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COCULTIVO CON CELULAS SOMATICAS:
__'# NATIVA PARA LOGRAR MEJORES RESULTADOS EN LA
- ,rf PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES
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Introduccion cién ovocitaria, al metabolismo de toxinas y a la contri-

En Argentina, la produccién in vitro de embriones
(PIV) bovinos es una biotecnologia con una elevada
potencialidad de aplicacién en sistemas productivos,
ya que permitiria reducir el intervalo generacional y
acelerar el progreso genético en los rodeos.

La PIV consta de varias etapas, cada una de las cuales
puede afectar el resultado final del proceso. Estas son:
obtencién de complejos cumulus-ovocito (COQ), seleccion
de los ovocitos, maduracién in vitro (MIV), fecundacién in
vitro (FIV) y cultivo de los cigotos hasta blastocistos (esta-
dio transferible)”. La fuente de ovocitos puede provenir
de hembras vivas, a través de la técnica de aspiracion foli-
cular ecoguiada (ovum pick up, OPU), o de ovarios de fri-
gorifico de hembras recientemente faenadas. Estas bio-
tecnologias reproductivas se desarrollan desde hace
décadas, en las cuales se han ido modificando y optimi-
zando los protocolos, condiciones de cultivo y medios uti-
lizados. A pesar de los numerosos esfuerzos realizados
para mejorar la eficiencia de la PIV, la misma continta
teniendo un bajo rendimiento y el porcentaje de ovocitos
capaces de transformarse en embriones transferibles es
inferior al 50%. Por otro lado, los embriones producidos
in vitro son de menor calidad que los obtenidos in vivo,
existiendo entre ellos numerosas diferencias morfolégi-
cas, cromosémicas, funcionales y metabdlicas. Asimismo,
en los embriones producidos in vitro, se observan altera-
ciones en la expresiéon génica, mayor incidencia de apop-
tosis y menor resistencia a la criopreservacién @3, Estas
diferencias se deben, principalmente, a que el mayor por-
centaje de los ovocitos recuperados no completaron su
crecimiento en el ovario y a que las condiciones de culti-
Vo in vitro sonsub6ptimas en relacién al ambiente in vivo
en el cual se desarrollan estos procesos. Para recrear el
ambiente in vivo se han desarrollado diversos sistemas de
cocultivo de gametas y embriones tempranos con células
somaticas en diferentes especies.

¢ Qué es el cocultivo?

El cocultivo consiste en la incubaciéon conjunta de
gametas o embriones tempranos con monocapas de
células somaticas, llevandose a cabo en alguna de las
etapas de la PIV. Aquellos autores que evidenciaron
efectos positivos del cocultivo, lo atribuyen a la sintesis
de factores embriotréficos y promotores de la madura-

bucién de un ambiente redox balanceado ©. Diversos
estudios han reportado el uso de células de granulosa,
epiteliales oviductales, luteales o de células no perte-
necientes a 6érganos reproductivos como fibroblastos o
células de linea © #2111 ncluso, en algunos casos se
observaron efectos beneficiosos con el uso de cultivos
interespecificos. La diversidad de los diseiios experi-
mentales utilizados en relacién no solo el tipo celular
sino a las condiciones de cultivo “® (densidad de siem-
bra, medios, tiempo de desarrollo, etc.) imposibilita o
dificulta la comparacién entre estudios, explicando en
parte la controversia sobre su utilizacion ©.

Nuestra experiencia

En nuestro laboratorio se utilizaron células de gra-
nulosa bovina del pasaje 1 obtenidas a partir de ovarios
de fase luteal (segun aspecto macromorfolégico del
cuerpo lateo) ". La criopreservacién de las mismas per-
mitié su utilizacion programada en ensayos de madu-
racion in vitro de complejos cumulus-ovocito (COC) de
la misma especie (Figura 1), incrementando los porcen-
tajes de maduracién nuclear (Grafico 1) y logrando por-
centajes de clivaje pos-FIV cercanos al 80%, similares a
los obtenidos suplementando con gonadotrofinas
durante la MIV (Gréafico 2). Actualmente se esta eva-
luando el efecto de este sistema de cocultivo sobre la
calidad y cantidad de embriones transferibles obteni-
dos al dia 7 de cultivo (Figura 2). Por otro lado, se logré
aislar células luteales bovinas en alta pureza con el
objetivo de ser utilizadas como soporte del desarrollo
embrionario en la especie bovina y porcina. Es de des-
tacar que la menor eficiencia de PIV en la especie por-
cina ha despertado nuestro interés en la aplicacion de
sistemas de cocultivo para mejorar su eficiencia.

Si bien se esta tendiendo al disefio de medios sinté-
ticos definidos, los sistemas secuenciales de cocultivo
estandarizados recrearian de la mejor forma el ambien-
te en el cual se desarrollan estos procesos in vivo. No
solo pueden ser un complemento factible de ser utiliza-
do para lograr mejores resultados productivos, sino un
modelo para el estudio de la interaccion materno-
embrionaria, la biologia de los procesos reproductivos y
el mecanismo de embriotrofismo con el fin de dilucidar
los factores necesarios en los medios de cultivo in vitro.
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Figura 1. Cocultivo de complejos cumulus - ovocito bovinos con Figura 2. Blastocisto bovino eclosionado (dia 8 de cultivo in
células de granulosa bovina del pasaje 1 (CPGB-1). A, CPGB-1. B, vitro).
COC bovinos parcialmente expandidos 22 h pos-MIV.
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