental durante la maduracion ovocitaria y el
desarrollo embrionario, siendo esencial para la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas
(Quinn y Wales, 1971; Van Blerkom et al., 1995; Freistedt et al., 2001). En humanos,
ovocitos con un mayor contenido de ATP presentan un mayor potencial para comenzar
la embriogénesis y posteriormente implantarse (Van Blerkom et al., 1995). De igual
manera, el contenido de ATP en ovocitos y embriones ha sido considerado un indicador
de la capacidad de desarrollo en los modelos murino y bovino (Quinn y Wales, 1973;
Stojkovic et al., 2001). Por estas razones se ha postulado que la remocién de la zona
pelucida en embriones de gato generados por FIV podria tener un efecto beneficioso
sobre la capacidad de desarrollo, aumentando los niveles de ATP durante el estadio de
blastocisto (Freistedt et al., 2001).

Durante el desarrollo temprano en el gato doméstico, la zona pellcida es degradada por
accion enzimética de las células del trofoblasto (Denker et al., 1978). Describiéndose,
que este proceso lo que conlleva un gran consumo de energia por parte del blastocisto
(Bavister, 2000). Se postula que la remocion de la zona peltcida en embriones de gato
domeéstico podria tener un efecto beneficioso sobre el desarrollo in vivo posterior,
aumentando las concentraciones de ATP y evitando los problemas asociados a la
protrusion durante el estadio de blastocisto (Freistedt et al., 2001). Sin embargo, no se
han realizado estudios que evallen el desarrollo in vivo de embriones de gato sin zona
peltucida. En humanos se ha descrito que la remocion de la zona pelldcida aumenta las
tasas de embarazos en mujeres con mal pronéstico posterior a IVF/ICSI (Mansour et al.,
2000). Similarmente, se han obtenido crias vivas a partir de embriones generados sin la
presencia de zona pellcida en el bovino, murino, porcino y equino (Naito et al., 1992;
Vajta et al., 2004; Lagutina et al., 2006; Gambini et al., 2012). Sin embargo, en el gato
doméstico se postula que la baja tasa de implantacion posterior a la transferencia de
embriones en el estadio de blastocisto es debido a que estos comienzan a protruir y la
zona pellcida no se encuentra integra (Pope et al. 2014). Kanda et al., no lograron
generar gestaciones posterior a la transferencia de blastocistos de gato de 7 y 8 dias de

cultivo (Kanda et al., 1998). Siendo el reporte de Pope et al., el Unico que describe el
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nacimiento de una cria de gato doméstico posterior a la transferencia de blastocitos dia
7 generados por IVM/FIV (Pope et al., 2003). Se enfatiza en que aquel nacimiento fue
posible gracias a que todos blastocistos transferidos presentaban una zona pellcida
intacta, postulando que en el gato doméstico la integridad de la zona pellcida es esencial
para establecer una gestacion (Pope et al., 2014). Por lo tanto, es necesario realizar mas
estudios para evaluar el potencial de desarrollo de los embriones de gato generados sin

la presencia de zona pellcida.

Generacion de embriones de gato doméstico y de guifia por transferencia nuclear

somaética zona-libre utilizando el método de agregacién embrionaria.

En este estudio se decidio utilizar un sistema de clonacion sin la presencia de zona
pellcida debido a las dificultades que se presentan al momento de la fusién en el método
de clonacion tradicional en el gato doméstico. Recientemente se logrd solucionar este
problema implementando un sistema de clonacion zona-libre, con el cual se logro
aumentar la tasa de fusion de un 25,4% en el método de clonacion tradicional a un 82,7%
en el método zona-libre (Moro et al., 2015b). De igual manera, el método de clonacién
zona-libre permiti6 que una mayor proporcibn de embriones de gato doméstico
alcanzaran el estadio de blastocisto expandido (Moro et al., 2015b). Ademas, el método
de clonacion zona-libre aumento el numero de células totales en los blastocistos
generados en comparacién al método de clonacion tradicional con presencia de zona
peltucida (Moro et al., 2015b). En este estudio, utilizando el método de clonacién zona
libre fue posible obtener un 16,7% de blastocistos de gato doméstico, lo cual fue similar
a lo descrito previamente por el mismo grupo que obtuvieron un 16,4% (Moro et al., 2015).
Estas tasas de blastocistos son mayores a las descritas en estudios previos para esta
especie en los cuales las tasas varian entre 3-8% de blastocistos utilizando el método de
clonacion tradicional (Gomez et al., 2003; Yin et al., 2005; Yin et al., 2008; Thongphakdee
et al., 2010). A pesar de esto, las tasas de blastocistos clonados obtenidas en el gato
doméstico siguen siendo menor comparadas con los resultados obtenidos en otras
especies mas estudiadas como el bovino (30-60%), equino (30-55%), murino (20-75%) y
porcino (50-80%) (Kishigami et al., 2006; Li et al., 2008; Rodriguez-Alvarez et al., 2013;

Olivera et al., 2016). Este bajo potencial de desarrollo en los embriones generados por
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TNS es debido a que el ovocito receptor no es capaz de reprogramar completamente los
patrones epigenéticos del ndcleo donado.

En relacion a esto, se ha demostrado que cada embridn clonado presenta patrones
epigenéticos y de expresion génica unicos (Park et al. 2002). Se ha descrito que el cultivo
en agregado de dos o tres embriones generados por TNS, los cuales son genéticamente
idénticos, pero distintos epigenéticamente resulta en un aumento en el numero de células
totales en el estadio de blastocisto, lo cual se correlaciona con una mejora en el patron

de expresion génica y el desarrollo in vivo posterior (Boiane et al., 2003).

Recientemente se ha demostrado que el método de agregacion embrionaria en clones
de gato doméstico aumenta significativamente la tasa de blastocisto y que regula el
patron de expresion de genes de pluripotencia y diferenciacién a un patron mas similar al
de los embriones de gato generados por FIV (Moro et al., 2015a, Moro et al., 2015b). De
igual manera, el método de agregacion embrionaria logr6 aumentar la tasa de
blastocistos generados por TNSh utilizando células sométicas de chita, pero sin influir
positivamente en el patrén de expresion génica de los blastocistos (Moro et al., 2015a).
Por estos motivos, se decidid utilizar el método de agregacion embrionaria en la
generacion de embriones de gato doméstico y de guifia por transferencia nuclear

somatica y evaluar el potencial de desarrollo de estos.

Similar a lo observado por Moro et al., en el presente estudio el método de agregacion
embrionaria logré aumentar significativamente la tasa de blastocistos de gato generados
por TNS. Por otro lado, los embriones de guifia generados por TNSh y cultivados
individualmente no lograron desarrollarse hasta el estadio de blastocisto. Solo fue posible
obtener blastocistos de gtiifia por medio de TNSh en el grupo agregado. Esto puede ser
debido a que la agregacion embrionaria aumento significativamente la tasa de embriones
de guifia que alcanzaron el estadio de moérula, logrando que un bajo porcentaje de estas
alcanzaran el estadio de blastocisto. Sin embargo, la tasa de blastocistos obtenida en el
grupo guifa agregado no fue significativamente distinta al 0% obtenido en el grupo giifia
individual. Este resultado es similar a lo reportado previamente en donde la agregacion

embrionaria no logré aumentar significativamente la tasa de blastocistos generados por
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TNSh utilizando células de tigre (Moro et al., 2015b). Sin embargo, el mismo grupo de
investigacion describié que la agregacion embrionaria aumentd significativamente la tasa

de blastocistos generados por TNSh utilizando células de chita (Moro et al., 2015a).

Otro factor relavente podria ser el potencial clonogénico de las lineas celulares de guifia
utilizadas durante la TNSh, en este estudio se utilizaron dos lineas celulares de guifia,
una de las cuales no produjo blastocistos posterior a la TNSh, mientras que la otra linea
produj6é el 5,5% de blastocistos que se muestra en los resultados en el método de
agregacion embrionaria. La poca disponibilidad de individuos limita el uso una mayor
cantidad de lineas celulares de guifia. Sin embargo, se ha descrito que el patrén de
expresion de OCT4 en lineas celulares bovinas se correlaciona positivamente con el
potencial de desarrollo in vitro en los embriones generados por TNS (Rodriguez-Alvarez
et al., 2013). Estudios posteriores podrian destinarse a evaluar el patron de expresion de
OCT4 en las lineas celulares de guifia y correlacionarlas con el potencial de desarrollo in

vitro de los embriones generados por TNSh.

Se ha descrito que la eficiencia de la TNSh se reduce a medida que aumenta la distancia
filogenética entre las especies donantes de ovocitos y de células sométicas (Gomez et
al., 2009a). Esto puede ser debido a una incompleta reprogramacion del nacleo donado
por parte de los factores citoplasmaticos del ovocito, lo que puede llevar a aberraciones
epigenéticas de los embriones generados y/o a alteraciones metabdlicas causadas por
la heteroplasmia de mitocondrias (Gomez et al., 2009a).

La glifia (Leopardus guigna) es una especie perteneciente al género Leopardus, el cual
se caracteriza porque sus especies solo presentan 36 pares de cromosomas y una
posicibn metacéntrica del cromosoma C3, a diferencia de las otras especies que
conforman la familia Felidae que presentan 38 pares de cromosomas, incluyendo al gato
doméstico (Pecon Slattery et al., 1994; Castro, 2007; Eroglu et al., 2017). Esta diferencia
en los numeros de cromosomas entre ambas especies podria haber sido la causa del
reducido potencial de desarrollo en los embriones de guifia generados por TNSh.

La diferencia en el numero de cromosomas, el reordenamiento de estos, y las
incompatibilidades de ADN mitocondrial acttan como barrera reproductiva en la cruza-

interespecies (Ma et al., 2016). Se ha descrito que posterior a la TNSh, no todos los
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embriones generados presentan la misma dotacion cromosémica que la célula donante.
En embriones ovinos generados por TNSh utilizando ovocitos de vaca, solo un 66% de
los embriones generados presentan el mismo numero de cromosomas que la célula
donante, lo cual puede deberse a una incompleta reprogramacioén nuclear (Hua et al.,
2008).

Similarmente, se describe que en embriones generados por TNSh la interaccion nucleo-
mitocondria se complica debido a que el nacleo donado debe interactuar con citoplasma
gue presenta heteroplasmia de mitocondrias o que presentan un solo tipo de mitocondrias
pero que no estan relacionadas con el genoma nuclear (Mastromonaco et al., 2007).
Alteraciones en la estructura, ubicacion y numero de copias del ADNm, generan
alteraciones en los niveles de ATP, lo cual podrian impedir al embrion alcanzar las
demandas energéticas necesarias para desarrollarse hasta el estadio de blastocisto
(Stojkovic et al., 2001).

A pesar de todo esto, se han logrado reproducir especies por TNSh utilizando ovocitos y
células somaticas con distinta dotacion cromosomica y ADNm. Siendo un ejemplo de esto
la generacion de crias vivas de Gaur (Bos gaurus, 2n=56) mediante TNSh utilizando
ovocitos bovinos (Bos taurus, 2n=60) (Lanza et al., 2000). Adicionalmente, al analizar el
ADN mitocondrial de los fetos generados, se demostré6 que solamente presentaban
ADNmM bovino, sin presencia de ADNm de Gaur (Lanza et al., 2000). Lo cual indica, que
la diferencias en el dote cromosomico entre especies no es una limitante para la
generacion de embriones por TNSh y que ademas las mitocondrias aportadas por la
célula donante de nucleo son eliminadas a medida que el embrion se va desarrollando,
por lo menos en este caso particular (Lanza et al., 2000). A pesar de esto la cria de Gaur
obtenida por TNSh vivié solo por 48 horas, sin embargo, los autores indican que esto no

fue debido al proceso de clonacion (Vogel, 2001).

Por otra parte, existe informacién limitada respecto a la capacidad de reprogramacion del
ovocito de gata doméstica. Distintos estudios demuestran que tanto el ovocito bovino
como el de coneja son capaces de reprogramar células de gato doméstico por TNSh,
logrando la generacién de blastocistos en bajo porcentaje (Thongphakde et al., 2006;

Wittayarat et al., 2013b). Sin embargo, no hay estudios que demuestren la capacidad del
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ovocito de gata para reprogramar células somaticas con distinta dotacion cromosémica.
Siendo este el primer estudio en donde se evalud la capacidad de reprogramacién del
ovocito de gata utilizando células somaticas de gulifia, especie la cual presenta una

dotacion cromosomica distinta al gato doméstico.

En cuanto al analisis de expresion génica de los embriones generados por TNS y TNSh,
en este estudio solo fue posible analizar la expresion génica de los embriones clonados
de gato domeéstico. Solo una de las muestras de clones de guifia presenté una leve
expresion de OCT4, lo cual podria deberse a una escasa cantidad de material inicial dado
a que solo se produjeron 6 blastocistos clonados de gulifia de diversa calidad. También
podria deberse a una ineficiente reprogramacién nuclear y que efectivamente solo uno
de los blastocistos de guifia generados expresara OCT4. Se descarta que la falta de
expresion se deba a la inespecifidad de los primers utilizados, debido a que los primers
disefiados ya fueron utilizados en embriones clonados de Chita amplificando
eficientemente los genes SDHA, OCT4, SOX2, NANOG y CDX2 (Moro et al., 2015a). En
este caso los productos de PCR fueron secuenciados para corroborar la correcta
amplificacion de los primers. Ademas, los primers de SDHA fueron utilizados
exitosamente en fibroblastos de guifia en el experimento 1.2 de la etapa 1, para el analisis
de apoptosis celular por RT-gPCR. De igual manera, los primers de OCT4 y NANOG
fueron utilizados exitosamente en células mesenquimales de guifia (Echeverry et al.,

2018, Aceptado, en prensa).

En relacién a la expresion génica de los embriones clonados, se observé que la expresiéon
relativa de OCT4 en los blastocistos de gato generados por FIV, tendié a ser mayor
(P=0,053) en comparacion a la de los blastocistos clonados en el grupo 1x. Esto coincide
con estudios previos en los que se describe que los blastocistos clonados de gato
presentan una expresion aberrante de OCT4 en comparacion a los blastocistos
generados por FIV, lo cual se correlaciona con su reducida capacidad de desarrollo
(Imsoonthornruksa et al., 2010; Moro et al., 2015a). De igual manera, Imsoonthornruksa
et al. que describieron que en embriones de gato jaspeado (Pardofelis marmorata)
generados por TNSh la expresién de OCT4 es menor en comparacion a la de embriones

de gato generados por TNS y FIV, sin presentar variaciones desde el estadio de 8 células
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hasta el estadio de blastocito (Imsoonthornruksa et al., 2010). Se ha descrito que una
mayor expresion de OCT4 en los embriones de gato generados in vivo esta asociada con
una mayor capacidad de desarrollo en comparacion a sus contrapartes generadas por
FIV (Filliers et al., 2012).

Por otro lado, en este estudio la agregacion embrionaria no afecté significativamente la
expresion relativa de OCT4, SOX2, NANOG y GATAG, lo cual no se correlacioné con el
aumento en la tasa de blastocistos clonados observado en el grupo agregado (clon gato
2x). Esto difiere con los resultados anteriormente descritos que indican que la agregacion
embrionaria de clones de gato domeéstico disminuye la expresion relativa de OCT4, SOX2
y NANOG a un patrén de expresiéon mas similar al de los embriones de gato generados
por FIV (Moro et al., 2015a). Sin embargo, tanto en este estudio como en el de Moro et
al., la agregacién embrionaria disminuy6 significativamente la expresion relativa de CDX2
en los embriones de gato generados por TNS (Moro et al., 2015a). Durante la primera
diferenciacion celular la expresion de CDX2 promueve la diferenciacién de las células
hacia trofoblasto inhibiendo la expresion de OCT4 y NANOG (Strumpf et al. 2005). Se ha
descrito que la agregacion de embriones clonados de ratdn regula la expresiéon de CDX2
a un patron mas similar al de los embriones generados por FIV (Balbach et al., 2010). Es
posible que en este estudio la expresion aberrante de CDX2 en los blastocistos clonados
de gato (clon gato 1x) disminuyera la expresiéon de OCT4, tendiendo a ser menor en
comparacion a los blastocistos generados por FIV. Lo cual se correlacionaria con la
menor capacidad de desarrollo de los embriones generados en el grupo clon gatolx. Por
el contrario, en los blastocistos del grupo clon gato 2x, la expresion relativa de CDX2 es
reducida, y no se observa diferencia o tendencia significativa en la expresion relativa de
OCT4 en comparacién a los blastocitos generados por FIV. Lo cual podria estar

relacionado con el aumento en la tasa de blastocistos en el grupo clon gato 2x.

En resumen, es posible generar embriones de guifia mediante TNSh utilizando ovocitos
de gata doméstica y estos son capaces de alcanzar el estadio de blastocisto en bajo
porcentaje utilizando el método de agregaciéon embrionaria. Sin embargo, se pone en
evidencia que la capacidad del ovocito de gata doméstica para reprogramar células
somaticas de gtiifia es reducida, lo cual se evidencia en la baja tasa de blastocistos y en

la ausencia en la expresion de genes de pluripotencia y diferenciacién en estos.
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Los préximos estudios destinados a continuar con esta linea de investigacion debieran
centrarse en aumentar el potencial de desarrollo de los embriones de guifia generados
por TNSh. Esta tesis ya demostré que solo es posible generar blastocistos de guifia
utilizando el método de agregacion embrionaria, agregando dos embriones generados
por TNSh. Otros estudios han demostrado que la agregacion de tres o0 mas embriones
clonados aumenta significativamente el potencial de desarrollo, lo cual puede variar
dependiendo de la especie (Gambini et al., 2016). Otra alternativa a parte de la
agregacion embrionaria seria el uso de tratamientos que modifiquen el patron epigenético
de los embriones generados por TNSh. Se ha demostrado previamente que el tratamiento
con Tricostatina A, un inhibidor de la actividad de las histonas desacetilasas, en los
embriones reconstruidos, mejora el patron de expresion de marcadores de pluripotencia
en embriones de gato patinegro (Felis nigripis) generados por TNSh (Gomez et al., 2011).
Posteriormente, el mismo grupo de investigacion demostré que el tratamiento tanto en
las células sométicas como en los embriones reconstruidos con 5-aza-2'-desoxicitidina,
un inhibidor de la actividad de las DNA metiltransferasas, en combinacion con Scriptaid,
mejora el patron de expresion de marcadores de pluripotencia y el desarrollo in vitro de
embriones de gato patinegro generados por TNSh (Gémez et al., 2012). Resumiendo,
existen diversas alternativas que podrian ayudar a mejorar el bajo potencial de desarrollo
y el patrén de expresion génica aberrante en los embriones de gtiifia generado por TNSh.
Lo cual se hace necesario evaluar para aumentar las tasas de blastocistos y permitir el

posterior estudio del potencial de desarrollo in vivo de estos embriones.
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CONCLUSIONES

. Es posible obtener ovocitos competentes de gata doméstica a lo largo del afio

utilizando un protocolo de estimulacion ovarica basado en la administracion de
eCG.

. Los tratamientos de privacion de suero e inhibicion por contacto aumentan la

proporcion de fibroblastos de gato doméstico y giifia en la fase GO/G1 del ciclo

celular.

. Los embriones de gato doméstico y de guifia generados por TNS y TNSh,

respectivamente, presentan una reducida capacidad de desarrollo en comparacién

a los embriones de gato doméstico generados por FIV.

. Blastocistos clonados de gato doméstico y de guifia presentan una expresion

aberrante de genes de pluripotencia y diferenciacibn en comparacion a

blastocistos generados por FIV.
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