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Introduccion

La incorporacion de biotecnologias reproduc-
tivas innovadoras en la produccién bovina posibi-
litoé el incremento de la produccion de leche y de
carne, lo cual es necesario para abastecer los
requerimientos de alimento en el mundo. En el
ganado porcino, nos encontramos un paso mas
atras, porque la implementacién comercial de
estas biotecnologias todavia se encuentra fuera
del alcance de los productores. Otro logro en este
campo es la posibilidad de obtener animales
genéticamente modificados y hay muchas expec-
tativas en la comunidad biomédica con respecto
al uso del porcino como un modelo experimental
debido a que ciertas caracteristicas fisioldégicas se
asimilan al humano.

La produccion in vitro de embriones (PIV) es una
de las biotecnologias con mayor potencial de apli-
cacion en nuestros sistemas ganaderos. La eficien-
cia del proceso de la PIV (Fig. 1) es afectada por
diversas variables, asociadas a las condiciones de
cultivo durante la maduracion (MIV), fecundacién
(FIV) y cultivo embrionario in vitro (CIV). Estos tres
pasos, implican una compleja serie de procesos
fisioldgicos, muchos de los cuales son aun descono-
cidos, condicionando cada uno de ellos el éxito o el
fracaso del siguiente. Sin embargo, las condiciones
de cultivo in vitro en estas etapas siguen siendo
subdptimas y la calidad y cantidad de embriones
obtenidos son menores que los producidos in vivo.
Esto se asocia a mayores pérdidas embrionarias
tempranas que afectan negativamente la produc-

cién. Para modular estos procesos y obtener micro-
ambientes que imiten lo que ocurre in vivo, el uso
de sistemas de cocultivo comenzé a implementarse
en la PIV en porcinos y bovinos.

Figura 1. Secuencia de la PIV de embriones.
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Sistemas de cocultivo

El cocultivo se define como la coincubacion in
vitro de dos o mas tipos celulares diferentes. En el
campo de la biologia de la reproduccion la utili-
zaciéon de sistemas de cocultivo permite estudiar
fendmenos de interaccién entre las gametas e
interacciones materno-embrionarias imitando el
ambiente en el cual se desarrollan estos procesos
in vivo . Varios sistemas de cocultivo se han utili-
zado, mayormente empleando lineas celulares de
oviducto, endometrio, células epiteliales de la
ampolla oviductal, cocultivos secuenciales de ovi-
ducto y endometrio, células de la granulosa, célu-
las VERO e incluso células de carcinoma ovdrico.
Entre los posibles mecanismos de accién en el
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cocultivo se encuentran la sintesis de factores de
crecimiento y citoquinas de accién paracrina, el
contacto directo que puede desencadenar res-
puestas bidireccionales, la eliminacién de com-
puestos toxicos de los medios de cultivo @y la dis-
minucion del estrés oxidativo ©.

Hay escasos reportes sobre la utilizacion de
células luteales (CLs) en sistemas de cocultivo.
Thibodeaux et al. ®, reportaron por primera vez
la coincubacién de CLs bovinas con blastocistos
bovinos producidos in vivo con el objetivo de
estudiar el efecto luteotréfico de los embriones y
de vesiculas trofoblasticas. Casi 20 afios después,
Torres et al ., emplearon un sistema de cocultivo
de embriones bovinos producidos por FIV con el
objetivo de estudiar las interacciones entre
embriones tempranos y CLs, evaluando la sintesis
de progesterona (P4) y prostanoides.

Rol de las células luteales en la MIV

In vivo, la maduracién ovocitaria se lleva a
cabo dentro del foliculo ovérico en presencia de
fluido folicular, el cual estd compuesto por un
exudado plasmatico asi como también por la
secrecion de las células foliculares. La P4 es el

esteroide que se encuentra en mayor cantidad en
el fluido folicular de foliculos preovulatorios en
mamiferos. Las acciones bioldgicas de la P4 estan
mediadas por 3 isoformas genémicas del receptor
de P4 (PR), PR-A, PR-B y PR-C, ademas de la exis-
tencia de 3 isoformas no gendmicas alpha, beta,
y gamma © ©_ Tanto PR-A como PR-B son expre-
sados en células de la granulosa de foliculos pre-
ovulatorios ?. El PR de membrana esté particular-
mente asociado a la promocién de la meiosis en
el ovocito ©. En bovinos se reporté que la P4 es un
factor intermediario junto con la angiotensina Il
y las prostaglandinas en la cascada estimulatoria
de la reanudaciéon meiética en forma concentra-
cion dependiente ©.

La reanudacion de la meiosis en ovocitos es
desencadenada por hormonas esteroideas, espe-
cificamente por la P4. Los niveles de P4 y su rela-
cién con los niveles de estrogenos estan fuerte-
mente asociados con la calidad ovocitaria y a su
maduracion ©. Existen controversias con respecto
al efecto de la P4 en la MIV. Algunos trabajos
indican que suplementar con P4 el medio de MIV
disminuye los porcentajes de maduracion @9,
otros han demostrado que el agregado de P4 al
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medio de maduracién en ratones no mejora los
porcentajes de maduracion nuclear, tanto en COC
como en ovocitos denudados y que dosis elevadas
de P4 inhiben la reanudacion meidtica “". Sin
embargo, en bovinos se observé que al inhibir la
produccion de P4 por las células del cumulus, el
porcentaje de blastocistos cayé abruptamente y
estos valores fueron revertidos al adicionar P4 o
agonistas de P4, Esta observacion apoya el rol
positivo de la P4 sobre la calidad ovocitaria 2.
Estos resultados inconsistentes pueden deberse a
los diferentes disefos experimentales. Ademas, el
periodo de tiempo que transcurre desde la esti-
mulaciéon con LH hasta la ruptura de la vesicula
germinal (VG) podria explicar las diferencias
observadas en las diversas especies. Mantener la
calidad del ovocito y su capacidad de madurar en
especies con un largo periodo entre el pico de LH
y la ruptura de la VG requiere el apoyo de este-
roides. En porcinos, Mattioli et al. “¥, reportaron
que la presencia de P4 en el medio de madura-
cién aumenté la descondensacién de cabezas
espermaticas y la formacion del pronucleo mas-
culino. Por otro lado, Zhang et al. ™, adicionaron
P4 al medio de maduracién en esta misma espe-
cie observando un aumento tanto en los porcen-
tajes de penetracién como de clivaje.

Rol de las células luteales en el desarrollo
embrionario

Es conocido el efecto embriotréfico indirecto
de la P4 a través de cambios fisiologicos del endo-
metrio durante la gestacién. Sin embargo, tam-
bién se demostré un efecto tréfico directo sobre
el embriéon temprano “>'®. Por otro lado, las CLs
producen prostanoides y el acido lisofosfatidico
(LPA) tendria un efecto sobre la calidad embrio-
naria “”. El LPA es un conocido mediador de sefia-
lizacién celular en los tejidos reproductivos aso-
ciado con una amplia gama de eventos celulares,
incluyendo supervivencia, diferenciacion, prolife-
racion, migraciéon, invasion y adhesiéon 9,
Estudios en bovinos demostraron que el CL sinte-
tiza LPA y que la suplementacién in vitro de LPA
afectd los niveles de transcripcion de marcadores
de calidad embrionaria ™. Se observé ademas un
aumento de la transcripciéon de genes antiapop-
téticos (bcl2) y de crecimiento (igf2r) y una dismi-
nucién de genes proapoptéticos (bax)"”.

En la especie porcina uno de los mayores obs-

taculos en la PIV es la insuficiente maduracién de
los ovocitos mientras que en la especie bovina las
condiciones subdptimas del cultivo in vitro se
reflejan en una menor calidad embrionaria res-
pecto de su contraparte in vivo. Por lo tanto, nos
propusimos evaluar el uso de células luteales por-
cinas y bovinas en cocultivo durante la MIV y el
ClV de embriones, respectivamente.

Principales resultados obtenidos
Cocultivo de células luteales porcinas en la MIV
de ovocitos porcinos

El cocultivo de complejos cumulus-ovocito
(COCQ) porcinos con células luteales porcinas del
pasaje 1 (CLP-1) logré obtener los mismos por-
centajes de maduracion nuclear de los ovocitos
que utilizando gonadotrofinas (71% vs. 78%). Al
evaluar parametros de la FIV como medida de
evaluacién de la maduraciéon citoplasmatica de
los ovocitos, el cocultivo aumenté la eficiencia de
la FIV asi como el porcentaje de penetracion
espermatica monospérmica.

Cocultivo de células luteales bovinas en el ClIV de
embriones bovinos

El cocultivo de embriones bovinos con células
luteales bovinas del pasaje 1 (CLB-1) durante las
primeras 48 h de CIV modificé la cinética de des-
arrollo embrionario. Esto se evidenci6 en un
incremento significativo del porcentaje de blasto-
cistos respecto al grupo control (maduracién con
hMG vy sin cocultivo embrionario) (50,4% vs.
29,8%). Sin embargo, al dia 2 de desarrollo no se
evidenciaron diferencias significativas en el por-
centaje de segmentacién embrionaria entre los
grupos (control: 84% vs. CLB-1: 83%) (Tabla 2).

Tabla 2. Desarrollo de embriones bovinos cultivados
in vitro las primeras 48 horas en ausencia (control) o
en presencia de CLB-1.

Ovocitos Embriones |Blastocictos/ | Blastocictos/

GRUPO ) segmetados| ovocitos |segmentados
(%) Dia 2 (%) Dia 8 (%) Dia 8
CONTROL| 141 118 (84) ® 42 (29,8) 42 (35,6)°
CLB-1 133 111 (83) @ 67 (50,4) © 67 (60,4) °

Al analizar los porcentajes relativos de los
diferentes estadios de blastocistos se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de blas-
tocistos de estadio 6, siendo mayor en los embrio-
nes cocultivados con CLB-1 respecto al grupo con-
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trol (37,3% vs. 23,8%). Por otro lado, no se obser-
varon diferencias en los porcentajes de expansion
ni eclosiéon de los blastocistos (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentajes relativos de blastocistos bovinos,
de acuerdo a su grado de desarrollo segun la IETS,
cultivados in vitro las primeras 48 horas en ausencia
(control) o en presencia de CLB-1, evaluados a los 8
dias post-FIV.

GRUPO Blastocitos| Estadio | Estadio | Estadio | Estadio
(n)Dia8| 5(%) 6 (%) 7 (%) 8 (%)

CONTROL 42 4(9,5) |10(23,8)*| 18(42,9) | 10(23,8)

CLB-1 67 2(3) |25(37,3)*| 29(43,3) | 11(16,4)

Conclusiones

Se reporté por primera vez el uso de un sistema
de cocultivo con células luteales porcinas y COC
porcinos durante la MIV demostrando un efecto
beneficioso sobre la maduraciéon ovocitaria asi
como también sobre la eficiencia de la FIV.
Asimismo, es el primer reporte sobre el efecto
embriotréfico inducido por células luteales bovinas
durante las primeras 48 horas de CIV de embriones
bovinos. Los altos porcentajes de blastocistos obte-
nidos, sumado a su mayor calidad, postulan a este
modelo de cocultivo como una alternativa valida
para incrementar la eficiencia de la PIV.

En conclusion, las células luteales en pureza
pueden ser utilizadas en sistemas de cocultivo en
diferentes etapas de la PIV de embriones para
mejorar la eficiencia de esta biotecnologia en las
especies bovina y porcina.
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