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RESUMEN

Objetivo . Estudiar el efecto del cocultivo con células oviductales sobre el porcentaje
de clivaje 48 horas post inseminación (hpi) de embriones bovinos en bajas tensiones de
oxígeno. Materiales y métodos . Se recolectaron ovarios de matadero para la extracción
de los ovocitos que fueron puestos en medio TCM 199 suplementado con hormonas, se
fertilizaron con semen criópreservado y se cocultivaron en medio CR1aa con células de
oviducto durante 48 horas. Se evaluó 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 determinó por observación del movimiento ciliar y observación de monocapa.
Los tratamientos fueron T1: células de oviducto + oxígeno 20%; T2: células de oviducto
+ oxígeno 7%; T3 y T4  fueron controles  sin células para ambas concentraciones de
oxígeno. 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% oxígeno. Conclusiones.  La utilización de altas tasas de
oxígeno (20%) en los sistemas de cococultivo con células oviductales tienden a mejorar
los porcentajes de clivaje a las 48 hpi.
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ABSTRACT

Objective.  To study the effect of co-culture with o viductal cells on the clea vage r ate
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 o viductal cells during  48 hours. T otal clea vage
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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
monola yer observ ation. T reatments were T1: o viduct cells + o xy gen 20%; T2: o viduct
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.

(10). Los EROs son producidos por la
cadena  resp i r a to r i a ,  es tos  son
mediadores de procesos fisiológicos y
es tados  pa to l óg i cos  (11 ) .  Las
i nves t i gac i ones  ac tua les  es tán
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 tensión de oxígeno
que se presenta entre el fenómeno in
vivo que se encuentra entre 3-9% (13)
y la proporcionada  in vitro  del 20%.  El
cocultivo de embriones junto con otras
líneas 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 condic iones de ba ja  tens ión de
oxigeno y oxigeno ambiental, evaluando
tasas de clivaje a las 48 y 72 hpi (horas
pos inseminación).

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento de células de oviducto
bovino.  Los oviductos provenientes de
ovar ios con presenc ia  de cuerpos
hemorrágicos se obtuvieron en la planta
de benéfico local y fueron transportados
a 4ºC en solución salina al 0.9%. En el
laboratorio fueron debridados de su tejido
exterior y lavados en solución salina estéril

INTRODUCCIÓN

Entre las aplicaciones de la producción
de embriones in vitro   se encuentra el
me jo ram ien to  gené t i co  con  f i nes
productivos (1), la investigación con
f i nes  de  conse rvac ión  (2 ,3 )  y  l a
generación de técnicas de reproducción
as is t ida  (4 ) .  Por  es tas  razones  la
producción de embriones in vitro y en
especial el modelo bovino ha sido motivo
de múltiples investigaciones para mejorar
las tasas de producción de blastocitos
que siguen siendo variables de 5% a 30%
(5,6). A nivel de laboratorio los procesos
de maduración, fertilización y cultivo
pueden ser complementados con otras
técnicas como los cocultivos con células
somá t i cas  (7 ) .  En  d i ve r sas
investigaciones se han usado células de
oviducto, ampolla oviductal,  granulosa,
cé lu las  u te r inas ,  y  a lgunas  l íneas
ce lu l a res  como  cé lu l as  V e ro  ( 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 más estudiado sobre
los porcentajes y calidad de blastocitos
es la detención del desarrollo en el
estadio de 8-16 células de los embriones
producidos in vitro  (9), del cual se han
pos tu lado  d i f e ren tes  fac to res  que
involucran desórdenes en la cromatina,
re-arreglos del citoesqueleto, daños
mitocondriales y estrés oxidativo por
especies reactivas de oxigeno (EROs)
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al 0.9%. Para la obtención de células se
hizo un raspado externo del oviducto con
una lámina estéril desde el extremo útero-
tubar ico hac ia  e l  ex t remo ovár ico
obteniendo una sustancia de color amarillo
la cual se disolvió en 7 mL de Hepes (medio
compuesto por un balance de sales y pH
entre 7.3-7.4) y se le realizó 1 minuto de
vortex para disgregar y lavar las células.
Se dejó decantar el tubo 10 min y se retiró
el sobrenadante. Se agregó nuevamente
7 mL de Hepes y el proceso se repitió dos
veces más.

S iembra de cé lu las  de ov iduc to
bov ino .  Después  de  l a  ú l t ima
precipitación 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 selección
de células para la siembra se realizó
teniendo en cuenta la presencia de
movimiento cil iar en los cúmulos de
células. El cultivo se realizó sincrónico
con la producción de embriones.

Verificación de viabilidad celular para
su  uso  en  cocu l t i vo .  T res  d ías
postsiembra se evaluó la viabilidad de
una pequeña muestra del cultivo de
células oviductales donde se observó
tanto la formación de monocapa como
el  mov imiento  c i l ia r  de  cé lu las  en
suspensión para ser uti l izadas en el
cocultivo embrionario (Figura 1).

Obtención de los complejos cúmulo-
oocito (CCOs).  Para la producción 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 solución salina
estéril al 0.9% a una temperatura de 35 a
38°C. La aspiración de folículos entre 2 y
7 mm de diámetro se realizó mediante una
jeringa de 10 ml y aguja calibre 18G; el
líquido folicular obtenido se depositó en
un tubo F alcon de 50 ml y se dejó decantar
por 20 minutos antes de hacer la selección

de los CCOs aptos para maduración donde
se tuvieron en cuenta tres parámetros:
ooplasma homogéneo, morfología redonda
y mínimo t res capas de célu las de
granulosa compactas (14).

Maduración de los CCOs.  La maduración
se realizó 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 â-estradiol (0,005 mg/
ml) bajo aceite mineral, se colocaron 10
oocitos por gota con 50 µl y se llevaron
a incubar por 24 h a 5% CO

2, 
38 ºC, 90%

humedad y oxígeno ambiental 20%.

Fe r t i l i zac ión  i n  v i t r o .  E l  semen
criopreservado se descongeló a 37ºC por
un minuto y se realizó una capacitación
mediante un gradiente discontinuo de
Percol l  90/45 (15), para separar la
fracción motil o espermatozoides viables.
Mediante conteo en cámara de Neubauer
se ajustó la concentración final a 1x10 6

espermatozoides por ml.  Después de 24
h de maduración los oocitos fueron
lavados en Hepes de trabajo y puestos
en medio de fertilización T ALP (Tyrode’ s
albumina lactato piruvato) (16). Se
inseminó con 2µl del semen previamente
seleccionado, 2µl heparina y 2µl PHE
(penicilina, hipotaurina, epinefrina) y
posteriormente se llevaron a incubación

Figura 1.  Cultivo de células oviductales:
A, formación de monocapa, B, células en
suspensión.
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por 18 horas para la interacción de
game tos  con  5% CO

2 ,  
38ºC ,  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 incubación
bajo la presencia o ausencia de células
oviductales a 38ºC, 88% N, 5 % CO 2,
7% O

2
  y 90 % de humedad ó 5% CO

2, 
38

ºC, 90% humedad y oxigeno ambiental
20% según el  t ratamiento.  Para e l
cocultivo se utilizaron aproximadamente
ent re  10  y  12  cúmulos  de  cé lu las
oviductales por embrión (Figura 2).

El porcentaje de clivaje se evaluó 48 hpi
med ian te  obse rvac ión  d i r ec ta  po r
es te reoscop io  t en iendo  en  cuen ta
embriones no clivados y estadíos de 2 a
4 y  5-8  cé lu las .  T odos los  medios
utilizados fueron tratados con 1% de
soluc ión ant ib ió t ica compuesta por
pen i c i l i na  (S igma  P -4687 )  y
estreptomicina (Sigma S-1277).

Análisis estadístico.  Se utilizaron 4
tratamientos. En la etapa de cultivo de
los embriones se consideró la presencia
o ausencia de células de oviducto y
cambios en la tensión de oxigeno así:

Tr atamiento 1: Embriones + células
ov iduc ta l es  en  20% de  ox ígeno .
Tratamiento 2:  Embriones + sin células
ov iduc ta l es  en  20% de  ox ígeno .
Tr atamiento 3: Embriones + células
ov iduc ta l es  en  7% de  ox ígeno .
Tr atamiento 4: Embriones + células
oviductales en 7% de oxígeno.

Se ut i l izó e l  progr ama ST ATISTICA
versión 5.0 donde se probó la distribución
normal de los datos mediante el test de
Shapiro-Wilk´s y se realizó el test de
Levene  pa ra  l a  homogene idad  de
varianzas. Se utilizó ANOVA y un nivel
de significancía de p = 0.05 para el
análisis de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Una gran diversidad de factores pueden
afectar la producción de embriones in
vitro, hasta la obtención de blastocitos
transferibles (18), la tasa de producción
total puede verse reflejada a las 48
ho ras  pos insem inac ión  donde  l a
evaluación del número de embriones
clivados y su estadio representa un
estimativo de la eficiencia y calidad de
los procesos de maduración, fertilización
y primeros días de cultivo.

En este estudio se encontró que el
porcentaje total de embriones clivados
48 hpi (37, 32, 31 y 43%) fue similar en
los diferentes tratamientos debido a que
no  p resen tó  d i fe renc ia  es tad ís t i ca
significativa (p> 0.05) (Figura 3).

Sin embargo, se encontró una tendencia
de los  embr iones cocu l t ivados con
células de oviducto y 20% de oxígeno, a
presentar mejores tasas de clivaje, lo
que  pod r í a  es ta r  asoc iado  a  l a
disminución de la  producción de EROs,
que se da con altas tensiones de oxígeno
causando daño a nivel del citoesqueleto
y el ADN (10). La inclusión de células
oviductales en el cultivo embrionario

Figura 2.  Cocultivo embrionario con células
oviductales.
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permitiría que éstas metabolicen parte
del  oxígeno ev i tando que se de la
p roducc ión  de  EROs .  Además ,  l as
secreciones de las células oviductales
como proteínas, carbohidratos y piruvato
alteran la composición del medio (19) y
actúan como factores embriotróficos
para el embrión en desarrollo (20).

Po r  o t r a  pa r t e ,  a l  cocu l t i va r  l os
embriones con células oviductales a

bajas concentraciones de oxígeno (7%),
las células son enfrentadas a un estrés
celular mayor donde no real izan su
función adecuadamente y arrojan mayor
can t idad  de  desechos  que  pueden
resultar tóxicos para los embriones en
desarrollo, lo que se ve reflejado en una
disminución del clivaje.

Al observar los clivajes por estadío no
se encontraron igualmente diferencias

Figura 3.  Tasas de cliv aje total a las 48 hpi A: 7% o xígeno sin células o viductales B: 7%
oxígeno con células oviductales C: 20% oxígeno sin células oviductales D: 20% oxígeno
con células oviductales.

Figura 4.  Tasas de cliv aje por estadio a las 48 hpi A1: estadio 2-4 células a 7% o xígeno sin
células oviductales A2: estadio 5-8 células a 7%  oxígeno sin células oviductales B1: estadio
2-4 células a 7% oxígeno con células oviductales B2: estadio 5-8 células a 7% oxígeno con
células oviductales C1: estadio 2-4 células a 20% oxígeno sin células oviductales. C2: estadio
5-8 células a 20% oxígeno sin células oviductales. D1: estadio 2-4 células a 20% oxígeno
con células oviductales. D2: estadio 5-8 células a 20% oxígeno con células oviductales.
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significativas pero la tendencia de los
embriones cocultivados a 20% de oxígeno
sigue marcando una tendencia a mejorar
el numero de embriones clivados con
respecto a los demás tratamientos. En
cuanto a la s incronía de c l ivaje se
observó que en todos los tratamientos
hubo presencia de embriones sincrónicos
presentándose a las 48 hpi estadios de
2-4 células y de 5-8 células dentro de
los parámetros normales.

Se concluye que al utilizar sistemas de
cocultivo con células oviductales a 20%
de ox ígeno hubo una tendenc ia  a l
aumento de los porcentajes totales de
c l i va j e  a  l as  48  hp i ,  deb ido  a  l a
disminución en la producción de EROs que
causan daño a niv el celular . Igualmente
la secreción de sustancias embriotróficas
a l  med io  po r  pa r te  de  las  cé lu las
ov iduc ta l es  ayudan  a  me jo ra r  e l

desarrol lo de los embriones en sus
primeros estadíos aumentando la tasa de
clivaje total 48 hpi.

En términos de eficiencia biológica y en
relación con la producción comercial de
embriones bovinos in vitro , tanto las
bajas tasas de oxigeno como el co-
cultivo con células del epitelio oviductal
bov ino  pe rm i t en  e l  desa r ro l l o
p re imp lan ta to r i o  en  p ropo rc i ones
comparables.

Se sugiere realizar estudios con el fin
de  eva lua r  es tad ios  de  moru la  y
blastocito en la producción in vitro  que
permita establecer si hay un efecto del
cocultivo posterior a las 48 hpi, además
de la realización de pruebas que permitan
medir  la cal idad del  embrión como
morfología, celularidad, y apoptósis.
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