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TITULO
Desarrollo y viabilidad de embriones de conejo en un sistema de cultivo secuencial con células
oviductales.

RESUMEN

El ambiente en que tiene lugar el desarrollo embrionario tiene una gran influencia en el mismo,
tanto a corto como a largo plazo; durante los primeros estadios de desarrollo destaca el
oviducto como pieza fundamental, ya que se trata del medio que aporta todos los factores y
componentes necesarios para la correcta regulacién y comunicacion materno-embrionaria. Se
conoce la importancia del mecanismo pero existe un vacio traslacional entre lo que sucede in
vivo y el analisis in vitro, es por lo que en este estudio se ha comprobado el efecto de la
temperatura, un sistema de cultivo secuencial y el co-cultivo con células oviductales de conejo
sobre el desarrollo temprano de embriones de conejo.

En primer lugar se evalud el efecto del medio y la temperatura sobre el desarrollo en
embriones de conejo, utilizando un medio simple esencial (MEM) suplementado con piruvato y
lactacto sddico o con suero en un método continuo y un medio suplementado con piruvato y
lactato sddico en un medio secuencial. Tras 96h de cultivo se analizaron los patrones de
expresidn génica de factores de pluripotencialidad como el OCT4, NANOG y SOX2 para evaluar
la calidad de los embriones obtenidos. Se determiné que el medio MEM suplementado con
piruvato y lactato sddico en cultivo continuo y la temperatura de 38.5 2C favorecia el desarrollo
embrionario hasta blastocisto, permitiendo la eliminacion del suero en el medio de cultivo. Se
observd que los distintos medios no modificaban los patrones de expresion mientras que la
temperatura si lo hacia. Estos cambios se atribuyeron a la relacién entre los niveles de
expresion y el estadio de desarrollo embrionario alcanzado, siendo una mayor expresién en
embriones con menor desarrollo y una menor expresion en aquellos embriones con mayor
desarrollo y por tanto de mayor calidad.

Con estas premisas se llevd a cabo la segunda parte del estudio, en la que se evalud la eficacia
del co-cultivo con células epiteliales de oviducto cunicula (ROECs) en las condiciones
establecidas como éptimas (MEM suplementado con piruvato y lactato sédico a 38.5 2C). Se
determind que la presencia de las células oviductales mejoraba la tasa de obtencion de
blastocistos sin modificar el patron de expresion.
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SUMMARY

The environment where happen the early embryo development has a great influence itself, in
the short and long term; at the first stages the oviduct is being involved in an important role,
which is supply the environment with all the factors needed for the right regulatory
mechanisms and maternal-embryo communication. Moreover, it is known the importance of
the process but there is an empty between what happens in vivo and the analysis in vitro. The
aim of this study was evaluate the effect of the temperature, type of culture (continuous or
sequential) and the co-culture with oviduct epithelial cells (ROECs) in order to mimic the
environment in vivo on early development of rabbit embryos.

The effect of the medium and temperature on development in rabbit embryos were evaluated,
using an essential simple medium (MEM) supplemented with pyruvate and sodium lactate or
with serum in a continuous method and a medium supplemented with pyruvate and sodium
lactate in a sequential medium. After 96h of culture, the gene expression patterns of
plurypotency factors such as OCT4, NANOG and SOX2 were analyzed to evaluate the quality of
obtained embryos. It was determined that the MEM medium supplemented with pyruvate and
sodium lactate in continuous culture and the temperature of 38.5 2C favored the embryonic
development until blastocyst, allowing the elimination of the serum in the culture medium. It
was observed that the different media did not modify the expression patterns while the
temperature did. These changes were attributed to the relationship between expression levels
and the stage of embryonic development reached, with greater expression in embryos with less
development and lower expression in those embryos with greater development and therefore,
of higher quality.

The second part of the study was carried out evaluating the efficacy of co-culture with rabbit
oviduct epithelial cells (ROECs) under the conditions established as optimal (MEM
supplemented with pyruvate and sodium lactate at 38.5 2C). It was determined that the
presence of oviductal cells improved the rate of obtaining blastocysts but the pattern of gene
expression was not modified.

KEY WORDS
Culture temperature, epithelium of oviduct, co-culture, early embryo development

DATOS DEL TRABAJO

Alumna: Diia. Noelia Mas Chillida

Tutor académico: Prof. D. José Salvador Vicente Antdn
Valencia, Julio de 2019




AGRADECIMIENTOS

Entregar el proyecto fin de grado supone el fin de una etapa que ha sido fantastica gracias a las
personas que me han acompafado en este camino. En primer lugar agradecer a todo el
personal docente que se ha implicado en los alumnos y nos ha tratado de transmitir su
conocimiento y pasidn por la materia, la formacién continua del cientifico. Destacar a José, por
su dedicacion en este proyecto y las mafianas de domingo cambiando los medios de cultivo;
pero sobretodo, por la infinita paciencia e interés en nuestro aprendizaje, en definitiva por
transmitir su ilusion por la investigacion.

Agradecer también a toda la gente del laboratorio, siempre dispuesta a echar una mano. En
especial a Amparo, por su disponibilidad e implicacion en todo momento. Y a todos los
compafieros de TFG por compartir tanto las penas como las alegrias; a Belén, David y Zaida sin
los cuales todavia estaria en el laboratorio haciendo las cuantificaciones de expresion génica.

Y por supuesto, gracias a mis chicas, a Protocatecuato, haber vivido estos cuatro afos con
vosotras es lo mejor que me llevo. A Clara e Irene, por compartir tantas horas dentro y fuera
de la biblioteca. Gracias Alvaro, por tu apoyo incondicional. Y por Gltimo agradecer a mis
padres y hermana, sin vuestra ayuda y confianza no hubiera llegado hasta aqui, si puedo decir
gue soy una biotecndloga es gracias a vosotros.



iNDICES

INDICE DE CONTENIDOS. ........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesesesseeesessessessesseesesssessesessesessesneessesseens |
INDICE DE FIGURAS. ..ot eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeaesesseseeeesensesssansesseessessessesssensenseseesssenes Il
INDICE DE TABLAS. ...t e e e e e e e e e e e eeeeseeaeeeaeeeeeseaseeseasesrseesesreansesesseens Vv

INDICE DE CONTENIDOS

1. INTRODUGCCION ...ttt sttt sttt 1
1.1.Medios de cultivo de emMDbBIiONesS .......c.uiiiiiiiiiii e 1
1.1.1. Condiciones del CUILIVO .....ueiiiiiiiiiecie ettt s e et e e e e e eaes 2

00 A 1= o Yo [ Yo [N ol U 4 o TR 4

1.2. Cultivo sobre células ovidUCTales........cceeeviiiiiiiiiiiicceccccsee e 6
1.2.1. El oviducto en la biologia reproductiva (anatomia y funciones)........cccccceeeevveerreennee. 6
1.2.2. Cultivo de células epiteliales de oVIdUCLO ......cccuvveeieciieiiiiiie e 7
1.2.3. Efectos sobre el desarrollo embrionario del ambiente oviductal...........cccceceeenuneenee. 8

2. OBJETIVOS ...ttt ettt sttt et s e b e et e st e s et esaesaeseeseesesbesse s ensenaeneeseens 8
3. MATERIALES Y METODOS......covuumieniereisesisessssssssssss st sssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssnes 12
3.1. DiseNo eXPerimMeENtal.......ccocicciiriieiiee e e e e e 12
3.2, ANIMALES ..ttt ettt et e s bt e e b e e s ne e e eanes 14
3.3. Metodologia de obtencidn de embrioNES ........ccoovvciiirieeeeeee i 14
3.3.1. Superovulacion de [as hembras ..o 14
3.3.2. Inseminacion artificial e induccidn de la ovulacion..........cccceevceeerceeccer e, 14
3.3.3. Recuperacion de 10S @MBIiONES ......ccciciiiii it 15

3.4. Procesamiento de los oviductos y obtencion de las ROECs ........cccceeeeeeeeeinnnnnenn. 15
3.5. Medios A€ CURIVO....couuiiiieeiiiee et saee e e e 16
I ST Ol U1 | 1Yo 1P PPROPPPPPRNE 18
3.6. L EXPEIIMENTO L .eeiiiiiiii e s 18
3.6.2. EXPEIIMENTO 2 .. s 18

3.7. Valoracién de los embriones y procesamiento de la muestra.......ccccccceeeenvnneeen. 19
3.8. Extraccion RNA y obtencidn del CDNA.........oovvieiiiiccieeeee e 19
3.9. Cuantificacion de la expresiéon génica embrionaria: PCR cuantitativa................. 21
3.10. ANAliSiS @STATISTICO ...ueiruieiriieeriie ettt 22

4. RESULTADOS Y DISCUSION .....ovoreirrecieeeeieeseeseesseesseessessessses s 23



4.1. Experimento 1: Efecto del medio y la temperatura sobre el desarrollo
embrionario y la expresion de marcadores génicos de pluripotencialidad ................ 23

4.2. Experimento 2: Efecto del co-cultivo con células epiteliales sobre el desarrollo

embrionario y la expresion de marcadores génicos de pluripotencialidad ................ 28
5. CONCLUSION ..ottt ettt et e e eeee e esesaeaeseseee st esaeeeteeesseseeeseseeeanaeens 31
6. BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt ee et e esesaeeeeeseeeesesaes et eesseseeeseseeeenaenns 32



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Resumen de los factores fisicos (azul) y quimicos (rojo) que afectan al desarrollo
embrionario in vitro Siendo QC: control de calidad; VOCs: componentes voldtiles orgdnicos
(Wale Yy GAIrdner, 2016).........c...ueeeeeeeieeeeeeeee et te e et tea e e st a e e e e e taa e e e sese e e e s saeaeeessasaeeesseneas 3

Figura 2. Sistema de microfluidos para el cultivo de embriones. A: imagen microscopica de la
cdmara de cultivo. B: blastocisto en la cdmara de cultivo (Kieslinger et al., 2015)....................... 5

Figura 3. Desarrollo embrionario de diferentes especies de mamiferos en co-cultivo con células
epiteliales de oviducto en interfase aire-liquido. A: blastocisto de murino en “hatching”, d
7(100x). B: blastocisto de porcino, d 4.5 (400x). C: blastocisto de bovino, d 8 (400x) (Chen et al.,

Figura 4. Esquema que representa las interacciones entre el embrion y el ambiente, tanto in
vivo como in vitro, asi como las posibles respuestas a corto plazo y las consecuencias a largo
Plazo (FIEMING €t AL, 2004)...........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ecte ettt eettae e e eta e s e te e s asesseeesssaaassaaeeansees 10

Figura 5. Diagrama de flujo del ensayo realizado en el presente estudio. De elaboracion propia.
Iconos de la plataforma NOUN PrOJECL............ceeecuueeieeeiiiiieeecite e et eestta e e e staa e e e sssteaeessveeeas 13

Figura 6. Oviducto limpio recuperado a las 24 h de la inseminacidn artificial............................ 15

Figura 7. Protocolo de recuperacion de células epiteliales de oviducto. A-B: Canulacion del
oviducto aislado. C: Tras la digestion mecdnica, bafio del tejido en etanol puro al 70%. D-E-F:
lavados del tejido en PBS y etanol puro al 70% de forma secuencial. G: explante del oviducto en
tripsina para iniciar la digestion enzimdtica a 37°2C durante 1 ROrQ..........ccceeeeeeecvveeeeeiireeaaeninn, 16

Figura 8. ROECs en medio de proliferacion tras 48h de cultivo. Utilizadas en este mismo
LR A0 o [T PO P PP PPPPPR 19

Figura 9. Tasa de blastocistos tras 96h de cultivo en los diferentes medios. Siendo A: MEM 1
(96h); B: MEM 2 (96h); 3: MEM 1 (48h) + MEM 2 (48h); 4: MEM + FBS (CONTROL) (96h).
Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente significativos (p-value <
0.05). El valor entre paréntesis indica el nimero de embriones cultivados en cada medio.

Figura 10. A: Tasa de blastocistos tras 96h de cultivo a 37 oC (F) y 38.5eC (C). a y b indica una
diferencia estadisticamente significativa (p-value < 0.05). El valor entre paréntesis indica el
numero de embriones cultivados en cada condicion B: Embriones en cultivo a 38.59C. Siendo 1:
24h; 2: 48h; 3: 72h; 4: 96h, izq.: blastocisto en “hatching” y dcha.: morula compacta.............. 24

Figura 11. Expresion génica embrionaria de los factores OCT4, NANOG, SOX2 tras 96h en
diferentes medios. Siendo A: MEM 1 (96h); B: MEM 2 (96h); C: MEM 1 (48h) + MEM 2 (48h); D:
LY I > N S 25

Figura 12. Expresion génica embrionaria de los factores OCT4, NANOG, SOX2 tras 96h en
cultivo a 37°C (F) 'y 385 °C (C). Columnas con diferente letra indican diferencias
estadisticamente significativas (P-vValUe < 0.05)...........c.cccueeeeeceeeeeeeeieeeeeeeeecieeeeeeciteeeeeeciveeaaenas 26



Figura 13. Diagrama de la regulacion OCT4/SOX2 en la expresion génica embrionaria.
(TROMSON €1 A, 2011)..c...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e ettt e et aaeeeeeessessssssraaaseseeenns 27

Figura 14. A: Tasa de blastocistos tras 96h de cultivo en medio MEM 1 a 38.59C con cultivo o no
de células oviductales. Siendo E: presencia de células ovidcutales en co-cultivo y NE: no hay
presencia de células oviductales en co-cultivo. [a y b indica una diferencia estadisticamente
significativa (p-value < 0.05). El valor entre paréntesis indica el niumero de embriones cultivados
en cada condicion. B: Embriones a las 48h en co-cultivo con monocapa de células oviductales
oo o114 1o Lo kSRR 29

Figura 15. A: Expresion génica embrionaria de los factores OCT4, NANOG, SOX2 tras 96h en
MEM 1 a 38.5 2C con cultivo o no de células oviductales adheridas (ROECs). Siendo E:
presencia de epiteliales; NE: no hay presencia de células epiteliales. B: imagen microscépica del
CO-CUltivo de ROECS CON EMBIIONES.....cccuiiiieiiieiiiieciee e eieecetee et ste e s ste e e ste e e be e e s aeeessaeesereee s 30



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicion del medio simple esencial (MEM) utilizado como medio base en los

CUITIVOS. .ttt ettt st ettt et e s h e e bt e sbe e et e et et eat e e ebeesme e e b e e s bt e b e e sane e enneennees 17
Tabla 2. Mix PCR (cantidad por MUESLIA)......ccueeiiiiiiieeiiciiieeececiieee e et e e e stare e e sestae e e e sentaeeeeaeeans 20
Tabla 3. Mix RT-PCR (cantidad por MUESEIA).......ccccueeeicieeeiieeeceeeeteeesveesreestveeseaeeseeeesene e 20
Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores utilizados enla qPCR.......ccvvveeiciiiiiieccieee e 21
Tabla 5. Programa para 1a gPCR........coiiiiiiie ettt e e s st e e e s sbbae e e ssbeeeeesnns 21



ABREVIATURAS

ART - Assisted Reproduction Technique (Técnica de reproduccidn asistida)

BME - Eagle’s Basal Medium (Medio Eagle Basico)

BSA - Bovine serum albumin (Suero de albumina bovina)

cDNA - Complementary Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico complementario)
DNA - Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico)

dNTPs - Desoxinucledtidos trifosfato

DTT — Ditiotreitol

E2 — Estradiol

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

ESCs — Embryonic Stem Cells (Células troncales embrionarias)

FBS - Fetal Bovine Serum (Suero Bovino Fetal)

FIV- Fecundacién in vitro

GnRh - Gonadotropin-releasing hormone (Hormona liberadora de gonadotropina)
Ham’s F10 — F10 Nutrient Medium (Medio nutritivo F10)

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

IA - Inseminacion artificial

ICSI - Intracytoplasmic sperm injection (Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides)
MEM - Minimum Essential Medium Eagle (Medio Minimo Esencial Eagle)

mRNA - Messenger Ribonucleic Acid (Acido ribonucleico mensajero)

OECs — Oviductal Epithelial Cells (Células Epiteliales de Oviducto)

P4 - Progesterona

P60 - Placa de 60cm de diametro

PBS - Phosphate Buffered Saline (Tampdn fosfato salino)

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reaccidn en Cadena de la Polimerasa)

poliA — Poliadenilado

POECs — Pig Oviduct Epithelial Cells (Células Epiteliales de Oviducto Porcino)

PSCs - Pluripotential Stem Cells (Células troncales pluripotenciales)

gPCR - Quantitative Polymerase chain reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa
cuantitativa)

RNA - Ribonucleic Acid (Acido ribonucleico)

RNasa - Ribonucleasa

ROECs - Rabbit Oviduct Epithelial Cells (Células Epiteliales de Oviducto Cunicula)
ROS — Reactive Oxigen Species (Especies Reactivas de Oxigeno)

RT - Reverse Transcriptase (Transcriptasa Reversa)

SOF- Synthetic Ovidcutal Fluid (Fluido Oviductal Sintético)

u.i.- Unidad Internacional

EDTA - Ethylenedia-minetetraacetic acid (Acido etilendiaminotetraacético)

W



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Medios de cultivo de embriones

La eficiencia de las técnicas de reproduccién asistida en mamiferos depende en gran
medida de la puesta a punto de los sistemas de cultivo de embriones. Desde la obtencién de
un zigoto mediante la fecundacién in vitro (FIV) o inyeccidn intracitoplasmatica (ICSI) hasta el
momento Optimo para su transferencia, el zigoto es cultivado en medio y condiciones
ambientales que deben garantizar una cinética y fisiologia de desarrollo similar a las
observadas in vivo. El periodo en el que el zigoto es cultivado in vitro serd de entre 5 a 7 dias
segun la especie, dado que se tiende a que éstos alcancen el estadio de blastocisto, ya que
este estadio de desarrollo aporta diversas ventajas tanto para su transferencia como para su
manipulacion en el caso de un biopsia para diagnéstico pre-implantacional en humanos o para
la obtencién de células madre embrionarias en modelos animales (Biggers y Summers, 2008).

No obstante, es precisamente durante este periodo del desarrollo embrionario en el que con
mayor facilidad podria alterarse la expresion génica e incluso introducirse marcas epigenéticas
con trascendencia sobre la viabilidad y el desarrollo fetal y, probablemente sobre la vida
postnatal (Simopoulou et al., 2018). Algunos factores de transcripcién que podrian verse
alterados en estas primeras etapas y que podrian generar una cascada de modificaciones son
los que participan activamente en los procesos de renovacién celular y regulacion del
desarrollo embrionario temprano en mamiferos, entre ellos destacan OCT4, NANOG y SOX2
(Wang et al., 2012; Xiao-Li et al., 2015). El factor de transcripcién OCT4 se asocia al desarrollo
del endodermo y mesodermo, el factor NANOG controla la regulacion del endodermo
primitivo y finalmente el SOX2 se relaciona con el desarrollo del epiblasto y ectodermo (Wang
et al., 2012; Xie et al., 2013). Ademas, gracias a estudios epigenéticos como el realizado por
Gifford y colaboradores (2013) se conoce que algunos de estos factores transcripcionales estan
también relacionados con procesos de especificacién celular y no solo con la capacidad
pluripotencial.

Por ello en los ultimos afios se han propuesto diversas aproximaciones con la finalidad de
obtener o simular las condiciones dptimas para el desarrollo embrionario temprano: el cultivo
continuo, que contiene todos los metabolitos que podrian ser necesarios para el desarrollo
embrionario y se conoce por el concepto de “permitir al embridon escoger”; y el cultivo
secuencial, que trata de simular el ambiente in vivo utilizando diferentes medios segun la
etapa de desarrollo y se conoce por el concepto de “vuelta a la naturaleza”. Ambos métodos
son utilizados ampliamente asi como los medios en los que se basan, generalmente medios
comerciales como TC199, MEM o B2 (Biggers y Summers, 2008; Ménézo et al., 2015;
Sfontouris et al., 2016).

A pesar de las diferencias que presentan ambos métodos, ninguno de los dos ha demostrado
una eficacia superior en cuanto a la calidad embrionaria (Mantikou et al., 2013).
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1.1.1. Condiciones del cultivo

Para obtener unos blastocistos de calidad es necesario evitar cualquier tipo de estrés
fisico o quimico que pueda sufrir el embridn durante el desarrollo; no solo la composicion del
medio base y los suplementos utilizados pueden modificar las pautas de desarrollo
embrionario, sino que otros factores ambientales como el nivel de oxigeno, temperatura o la
luz tendran repercusion directa sobre la fisiologia del embrién en desarrollo (ver Fig. 1; Swain
et al., 2016).

En general los medios de cultivo para células cubren suficientemente con las necesidades de
desarrollo embrionario aunque no necesariamente pueden ser considerados como 6ptimos, ya
que su desarrollo es mas eficiente en presencia de sustratos especificos. Asi por ejemplo, se ha
definido un medio basado en fluido oviductal denominado Sinthetic Oviductal Fluid (SOF), el
cual trata de satisfacer especificamente las necesidades metabdlicas del embrién en las
primeras etapas de divisidn, ajustando los niveles de glucosa, piruvato, lactato, aminoacidos y
vitaminas a las de la composicién del oviducto (Takahashi y First, 1992; Li et al., 2007). A pesar
de haber sido demostrado que el cultivo de embriones con concentraciones de aminodcidos
equivalentes al fluido oviductal presentan un mayor desarrollo embrionario, estos medios tan
solo logran imitar una parte del ambiente in vivo (Biggers, 2001; Li et al., 2006).

Por otra parte, si bien los medios cubren un amplio rango de necesidades proporcionando
sustratos energéticos, minerales, iones, acidos grasos, vitaminas, bases nucleicas, factores de
crecimiento o aminoacidos, la cantidad generalmente en exceso y el periodo de cultivo de
algunos de ellos pueden resultar a la larga problematicos. Por ejemplo, la presencia de
aminodcidos en el medio de cultivo presenta grandes beneficios en primera instancia, cuanto
mayor es el periodo de cultivo mayores probabilidades de descomposicion de estas
macromoléculas, liberando grupos amonio que se han demostrado altamente perjudiciales
para la actividad metabdlica del mismo y por ende, una repercusidn directa en el patrén de
desarrollo (Wale y Gardner, 2016).

Entre los suplementos mas habituales de los medios de cultivo esta el suero que, no solo
proporciona una mezcla de factores de crecimiento, dcidos grasos, proteinas sino que también
ayuda a estabilizar el pH y parece reducir el estrés fisiolégico de los embriones, lo que
finalmente resulta en una mayor tasa de obtencidn de blastocistos (Lim et al., 1994; Gdmez y
Diez 2000). Sin embargo, en diferentes modelos animales se ha demostrado que enmascara
posibles problemas a lo largo del cultivo, ademas de provocar alteraciones en la expresion
génica que originan modificaciones a nivel fenotipico. Por todo ello se propone el uso de otros
componentes como puede ser el BSA pero surge la disyuntiva de generar un cultivo altamente
sensible a los cambios o situaciones de estrés, lo cual a largo plazo puede ocasionar
alteraciones en las células embrionarias (Pinyopummintr y Bavister, 1994; Gandhi et al., 2000;
Camargo et al., 2006).

La temperatura es uno de los agentes fisicos mas estudiados y los efectos que provoca
dependen en gran medida del tiempo de exposicién al estrés térmico, la especie y el estadio
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de desarrollo embrionario, ya que la termo-resistencia varia entre los diferentes niveles de
desarrollo (Olexikova et al., 2007). Tomando como referencia la continua busqueda de imitar
las condiciones naturales, los cultivos de embriones de diferentes modelos animales se
cultivan en torno a 379C para equiparar a las condiciones fisioldgicas. Los embriones humanos
como los de ratén se cultivan eficientemente a 37 °C (Hong et al.,, 2014), aunque
recientemente se estan realizando estudios con temperaturas de cultivo variables siguiendo
las variaciones circadianas o atendiendo a la temperatura oviductal (36 a 37 2C) (Wale y
Gardner, 2015; Swain et al., 2016).

La temperatura también juega un papel fundamental en la regulacion del pH, un descenso de
la misma puede originar una alcalinizacién del medio (Swain y Pool, 2009) y cualquier variacion
del pH neutro supone una alteracién en el desarrollo. Para lograr el mantenimiento del pH es
necesario establecer en primer lugar el equilibrio con la concentracién de CO, y ello se
consigue afiadiendo bicarbonato sédico al medio. La atmédsfera durante el periodo de
incubacién suele enriquecerse en CO, y por el contrario, reducir los niveles de oxigeno, lo que
se ha demostrado favorecer el desarrollo embrionario y con ello la tasa de obtencién de
blastocistos. Si ademas el medio contiene suero, los embriones soportan mejor los niveles
atmosféricos de oxigeno (Gardner, 2016).
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« Effects on pH and temperature stability + Impacts efficacy of embryo derived factors

Oil overlay: Isolettes:
* Reduce shifts in pH & provide greater * Maintain constant pH & temperature stability
temperature stability * Provides barrier to VOCs

Pipetting: Air quality:

* Minimize number of manipulations * Monitor frequently
* Use of the slowest speed with gentle « Off-gas plastic ware if required
pipetting action + Use of appropriate filtration

inimize exposure

Figura 1. Resumen de los factores fisicos (azul) y quimicos (rojo) que afectan al desarrollo embrionario
in vitro. Siendo QC: control de calidad; VOCs: componentes voldtiles orgdnicos (Wale y Gardner, 2016).
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1.1.2. Métodos de cultivo

Los sistemas de cultivo mas habituales son: simple, secuencial y microfluidos con o sin
co-cultivo celular.

1.1.2.1. Cultivo simple

En este método los embriones son cultivados en un mismo medio desde el estadio de
zigoto hasta alcanzar el nivel de desarrollo de blastocisto, esto implica que no se da una
renovacion del medio durante el proceso; dicho medio contiene todos los componentes
necesarios para el crecimiento embrionario temprano (Meseguer y Pellicer, 2017). Es
necesario destacar que se trata de un aspecto que rechazan los detractores de este sistema ya
que se considera que algunos componentes pueden afectar negativamente al embridén en
ciertas fases del desarrollo (Matchinger y Racowsky, 2012) y es por ello que se propone
renovar el medio al tercer dia de cultivo (Biggers y Summers, 2008), permitiendo de nuevo la
utilizacion de componentes ya agotados durante las primeras fases del desarrollo, asi como
eliminar productos de desecho producidos por propio metabolismo del embrién.

Desde un punto de vista tedrico, la ventaja que presenta la utilizacién de un mismo medio
durante todo el periodo de cultivo es la reduccion del estrés del embridén asociado al cambio
de medio en el dia tres y, por ende, de los componentes a los que va a estar expuesto;
pudiendo llegar a originar un shock osmdtico o de origen paracrino o endocrino, causado por
los propios factores liberados en las primeras fases (Matchinger y Racowsky, 2012). Sepulveda
y colaboradores (2009) obtuvieron resultados favorables al cultivo simple frente al secuencial
en embriones humanos.

1.1.2.2. Cultivo secuencial

Se trata de un sistema de cultivo que permita el crecimiento embrionario en unas
condiciones equiparables al ambiente in vivo, en otras palabras, un método que sea capaz de
aportar los requerimientos nutricionales y metabdlicos de los embriones, que son variables,
desde el primer hasta quinto o sexto dia de desarrollo (Quinn, 2012; Sfontouris et al., 2016).
Con este método se exponen los embriones a un primer medio de cultivo y al tercer dia de
desarrollo se trasladan a un medio de cultivo distinto; con ello se pretende proporcionar un
medio especifico para el estadio en el que se encuentra el embridn en base a las diferencias
observadas in vivo, en cuanto a los niveles de piruvato, lactato y glucosa se refiere (ver Fig 2.)
(Sfontouris et al., 2016). El cambio la composicién del medio permite aumentar la calidad
embrionaria, siendo de gran importancia la suplementacién con componentes que se
encuentren de forma natural en el oviducto, tales como: iones inorganicos, por ejemplo el idn
fosfato o los equilibrios Na*/K" y Ca®*/Mg?*; sustratos energéticos, como el caso de la glucosa,
piruvato, lactato y aminodcidos; vitaminas y factores de crecimiento entre otros (Quinn, 2012).
Aungque se esta tratando de mimetizar el ambiente, se ha comprobado que la adicion al medio
de componentes no presentes en el tracto reproductivo como es la albumina o el acido
hialurénico, mejoran el desarrollo embrionario (Gardner, 2008).
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A nivel fisioldgico, es importante el tercer dia de desarrollo embrionario ya que sucede
diferentes eventos de gran relevancia; lo que podria justificar la necesidad de cambiar el
cultivo a un medio mas complejo. Tiene lugar la compactacion celular de las uniones estrechas
de las membranas plasmaticas de los blastémeros, y por lo tanto un requisito fundamental
para la formacion del blastocisto (Quinn, 2012). Ademas, en los embriones humanos tiene
lugar la activacién del genoma embrionario, lo que supone cambios a nivel metabdlico
especialmente en lo que a requerimientos energéticos se refiere (Lane y Gardner, 2001).

Otros motivos que acreditan el cultivo secuencial son el efecto inhibidor del EDTA en el
desarrollo del blastocisto y en la masa celular interna (Gardner y Lane, 1997); asi como los
efectos negativos que causa la acumulacién de amonio en el desarrollo embrionario (Gardner
y Lane, 2002).

1.1.2.3. Microfluidos

La tecnologia de los microfluidos se define como “la ciencia y tecnologia de los
sistemas que procesan o manipulan una pequefia cantidad de liquidos (10 a 107 litros)
utilizando canales con dimensiones de decenas a cientos de micrémetros” segin Whitesides
(2006). Cuando se aplica al cultivo de embriones, permite el desarrollo de sistemas de cultivo
gue mimetizan las condiciones in vivo para proporcionar un ambiente éptimo en el desarrollo
embrionario in vitro (Le Gac y Nordhoff, 2017); esto sucede gracias al disefio de sistemas
caracterizados por la simplicidad y facil reproducibilidad (ver Fig. 2) (Young y Beebe, 2010).

Figura 2. Sistema de microfluidos para el cultivo de embriones. A: imagen microscdpica de la cadmara
de cultivo. B: blastocisto en la cdmara de cultivo (Kieslinger et al., 2015).

La principal ventaja que presentan estos sistemas es el menor volumen de medio de cultivo
requerido lo que permite al embridn una mayor regulacién del propio microambiente
(Wheeler et al., 2007), ademas de reducir la tensidn superficial de oxigeno de forma localizada
(Swain y Pool, 2008). Por otro lado, el uso de esta tecnologia de forma aplicada permite la
miniaturizacion y automatizacion del proceso, por lo que se reduce de forma drastica el factor
humano que podria tener un efecto significativo en los resultados (Ma et al., 2011).
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1.1.2.4. Co-cultivos

Se trata de un sistema desarrollado en la década del 1990 que originalmente utilizaba
todos los tipos celulares posibles, tanto humanos como de otras especies, hasta que en el 2002
la FDA reguld la normativa, limitando el uso de las lineas celulares para técnicas de FIV (Swain
et al., 2016). Este método permite imitar de una forma sencilla las condiciones in vivo gracias a
los factores secretados por las células que constituyen un soporte bioactivo para el desarrollo
embrionario (Le Saint et al., 2019).

Existen numerosos parametros que afectan a la eficiencia y por consiguiente, a la calidad de
los blastocistos obtenidos, como son el tipo celular utilizado, el medio, factores exdgenos
como la temperatura, cantidad de oxigeno disponible o periodo de cultivo, presencia de suero
para la suplementacion del medio entre otros (Orsi y Reischl, 2007). Ademas, ha sido
demostrado como el soporte bioactivo es capaz de mantener la capacidad secretora de
factores de crecimiento que van a favorecer tanto la maduracién ovocitaria como el desarrollo
embrionario temprano (Vithoulkas et al., 2017). Mds concretamente, ha sido probada que la
interaccion en el co-cultivo de embriones con células endometriales humanas favorece la
eliminacion de residuos secretados por el propio embrién durante el desarrollo, lo que mejora
notablemente la formacién de blastocistos (Bochev et al., 2016).

Resultados similares fueron los obtenidos por Carney y colaboradores (1990) en los primeros
estudios de co-cultivo con células epiteliales de oviducto cunicula (ROECs), en dicho estudio se
demostré que el co-cultivo propiciaba una mejora en la tasa de obtencién de blastocistos.

1.2. Cultivo sobre células oviductales

1.2.1. El oviducto en la biologia reproductiva (anatomia y funciones)

En una gran parte del reino animal la fecundacion tiene lugar en una region especifica
del tracto reproductivo femenino, éste se conoce como oviducto o también llamado tubo de
falopio en los primates. Se trata de un conducto entre el Utero y el ovario que presenta
variaciones anatémicas a nivel macroscépico segun la especie, asi como modificaciones en su
estructura y secreciones a lo largo del ciclo reproductivo (Coy et al., 2018). En los euterios
(mamiferos placentarios) esta formado por cuatro regiones, estas divisiones se realizan en
base a las diferencias histoldgicas y son el infundibulo, que a su vez contiene las fimbrias, el
ampula, de paredes largas y finas; el istmo, de un mayor grosor y finalmente la interseccion
Utero-tubal (Hwangy Song, 2004; Hunter, 2012).

El oviducto esta conectado a las paredes de la cavidad abdominal mediante el mesosalpinx,
constituyente del ligamento ancho del Utero. Por lo que respecta a la estructura interna, la
pared del oviducto esta formada por distintas capas que son la tUnica mucosa, caracterizada
por no ser glandular y conocida como endosalpinx; se trata de la capa en contacto con el
lumen y que por tanto tiene un revestimiento epitelial que contiene células ciliadas y
secretoras; también la constituye un tunica muscular, conocida como myosalpinx y que esta
constituida por musculo liso de doble capa; finalmente se encuentra la capa serosa que
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cumple una funcién protectora (Briissow et al., 2008; Carretero et al., 2017). Es necesario
destacar que cada capa es de diferente grosor segun la region anatdmica del oviducto (Avilés
et al., 2015).

Durante la fase estral y especialmente en la ovulacién, se condensa la vasculatura en el
oviducto haciendo el tejido mas ténico y uniforme, formando crestas y pliegues en el mismo
que dan lugar a una menor permeabilidad en algunas regiones como el istmo. Por lo que
respecta a la porcién de células ciliadas también sufren ciertos cambios, principalmente se
observa una sincronizacién en la batida ciliar, de modo que el movimiento se vuelve
unidireccional y acompasado; lo que favorece el desplazamiento del ovocito hacia el ampulay
posteriormente del embrién. La porcidn de células no ciliadas, estd distribuida uniformemente
por el dmpula en proporcidn variable segln especies; se trata de células secretoras también
llamadas células Peg (Hunter,2012; Carretero et al., 2017). Todos estos eventos tienen lugar
como consecuencia del aumento de las hormonas esteroideas ovaricas, en otras palabras, el
aumento de progesterona (P4) y estradiol (E2) provoca cambios en la morfologia superficial,
en la funcién muscular y regulacion nerviosa, asi como en la cantidad y composicion de fluidos
en el lumen (Adissu et al., 2007; Hunter, 2012). Li et al. (2018), comprobaron que bajos niveles
de P4 reducen los niveles de batida ciliar en el epitelio oviductal, lo que origina una retencion
del embridn a su paso.

Las células del epitelio oviductal participan en el transporte de nutrientes, de oxigeno, fluidos e
iones; ademads de otros componentes y ciertas sefiales (Aldarmahi, 2017). Las principales
funciones del oviducto son la maduracion final de los gametos tanto masculinos como
femeninos, su transporte, la seleccion y capacitacién espermatica, el control de la poliespermia
y la fecundacién vy, el desarrollo embrionario temprano (Gualtieri et al., 2012; Palma-Vera et
al., 2014; Avilés et al., 2015).

1.2.2. Cultivo de células epiteliales de oviducto

Los métodos in vitro de cultivo para estas células tienen tres objetivos principales: en
primer lugar conseguir dilucidar los mecanismos moleculares que estan directamente
relacionados con las funciones en las que estan implicados; por otro lado, proporcionar las
herramientas necesarias para los test de toxicidad reproductiva y soporte bioactivo del
proceso reproductivo (Spielmann, 2009; Chen et al.,, 2013); y finalmente analizar las
secreciones de las células Peg, cuyo estudio a partir de la obtencién in vivo resulta
extremadamente dificultoso (Jingu et al., 2018). El co-cultivo de embriones con células
oviductales ha demostrado un mayor potencial de desarrollo en comparacién a cultivos con
medios convencionales (Joo et al., 2001; Kattal et al., 2012).

El cultivo de células oviductales in vitro se obtiene a partir de tres métodos. El primero de ellos
consiste en explantes de tejido, utilizados para cultivos a corto plazo ya que a partir de las 24 h
se inicia un proceso de desdiferenciacion. El segundo método, parte de la obtencién de una
monocapa de células oviductales por proliferacidn en la que se producen alteraciones a nivel
morfoldgico como son la pérdida de la polaridad en las células, del movimiento ciliar, la
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capacidad secretora y la respuesta hormonal; ademas las células muestran signos de estrés
entre las 24 h - 48 h posteriores a alcanzar la confluencia (Rottmayer et al., 2006; Miessen et
al., 2011; Gualtieri et al., 2012).

En vista a las dificultades que presentan los dos primeros, se plantea un tercer método que
utiliza un sistema de cultivo compartimentalizado para llegar a inducir la diferenciacion celular
in vitro tras la etapa de proliferacién; con ello se consigue un compartimento apical y otro
basolateral que permite a las células epiteliales acceder al suministro de hormonas de forma
comparable a las condiciones naturales (Palma-Vera et al., 2014). Este experimento fue llevado
a cabo con éxito por Miessen et al. (2011) con células epiteliales de oviducto porcino (POECs)
utilizando un sistema compartimentalizado en una interfase aire-liquido; como resultado
obtuvieron un cultivo a largo plazo que mantenia las caracteristicas fenotipicas tipicas de
células in vivo. Resultados similares fueron obtenidos por Chen et al. (2017) utilizando el
sistema de cultivo con interfase aire-liquido a largo plazo, llegando a producir las secreciones
propias del tejido; ademds se comprobé la viabilidad del co-cultivo con embriones, llegando a
obtener el estadio de blastocisto sin la necesidad de afiadir un medio de cultivo especifico para
los embriones (ver Fig. 3).

A

Figura 3. Desarrollo embrionario de diferentes especies de mamiferos en co-cultivo con células
epiteliales de oviducto en interfase aire-liquido. A: blastocisto de murino en “hatching”, d 7(100x). B:
blastocisto de porcino, d 4.5 (400x). C: blastocisto de bovino, d 8 (400x) (Chen et al., 2017).

Continuando en esta linea de investigacidon, también se plantea el desarrollo de cultivos 3D
que permitan mantener in vitro las condiciones y factores que requiere el tejido para su
correcto funcionamiento, realidad que no se ha logrado alcanzar con los tipicos cultivos en
placa (Gualtieri et al., 2012). Estos cultivos tridimensionales restablecen las interacciones
fisioldgicas célula-célula y célula-matriz extracelular por lo que se consigue imitar mejor la
especificidad de los tejidos reales en comparativa a los cultivos bidimensionales (Pampaloni et
al., 2007).

1.2.3. Efectos sobre el desarrollo embrionario del ambiente oviductal

Tanto los gametos como los embriones en estadios tempranos sufren cambios
epigenéticos en el oviducto, como es la metilacion del DNA y modificaciones en las histonas;
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por lo que las variaciones en los estimulos ambientales y metabdlicos del oviducto pueden
tener un impacto significativo en el desarrollo embrionario temprano tanto a corto como a
largo plazo (Ulbrich et al., 2010; Maillo et al., 2016). Por lo tanto, llegar a dilucidar los
mecanismos intrinsecos que tienen lugar supondria un gran avance en las técnicas de
reproduccion asistida, ya que optimizaria el proceso de obtencién de embriones de calidad; y
no solo eso, sino que también ayudaria a resolver problemas de infertilidad, reducir la pérdida
de embarazo e identificar factores que puedan afectar al potencial de desarrollo del nuevo
individuo hasta la edad adulta, tanto en humanos como en ganaderia (Almifiana et al., 2012).
Podrian surgir detractores acerca de la necesidad de ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares y las primeras interacciones materno-embrionarias que suceden en
el oviducto, alegando el éxito de embarazos con el desarrollo in vitro de embriones hasta el
séptimo dia y la posterior transferencia embrionaria; sin embargo ha sido demostrado que la
calidad de estos embriones es inferior a la de aquellos desarrollados in vivo (Maillo et al.,
2016).

El paso de los embriones por el oviducto activa la expresion de genes especificos, de modo que
se produce una regulacion del propio ambiente (Vassena et al., 2011; Almifiana et al., 2012).
Esto fue probado en ratones por Lee et al. (2002) que demostraron que sucedian cambios
transcripcionales en el oviducto tras el paso del embrién y que estos no estaban asociados a
los cambios hormonales generados por el embarazo, sino que se debian al cross-talk materno-
embrionario; ademads el desarrollo de nuevas tecnologias ha permitido cuantificar las
respuestas embrionarias frente al ambiente, mediante la caracterizacién transcriptomica,
protedmica, metabdlica y patrones epigenéticos. Se ha comprobado que los embriones son
altamente sensibles a factores estresantes y alteraciones exdgenas, lo que confirma la gran
influencia del ambiente en el desarrollo del mismo (Fleming et al., 2004; Ulbrich et al., 2010).

Para que estos procesos se lleven a cabo con normalidad las condiciones de cultivo en los
estudios deben cumplir lo mds de cerca posible los criterios necesarios para el buen desarrollo
celular (ver Fig. 4) como es la preservacion de la morfologia celular de dos tipos celulares, el
mantenimiento de caracteristicas estructurales como son las conexiones intercelulares, la
polaridad celular, la expresién de marcadores especificos de células, actividades enzimaticas y
las reacciones a estimulos externos (Ulbrich et al., 2010; Chen et al., 2013). Para llegar a
alcanzar tal grado de similitud a las condiciones in vivo es necesario afadir al medio factores
como citoquinas, prostaglandinas y ciertos factores de crecimiento (Wolf et al., 2003).

En el ensayo realizado por Chen y colaboradores (2013) realizaron cultivos de POECs variando
los niveles de progesterona y estradiol para imitar las condiciones del estro y diestro.
Observando que al aumentar los niveles de progesterona y mantener los de estradiol, lo que
equivaldria a la fase del diestro, aumentaba significativamente la proporcidn de células
secretoras. Ademads, con el andlisis de la impedancia celular se determind que era
significativamente mads elevada respecto a los controles o el experimento que simulaba el
estro; por lo que estas variaciones en la conductividad eléctrica celular se podrian asociar a
una mayor actividad secretora o de transporte transcelular/paracelular.
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Embryo environment
Glucose, energy substrates

In vitro culture Amino acids In vivo environment

Protein supplements Growth factors Diet

Media composition Steroid hormones Body composition
Cytokines

Metabolic regulators

Potential short-term responses
‘developmental plasticity’

Epigenetic modifications

Altered intracellular signalling

Metabolic stress

Gene expression changes

Apoptosis

Cell proliferation disturbed

¢

Potential long-term consequences
Reduced implantation capacity
Unbalanced fetal/placental allocations
Altered maternal nutrient provision
Abnormal fetal growth rate

Altered setting of neuroendocrine axes
Abnormal birth weight and postnatal growth
Cardiovascular and metabolic syndromes

Figura 4. Esquema que representa las interacciones entre el embrion y el ambiente, tanto in vivo
como in vitro, asi como las posibles respuestas a corto plazo y las consecuencias a largo plazo (Fleming
etal., 2004).
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2. OBJETIVOS

El ambiente en el que tiene lugar el desarrollo embrionario temprano tiene una gran
influencia en el mismo, tanto a corto como a largo plazo. Se conoce la importancia del
oviducto en esta primera comunicacién materno-embrionaria pero existe un vacio traslacional
entre los mecanismos que suceden in vivo y el analisis in vitro. Es por ello que en este estudio
se va a estudiar un sistema de cultivo secuencial a dos temperaturas y un sistema con o sin
células oviductales de conejo, con la finalidad de evaluar:

e En primer lugar el efecto de un medio simple esencial (MEM) suplementado con
piruvato o suero en modo continuo y un medio secuencial con piruvato y lactato
sddico en las primeras 48h y el efecto de la temperatura de cultivo, sobre el desarrollo
y la expresiéon de los marcadores OCT4, NANOG y SOX2 en embriones de conejo.

e En segundo lugar, la eficacia del co-cultivo con células oviductales adheridas sobre el
desarrollo y la expresiéon de los marcadores OCT4, NANOG y SOX2 en embriones de
conejo.

11
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Diseiio experimental

El estudio consta de una primera fase en la que se evalué la eficacia de diferentes
medios de cultivo para el desarrollo embrionario temprano, asi como el efecto de la
temperatura en los mismos. Y una segunda, en la que sobre la mejor temperatura y uno de los
mejores medios se estudid la contribucidn del cultivo en monocapa de células oviductales al
desarrollo embrionario y a la expresién génica de OCT4, NANOG y SOX2. Para ello el grupo de
hembras recibié un tratamiento de superovulacién, siendo a las 72h inseminadas e inducidas a
ovular. Tras las 24 h se recuperaron los embriones en estadio de prontcleos o 2 células y se
inicio su cultivo en las diferentes condiciones durante 96h (ver Fig. 5).

Tras estas 96h de cultivo se valoré el nivel de desarrollo alcanzado siendo el estadio de
blastocisto o mdérula compacta el que se esperaba observar. Posteriormente, las muestras
fueron procesadas para extraer el mRNA vy realizar seguidamente una RT-PCR con el cDNA
obtenido a partir del mismo. Con las muestras ya amplificadas, se procedié a realizar un
analisis de la expresién génica, de ciertos factores de transcripcién seleccionados, mediante
una gPCR. Finalmente se realizaron los correspondientes analisis estadisticos para valorar los
resultados (ver Fig. 5).
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Figura 5. Diagrama de flujo del ensayo realizado en el presente estudio. De elaboracion propia. Iconos
de la plataforma Noun Project

13



MATERIALES Y METODOS

3.2. Animales

Los conejos utilizados provenian de las instalaciones cunicolas del ICTA (Instituto de
Ciencia y Tecnologia Animal) en el campus de Vera de la Universitat Politecnica de Valéncia. Se
utilizaron un total de 19 conejas de 18-20 semanas de edad y 5 machos fértiles de 8 a 12
meses de edad de origen California. Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo
de acuerdo con la normativa europea sobre experimentacién con animales Directiva
2010/63/UE y han fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica de Experimentacidn
Animal de la Universidad Politécnica de Valencia (codigo 2015 / VSC / PEA /00061).

Todos los animales fueron alojados en jaulas individuales, con agua y alimento ad libitum y en
condiciones ambientales controladas, atendiendo a la legislacién sobre experimentacién
animal del Real Decreto 53/2013 (BOE, 2013).

3.3. Metodologia de obtencién de embriones

3.3.1. Superovulacién de las hembras

El grupo de hembras utilizadas se sometié a un tratamiento de superovulacién
utilizando la hormona FSH recombinante, Corifolitropina alfa (rFSH-CTP; Elonva; 150 pg/mL,
Merck Sharp y Dohme S.A.; Spain) en una Unica dosis de 3 pug administrada via subcutanea 72
horas antes de la inseminacién.

3.3.2. Inseminacion artificial e induccion de la ovulacion

La obtencién de los eyaculados se realiz6 mediante el método de vagina artificial el
mismo dia de la inseminacion (Vicente et al., 2011). Las dosis seminales se obtuvieron de 3
eyaculados de, al menos, 3 machos diferentes tras ser evaluada la movilidad y el porcentaje de
espermatozoides anormales. Brevemente, tras la dilucién 1:5 del eyaculado en un tampén Tris-
citrico-glucosa (250 mM tris-hidroximetilaminometano, 83 mM de &cido citrico y 50 mM de
glucosa, pH 6.8 — 7.0) se procedié al andlisis de la motilidad espermatica, realizado a
temperatura ambiente y utilizando un microscopio éptico de contraste de fases a 400x. Los
pardmetros establecidos atendian al requerimiento minimo utilizado en inseminacién artificial,
se trata de una motilidad espermatica estimada superior al 70% y un porcentaje de
espermatozoides anormales inferior al 25% (Marco et al., 2010). Los eyaculados que cumplian
los controles de calidad fueron mezclados, calculada la concentracion de la mezcla
heteroespermdtica y ajustada su concentracion a 40 millones por mL. Las conejas
superovuladas fueron inseminadas con 0.5 mL (20 millones de espermatozoides).

La dosis de inseminacion fue introducida mediante una vaina de plastico curvada hasta el
fondo de la vagina, lugar en el que se depositd el semen, inmediatamente después se indujo la
ovulacidn inyectando via intramuscular 1 pg de acetato de buserilina, GnRH (Suprefact;
Hoechst Marion Roussed, S.A., Madrid).
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3.3.3. Recuperacion de los embriones

Tras el sacrificio de las conejas, se trasladaron los tractos reproductivos al
laboratorio. En este momento se procedid a la perfusién o lavado de los oviductos desde el
ampula hacia el itsmo con 5 mL de medio MEM + HEPES (15 mM) (ver Fig. 6). El medio de
perfusion fue recogido en una placa P60. A continuacidon se realizd un rdpido conteo y
clasificacidon de los embriones recuperados asi como de la tasa de ovulacion a partir de los
foliculos con cicatrices de ovulacidon en los ovarios. Los embriones fueron catalogados como
normales atendiendo a criterios morfoldgicos y de acuerdo con el estadio de desarrollo
correspondiente a la cronologia de esta especie. Asi se determinaron como aptos para el
cultivo aquellos que presentaban el tipico estadio de desarrollo a las 24h tras la inseminacion,
como son embriones de dos células o con formacidn pronuclear, en ambos casos deben tener
un citoplasma homogéneo y una zona pellicida esférica; en cualquier caso se descartaron
6vulos no fecundados o pronucleos con presencia de vesiculas pignédticas en el citoplasma o
fragmentados.

Figura 6. Oviducto limpio recuperado a las 24 h de la inseminacién artificial.

3.4. Procesamiento de los oviductos y obtencidn de las ROECs

Tras la recuperacidn embrionaria se procesaron los oviductos, retirando
previamente el tejido adiposo circundante. A continuacidn, se procedié a canular el ampula
introduciendo un tubo de poliestireno de 1 mm de didmetro desde el infundibulo en direccién
hacia el istmo, de forma que el conducto oviductal recubria el tubo en su totalidad (ver Fig.
7B). Esto permitid retirar todo el tejido adiposo y obtener explantes de oviducto de entre 5y 7
cm de longitud. Alcanzado este punto, sin retirar el explante del tubo de poliestireno se
disgregd el tejido de forma mecdnica con la ayuda de una hoja de bisturi, para facilitar
posteriormente la digestidon enzimatica. Finalmente para reducir la carga microbiana y posibles
contaminaciones se lavé el explante con etanol (70%) y se realizan dos bafios alternando el
etanol (70%) y tampdn fosfato salino (PBS).
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Una vez fueron obtenidos los explantes de oviducto se sometieron a una digestién enzimatica
con tripsina durante 1 hora a 37 2C (con la enzima previamente atemperada) para recuperar
las células epiteliales y proceder a su cultivo. Tras la digestion los viales se agitaron con un
vortex y se centrifugaron durante 10 min a 3000 rpm a temperatura ambiente,
resuspendiendo a continuacion el pellet con 2 mL de medio de proliferacion. Ademas se

calculd la concentracién celular utilizando una cdmara de contaje Thoma.

Figura 7. Protocolo de recuperacion de células epiteliales de
oviducto. A-B: Canulacion del oviducto aislado. C: Tras la digestion
mecdnica, bafio del tejido en etanol puro al 70%. D-E-F: lavados del
tejido en PBS y etanol puro al 70% de forma secuencial. G: explante del
oviducto en tripsina para iniciar la digestion enzimdtica a 372C durante
1 hora.

3.5. Medios de cultivo

El medio base para el cultivo de embriones se elabord a partir de MEM (minimal
essential medium, Sigma-Aldrich; St. Louis; USA) (ver Tabla 1) al que se afiadié 2.383 g de
HEPES (15 mM) y 10 mL de una solucién de antimicéticos y antibidticos que contenian 10.000
u.i. de Penicilina, 10 mg de Streptomicina y 25 ug de Anfotericina por mililitro (Antibiotic
Antimycotic Solution (100X); Sigma-Aldrich; St. Louis; USA). Los medios elaborados a partir del
medio base fueron:

1. MEM 1: a la combinacién de MEM con HEPES se afiadio 20 plL de piruvato sédico para
alcanzar una concentracién de 0.3 mM y 80 pL de lactato sddico para alcanzar una
concentracion de 10.8 mM; ademas de 0.1 g de BSA.
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2. MEM 2: a la combinacién de MEM con HEPES tan solo se afiadié 0.1 g de BSA.

3. MEM CONTROL: la combinacién de MEM con HEPES se suplementd con 10% de suero fetal
bovino.

Por otro lado, en lo que respecta al cultivo de las células oviductales se utilizd un medio de
proliferacién Ham’s F12 + MEM con HEPES (15 mM) suplementado con:

e 10 pg/mL deinsulina

e 5 pug/mL de transferrina
e 10 pg/mL de estradiol

e 1ng/mL de progesterona

Asi como antimicdticos y antibidticos que contienian 10.000 u.i. de Penicilina, 10 mg de
Streptomicina y 25 ug de Anfotericina por mililitro (Antibiotic Antimycotic Solution (100X);
Sigma-Aldrich; St. Louis; USA).

Tabla 1. Composicion del medio simple esencial (MEM) utilizado como medio base en los cultivos.

SALES INORGANICAS (g/L) AMINOACIDOS (g/L)

CaClz - HaO 0,2 L-Alanina 0,0089
MgS0. (anhidrico) 0,09767 |L-Arginina - HCI 0,126
KCl 0,4 L-Asparagina - Hz0 0,015
Macl 6,8 L-Acido aspértico 0,0133
MaH:PO4 (anhidrico) 0,122 L-Cisteina - 2 HCI 0,0313
VITAMINAS (g/L) L-Acido Glutdmico 0,0147

Cloruro de clorina 0,001 L-Glutamina 0,292
Acido félico 0,001 Glicina 0,0075
myo- Inositol 0,002 L-Histidina - HCl - H:O 0,042
Miacinamida 0,001 L-1soleucina 0,052
D-Acido pantoténico - 1/2 Ca 0,001 L-Leucina 0,052
Piridoxal - HCI 0,001 L-Lisina - HCI 0,0725
Riboflavina 0,0001 L-Metionina 0,015
Tiamina - HCI 0,001 L-Fenilalanina 0,032
OTROS (g/L) L-Prolina 0,0115

Glucosa 1,0 L-Serina 0,0105
Rojode fenol - Na 0,011 L-Treonina 0,048
ANADIR L-Triptéfano 0,01

MaHCOz 2,2 L-Tirosina - 2 Na - 2 H.O 0,0519
L-valina 0,046
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3.6. Cultivos

3.6.1 Experimento 1

Para realizar los cultivos de embriones y evaluar qué medio es el éptimo para su
desarrollo, se utilizaron placas NUNC distribuidas de la siguiente manera:

e Pocillo 1: Cultivo de los embriones con medio MEM 1 durante 96h.

e Pocillo 2: Cultivo de los embriones con medio MEM 2 durante 96h.

e Pocillo 3: Cultivo de los embriones con medio MEM 1 durante 48h y secuencialmente
cultivo con MEM 2 durante 48h.

e Pocillo 4: Cultivo de los embriones con medio MEM + FBS durante 96h.

Destacar que antes de introducir los embriones en los medios de cultivo, las placas con los
medios debian estar, al menos, 2 horas antes a las condiciones de cultivo:

e Condicién 1: temperatura 37 2C; 7% de CO, y humedad a saturacién.

e Condicidn 2: temperatura 38.5 2C; 7% de CO, y humedad a saturacion.

En cada pocillo de la placa Nunc se incubaron entre 13 y 15 embriones, realizando 3 réplicas
completas de los medios de cultivo en 3 sesiones de trabajo diferentes. El total de embriones
cultivados en este experimento fue de 410.

3.6.2. Experimento 2

Las ROECs fueron sembradas en los pocillos de una placa NUNC que contenia 500 plL
del medio de proliferacién y adhesidn, en cada pocillo NUNC se introdujeron en torno a 40.000
- 50.000 células por cm?; tras 24 h y comprobada la adhesidn y formacién de colonias se retiré
el sobrenadante y las células no adheridas por aspiracion; tras dos lavados se afiadieron 500 uL
del medio especifico para ROECs y tras 24- 48 h si se observaba que mas del 70% del fondo de
la placa estaba revestido con células epiteliales (de forma cuboide y con movimiento ciliar, ver
Fig. 8), se eliminaba el medio para células epiteliales y se adicionaba 500 pL del medio de
cultivo para embriones MEM 1. En este experimento se incubaron dos placas con medio MEM
1, una revestida con células oviductales y la otra sin revestimiento celular. En ambos casos, las
placas permanecieron, al menos 2h, a 38.52C de temperatura, 7 % de CO, y humedad a
saturacién antes de iniciar el cultivo de los embriones. Estas condiciones se mantuvieron
durante las 96h del cultivo de los embriones.

En cada pocillo de la placa Nunc se incubaron entre 13 y 15 embriones, realizando 5 réplicas
completas de las condiciones de co-cultivo en 3 sesiones de trabajo diferentes. El total de
embriones cultivados en este experimento fue de 148.
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Figura 8. ROECs en medio de proliferacion tras 48h de cultivo. Utilizadas en este mismo estudio.

3.7. Valoracién de los embriones y procesamiento de la muestra

Tras las 96 h de cultivo se esperaba alcanzar en los embriones un estadio de
blastocisto o de mdrula compacta; es en este momento cuando se valoré el estado de
desarrollo de los mismos y se determind si habian alcanzado el estadio esperado.

Una vez valorado, se inicid el procesamiento de las muestras colocando los embriones de cada
una de ellas en 100 plL de Lysis/Binding Buffer. Se trata de un buffer que procedia del kit
Dnyabeads mRNA DIRECT ™ que se utilizé posteriormente para la extraccion de mRNA. A
continuacién se introdujeron las muestras en nitrégeno liquido para congelarlas. Tras este
paso cabia la posibilidad de almacenar las muestras a -80 2C o realizar el paso de extraccion.

3.8. Extraccion RNA y obtencion del cDNA

El método de extraccion se basé en el uso de polimeros magnéticos para la
captacién del mRNA poliadenilado y su posterior aislamiento, para ello se utilizé el micro kit
Dnyabeads mRNA DIRECT ™ de Life Technologies.

El funcionamiento del sistema se basa en la hibridacion de la cola poliA que poseen los mRNA
con la sonda de oligos (dT) complementaria, que se encuentra unida covalentemente a los
dnyabeads; por lo tanto otros tipos de RNA no hibridan y son eliminados. Ademas, estos
mismos oligos actlan como cebadores en la reaccién de transcripcion reversa a cDNA que
tiene lugar mas adelante.

Siguiendo el protocolo, en primer lugar fue necesario acondicionar las muestras que estaban
congeladas a -80 2C en 100 L. Para ello tras la descongelacion, se procedié a la sonicacién de
las muestras con un voltaje entre 200 - 240 V utilizando el dispositivo de Hielscher, Ultrasound
Technology; con esto se pretendia conseguir una correcta fragmentacién y disgregaciéon
celular, facilitando por tanto el acceso de las dnyabeads al mRNA cuando se requiriese. Fue
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necesario asegurar la correcta limpieza del sonicador tanto antes de empezar el proceso como
entre cada muestra, para evitar posibles contaminaciones cruzadas.

El siguiente paso fue el acondicionamiento de los dnyabeads y para ello fue necesario pasar
por el vortex el contenido del vial durante 30s aproximadamente; a continuacidn se preparé
en un eppendorf un mix que contenia por muestra: 20 pL de polimeros dnyabeads y 20 uL de
Lysis/Binding Buffer. Dicho eppendorf se colocd en un track imantado, de modo que todos los
polimeros magnéticos se vieron atraidos; sin retirar el eppendorf del track imantado se elimind
todo el sobrenadante y dejando por tanto solo los dynabeads en el interior. Llegado a este
punto se volvieron a afiadir 20 pL de Lysis/Binding Buffer por muestra para mezclar el
contenido y realizar finalmente alicuotas de 20 pL de mix en cada vial que contenia una
muestra distinta.

Con la muestra diluida en Lysis/binding buffer y conteniendo ademas los dnyabeads, se colocé
en un orbital a 200 rpm durante 5 minutos aproximadamente. A continuacion se volvieron a
colocar los eppendorfs en el track imantado durante 1 minuto para seguidamente retirar el
sobrenadante (sin separar el eppendorf del track imantado) y se afladieron 100 uL de Buffer A.
Se repitid este paso de reposo en el iman, retirada del sobrenadante y adiciéon de 100 pL de
Buffer B; deteniendo el proceso con la ultima alicuota de 100 pL de Buffer B afiadida a la
muestra y manteniendo el eppendorf en el track imantado sin retirar el sobrenadante.

Alcanzado este punto finalizada la extraccion del mRNA vy se inicié el protocolo de obtencién
del cDNA; en este caso se utilizd el kit SuperScript lll de Invitrogen. En primer lugar se prepard
un mix para la primera PCR (ver Tabla 2) en el cual se afiadieron cebadores aleatorios para que
hibridaran de forma aleatoria, dNTPs que permitieran la sintesis de las nuevas hebras y agua
hasta completar la cantidad necesaria. Con el mix ya preparado se eliminé el sobrenadante de
las muestras y se resuspendio el pellet de las mismas con 13 pL del mix para PCR preparado.
Para la reaccién de amplificacién se programd el termociclador a 652C durante 5 minutos, al
finalizar las muestras se conservaron en frio. Entre tanto se elabord el mix para la RT-PCR (ver
Tabla 3) que contenia Buffer 5x, DTT (0.1 M), RNasa out y la enzima RT; de este mix se
afiadieron 7 plL a cada muestra y se realizd un spin en la centrifuga para asegurar que las micro
cantidades convergian en el fondo. Finalmente se programé el termociclador para la reaccion
de transcripcidn del mRNA a cDNA con distintas etapas: 1. 25 2C durante 5 min; 2. 55 2C
durante 60 min; 3. 70 eC durante 15 min. Al terminar la reaccion se conservaron las muestras
en nevera a 4 °C.

Tabla 2. Mix PCR (cantidad por muestra) Tabla 3. Mix RT-PCR (cantidad por muestra)

5x buffer 4L

Random primers (150 ng/pL) 1pl
DTT (0.1 M) 1pL

dNTPs (10mM) 1pL
RNaseQUT (40 unidades/pL) 1

H.O 11l
RT 1pL

TOTAL | 13 pL
TOTAL | 7L
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3.9. Cuantificacion de la expresion génica embrionaria: PCR cuantitativa

Partiendo del cDNA de las muestras conservado a 49C se realizé una PCR cuantitativa.
El estudio de expresidn se realizd sobre cuatro factores de transcripcion: SOX2, OCT4, NANOG
y se utilizdé GADPH y H2AFZ como genes de referencia. Los cebadores especificos para cada
uno de los genes tanto el directo como el reverso se muestran en la Tabla 4. Se prepard un mix
con 5 uL de cada cebador y 25 uL de SBYR green (Faststart Essential DNA Green Master, Roche)
como marcador de fluorescencia para la lectura de la expresién génica.

Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores utilizados en la qPCR.

Gen Secuencia primers N2 acceso Tamaiio amplificado| Referencia bibliografica
Fw - 5' AGAGCCGGCTGCCAGTTCC
Ll AFD30235 85 pb Mamao et al., 2008
Rv - 5' CAGTCGCGCCCACACGTCC
Fw - 5' GCCGCTTCTTCTCGTGCAG
il L23361 144 ph Navarrete-Santos et al., 2004
Rv - 5' ATGGATCATTGATGGCGACAACAT
Fw - 5' CGAGTGAGAGGCAACTTGG
NM_001099957 125 PB Mamao et al., 2008
Rv - 5' CGGTTACAGAACCACACACG -
Fw - 5' AGCATGATGCAGGAGCAG
NM 003106 270 pb Wang et al., 2007
Rv - 5' GGAGTGGEGAGGAAGAGST B
Fw - 3' CCAGGTGCCTCTTACGACA )
ENSOCUT 00000013777 104 pb Viudes de Castro et al., 2015
Rv' - TCACTACTCTGGGACTGGGA

De este mix se afiadieron 7 uL por pocillo y posteriormente se adicionaron 3 puL de la muestra,
haciendo un total de 10 uL por pocillo. Previamente se diluyd la muestra en agua, 1:20. Para
cada geny placa de qPCR se incluyeron calibradores para asegurar la minima variabilidad entre
placas y por tanto confirmar la reproducibilidad de los datos obtenidos. Para ello se generd un
pool de las muestras, que contenia 1 puL de cada muestra, en una dilucidon 1:20 en agua. En
este caso se afiadid igualmente 3 uL en cada pocillo y otros 7 pL del mix del gen de referencia;
haciendo un total de 10 pL como en el resto de los casos.

Tras completar la placa se cubrié con film y se realizd un spin en la centrifuga; finalmente se
colocé en la PCR a tiempo real, LightCycler 96 de Roche Life Science y se programa (ver Tabla
5).

Tabla 5. Programa para la gPCR

Temperatura (2C)| Tiempo (s} Ciclos

Preincubacion 95 600 1

y - 95 1
Amplificacion (2 pasos) 50 0 40
a5 10

Fusion 63 60 1
97 1

Enfriamiento 37 30 1
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Tras la obtencidn de los resultados se procedié al analisis de los mismos mediante el software
especifico del dispositivo. Ademas, para realizar la cuantificacién de los niveles relativos de
expresion génica se obtuvo en relacién a los cambios en los niveles de expresién de unos genes
referencia (GADPH y H2AFZ) utilizando la ecuacién descrita en Roche Applied Science,
2001.Technical note No. LC 13. Roche Diagnostics GmbH (ver Ec. 1).

: _ - (Ct calibrador-Ct muestra) . (Ct muestra—Ct calibrador)
Ratio N = Efmr',get ) Ef.'rr:-usekeepmy‘

Ecuacion 1. Utilizada para la cuantificacion de los niveles relativos de expresion génica (N) de los
factores de transcripcion OCT4, SOX2 y NANOG, utilizando los factores H2AFZ y GADPH como referencia
(Housekeeping). Siendo Ef la eficiencia de los cebadores y Ct el valor obtenido en la qgPCR.

3.10. Analisis estadistico

Los andlisis se llevaron a cabo utilizando el software estadistico SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois, USA, 2002) y se consideraron significativos aquellos resultados con un valor de
p-value < 0.05 (intervalo de confianza del 95%).

Se utilizé una funcidn probit link en un modelo lineal generalizado para evaluar el efecto del
medio, la temperatura y su interaccidén sobre la variable binaria tasa de blastocistos obtenidas
en el experimento 1, y la misma funcidén para analizar el co-cultivo con ROECs sobre la variable
binaria tasa de blastocistos obtenidos en el experimento 2.

Para estudiar el efecto de los medios y la temperatura de cultivo en el experimento 1y del co-
cultivo con ROECs sobre la expresion génica se realizé un andlisis de la varianza. No obstante,
primero se comprobd la normalidad de los datos. En los genes analizados SOX2 y NANOG se
obtuvieron datos que presentaban una distribucidén normal mientras que en el caso del gen
OCT4 fue necesaria la normalizacion de los mismos realizando una transformacién angular
(Arcotangente).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Experimento 1: Efecto del medio y la temperatura sobre el desarrollo
embrionario y la expresion de marcadores génicos de pluripotencialidad

Como puede observarse en la Fig. 9 el uso del medio MEM suplementado con
piruvato y lactato sédico (MEM 1), el sistema secuencial (MEM 1 + MEM 2) y el MEM
suplementado con suero fetal durante 96h favorece el desarrollo del embridn desde los
estadios de pronucleos y 2 células al estadio de blastocisto. Estos resultados confirman los
resultados obtenidos en embriones de ratén y aplicado en el cultivo de embriones humanos
sobre el efecto favorable que la suplementacion con piruvato y lactato sédico mimetizando la
biodisponibilidad de estos sustratos enérgeticos en el oviducto en las primeras etapas del
desarrollo embrionario y ponen de manifiesto la posibilidad de eliminar la suplementacién con
suero, cuyo uso es controvertido por su origen y variabilidad (Wolf et al. 2003; Camargo et al.,
2006; Quinn, 2012; Sfontouris et al., 2016; Li y Winuthayanon, 2017). Sin embargo, el medio
simple esencial (MEM 2) que carece de suplementacion y que por tanto el sustrato energético
fundamental durante el periodo de cultivo es la glucosa y no dispone de los componentes
aportados por el suero fetal como vitaminas o factores de crecimiento , proporciond una
menor tasa de blastocistos al final del cultivo.

06 - ab

0,4 -

Blastocisto

(99)

A B C D

Figura 9. Tasa de blastocistos tras 96h de cultivo en los diferentes medios. Siendo A: MEM 1 (96h); B:
MEM 2 (96h); 3: MEM 1 (48h) + MEM 2 (48h); 4: MEM + FBS (96h). Columnas con diferente letra indican
diferencias estadisticamente significativos (p-value < 0.05). El valor entre paréntesis indica el numero de
embriones cultivados en cada medio.

Finalmente, se observé que el medio secuencial de MEM 1 + MEM 2 da lugar a una tasa de
blastocistos intermedia, similar a la tasa de MEM 1 6 MEM + FBS pero también al medio
MEM?2. Este resultado podria indicar que el cambio de medio MEM1 a MEM2 no se realizé en
el momento adecuado para la cronologia y necesidades del embrién de conejo o que fueron
eliminados factores autocrinos o paracrinos esenciales producidos por los embriones en el
cambio de medio.
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De modo que en lo que al medio respecta, el desarrollo embrionario se vio favorecido por el
uso de un medio simple esencial suplementado con piruvato y lactato sédico o simplemente
un medio simple esencial suplementado con FBS. Es por ello que en la segunda parte del
estudio se escogidé el MEM 1 como medio 6ptimo para el desarrollo embrionario y se estudio el
efecto del co-cultivo con células oviductales.

La interaccién de medio y temperatura no resultd ser estadisticamente significativo en la tasa
de desarrollo a blastocisto. Mientras que en cuanto al efecto de la temperatura, se observo tal
y como muestra la Fig. 10 A que se trata de un factor determinante en el desarrollo
embrionario temprano; puesto que se obtuvo una mayor tasa de blastocistos a una
temperatura no fisiolégica como es 38.5 2C. Algunos autores han fijado la temperatura del
oviducto de conejo en torno a 36-372C (Grinsted et al., 1980; Bahat et al., 2005). Son, ademas,
conocidos los efectos adversos que la temperatura ejerce sobre el desarrollo embrionario,
incrementando el nivel de apoptosis celular y reduciendo el nimero de células por blastocisto
cuando los embriones son cultivados a temperaturas que pueden ser consideradas como
generadoras de estrés ambiental (38.5 a 39 2C) (Makarevich et al., 2007; Olexikova et al.,
2007). Estos resultados ponen de manifiesto las diferencias no solo entre especies (embriones
de ratdn, rata y humanos son habitualmente cultivados a 372C, Ouhibi et al., 1994; Hong et al.,
2014; Wale y Gardner, 2015; Fawzy et al., 2018) sino como las condiciones de cultivo (medioy
ambiente) pueden diferir a la hora de favorecer el desarrollo de los embriones y
probablemente introducir alteraciones en el mismo. Cabe reseiar que a diferencia de las
condiciones fisioldgicas y de las de otras especies in vitro, el cultivo se realizé con un nivel
oxigeno ambiental y un nivel de C02 similar al del oviducto de conejo.

Tal y como se puede observar en la Fig. 10 B los embriones cultivados en la condicién C, es
decir, a 38.5 2C presentan un buen desarrollo durante todas las etapas del cultivo; alcanzando
un estadio de blastocisto avanzado, ya que pudo observarse el fenémeno de “hatching” (Fig.
10 B4). Consiste en el inicio de la transformacion de la zona peltcida previa a los procesos que
desencadenan la elongacion del blastocisto (Sathananthan et al., 2003).

0,8 - b
0,6 -

04 - a

Blastocisto

Figura 10. A: Tasa de blastocistos tras 96h de cultivo a 37 C (F) y 38.5 2C (C). a y b indica una diferencia
estadisticamente significativa (p-value < 0.05). El valor entre paréntesis indica el nimero de embriones
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cultivados en cada condicidén. B: Embriones en cultivo a 38.52C. Siendo 1: 24h; 2: 48h; 3: 72h; 4: 96h,
izg.: blastocisto en “hatching” y dcha.: mérula compacta.

Tal y como se puede observar en la Fig. 10 B los embriones cultivados en la condicién C, es
decir, a 38.5 2C presentan un buen desarrollo durante todas las etapas del cultivo; alcanzando
un estadio de blastocisto avanzado, ya que pudo observarse el fenémeno de hatching (Fig. 10
B4). Consiste en el inicio de la transformacién de la zona pellcida previa a los procesos que
desencadenan la elongacién del blastocisto (Sathananthan et al., 2003).

A partir de los embriones obtenidos al final del cultivo,, se realizéd un andlisis de la expresiéon
génica embrionaria. Con ello se pretendia determinar si el efecto del medio o temperatura
suponia un cambio significativo en la calidad de los embriones obtenidos. Para el andlisis se
escogieron tres factores de transcripciéon (OCT4, NANOG, SOX2) que son marcadores
caracteristicos de la capacidad de pluripotencialidad de las células troncales embrionarias
(Wang et al., 2012).

En referencia al efecto del medio en la expresién génica embrionaria, tal y como representa la
Fig. 11 no se observan diferencias estadisticamente significativas, por lo que el patrén de
expresion no sufre modificaciones en los distintos medios. De modo que se deduce que los
medios descritos en el estudio no presentan diferencias en cuanto al potencial para obtener
blastocistos de calidad aunque si en la proporcién que alcanzan este estadio.
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Figura 11. Expresion génica embrionaria de los genes OCT4, NANOG, SOX2 tras 96h en cultivo en
diferentes medios. Siendo A: MEM 1 (96h); B: MEM 2 (96h); C: MEM 1 (48h) + MEM 2 (48h); D: MEM +
FBS (CONTROL).
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Otro factor a tener en cuenta, es la presencia de suero que podria alterar la deteccién de
problemas en el desarrollo normal del cultivo, ademas se ha visto que los medios que no
contienen suero presentan una menor variacidon en la expresion génica respecto de los que si
gue se encuentran suplementados; lo que sugiere que la presencia del suero promueve la
heterogeneidad en los cultivos (Gandhi et al., 2000; Camargo et al, 2006; Guoji et al., 2015). En
este caso, la ausencia de suero (medios A, B y C) o presencia (medio D) no supone un hecho
relevante en la obtencidn de los resultados ya que el patrén de expresidn génica es similar.

Es notable comentar que uso de un sistema de cultivo simple o secuencial en este caso no
parece presentar diferencias significativas en cuanto a la calidad de los blastocistos. A pesar de
qgue utilizando un método secuencial se consigue aportar los componentes necesarios para
cada estadio del desarrollo (Sfontouris et al., 2016); mientras que en el cultivo simple se aboga
por evitar situaciones de estrés que puedan alterar el crecimiento como es el cambio de los
componentes del medio (Matchinger y Racowsky, 2012). Tal y como Mantikou y colaboradores
(2013) demostrd, ninguno de los dos métodos de cultivo presenta una eficacia superior en
cuanto a la calidad embrionaria.

Por lo respecta al efecto de la temperatura, tal y como se aprecia en la Fig. 12 presenta
diferencias tanto entre las dos condiciones como entre los genes. En primer lugar, el factor

OCT4 presenta una media estadisticamente significativa entre ambas condiciones térmicas,
obteniendo una mayor expresién para 37 °C.
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Figura 12. Expresion génica embrionaria de los genes OCT4, NANOG, SOX2 tras 96h en cultivo a 372C
(F) y 38.5 oC (C). Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente significativas (p-value
<0.05).
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La misma situacion se ha dado en el caso de SOX2, alcanzando una mayor expresidn a 37 9C;
mientras que para NANOG no se dan diferencias significativas en la expresién entre ambas
condiciones. Resultados similares fueron obtenidos por Thomson y colaboradores (2011), en
los que se determind que la relacién inversa de estos dos factores en cuanto a su regulacién.
En aquellas células con predisposicion a la formacion del mesodermo y en aquellas con una
represion al desarrollo del ectodermo neural, el factor OCT4 esta sobreexpresado; mientras
que en el SOX2 sucede a la inversa, se encuentra sobreexpresado en aquellas células con
predisposicién a formar el ectodermo neural y en aquellas células con represion al desarrollo
del mesodermo. Por lo que se podria decir que estos factores actian como marcadores
celulares continuos sobre la futura especificacién en las capas germinales. Aplicado a este
estudio, se podria lanzar la hipdtesis sobre el posible efecto de la temperatura en la regulacion
del equilibrio OCT4/SOX2 (ver Fig. 13), siendo por tanto la temperatura de 37 2C un agente
ventajoso para la formacién del mesodermo en células con sobreexpresién de OCT4 y la
formacién del ectodermo neural en las células con sobreexpresién de SOX2.
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Figura 13. Diagrama de la regulacién OCT4/SOX2 en la expresién génica embrionaria
(Thomson et al., 2011)

Otra hipdtesis que puede tener relacidn con las diferencias significativas en la expresion de
SOX2 estaria asociada a las especies reactivas de oxigeno (ROS). Se conoce que en los
blastocistos de conejo, entre los 4 y 5 dias de desarrollo, se generan elevadas cantidades de
ROS, mas especificamente de O, y H,0,. Estas especies reactivas de oxigeno, inducen a su vez
la peroxidacidn lipidica que tienen un efecto directo en la regulacidn de las divisiones celulares
y transporte de metabolitos entre otros (Guérin et al., 2001). Puesto que SOX es una enzima
peroxidasa, se plantea que la variacién de ROS generada por el propio embrién, regule la
expresion los factores de transcripcion de SOX y por ende de SOX2 (Rizos et al., 2002). En
conclusién, se podria pensar que la temperatura de 37 9C favorece la formacion de ROS por
parte del embrion, como elemento natural de la actividad metabdlica del mismo, y por
consiguiente aumentar la expresion de SOX2.

En general, los marcadores de pluripotencia alcanzan su maxima expresidn durante los
primeros dias tras la fertilizacién, abarcando también algunos ciclos celulares. Sin embargo se
reducen significativamente al alcanzar el estadio de blastocisto, momento en el que las células
se diferencian en trofoectodermo y células de la masa celular interna. Se conoce que el
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genoma embrionario esta transcripcionalmente silenciado y es por tanto el patrén de
expresion génica materno el que regula los primeros eventos del desarrollo embrionario; esto
cambia tras sucesivas divisiones del embrién, momento en el cual se vuelve
transcripcionalmente activo y es el propio genoma el que controla los eventos de
diferenciacidon y maduracion (Latham, 1999; Niwa, 2007; Léandri et al., 2009). En humanos la
activacion del genoma embrionario sucede al tercer dia tras la fertilizacién; mientras que en
cada modelo animal hay diversidad en cuanto al estadio de desarrollo embrionario en el que
tiene lugar. En el caso del conejo ocurre de un forma muy progresiva y adquiere especial
importancia para promover el desarrollo del embrién a partir del estadio de 8 a 16 células
(Lane y Gardner, 2001; Léandri et al., 2009). De modo que los resultados obtenidos en este
estudio podrian estar relacionados con una mayor expresion de marcadores de
pluripotencialidad en las primeras etapas del desarrollo y en embriones de menor desarrollo,
lo que se relaciona con una temperatura de 372C que ha resultado ser menos favorable en la
tasa de obtencidn de blastoscistos. Por otro lado, menores niveles de expresidon asociados a un
mayor desarrollo embrionario y por tanto a blastocistos de mayor calidad se corresponderian a
una temperatura no fisiolégica de 38.5 oC.

4.2. Experimento 2: Efecto del co-cultivo con células epiteliales sobre el desarrollo
embrionario y la expresion de marcadores génicos de pluripotencialidad

Segun los resultados obtenidos en el experimento 1, las condiciones éptimas para el
desarrollo embrionario temprano son el medio MEM 1, es decir, un sistema de cultivo simple
con medio esencial suplementado con piruvato y lactato sédico durante 96h; y una
temperatura de 38.59C. Con esta premisa se realizan los co-cultivos de células epiteliales de
oviducto cunicula con los embriones para estudiar el posible efecto del soporte bioactivo en el
desarrollo embrionario. Tal y como se puede observar en la Fig. 14 A la tasa de blastocistos
presenta una diferencia estadisticamente significativa teniendo la presencia de células
oviductales en co-cultivo un efecto favorable para el desarrollo embrionario. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por (Joo et al., 2001; Kattal et al., 2012; Chen et al., 2017),
y son debidas a las secreciones de las células oviductales y a su participacién activa en el
transporte de componentes favorecen el desarrollo embrionario (Palma-Vera et al., 2014;
Avilés et al., 2015; Aldarmahi, 2017; Le Saint et al., 2019).

En este estudio se ha utilizado un cultivo primario de células oviductales durante un breve
periodo de cultivo que garantizaba la presencia de movimiento ciliar durante el periodo de
cultivo aunque no se evalud la presencia de marcadores tipicos de su actividad como puede
ser la oviductina. No obstante, el efecto favorable observado podria indicar que mantuvieron
sus caracteristicas durante este breve cultivo (ver Fig 14 B).
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Figura 14. A: Tasa de blastocistos tras 96h de cultivo en medio MEM 1y 38.52C con cultivo o no de
células oviductales adheridas. Siendo E: presencia de células ovidcutales en co-cultivo y NE: no hay
presencia de células oviductales en co-cultivo. [a y b indica una diferencia estadisticamente significativa
(p-value < 0.05). El valor entre paréntesis indica el nimero de embriones cultivados en cada condicién. B:
Embriones a las 48h en co-cultivo con monocapa de células oviductales adheridas.

Esto podria tener relacién con los resultados obtenidos por Chen y colaboradores (2013),
donde se realizd un estudio utilizando POECs con un tratamiento de progesterona y estradiol
para simular las diferentes fases del ciclo estral y comprobar la eficacia de las células
epiteliales en cada una de estas fases. Se comprobé que en la fase que simulaba al diestro, con
niveles de progesterona mas elevados y un nivel basal de estradiol, aumentaba de forma
significativa el nimero de células secretoras epiteliales. En este estudio las ROECs han tenido
un medio suplementado con 10 pg/mL de estradiol y 1 ng/mL de progesterona, lo que
equivaldria a una simulacién del diestro y por tanto una mayor cantidad de células secretoras
totalmente funcionales que hayan favorecido tanto el desarrollo embrionario como el
mantenimiento de las mismas.

Por ultimo comentar el efecto del co-cultivo con las células epiteliales adheridas en monocapa
con la calidad de los blastocistos generados. Segun las relaciones descritas en la Fig. 15 A no
existe ninguna diferencia significativa al realizar el andlisis estadistico, en cuanto a la expresion
de los factores transcripcionales se refiere, y en correlacion al uso de células epiteliales en co-
cultivo los embriones obtenidos tienen patrones de expresidn similares.

En un co-cultivo intervienen muchos parametros que comprometen la eficiencia del mismo y
por ende, la calidad de los blastocistos generados; tales como el medio, el tipo celular, factores
fisicos como la temperatura o el tiempo de cultivo y quimicos como la cantidad de oxigeno o
suplementacion del medio con suero u otros componentes (Orsi y Reischl, 2007; Chen et al.,
2013). De modo que es dificil determinar cual ha sido el factor causante de la equiparidad de
los resultados entre un co-cultivo (ver Fig. 15 B) que aporta grandes ventajas al desarrollo,
como el mantenimiento de la funcidon secretora de las células y con lo cual favorece el
desarrollo embrionario (Vithoulkas et al., 2017); y un sistema simple que evita posibles
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situaciones de estrés asociadas a los cambios en los componentes del medio y que tienen una
repercusidon negativa en los embriones (Matchinger y Racowsky, 2012) puesto que no hay
modificaciones en el patron de expresion.

1 -
0,8 - ‘

0,6 -

04 -

o
o N
I

E NE E NE E NE

octa || nanos

Figura 15. A: Expresion génica embrionaria de los factores OCT4, NANOG, SOX2 tras 96h en cultivo en
MEM 1 a 38.5 °C con cultivo o no de células oviductales adheridas (ROECs). Siendo E: presencia de
epiteliales; NE: no hay presencia de células epiteliales. B: imagen microscopica del co-cultivo de ROECs
con embriones.

En el transcurso del embrién por el oviducto se activa la expresidn génica en ciertas regiones
del genoma, produciéndose asi una auto-regulaciéon del microambiente. Esta gran influencia
del entorno en el embridn, origina una la elevada sensibilidad de los embriones a situaciones
de estrés o alteraciones externas (Ulbrich et al., 2010; Almifana et al., 2015; Maillo et al.,
2016). En conjunto el concepto de mimetizacion en el cultivo, para alcanzar unas condiciones
comparables al ambiente natural, no ha resultado ser el factor determinante para obtener una
mayor calidad en los embriones generados; pero si lograr una mayor tasa de formacién de
blastocistos gracias a la presencia del co-cultivo con células epiteliales adheridas. Asimismo
como determinaron Kattal y colaboradores (2012), el co-cultivo de embriones con células
oviductales ha probado tener un mayor potencial de formaciéon de blastocistos en
comparacién a sistemas tradicionales.
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5. CONCLUSION

Tras el analisis de los resultados obtenidos en el presente estudio se puede concluir que:

La temperatura es un factor determinante en el desarrollo embrionario temprano
de conejo, siendo a 38.5 2C la condicién mas favorable. La menor tasa de expresion
de los factores de pluripotencialidad (OCT4, NANOG y SOX2) a esta temperatura se
asocia a una mayor tasa de desarrollo embrionario y, por tanto, a una mayor
calidad de los blastocistos obtenidos.

El medio MEM suplementado con piruvato y lactato sédico favorece la tasa de
formacidon de blastocistos desde el estadio de pronucleos y 2 células; lo que
permite eliminar el suero (FBS) como suplemento del medio de cultivo.

El co-cultivo con células oviductales adheridas mejora la tasa de blastocistos

desarrollados sin modificar el patrén de expresion de los genes OCT4, NANOG vy
SOX2.
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