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ORIGINAL
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TEMPRANO DE EMBRIONES BOVINOS PRODUCIDOS
IN VITRO

CO-CULTURE EFFECT ON EARLY DEVELOPMENT OF IN VITRO
BOVINE EMBRYOS
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RESUMEN

Objetivo. Estudiar el efecto del cocultivo con células oviductales sobre el porcentaje
de clivaje 48 horas post inseminaciéon (hpi) de embriones bovinos en bajas tensiones de
oxigeno. Materiales y métodos. Se recolectaron ovarios de matadero para la extraccion
de los ovocitos que fueron puestos en medio TCM 199 suplementado con hormonas, se
fertilizaron con semen criépreservado y se cocultivaron en medio CR1aa con células de
oviducto durante 48 horas. Se evalud el porcentaje de clivaje total y el porcentaje de
clivaje por estadios de 2-4 células y 5-8 células. La viabilidad de las células para el
cocultivo se determind por observacion del movimiento ciliar y observacion de monocapa.
Los tratamientos fueron T1: células de oviducto + oxigeno 20%; T2: células de oviducto
+ oxigeno 7%; T3 y T4 fueron controles sin células para ambas concentraciones de
oxigeno. Resultados. En cuanto al porcentaje de clivaje no hubo diferencia significativa
entre los cuatro tratamientos, pero hubo una tendencia a mayor clivaje para los embriones
cocultivados con células y 20% oxigeno. Conclusiones. La utilizacidon de altas tasas de
oxigeno (20%) en los sistemas de cococultivo con células oviductales tienden a mejorar
los porcentajes de clivaje a las 48 hpi.

Palabras clave: Cocultivo, embriones, bovinos, células oviductales.

ABSTRACT

Objective. To study the effect of co-culture with oviductal cells on the cleavage rate
48 hours post insemination (hpi) of bovine embryos in low oxygen tensions. Materials
and methods. Slaughterhouse ovaries were collected for the extraction of oocytes put
on TCM 199 medium supplemented with hormones, fertilized with semen cryo-preserved
and co-cultured in CR1aa medium with oviductal cells during 48 hours. Total cleavage
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rate and cleavage per stages of 2-4 cells and 5-8 cells were evaluated. The viability of
cells for the co-culture was determined by observation of the ciliary movement and
monolayer observation. Treatments were T1: oviduct cells + oxygen 20%; T2: oviduct
cells + oxygen 7%; T3 and T4 were controls without cells for both oxygen concentrations.
Results. For cleavage rate there was not significant difference among the four treatments,
but there was a tendency to more cleavage for co-cultured embryos with cells and 20%
oxygen. Conclusions. The use of high oxygen rates (20%) in co-culture systems with
oviductal cells intend to improve the cleavage percentages to 48 hpi.

Key words: Co-culture, bovines, embryos, oviductal cells.

INTRODUCCION

Entre las aplicaciones de la produccion
de embriones in vitro se encuentra el
mejoramiento genético con fines
productivos (1), la investigacion con
fines de conservacion (2,3) y la
generacién de técnicas de reproduccidén
asistida (4). Por estas razones la
produccién de embriones in vitro y en
especial el modelo bovino ha sido motivo
de multiples investigaciones para mejorar
las tasas de produccidon de blastocitos
que siguen siendo variables de 5% a 30%
(5,6). A nivel de laboratorio los procesos
de maduracién, fertilizacién y cultivo
pueden ser complementados con otras
técnicas como los cocultivos con células
somaticas (7). En diversas
investigaciones se han usado células de
oviducto, ampolla oviductal, granulosa,
células uterinas, y algunas lineas
celulares como células Vero (8),
obteniendo resultados controversiales
que sugieren nuevas investigaciones en
este campo para dilucidar las ventajas
y desventajas que otorga esta técnica.

Uno de los eventos mas estudiado sobre
los porcentajes y calidad de blastocitos
es la detencidén del desarrollo en el
estadio de 8-16 células de los embriones
producidos in vitro (9), del cual se han
postulado diferentes factores que
involucran desdérdenes en la cromatina,
re-arreglos del citoesqueleto, dafios
mitocondriales y estrés oxidativo por
especies reactivas de oxigeno (EROs)

(10). Los EROs son producidos por la
cadena respiratoria, estos son
mediadores de procesos fisioldgicos vy
estados patoldégicos (11). Las
investigaciones actuales estan
orientadas a dilucidar el papel de la
mitocondria y del estrés oxidativo en el
desarrollo temprano. Se ha demostrado
que bajo condiciones convencionales de
cultivo se producen EROs (12), debido a
la diferencia en la tension de oxigeno
gue se presenta entre el fendmeno in
vivo que se encuentra entre 3-9% (13)
y la proporcionada in vitro del 20%. El
cocultivo de embriones junto con otras
lineas celulares puede disminuir el estrés
oxidativo gracias a los barredores que
estas células producen (10). El objetivo
de este trabajo fue estudiar el efecto
de los sistemas de cocultivo con células
de oviducto sobre el desarrollo temprano
de embriones bovinos producidos in vitro
en condiciones de baja tensidén de
oxigeno y oxigeno ambiental, evaluando
tasas de clivaje a las 48 y 72 hpi (horas
pos inseminacion).

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de células de oviducto
bovino. Los oviductos provenientes de
ovarios con presencia de cuerpos
hemorragicos se obtuvieron en la planta
de benéfico local y fueron transportados
a 4°C en solucién salina al 0.9%. En el
laboratorio fueron debridados de su tejido
exterior y lavados en solucién salina estéril
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al 0.9%. Para la obtencién de células se
hizo un raspado externo del oviducto con
una lamina estéril desde el extremo Gtero-
tubarico hacia el extremo ovarico
obteniendo una sustancia de color amarillo
la cual se disolvié en 7 mL de Hepes (medio
compuesto por un balance de sales y pH
entre 7.3-7.4) y se le realizéd 1 minuto de
vortex para disgregar y lavar las células.
Se dejo decantar el tubo 10 min y se retird
el sobrenadante. Se agregé nuevamente
7 mL de Hepes y el proceso se repitié dos
veces mas.

Siembra de células de oviducto
bovino. Después de la dudltima
precipitacién se tomaron 100ul del pellet
de células y se colocaron en platos de
cultivo de 65x10mm con 3.5 mL de medio
de cultivo TCM-199 suplementado con
10% de SFB (Gibco 1704). La seleccidn
de células para la siembra se realizé
teniendo en cuenta la presencia de
movimiento ciliar en los cumulos de
células. El cultivo se realizd sincrénico
con la producciéon de embriones.

Verificacion de viabilidad celular para
su uso en cocultivo. Tres dias
postsiembra se evalud la viabilidad de
una pequefia muestra del cultivo de
células oviductales donde se observo
tanto la formacion de monocapa como
el movimiento ciliar de células en
suspension para ser utilizadas en el
cocultivo embrionario (Figura 1).

Obtencion de los complejos camulo-
oocito (CCOs). Para la produccién de
embriones, los ovocitos se obtuvieron a
partir de ovarios de hembras bovinas
sacrificadas en la planta de beneficio local.
Los ovarios se lavaron en solucion salina
estéril al 0.9% a una temperatura de 35 a
38°C. La aspiracién de foliculos entre 2 y
7 mm de diametro se realiz6 mediante una
jeringa de 10 ml y aguja calibre 18G; el
liquido folicular obtenido se depositd en
un tubo Falcon de 50 ml y se dejé decantar
por 20 minutos antes de hacer la seleccidn

Figura 1. Cultivo de células oviductales:
A, formacién de monocapa, B, células en
suspension.

de los CCOs aptos para maduracién donde
se tuvieron en cuenta tres parametros:
ooplasma homogéneo, morfologia redonda
y minimo tres capas de células de
granulosa compactas (14).

Maduracion de los CCOs. La maduracién
se realizé en microgotas de medio TCM-
199 suplementado con 10% SFB (suero
fetal bovino), LH (0,005 mg/ml), FSH
(0,02 mg/ml) y 17 a-estradiol (0,005 mg/
ml) bajo aceite mineral, se colocaron 10
oocitos por gota con 50 pl y se llevaron
aincubar por 24 h a 5% CO, 38 °C, 90%
humedad y oxigeno ambiental 20%.

Fertilizaciéon in vitro. El semen
criopreservado se descongelé a 37°C por
un minuto y se realizdé una capacitacién
mediante un gradiente discontinuo de
Percoll 90/45 (15), para separar la
fraccion motil o espermatozoides viables.
Mediante conteo en cdmara de Neubauer
se ajusto la concentracién final a 1x10¢
espermatozoides por ml. Después de 24
h de maduracién los oocitos fueron
lavados en Hepes de trabajo y puestos
en medio de fertilizacion TALP (Tyrode’s
albumina lactato piruvato) (16). Se
insemind con 2l del semen previamente
seleccionado, 2ul heparina y 2ul PHE
(penicilina, hipotaurina, epinefrina) y
posteriormente se llevaron a incubacidn
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por 18 horas para la interaccién de
gametos con 5% CO, 38°C, 90%
humedad y oxigeno ambiental 20%.

Cocultivo in vitro. Pasadas 18 horas los
presuntos zigotos se lavaron con Hepes,
por medio de una micropipeta para retirar
las células de granulosa y se colocaron
en medio de cultivo CR1 + aa (17).
Posteriormente, se llevaron a incubacion
bajo la presencia o ausencia de células
oviductales a 38°C, 88% N, 5 % CO,,
7% O, y 90 % de humedad 6 5% CO, 38
°C, 90% humedad y oxigeno ambiental
20% segun el tratamiento. Para el
cocultivo se utilizaron aproximadamente
entre 10 y 12 cumulos de células
oviductales por embrién (Figura 2).

Figura 2. Cocultivo embrionario con células
oviductales.

El porcentaje de clivaje se evalud 48 hpi
mediante observacién directa por
estereoscopio teniendo en cuenta
embriones no clivados y estadios de 2 a
4 y 5-8 células. Todos los medios
utilizados fueron tratados con 1% de
solucién antibiética compuesta por
penicilina (Sigma P-4687) y
estreptomicina (Sigma S-1277).

Andlisis estadistico. Se utilizaron 4
tratamientos. En la etapa de cultivo de
los embriones se considerd la presencia
o ausencia de células de oviducto y
cambios en la tensidon de oxigeno asi:
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Tratamiento 1: Embriones + células
oviductales en 20% de oxigeno.
Tratamiento 2: Embriones + sin células
oviductales en 20% de oxigeno.
Tratamiento 3: Embriones + células
oviductales en 7% de oxigeno.
Tratamiento 4: Embriones + células
oviductales en 7% de oxigeno.

Se utilizé el programa STATISTICA
version 5.0 donde se probé la distribucion
normal de los datos mediante el test de
Shapiro-Wilk s y se realizd el test de
Levene para la homogeneidad de
varianzas. Se utilizé6 ANOVA y un nivel
de significancia de p = 0.05 para el
analisis de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una gran diversidad de factores pueden
afectar la produccién de embriones in
vitro, hasta la obtencion de blastocitos
transferibles (18), la tasa de produccion
total puede verse reflejada a las 48
horas posinseminacién donde la
evaluacion del nimero de embriones
clivados y su estadio representa un
estimativo de la eficiencia y calidad de
los procesos de maduracion, fertilizacién
y primeros dias de cultivo.

En este estudio se encontré que el
porcentaje total de embriones clivados
48 hpi (37, 32, 31 y 43%) fue similar en
los diferentes tratamientos debido a que
no presentd diferencia estadistica
significativa (p> 0.05) (Figura 3).

Sin embargo, se encontré una tendencia
de los embriones cocultivados con
células de oviducto y 20% de oxigeno, a
presentar mejores tasas de clivaje, lo
que podria estar asociado a la
disminucién de la producciéon de EROs,
gue se da con altas tensiones de oxigeno
causando dafio a nivel del citoesqueleto
y el ADN (10). La inclusion de células
oviductales en el cultivo embrionario
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Figura 3. Tasas de clivaje total a las 48 hpi A: 7% oxigeno sin células oviductales B: 7%
oxigeno con células oviductales C: 20% oxigeno sin células oviductales D: 20% oxigeno

con células oviductales.

permitiria que éstas metabolicen parte
del oxigeno evitando que se de la
produccion de EROs. Ademas, las
secreciones de las células oviductales
como proteinas, carbohidratos y piruvato
alteran la composicion del medio (19) y
actlan como factores embriotroficos
para el embrién en desarrollo (20).

Por otra parte, al cocultivar los
embriones con células oviductales a

bajas concentraciones de oxigeno (7%),
las células son enfrentadas a un estrés
celular mayor donde no realizan su
funcidn adecuadamente y arrojan mayor
cantidad de desechos que pueden
resultar toxicos para los embriones en
desarrollo, lo que se ve reflejado en una
disminucién del clivaje.

Al observar los clivajes por estadio no
se encontraron igualmente diferencias

CLIVAJE TEMPRANO PRIMEROS ESTADIOS

60
mA1
%0 i mB1
£ 40 g ﬁ mCi
2 30 i 2 B D1
g 231 mA2
3 20 mB2
10 | I8 7 ac2

0 i

2-4 cel 48 5-8 cel 48

ESTADIO

Figura 4. Tasas de clivaje por estadio a las 48 hpi Al: estadio 2-4 células a 7% oxigeno sin

células oviductales A2: estadio 5-8 células a 7%

oxigeno sin células oviductales B1: estadio

2-4 células a 7% oxigeno con células oviductales B2: estadio 5-8 células a 7% oxigeno con
células oviductales C1: estadio 2-4 células a 20% oxigeno sin células oviductales. C2: estadio
5-8 células a 20% oxigeno sin células oviductales. D1: estadio 2-4 células a 20% oxigeno
con células oviductales. D2: estadio 5-8 células a 20% oxigeno con células oviductales.
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significativas pero la tendencia de los
embriones cocultivados a 20% de oxigeno
sigue marcando una tendencia a mejorar
el numero de embriones clivados con
respecto a los demas tratamientos. En
cuanto a la sincronia de clivaje se
observé que en todos los tratamientos
hubo presencia de embriones sincrénicos
presentandose a las 48 hpi estadios de
2-4 células y de 5-8 células dentro de
los parametros normales.

Se concluye que al utilizar sistemas de
cocultivo con células oviductales a 20%
de oxigeno hubo una tendencia al
aumento de los porcentajes totales de
clivaje a las 48 hpi, debido a la
disminucién en la produccién de EROs que
causan dafio a nivel celular. Igualmente
la secrecion de sustancias embriotréficas
al medio por parte de las células
oviductales ayudan a mejorar el

REVISTA MVZ CORDOBA - Volumen 12 (2), Julio - Diciembre 2007

desarrollo de los embriones en sus
primeros estadios aumentando la tasa de
clivaje total 48 hpi.

En términos de eficiencia bioldgica y en
relacién con la produccién comercial de
embriones bovinos in vitro, tanto las
bajas tasas de oxigeno como el co-
cultivo con células del epitelio oviductal
bovino permiten el desarrollo
preimplantatorio en proporciones
comparables.

Se sugiere realizar estudios con el fin
de evaluar estadios de morula y
blastocito en la produccién in vitro que
permita establecer si hay un efecto del
cocultivo posterior a las 48 hpi, ademas
de la realizacion de pruebas que permitan
medir la calidad del embriéon como
morfologia, celularidad, y apoptdsis.
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