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Resumen:

Uno de los mayores beneficios de la clonacion animal sera sin duda el poder manipular
celulas somaticas de animales con un potencial genético deseable para el desarrollo de
- ganaderias superiores. La baja eficiencia en las técnicas de clonacion por transferencia
nuclear de células somaticas es una limitante para su uso en la industria animal y
farmacéutica. La incompleta reprogramacion nuclear, el origen y tipo de las células
donantes, los medios quimicos, la manipulacién de los ovocitos receptores ademas de
la transferencia de los embriones a hembras nodrizas, se han sefialado como los
factores de baja eficiencia en los procedimientos de clonacién. En el presente trabajo
se propuso determinar diferencias en la reprogramacion nuclear de fibroblastos fetales
y adulto de ambos géneros en ovocitos enucieados a través del desarrollo embrionario
bovino. Se establecieron los protocolos de obtencion, cultivo y evaluacién de
fibroblastos fetales y adulto de ambos generos, asi mismo la obtencion y maduracion
de ovocitos in vifro, enucleacion, reconstitucion, activacion desarrollo embrionario in
vitro. La fuente de fibroblastos provino de fetos y tejido epitelial de animales adultos, los
ovulos se obtuvieron a partir de ovarios colectados en rastro. Los resultados obtenidos
en la coleccién del complejo cumulos ovocito para la clase A-B, de ovarios .con cuerpo
lateo fue de 50%, y para los ovarios sin cuerpo luteo fue de 60.7%. El efecto del
tratamiento con insulina sobre la maduracién de ovocitos in vifro hasta metafase |l fue
de 52% comparado con los ovocitos madurados in vitro sin insulina que fue de 35.5%.
E! efecto del tratamiento de sacarosa a 0.3M, 0.7M y 1M en ovocitos madurados in vitro
y activados, fue medido por el desarrollo de blastocistos partenogénicos con los
siguientes resultados 17.2%, 16.7% y 14.8 respectivamente. El desarrollo de
blastocistos producidos por clonacion nuclear utilizando fibroblastos fetales de fetos
hembra, fetos macho y un grupo control (embriones partenogénicos) se encontro un
24.6%,20% y 23% repectivamente. Asi mismo se evalué el desarrollo de blastocistos
producidos por clonacion nuclear utilizando fibroblastos de hembra adulta, fibroblastos
de macho adulto y un grupo control (embriones partenogénicos} se encontro un
20.6%,18% y 20% respectivamente. Sin embargo, aunque los resultados son similares
a los reportados por otros autores, cabe sefalar que la técnica con la que fueron
desarrollados los embriones es distinta pues en este trabajo no se utilizé el agente
quimico Hoechst 33342, la luz ultravioleta asi como el 6 DMAP para la construccién de
los embriones clonados, hoy se sabe que los tres son agentes mutagénicos y que sus
efectos pueden ser evaluados en las distintas etapas del desarrollo embrionario, fetal y
al posnacimiento. Del presente estudio se concluye que no exiten diferencias
importantes en el desarrollo de embriones de bovinos obtenidos mediante fibroblastos
fetales de ambos géneros, asi como en los fibroblastos de animales adultos de ambos
géneros.




1.- Introduccion
Primera parte

Una de las areas de la biotecnologia animal es la clonacién, aplicada a los animales
domésticos de interés productivo, que promete ser una técnica que contribuird de
manera sustancial al desarrollo de la biotecnologia, la produccion animal, la
" biomedicina, la preservacion de especies en extincion y la investigacion basica.

El concepto de clonar un animal por transferencia de un nudcleo dentro de un ovocito
previamente enucleado fue primeramente propuesto por Di Berardino en 1938, sin
embargo el primer éxito logrado fue en anfibios por Briggs quien lo informé hasta 1952;
treinta y un anos despues, McGrath y Solter en 1984 anunciaron el primer exito de
clonacién en ratén, lo que continud con la clonacién por transferencia de blastdmeros
en ovejas (Willadsen, 1986), en ganado (Prather et al., 1987), en conejos (Stice y Robl,
- 1988} y en cerdos (Prather et al., 1989a). ' '

Se han obtenido animales por clonacion utilizando células somaticas en diversas
especies: en ovejas adultas (Wilmut et al., 1997), en vacas (Kato et al., 1998), en
ratones (Wakayama et al., 1998), en cerdos (Polejaeva et al., 2000), en cabras (Zou et
al., 2001), en gatos (Shin et al., 2002a) y en conejos (Chesne et al., 2002).

La clonacion por transferencia nuclear de células sométicas es una técnica que sirve
para multiplicar genotipos de animales Unicos y preservar animales en peligro de
extincién (Wells et al., 1998), esta aplicacion ha iniciado su expansion a las areas de
transgénesis (Schnieke et al.,, 1997), bloqueo de genes (McCreath et al., 2000), o
insercion de genes en produccién animal (Lai et al., 2002). Aungque el éxito en la
produccion de animales clonados de células somaticas se ha logrado en varias
especies, la eficiencia es solo del 1 % de los embriones reconstruidos que liegaron a
nacer vivos (cuadro 1) (Han et al., 2003).




Cuadro 1. Baja eficiencia de la transferencia nuclear de células somaticas.

Especie Fusionados Transferidos  Clones vivosfrecepioras  Eficiencia (%)a Referencia
Ovejas 277 29 113 0.4 Wilmut 1997
Vacas 68932 3435 148/935 0.2 Forsberg 2001
Cabras 138 47 115 0.7 Baguisi 1999
Cerdos 188 110 1/4 , 0.5 Onishi 2000
Ratdn 463 274 3125 0.6 Wakayama 1999
Gatos ND 87 1/8 - 1.1 Shin 2002
Conejos 612 an 4/27 .07 Chesne 2002

a) Eficiencia (%): Clones nacidos vivos/embriones fusionados x100 b) ND: no descritc Han et al., 2003

Ademas, la transferencia nuclear ha resultado con varios problemas en el desarrollo
fetal (Kazuchika et al., 2002. Dinnyes et al., 2002) incluyendo un alto indice de abortos
durante la gestacion temprana y un incremento en la muerte perinatal (Wilmut et al.,
1997, Heyman et al., 2002, Hill et al., 1999, Hill et al., 2000a).

Se conoce muy poco acerca de los factores especificos o de los mecanismos que estan
involucrados con la reprogramacion del citoplasto a un nucleo somatico (Han et al.,
2003). La falta de estudios especializados en reprogramacioén nuclear continta siendo
reflejada en una baja eficiencia de los procedimientos de clonacién en bovinos
(Bruggerhoff et al., 2002, Gibbons et al., 2002), cabras (Zou et al., 2001, Keefer et al.,
2002), cerdos (Polejaeva et al., 2000), conejos (Chesne et al., 2002), gatos (Shin et al.,
2002b). La transferencia nuclear involucra Ltna serie de procedimientos complejos
incluyendo el cultivo de células donantes, maduracion de ovocitos in vitro, enucleacion,
reconstitucion del nucleo o célula, fusion, activacion, cultivo de embriones reconstruidos

in vitro y transferencia de embriones.

Bovinos adultos han sido clonados usando células del cimulus (Kato et al., 1998, Kato
et al., 2000, Tani et al., 2001), fibroblastos (Kate et al., 2000, Zakhartchenko et al.,
1999a, Hill et al., 2000b, Kishi et al., 2000, Kubota et al., 2000, Kasinathan et al., 2002,
Heyman et al., 2002), granulosa (Gibbons et al., 2'002, Wells et al., 1999a, Wells et al,,
1098, Edwards-et al., 2001, Piedrahita et al., 2002), glandula mamaria (Zakhartchenko
et al., 1999b, Kishi et al., 2000), de musculo {Shiga et al. 1999), células del oviducto




(Kato et al., 1998, Kato et al., 2000, Goto et al., 1999), uterinas (Kato et al., 2000) y
celulas de Sertoli (Wakayama et al. 1998).
Después de la coleccién, las células somaticas pueden ser utilizadas inmediatamenfe
(Wakayama et al., 1998) o después de cultivarse por largo plazo (Kubota et al., 2000).
El uso del tipo de células adultas en estado de quiescencia inducida o no, (WiImLtt et
al., 1997) o sin quiescencia (Edwards et al., 2001, Shiga et al., 1999, Wakayama1999a,
Edwards et al., 2000), es requerido para producir crias clonadas de animales adultos.
Se ha mejorado la habilidad de los embriones clonados para implantarse y mantener la
prefiez a término (Gibbons et al., 2002, Edwards et al., 2001, Zakhartchenko et al.,
19989c).
Para evitar la lisis al remover el ADN (enucleacion), los ovocitos pueden cultivarse en
presencia de un inhibidor de microfilamentos: cytochalasin B.'(Prather y First, 1990)
'Esto induce la relajacién de citoplasma que permite remover mecanicamente del 5% al
15% de citoplasma del ovocito conteniendo el ADN materno. La remocion del ADN
materno puede ser verificada por la tincion de Hoescht y el transiluminador de luz
ultravioleta. _
Para clonacion de ganado, los ovocitos generalmente provienen de un grupo no
descrito de hembras obtenidas de fuentes comerciales, los rastros (Prather et al., 1987,
Hill et al., 2000, Kishi et al., 2000, Kubota et al., 2000, Heyman et al., 2002, Wells et al.,
1999b, Wells et al., 1998, Edwards et al., 2001, Piedrahita et al., 2002} 0 un grupo
descrito de animales vivos usando aspiracion por ultrasonido (Bruggerhoff et al., 2002).
El proximo paso es insertar un nucleo somatico en el citoplasto del ovocito, para
restaurar la equivalencia de una célula embrionaria. En especies domesticas, esto se
realiza por la fusién de la induccion eléctrica de la célula somatica con el citoplasto
(Wilmut et al., 1997, Gibbons et al., 2002, Hill et al., 2000, Kishi et al., 2000, Kubota et
al., 2000, Heyman et al., 2002, Wells et al., 1999, Wells et al., 1998, Edwards et al,,
2001, Piedrahita et al., 2002).
Inicialmente una célula somatica se inserta mecanicamente en el espacio perivitelino,
después de esto el acoplamiento resultante (el citoplasma del ovocito y la célula

somatica) es alineado entre dos electrodos y con un pulso de corriente eléctrica (por




ejemplo, de 2.2 kV/em2 durante 40 ps) induciran >70 % de acoplamientos fundidos
(Edwards et al., 1999).

La electrofusidon depende de mantener el contacto de la célula soméatica con el
citoplasma del ovocito de manera tal que las membranas de cada citoplasma se
entremezclen después de ia formacion del poro que se produce posterior a la corriente
electrica (First y Prather, 1991). ‘

En los ratones, sin embargo, el método preferido para introducir un nucleo somatico en
el citoplasma del ovocito es la microinyeccidn (Wakayama et al., 1998). A pocos
minutos de introducir el nlcleo somatico en el citoplasma del ovocito, la membrana
nuclear se rompe y la cromatina se condensa (Wakayama et al., 1998, Campbell et al.
1996a, Edwards et al., 1999).

En algunos casos, el pulso eléctrico utilizado para la fusidn es también suficiente para
activar al embrién clonado iniciando su desarrollo (Wilmut et al., 1997). Se han usado
varias combinaciones quimicas para la activacion (Gibbons et al., 2002, Susko-Parrish
et al., 1994), a pesar dé los métodos de eleccidn, la activacion imita las acciones de
una esperma después de la fertilizacion.

Pueden transferirse los embriones clonados en oviductos ligados de hembras nodrizas
(Wilmut et al., 1997) o cultivarse en la incubadora durante un periodb de tiempo
requerido para el desarrollo a moérula compacta o b!astocistb (Edwards et al., 2001).
Para poder Comprender los mecanismos basicos que se llevan a cabo en la clonacion
por transferencia nuclear de células somaticas se requiere del conocimiento de las

bases fisiologicas y genéticas tanto del dvulo, como de las celulas somaticas.

1.1 Ovogénesis

Los ovarios de mamifero tienen sélo una fuente finita de ovocitos. Se estima que los
ovarios 'de bovino contienen un estimado de 420,000 ovocitos al nacimiento que es
reducido a menos de 3,000 a los veinte afios de edad (Ericsson, 1966; Gosden, 1995).
En los mamiferos, el ovario es la génada de la hembra responsable de la
diferenciacion y liberacion de un ovocito maduro para la fertilizacion y el éxito de la
propagacion de las especies (Figura 1) Igual de importante, -el ovario es un érganb

enddcrino que produce esteroides para el desarrollo de las caracteristicas sexuales
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secundarias de la hembra y el soporte de la gestacion. El ovario bovino tiene una capa‘
ovoide y un tamafio aproximado de 4 X 2 X 1.5 cm. (Dyce et al., 1987). La capa mas
externa que cubre al ovario consiste de epitelio germinal. Directamente debajo del
epitelio germinal se encuentra una capa de tejido conectivo denso conocido como
tinica albuginea.

Los foliculos ovéricos, en unidén con los fibroblastos que los envuelven, colageno y
fibras elasticas de la corteza del ovario son localizados sobre la tunica albuginea. La
médula del ovario contiene los vasos sanguineos, vasos linfaticos y terminales
nerviosas. La formacidén de un ovario funcional depende de tres eventos mayores gue
toman lugar durante los estadios tempranos de la gonadogénesis: la iniciacion de la

meiosis, la formacidon de foliculos y la diferenciacion de células productoras de
esteroides.

Fafieulo Primari Folcule Terciano
Ruyhurs os
Rechdamients Felada
Falicule E;;itai%a
Tercianio Gerranal
Foliculo

Secundario

Folicuto S Cuerpo ’
Atrégica Hernorrdgico
Cusipo Albicans " .

® Lusipo Kita

Figura 1. Diagrama del ovario mamifero. (Senger, 1997).




1.1.2 Desarrollo folicular

El foliculo del ovario es una unidad altamente compleja que consiste de distinfos tipos
celulares. Los foliculos del ovario estan compuestos por varias capas de células
somaticas rodeados de una cavidad de fluido "Antro” que bafia a los ovocitos y a las
células somaticas que 1o circundan. E! fluido encontrado en el antro es conocido como
fluido folicular. El foliculo provee de un micro ambiente para el crecimiento del ovocito y
este es responsable de la produccion de hormonas (Gordon, 1990). El 6vulo y estas
células somaticas que lo acompafan comprendgn una unidad folicular, manteniéndose
una cercana asociacion a través del desarrollo del estado primordial al preovulatorio.
Las paredes de foliculos preovulatorios maduros consisten de células de la granulosa,
teca intema y teca externa. Las células de la granulosa son células de tipo epitelial
esenciales para el crecimiento y la sobrevivencia del ovocito. Las células de la
granulosa no son un tejido homogéneo pero esta mejor especializado en
subpoblaciones que consisten en células de la corona radiada, células del cumulus,
pared y células de la granulosa. Las células del cimulus son la subpoblacién de células
de la granulosa del ovarioc que circundan al ovocito. Las células de! cimulus en
“contacto estrecho con el ovocito son conocidas como corona radiada. Ellas estan en
estrecho contacto con el ovocito a través de extensiones citoplasmaticas que atraviesan
a la zona pelucida (De Loss et al., 1991). La corona radiada comunica al ovocito con
otras células del cumulus a través de uniones gap formando un sincitio electrofisioldgico
(De Loss et al., 1991). Las células del cimulus alimentan el ovocito (Bucc‘ione et al,
1990) y participan en la formacion de la zona pellcida. Las células del cumulus han
sido implicadas en la modulacion o generacion de inhibidores de la maduracién del

ovocito (Eppig y Downs, 1984).

Las células de la granulosa cercanas a la membrana basal son conocidas como células
de la pared granulosa, con la cercania al antro folicular son conocidas como células de
la granulosa antral. El antro folicular contiene el fluido folicular que es hecho de un
exudado sanguineo modificado 'por las secreciones locales y metabdlicas (Gordon,
1990). Las subpoblaciones de células de la granulosa difieren en su distribucién de

're'ceptores y caracteristicas esteroidogénicas (Roullier et al., 1998). La membrana basal




o lamina propia es una capa acelular presente entre las células de la granulosa y las de
la teca. La membrana basal contiene varios tipos de colageno (colageno IV alfa 1 y alfa
2, reducida cantidad de alfa 3- alfa 5), fibronectina, laminina y proteoglicanos (Rodgers
et al., 1999). La tecainterna y la teca externa son estroma o células fibroblasticas que
constituyen la capa externa del foliculo preovulatoric. Una extensa red capilar irriga las
células de la teca. La teca interna es la mayor fuente de andrégenos durante el estado
final del desarrollo del foliculo de Graff (Moor, 1977). Los foliculos pueden ser
clasificados como foliculos primordiales, foliculos preantrales (foliculos primarios y

secundarios), antrales (terciarios) y foliculos preovulatorios (de Graff).

La foliculogénesis es el proceso responsable del desarrollo de foliculos ovulatorios y la
liberacion de uno o0 mas ovocitos maduros en un intervalo fijo a través de la vida
reproductiva de una hembra. La foliculogénesis es reactivada después de una larga
fase quiesente que invoiucra transformaciones secuenciales subcelulares y moleculares
por varios componentes del foliculo. Durante la vida. posnatal, los foliculos ovaricos
continCian su crecimiento, maduracién, ovulan o bien sufren regresion,

Los foliculos son reclutados continuamente hasta que el almacenamiento queda
saturado. La poblacion folicular es dividida mas o menos dé manera uniforme entre
cada uno de los dos ovarios. En especies monotocas, los foliculos seleccionados para
ovular son los de mas rapido crecimiento funcional en el cuerpo de la hembra adulta
mamifefa. El foliculo bovino crece de 300 a 400 veces en diametro de el primario (50
KMm) a el estado preovulatorio de (15 a 20 mm) (Rajakoski, 1960). El proceso entero del
crecimiento folicular del estado primordial (50-60 um) al estado preovulatorio (10-15
mm) toma aproximadamente 180 dias en la vaca (lussier et al., 1987). Este periodo
extenso permite la construccion de la zona pellcida y la acumulacién de un nimero de
productos conocidos y no conocidos requeridos para la fertilizacion, y los eventos
tempranos del desarrollo embrionario. Cualquiera de los ‘foliculos puede ovular un -
ovocito maduro o sufrir la atresia.

La ovogonia se agranda e inicia la meiosis independientemente de cualquier estimulo

enddécerino para formar un ovocito primario. El ovocito primario se encuentra arrestado




en el estado de paquiteno o dictiado de la primera profase meiética (Byskov y Hoyer,
| 1994). En bovinos la meiosis inicia en el dia 82 de la gestacion (Russe, 1983).
Los foliculos primordiales consisten de un ovocito dictiado envuelto por una capa de
células de la granulosa aplanadas (Byskov, 1978). El ovocito y las células foliculares
estan independientes. El ovocito requiere de la presencia de las células de la granulosa

para crecer Yy sobrevivir (Picton, 2001). El resto de las células pre-granulosas se

encuentran en un delicada membrana basal opuesta a las células del estroma que

tienen su origen en las células de la teca (Gougeon, 1996). E! precursor de las células
de la teca pudiera estar presente en un grupo de foliculos en crecimiento (Hirshfield,
1991b). Esto sugiere que la interaccion de las células de la teca y las células de la
granulosa tienen importancia en la regulacion del crecimiento y diferenciacion del
foliculo a través de fodos los estados de la foliculogénesis.

Los foliculos primordiales son la unidad del desarrollo fundamental del ovario mamifero.
La fuente de foliculos primordiales no es renovable y sirve en toda la vida reproductiva
del adulto. En la figura 2, se presenta el ciclo de la vida de los foliculos ovaricos. Los
foliculos primordiales en el bovino son primeramente detectados en el dia 90 de
gestacion (Ericsson, 1966, Szollosi, 1991). En bovinos, los foliculos primordiales tienen
un didmetro igual 0 mas pequefio de 40 ym (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Cada foliculo
primordial contiene un ovocito que mide aproximadamente 30 ym en diametro (Picton,
2001). Los foliculos primordiales son localizados en la periferia de la corteza del ovario.
lLos foliculos en crecimiento se encuentran en la corteza con un antro en desarrollo y
son visibles sobre la superficie del ovario. Los mecanismos de activacion de los
foliculos primordiales y ovocitos restantes no son conocidos. Tal como el almacén de
los foliculos primordiales se establece en el dia 140 de gestacion en la vaca, los
foliculos reclutados inician y continGan sin detenerse por el resto de la vida hasta que el
ovario es agotado.
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Figura 2. El ciclo de la vida de los foliculos ovaricos.

El niumero de foliculos primordiales esta determinado durante la vida temprana y mas
de estos estdn en estado de reserva. Antes y a través de la vida reproductiva de la
hembra un nimero de estos foliculos primordiales abandonan el estado de reposo e
inician su crecimiento (reclutamiento inicial). Los foliculos desarrollan a un estado antral
y varios de ellos pasan por atresié; sin embargo, algunos de estos foliculos son
rescatados (reclutamiento ciclico) para llegar a el estado preovulatorio. El término de la
vida reproductiva, ocurre cuando el grupo de foliculos primordiales en reposo esta
agotado (McGree y Hsueh. 2000)

Los foliculos primordiales bovinos son activados para formar foliculos primarios sobre el
dia 140 de gestacion (Risse, 1983). Un foliculo primario contiene un oVvOoCito con un
didametro de aproximadamente 30 um que es envuelto por células de la granulosa
cuboidales (Hyttel et al., 1997). El ovocito bovino inicia su crecimiento cuando hay

aproximadamente 40 células de 1a granulosa presente. (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Por




esto los ovocitos de foliculos primordiales y primarios no son significativamente
diferentes en tamafio. Sin embargo cambios importantes toman lugar durante el estado
de foliculo primario. La corona radiada desarrolla uniones gap entre el ovocito y la zona
peldcida (Picton, 2001). La zona pelucida no completa circundar al ovocito hasta que el

foliculo alcanza el estado pre-antral tardio (Braw-Tal y Yossefi, 1997).

Los foliculos secundarios aparecen en el dia 210 de gestacion en el bovino cuando las
células foliculares del foliculo primario sobrellevan una intensa division mitética. Un
foliculo secundario contiene al menos dos capas de célulaé de la granulosa y el ovocito
mide de 50 a 60 pym de diametro (Hyttel et al., 1997). Sobre todo las células de la teca
son identificables fuera de la membrana basal y el foliculo contiene una fina red capilar.

- Los foliculos antrales o terciarios son caracterizados por la presencia de una cavidad -
conocida como antro. El antro es una cavidad llena de fluido folicular. El antro primero
es detectado en foliculos bovinos que miden entre 0.12 y 0.28 mm de diametro (Lussier
et al., 1987). El primer foliculo antral aparece alrededor del dia 230 de gestacion en el
bovino (Risse, 1983). Los foliculos terciarios contienen una extensa red de uniones
gap gue permiten la transferencia de nutrientes y regulan las sefales ente el dvulo y las
células de la granulosa (Espey, 1994). Las células de la teca parecen ser originadas del
mesénquima del estroma (Harison y Weir, 1977). Las células de la granulosa
adquieren primero los receptores para LH cuando el foliculo mide entre 8-9 mm de
diametro. El espacio perivitelino es formado entre el ovocito y la zona pelucida justo
antes de la ovulaciéon. El aporte sénguineo a las capas de la teca cambia
dramaticamente durante los estadios finales de la maduracion folicular y se desarrollan
en un plexo interno en la teca interna y un plexo externo derivado del estroma capilar
(Yamada et al., 1995).

La intensidad de la sintesis del RNA en el ovocito se correlaciona con el estado de su
crecimiento y los cambios que corresponden elr“l la morfologia del nucleolo. La actividad
de sintesis del RNA decrece gradualmente cuando los ovocitos alcanzan su tamafio
total. Los ovocitos bovinos de foliculos entre 0.5 y 3 mm. Activan la sintesis del RNA. La

sintesis del RNA decrece después que el tamafo del foliculo ha llegado a 3 mm, sin
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embargo los bajos niveles de transcripcion continlan hasté que el ovocito ha alcanzado
un diametro de 110 um. (Crozet', 1989). La trascripcion ndcleolar continua, fiene
importancia eh la adquisicidon de la competencia del desarrollo de ovocitos. Los ovocitos
con un diametro mayor a 110 um. tienen una actividad electrodensa fibrilar nucleolar y
una actividad transcripcional pobre (Hyttel et al., 1997).

La vesicula germinal o el nucleo del ovocito bovino contiene uno o dos nucleolos. Los
nucleolos son el sitio de sintesis del RNAr. Los foliculos primordiales contienen
nucleolos transcirpcionales inactivos que son caracterizados exclusivamente por la
presencia de componentes granulares interéspaciados con multiples vacuolas, La

actividad transcripcional del nucleolo tiene un apariencia fibrogranular (Hyttel et al.,
1997).

Cuando un ovocito inicia su crecimiento en el foliculo primordial, las espirales no
condensadas de cromatina en el estado dictiado aseguran los elementos requeridos de
la transcripcidon. Los productos del RNAm son trasladados inmediatamente o
almacenados sobre condiciones especiales. El ovocito tiene la habilidad para acumular
el RNAm en una forma estable, después del inicio de la maduracion, las interrupciones
de la transcripcidon ocurren en pocas horas. Se cree que el ovocito se origina de
foliculos competentes o diferenciados conteniendo un correcto RNAm en suficiente
cantidad. Este RNAm acumulado en el ovocito es importante durante el progreso del
embrién a través de la transcripcidon matemna al cigoto.

Los foliculos antrales bovinos requieren de aproximadamente 42 dias para llegar al
tamafio preovulatorio. Asi el desarrollo de los foliculos a través de los estados antrales

requiere un periodo equivalente a dos ciclos estrales (Lussier et al., 1987).

11




“terciiio

o ndaiio e terciario
primordial PRMENG ..;Qi,un‘ﬁ@rf@ gﬁggeﬁ@ ‘ pfﬁﬁ‘;’mﬁtOriO

Lol

Foliculo

©

i (\J : EE

- 10 S

Qvocito e B
ovocito | = ovocito | ovocito II

crecimiéﬁto ! ga'}jacﬁia'cién' - maduracién .

Figura 3. Representacion esquematica del crecimiento, capacitacion y maduracion del

ovocito bovino a través del desarrollo folicular.

El crecimiento del ovocito empieza en el inicio del crecimiento folicular y este es
completado por el tiempo que se forma el antro.

El ovocito pasa por modificaciones que le confieren al ovocito su competencia de
desarrollo. La maduracién del ovocito, que toma lugar después del pico de LH o
siguiendo su remocion del ovocito del ambiente folicular, permite al ovocite continuar el
estado de metafase 1l y expresar esta competencia de desarrollo siguiendo la
fertilizacion. En la figura 3 se representa esquematicamente el crecimiento,
capacitacién y maduracion del ovocito bovino a través del desarrollo folicular. La -
sincronizacion de los cambios externos e internos del foliculo permiten coordinar tanto
la actividad esteroidogénica por las células de la granulosa y de la téca como el

crecimieto del ovocito hasta su ovulacion.
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1.1.3 Potencial de desarrollo

La capacidad del desarrollo es la habilidad del ovocitos para producir, crias normales,
viables y fértiles después de la fertilizacion. Los pasos finales de la maduracion del
ovocito son cruciales para la adquisicion de propiedades funcionales necesarias para
un futuro desarrollo (Hvttel et al., 1997). La capacidad de desarrollo del ovocito es
adquirido dentro del ovario durante los estadios que preceden a la ovulacion o en caso
de la maduracidn in vitro, prebede del aislamiento del ovocito de su foliculo.

La adquisicion de la capacidad de desarrollo es un proceso gradual durante el
desarrollo folicular. El incremento gradual se refiere al porcentaje de ovocitos
competentes y no a una alta competencia de un ovocito sencillo (Gandolfi, 1998). La
capacidad de desarrollo embrionario es un parametro dificil de evaluar ya que sus fallas
pueden ser debido a razones independientes de la calidad del ovocito. La capacidad de
desarrollo es usualmente expresada como los porcentajes de los ovocitos que pueden
desarrollarse a estados de blastocisto (Gandolfi, 1998). Sin embargo, los estados de
desarrollo del blastocisto no garantizan que el embridn desarrolle a término. Otros
aspectos usados para evaluar la capacidad del desarrollo incluyen, evaluaciones
morfoldgicas tales como el nimerc de blastdmeros o la proporcidon de la célula de la
masa interna y el nimero de células del trofoectodermo. Evaluaciones funcionales tales
como el grado metabdlico y la habilidad para continuar el desarrollo después del
congelami'ento deben ser también considerados para proveer una idea mas completa
del potencial del desarrollo del ovocito (Blondin et al., 1995a)

Multiples estudios se han llevado a cabo para evaluar los factores que afectan la
capacidad del desarrollo del ovocito. El tamarfio y la calidad del foliculo de origen
influencian la capacidad del desarrollo del ovocito bovino (Blondin et al.,, 1995b).
Estudios que siguieron el destino individual de ovocitos de acuerdo al foliculo de origen
tienen corroborado la capacidad del desarrollo de los ovocitos incrementandose con el
tamanio folicular (Blondin et al., 1995b). Los ovocitos de bovino con foliculos mayores a
6 mm de diametro producen blastocistos in vitro a rangos substanc;ialmente mayores
de 2 a 6 mm y la produccién de ovocitos de foliculos menores a 2 mm son capaces de

ser fertilizados, pero carecen de la habilidad de dividirse a un estado no mayor de 8
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celulas. El foliculo debe liegar por lo menos a un diametro de 2 a 3 mm antes que el
ovocito alcance una capacidad de desarrollo satisfactoria.

Algunos ovocitos han adquirido una capacidad intrinseca para desarrollar hacia un
embridn después de la maduracion in vitro (MIV) fertilizacion in vitro (FIV) y el cultivo de
embriones in vitro (CEIV) en los estadios foliculares de 3 mm, pero la proporcion de
ovocitos competentes no se incrementa durante el desarrollo o hasta 7 mm (Hendriksen
et al., 2000). En vivo esta pre-maduracion ocurre durante el crecimiento preovulatorio
anterior a la oleada de LH. Otros factores ademas del tamafio folicular pueden ser
criticos para que adquiera la capacidad de desarrollo. Algunos foliculos grandes
contienen ovocitos incompetentes en su desarrollo como, algunos foliculos medianos
contienen foliculos competentes. (Blondin y Sirard, 1995). La atresia folicular promueve
la adquisicion de la capacidad de desarrolio. Sin embargo la salud de Ips foliculos al
término de la atresia no puede ser usada para predecir la capacidad del desarrolio del
ovocito. Los ovocitos obtenidos de foliculos ligeramente atrésicos, intermedios o sin

atresia poseen una capacidad del desarrollo similar. (Blondin y Sirard, 1995: Blondin,
1996a). '

La morfologia del ovario es otro | parametro usado para estimar la capacidad de
desarrollo de los ovocitos. El niumero y el tamafio de los foliculos presentes en el ovario
en el momento de la aspiracion, son usados para seleccionar ovocitos con una alta
capacidad de desarrollo. Ovocitos recuperados de ovarios que tienen al menos un
foliculo mayor a 10 mm de didmetro o con mas de 10 foliculos de 2 a 5 mm tienen un
alto potencial de desarrollo.

En contraste, los ovocitos recuperados de ovarios con poco menos que 10 foliculos de
2 a 5 mm o foliculos no mayores que 10 mm llegan al estado de blastocisto en un bajo
rango y los blastocistos tuvieron un bajo nimero de células (Gandolfi, 1997).

La composicion del fluido folicular tiene importancia en la capacidad del desarrollo. La
capacidad de desarrollo del ovocito puede perderse durante la MIV. La incubacién
prolongada durante la maduracion del ovocito lleva a una disminucion de la capacidad
del desarrollo que seria el resultado del envejecimiento de los ovocitos. En el tiempo en

el que los ovocitos son aspirados de ovarios post mortem afecta el periodo del
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desarrollo. El tiempo transcurrido entre el rastro y la aspiracién del ovocito no debe ser
mayor a cuatro horas, ya gque esto ha reportado un mayor rango de desarrollo después
de 5 dias de CEIV (Blondin et al., 1995). Las células del cimulus algunas veces se
pierden durante la aspiracion del ovocito, el nimero y la calidad de las células del
cUmulus que circundan al ovocito, son importantes en la capacidad del desarrollo. La
capacidad del desarrollo de los ovocitos bovinos con células de la corona radiada

(ovocitos con corona compactada) no es comparable con el CCO.

1.1.4 Apoptosis
La apoptosis juega un papel importante en la pérdida a gran escala de ovogonias y
ovocitos a través de la vida embrionaria y neonatal (Tilly, 1996; TiIIy' et al., 1991). La
apoptosis es el resultado de la activacion de genes que codifican proteinas efectoras
| necesarias para encender la programaciéon de muerte celular programada. La apoptosis
probablemente es el mecanismo primario por el cual es mediada |la muerte celular
durante la degeneracion folicular (Hirshfield, 1991a; Tilly, 1996). Una vez. que el grupo
de foliculos primordiales se ha establecido, la mayoria de esta poblacién folicular
experimenta la atresia en vez de la ovulacion (Hirshfield, 1991a). De hecho el 85% de
los foliculos del ovario en algin momento del ciclo estral son atrésicos (Kruip y
Dieleman, 1982). Los foliculos presentes en ondas no ovulatorias entran en estado
atrésico. En ganado, la proporcion de foliculos atrésicos aumenta con el tamaio del
foliculo (Rajakoski, 1960). Una proporcidon alta de ovocitos de bovino con un cumulus
degenerado son recuperados de foliculos arriba de los 3 mm de diametro que de
foliculos de 1 a 3 mm. Los primero signos de atresia son manifestados por la
degeneracion de las células de |la granulosa que pierden la actividad aromatasa y
expe'rimentan apoptosis (Gordon y Lu, 1990). Después, las células de la teca sufren
una hipertrofia y su produccién de androsterona disminuye (Driancourt, 1991,
Greenwalt y Terranova, 1988). El ovocito es afectado durante los Ultimos estadios de la
atresia folicular (Kruip y Dieleman, 1982).
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En condiciones normales, los ovocitos adquieren su capacidad de desarrollc mas
adelante en la fase folicular del ciclo estral (Blondin et al., 1995). El inicio tardio de la
atresia puede permitir la conservacion de la capacidad de desarrollo del ovocito por un
periodo corto de tiempo incluso si la atresia folicular ha arrancado {(Hazeleger et al.,

1995). También es posible que los efectos positivos de la atresia en el potencial de
"~ desarrollo in vitro puedan ser resultado de un crecimiento prolongado durante el cual el
ovocito se prepara para la maduracion, fertilizacion y desarrollo. Por otra parte, la
capacidad de desarrollo del ovocito in vitro puede ser menor si el grado de atresia
folicular estd muy avanzado (Blondin y Sirard, 1995).

Los CCO con signos de atresia experimentan una reorganizacién de organélos y
cambios nucleares que demuestran algunas similitudes con los procesos asociados con

una maduracion final en los ovocitos dominantes. Este fendmeno ha sido descrito como

“‘pseudo-maduracion” (Assey et al., 1994).La Pseudos-maduraciéon puede ocurrir debido |

a la atresia folicular imitada por cambios ocurridos post-LH. La rapida disminucion de
esfradiol, el aumento de andrégenos, progesterona y PGE; la presencia de
condiciones inflamatorias (Ireland y Roche, 1982; Ireland y Roche, 1983; Assey et al.,
1994) quizd induce una serie de cambios en el ovocito que son extremadamente

importantes en la adquisicion de la capacidad de desarrollo (Blondin et al., 1996a).

1.1.5 Maduracion del ovocito

La maduracion del ovocito es un fendmeno complejo durante el cual los ovocitos
progresan del estado de diploteno al de metafase Il (maduracién nuclear) (figura 6). La
transicion del estado de diploteno a metafase Il es llamado diacinesis. El ovocito
reanuda la meiosis en respuesta a la oleada de LH ovulatoria (Channing et al., 1978;

Dieleman et al., 1983; Ireland y Roche, 1982; Masui).
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Figura 4. El complejo cimulus ovocito bovino (CCO) con capas compactas de células

del cumulus en €l inicio de la maduracion in vitro.

Durante la diacinesis la membrana nuclear comienza a plegarse, los poros nucleares
desaparecen y entonces la membrana nuclear se fragmenta después desaparece
rapidamente para permitir solo sacos pequenos con doble pared (Kubelka et al., 1988;
Szollosi et al, 1972). Esios eventos son conocidos como vesicula germinal
fragmentada (GVBD), es el primer signo visible de la reactivacién de la meiosis. Los
nucleclos desaparecen rapidamente después de aproximarse un contacto con el
citoplasma. En el ovocito bovino ocurre el GVBD dentro de horas después de remover
el foliculo o de la senal de LH ovulatoria. En el bovino por 6.6 horas de cultivo, el 50%
de los ovocitos presentaron el GVBD (De Loos et al, 1994; Sirard et al., 1989),
entonces los cromosomas se condensan mas. Los cinetocoros aparecen y los
microtlbulos arrastran los crbmosomas y ellos forman el plato metafasico de la M. La
separacién de los cromosomas homologos y la migracion de los cromosomas para sus
respectivos polos toman lugar durante la anafase |. durante la telofase |, los
cromosomas se encuentran en cada polo estando envueltos por la membrana nuclear.

La segunda division meidtica sin la replicacidn de los cromosomas toma lugar

17




inmediatamente vy los ovocitos alcanzan la metafase Il. Los ovocitos se encuentran
arrestados en el estado de metafase 1l hasta que toma lugar la fertilizacion y el ovocito
completa la meiosis y forma los prondcleos. La maduracion del ovocito también
involucra transformaciones a nivel del citoplasma que prepara la célula para sostener la
fertilizaciébn y el desarrollo embrionario temprano (maduracion citoplasmica). La
terminacion de la maduracion nuclear sola no garantiza el subsiguiente desarrollo
embrionario (Sirard et al., 1989; Yang et al., 1998).

1.1.6 Meiosis

Meidsis del griego meidsis, que significa reducbién, consiste en dos sucesivas
divisiones celulares seguidas de una ronda de replicacion del DNA. La meidsis da como
resultado cuatro células haploides a partir de una célula diploide. Este tipo de division
celular es caracteristico de las células germinales. En el ovario fetal la rﬁeiésis avanza
hasta el estado diploteno. Durante la primera division meidtica, los genes materos y
paternos son intercambiados, antes los pares de cromosomas son divididos en dos
células hijas, cada uno contiene 1n cromosoma y 2 copias de DNA. La segunda division
meidtica ocurre sin estar precedida por la sintesis de DNA y la formacion nuclear. Las
células germinales haploi.des estan formadas con un grupo 1n de cromosomas y una
copia de DNA. Las dos divisiones meidticas del ovocito son asimétricas, resultando en
la expulsion de los cuerpos polares. La meidsis en cada céiula germinal femenina

resulta en un solo ovulo y dos cuerpos polares.

La Maduracion del ovocito in vivo vs in vitro. Los ovocitos de mamifero pasan por la
maduracion esponténea después de ser removidos del foliculo (Edwards, 1965). Los
ovarios obtenidos de rastros son una fuente econdémica de un gran nimero de ovocitos
gue permiten la produccion a gran escala de embriones in vitro y la evaluacién de
nuevas tecnologias. La maduracion de ovocitos in vivo o in vitro presenta similar tasa
de maduracién nuclear, fertilizacion y division, pero claramente difieren en su potencial
de desarrollo (Blondin et al., 1996a; Sirard y Blondin, 1996). Diferencias en el desarrollo
entre los ovocitos cultivados in vifro e in vivo son expresadas en los dias 4 y 5 pos-
fertilizacion en el estado de mérula a blastocisto (Blondin et al., 1996a; Hyttel et al.,

1997). La maduracion de ovocitos in vivo alcanza mayores porcentajes de blastocistos
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cuando son comparados con los ovocitos madurados in vitro (IVM) (Greve et al., 1987;
Leibfried-Rutledge et al., 1987). El hecho que aproximadamente el 85% de ovocitos
ovulados en vacas inseminadas desarrollan un embrién capaz de establecer la prefies
es indicativo de una alta competencia en el desarrollo de un ovocito capacitado que ha
madurado y ovulado in vivo. Por el contrario s6lo un tercio de ovocitos madurados in
vitro desarrollan a estados de morula o blastocisto a pesar de si ellos son fertilizados

in vivo (Gordon y Lu, 1990) o in vitro (Brackett y Zuelke, 1993; Dominko y First, 1997;
Gordon, 1994).

Los factores importantes, bajo la forma de proteinas o bajo la forma de RNAm estables,
se almacenan durante crecimiento del ovocito y la maduracién folicular final después
de que el crecimiento se haya completado (Blondin y Sirard, 1995). Los ovocitos
madurados in vitro esquivan la capacitacion del ovocito (Hyttel et al., 1997) vy otros
cambios substanciales ocurren in vivo bajo influencia de la LH y del ambiente folicular
(Motlik y Fulka, 1981). E! termino. “capacitacion del ovocito” describe las modificaciones
ultraestructurales que ocurren en el ovocito de foliculos dominantes antes del pico de la
LH. Estas modificaciones permiten que el ovocito logre la 'capacidad completa de
desarrollo (Hyttel et al., 1997). La formaciéon del pronGcleo masculino se reduce
perceptiblemente en los ovocitos madurados in vitro (69%) cuando son comp'arados
con los ovocitos madurados in vivo (el 88%) (Leibfried-Rutiedge et al., 1987). Sin
embargo, la sobre estimulacion de vacas con 6 dosis de FSH y una dosis de la LH
después de que un periodo de 48 hrs se producen de 80% blastocistos. El potencial de '
desarrollo del CCO se afecta grandemente por el periodo entre la estimulacion
hormonal y la coleccién del ovario (Blondin y Sirard, 1997) y el intervalo entre la
coleccion de ovarios y la aspiracion del ovocito (Blondin et al., 1995) de los ovarios. El
ovocito ovulado durante el ciclo estrual normal de la vaca se origina del foliculo
dominante. El foliculo dominante crece a partir 2 a 15 milimetros en aproximadamente 5
dias (Driancourt, 1991). Varios ovociios colectados para la maduracién in vitro se
originan de foliculos subordinados o de los foliculos crecientes que estan por lo menos
4 a 10 dias alejados de cualquier ovulacion posible. Aun cuando la mayor parte de
estos ovocitos terminan su maduracién nuclear, pocos llegan a la etapa del blastocisto

(Van de Leemput et al., 1999). Incluso los procedimientos de seleccidon rigurosos no
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permiten siempre a los ovocitos su capacidad de convertirse en blastocisto después de
procedimientos de maduracion in vitro y fertilizacién (IVM/IVF). Se presume que estos
ovecitos no pueden experimentar fertilizacion normal y desarrollo, son un resultado de
una maduracion citoplasmica incompleta. La maduracidon de ovocitos in vitro es
independiente del ciclo estrual (Arlotto et al., 1996; Fukui y Sakuma, 1980).

Diversos patrones de la sintesis de la proteina se han reportado por ovocitos
madurados in vivo contra aquelios madurados in vitro (Kastrop et al., 1991a).
Diferencias se pueden también encontrar en los niveles ultraestructurales tales como la
localizacion de los granulos corticales (Szollosi, 1991). Finalmente, la expansion de las

células del cimulos es mas extensa en vivo que in vitro (Hendriksen et al., 2000).

1.1.7 Maduracion nuclear _

La maduracion nuclear se refiere al progreso del nucleo del ovocito desde la vesicula
germinal 'hasta la metafase Il. La maduracion nuclear involucra la GVBD, el
condensamiento de los cromosomas, la formacion del huso metafasico, la separacion
de cromosomas homologos con la expulsion del primer cuerpo polar y el arresto en la
metafase Il (Kubelka et al., 1988). La membrana nuclear comienza a plegarse, los
poros nucleares desaparecen entonces la membrana nuclear experimenta una
fragmentacion y répidémente desaparece (Szollosi, 1991). Es necesario un periodo de
24 hrs para que un ovocito bovino complete la maduracién nuclear. Aparentemente la
maduracién nuclear sigue el mismo patron in vivo que in Vitro (Hyttel et al., 1986b). La
maduracion nuclear implica cambios en la sintesis y patrones de las proteinas (Hunter y
Moor, 1977). Los ovocitos bovinos muestran cambios marcados en los patrones de
sintesis de proteinas después de la GVBD in Vitro e in Vivo, mientras que los ovocitos
 que permanecen en el estado de\\/'esicula germinal tienen patrones de sintesis de
proteinas consistentes (Kastrop et al., 1990a; Kastrop et al., 1990b).

La habilidad del ovocito para completar la meidsis es conocida como potencial meiético.
El potencial meiético se adquiere gradualmente durante el crecimiento folicular. Los
ovocitos primero adquieren la capacidad de entrar a GVBD vy la condensacion de los

cromosomas, mas adelante en el desarrollo folicular se requiere adquirir la habilidad de
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progresar hasta la metafase | y finalmente estos adquieren la habilidad de alcanzar la
metafase Il. La habilidad de completar la transicioén de Ml hasta la MIl coincide con que

se logra el tamano total y con el proceso de la compactacién nlicleolar (Motlik et al.,
1984).

Los ovocitos en crecimiento pueden ser categorizados como competentes o
incompetentes para reanudar la meidsis (Arlotto et al.,, 1996). Los ovocitos bovinos
incompetentes se quedan en el estado de vesicula germinal porque no poseen
suficiente ciclina B para avanzar mas alla de la profase | (Chesnel y Eppig, 1995). El
potencial meidtico esta asociado con un aumento en la concentracion de p34, esta se
acumula al final del crecimiento del ovocito (Chesnel y Eppig, 1995), y también en
desfosforilaciones especificas 0 un p34 fosforilado inactivo en residuos de treonina y
tirosina por la fosfatasa cdc25 (Dunphy y Kumagai, 1991). La adquisicion de un
completo potencial meidtico coincide con la reduccién de la actividad transcripcional
nucleolar en ovocitos bovinos (Hyttel et al., 1997; Motlik et al.,, 1984). El potencial
meidtico esta relacionado estrechamente con el tamano del o'vocito, y este a su vez
esta relacionado con el tamafo del foliculo (Armstrong, 2001). El tamafio del foliculo
antral en el que el 6vocito adquiere su potencial meidtico especifico de especie. Los
ovocitos bovinos adquieren la habilidad de completar la GVBD y la meiosis cuando el
foliculo antral alcanza de 2 a 3 mm de diametro (Fair et al., 1995; Lonergan et al,,
1994b; Motlik y Fulka, 1986). El potencial meidtico esta relaci-onado al diametro del
ovocito, los ovocitos de bovino deben tener un didmetro 110 pm para completar la
~ maduracién nuclear hasta la metafase Il (Fair et al., 1995; Otoi et al., 1997). Los
ovocitos bovinos con un didgmetro dentro de la zona pellicida menor a 95 pm son
incapaces de reanudar la miosis in vifro. Una gran proporcién de los ovocitos bovinos
son capaces de reanudar la meiosis en la Ml una vez que el diametro del ovocito es al
menos dre 100 um (Fair et al., 1995; Otoi et al., 1997). Como sea, el ovocito debe medir
110 ym 0 mas para podef alcanzar la Mll (Fair et al., 1995). La habilidad de desarrollar
hasta el estadio de blastocisto in vitro aumenta con el crecimiento del ovocito (Arlotto et
al., 1996; Fair et al., 1995; Harada et al., 1997). Los porcentajes de segmentacion y de
blastocistos aumentan paralelamente con el potencial meidtico y son significativamente

altos los porcentajes obtenidos cuando ¢l didmetro de los ovocitos fertilizados es mayor
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~a 120 um (Hazeleger et al., 1995). El potencial de desarrollo es aparentemente similar
en ovocitos originados de foliculos no atrésicos o levemente atrésicos (Blondin et al.,
1996a; Blondin y Sirard, 1995; Fair et al., 1995). Una vez que el ovocito se vuelve

meidticamente competente, los factores inhibidores son necesarios para mantener al
ovocito en arresto meidtico.

celulas del i

Figura 5. El complejo cimulus ovocito (COC) con capas expandidas de células del
cumulus después de 24h de maduracion.
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Figura 6. Los estados de maduracion nuclear de ovocitos de bovino (Sirard et al,
1989). - '

El tiempo promedio que los ovocitos pasan en cada estadio esta indicado en el.cuadro
2 siguiente: |
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Cuadro 2. El tiempo promedio por estadio del ovocito en maduracion.

Foto  Estado nuclear Tiempo (h)
a Vesicula Germinal (GV) 0-6.36

a Vesicula Germinal fracturada (GVBD) 6.36-8.0

b Condensado 8.0-10.18

c Metafase | (M 1) 10.18-15.24
d Anafase | (A1) 15.24-16.36
e Telofase | (T 1) 16.36-18.0
f Metafase Il (MIl) y cuerpo polar (Pb) 18.0-24.0

El tiempo 0 representa el inicio de la maduracién in vitro. (Adaptado de Sirard et al,
1989).

1.1.8 Maduracién citoplasmatica

La maduracion citoplasmatica describe los cambios ultraestructurales que toman lugar
en el ovocito desde vesicula germinal hasta la etapa de MIl y la adquisicion del
potencial de desarrollo del ovocito (Calarco, 1995; Duranthon y Renard, 2001; Hyttel et
al., 1986a; Hyttel et al.,, 1986b). La maduracion citoplasmatica es indirectamente y
retroactivamente evaluada como la habilidad de un ovocito maduro de experimentar la
fertilizacion, segmentacién y el desarrollo a blastocisto. Otros parametros morfoldgicos
indirectos tomados en cuenta para evaluar la maduracion citoplasmatica incluyen la
expansion del cumulus, la expulsion del cuerpo polar y un aumento en el espacio
perivitelino (Kruip et al., 1982). En la figura 4 se muetra un ovocito inmaduro que
presenta uha aprefada capa compacta -de células del cumulus, la calidad de estas

células permitira en gran medida la maduracion citoplamatica del ovocito.
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1.1.9 Cambios morfoldgicos y ultraestructurales del ovocito

Los cambios ultraestructurales que toman lugar durante la maduracién del ovocito son
importantes para alcanzar la maduracion citoplasmatica y asegurar el futuro
desarrollo. La vesicula germinal esta localizada excéntricamente en los ovocitos
-bovinos con un diametro menor 110 uym, mientras que la vesicula germinal de 6vulos
con un diametro mayor o igual a 110 pm esta localizada cercana a la zona peldcida
(Fair, 1995). El nucleo de los ovocitos bovinos arrestados en estado de vesicula
germinal contiene uno o dos nucleolo. El nucleolo encontrado en el ovocito de foliculos
primordiales es inactivo, mientras que el nucleolo encontrado en ovocitos preantrales
con un diametro de 0.5 a 1.6mm muestran una activa sintesis del RNA. (Crozet et al.,
1989). El nucleolo de ovocitos con un didmetro de 3 a 4 mm se condensa y disminuye
la transcripcion. La inactivacion del nucleclo ocurre durante el crecimiento de los
ovocitos bovinos cerca de 110 a 120 pm. (Fair et al., 1996).

La localizacion y la morfologia de la mitocondria cambia a través del desarrolio del
ovocito, la mitocondria esta centralmente localizada en el ovocito con un diametro mas
pequefio de 100 pm, la mitocondria se desplaza a la periferia de ovocitos grandes
mayores a 110 um, el movimiento de la mitocondria es dependiente de los
microtdbulos, la morfologia de la mitocondria es diferente de acuerdo al diametro del
ovocito. La mitocondria es redonda cuando el ovocito tiene un diametro menor a 110
pm; oval cuando el diametro del ovocito se encuentra entre 100 y 110 pm. y eliptica
(tipica) cuando el diametro del ovocito es de 110 um. (Fair 1995). El aparato de Golgi
es responsable de producir gréanulos corticales y la zona pelicida. El ndmero de
aparato de Golgi en él ovocito se incrementa con el diametro del foliculo creciente. (Fair
1995). Los cambios en la localizacién de los granulos corticales constituyen el mas
obvio signo ultra-estructural de maduracion citoplasmica. Los grénullos corticales que se
originan del aparato de Golgi son localizados originalmente en el centro del ovocito. Sin
embargo, como el ovocito progresa al estadio de metafase |, los granulos corticales se
mueven hacia la periferia del ovocito y se adhieren a la membrana plasmatica, el patron
y localizacién de granulos corticales parecen ser cruciales para una fertilizacion normal

(Hyttel et al.,1986) la liberacién del contenido de los granulos corticales cambian las
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propiedades fisicas y quimicas de la zona pelUcida, incrementa el tamafio del espacio
perivitelino y previenen la poliespermia (Hyttel et al., 1986; Kruip et al., 1986).

Las células del cimulo alimentan al ovocito y proveen productos claves para la
adquisicion para la capacidad de desarrollo (figura 5). El nivel de glutation es bajo en el
ovocito inmaduro, y se incrementa durante ia maduracién para llegar a un maximo nivel
en la metafase 1l y entonces liberarse durante el estado temprano del desarrollo, el
glutation esta involucrado en la reduccion de enlaces disulfuro en la descondensacion
de la cromatida del esperma y en el reemplazo de protaminas por histonas, la ausencia
0 un nimero pequefo de células del cimulus tiene un efecto negativo durante la
produccion del embrién (Blondin y Sirard, 1995), ovocitos desnudos en cultivo son
capaces de alcanzar el estado de MII, pero ellos son incapaces de sobrellevar la
fertilizacion normal y el desarrollo. _

El retiro de las uniones gap cumulus-ovocito del citoplasma esta temporalmente
correlacionado con GVBD en ovocitos bovinos 'tanto in vitro como in vivo. Sin embargo
el andlisis metabdlico ha mosfrado que ¢! GVBD en ovocitos de bovino toma lugar
antes de cualquier disminucion detectable en el transporte de pequefias moléculas

radio-marcadas entre el cimulo y el ovocito (Laurincik et al., 1992).

1.1.10 El MPF en la maduracién del ovocito

El factor promotor de la maduraciéon (MPF) fue originalmente reportado como un factor
encontrado en los ovocitos de la rana (Rana pipiens) que indujeron a ovocitos a
reanudar la meiosis. E| factor promotor de la maduracién fue retitulado mas adelante
como factor que promueve la metafase porgue esta presente en las células que se
dividen en casi todos los eucariotas y es igualmente eficaz en promover la entrada en la
metafase independiente de la especie de las células receptoras o células donantes
(Gautier et al.,, 1988). El MPF regula la transicion de G2/M en meiosis y células
somaticas. Hasta el momento MPF se ha demostrado ser activo durante la maduracion
del ovocito de todas las especies estudiadas. MPF es una proteina kinasa cuya
actividad acciona una serie de reacciones que conducen a la interrupcion de la

membrana nuclear, condensacion y alargamiento de ios cromosomas y por lo tanto la
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entrada a meidsis y la detencidn en la segunda meidsis. MPF es un proteina compleja
integrada por dos subunidades: p34cdc2 y cyclina B (Gautier et al., 1988). P34cdc2 es
una proteina del 32 kDa homologa del gene de la levadura cdc2 del ciclo de la division
célular (Erikson y Maller, 1989). Ciclina B es una proteina del 45 kDa que en sintesis
coincide con la activacién de p34. Asi, cyclina B es el componente regulador y p34cdc2
es el componente catalitico de MPF. En ovocitos de bovino, la ciclina B es el factor
limitador para reactivar la meiosis (Levesqgue y Sirard, 1996). La inyeccién del ciclina B-
en ovocitos bovinos tratados con ciclohexamida reasumen la meidsis (Levesque y
Sirard, 1996). La activacion de MPF requiere primero la formacién del'comp!ejo
p34cdc2-ciclina B y en segundo lugar, fosforilacion y defosforilacion de p34cdc2 si
mismo. Ciclina B se sintetiza y se acumula durante interfase, mientras que p34cdc2
estd siempre presente en el citoplasma. La naturaleza ciclica de MPF se explica por las
fases de la sintesis y de la degradacion del ciclina B. La degradacion del ciclina B inicia
la transicion del metafase a la anafase y la declinacién de la actividad p34cdc2
(Hashimoto y Kishimoto, 1988). Asi los niveles de MPF en el ovocito en GV son bajos,
pero se incrementan en GVBD y estan alcanzando un maximo MI; hay entonces una
pérdida rapida en actividad en la anafase hacia telofase seguido por otra elevacion
pues el ovocito arriba a MIl (Fulka et al., 1992). Este segundo nivel se mantiene hasta
la terminacién de Mil en la fertilizacion o la activacion partenogenética (Fulka et al.,
1992; Hashimoto y Kishimoto, 1988). Los niveles maximos de la actividad de MPF en
ovocitos de los bovidos corresponden con las dos metafases: 9-12 h y después de 18 h
de cultivo in vitro. La declinacion temporal en actividad del MPF ocurre en bdvidos entre
las dos metafases. La reactivacion de meidsis y el proceso de maduracion son
controlados por proteinas cinazas y fosfatasas, que modulan procesos celulares por
eventos de fosforilacion y defosforilacion. En la especie de los bdvidos, es reactivada la
meidsis.

MPF parece ser el regulador Universal de la metafase en los ciclos celulares en meidsis
y mitosis (Fissore et al., 1996). El MPF fosforila un nimero de proteinas y se cree que
es el responsables de la desintegracidon de la membrana nuclear, condensacion del

cromatina y de la reorganizacion microtubular durante la meidsis (Kastrop et al., 1990b).
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inicialmente, el ovocito adquiere la capacidad de condensar completamente su
cromatina. La condensacion de cromatina requiere activo el MPF, que es
predeterminado por una suficiente cantidad del ciclina B1 y p34cdc2 en una forma
activa (Levesque y Sirard, 1996). El ovocito entonces adquiere 1a capacidad de formar
una placa del Ml y un huso funcional. El mecanismo de la separacion del cromosoma
no se relaciona simplemente con la formacion del huso, porque los inhibidores de la
fosfataza | tales como acido okadaic permiten su separacion, péro no su alineacién en
el huso (Levesque y Sirard, 1995). El siguiente paso es una progresion a la segunda
placa de metafase y una protuberancia del cuerpo polar. El acontecimiento meio6tico
pasado es detenido en el paso MIl, que requiere el factor citostatico funcional (CSF). La
~detencion en MIl es mantenida por un factor citoestatico (CSF). El CSF promueve el
arresto meidtico estabilizando la actividad del MPF durante Ml y por lo tanto evita que
los ovocitos progresen mas alla del metafase (Levesque y Sirard, 1996). El arresto de la
metafase |i es mantenido hasta la reactivacion de la meidsis debido a la mediacion del
esperma o la activacién partenogenetica. Estos acontecimientos liberan del arresto de
la metafase Il a través de la inactivacién del MPF por la degradacion del componente

ciclina.

1.1.11 Arresto meiotico
La maduracion de ovocitos bovinos es un proceso prolongado caracterizado por
mdltiples paros-arrangues para su control. El primer arresto meiotico ocurre durante la
vida prenatal cuando el ovocito procede a traves de las primeras etapas de la meidsis y
en la etapa del diploteno de la primera divisién meiética. El ovocito se detiene en
amresto midtico por muchos meses o aln afios hasta que el proceso meiosis es
| reactivado por la oleada preovulatéria de LH (Hyttel et al., 1997), atresia (Assey et al.,
1994) o por retiro del foliculo. Los ovocitos de los bovinos son competentes para
reactivar la meidsis cuando el didmetro del ovocito mide mas el 110um (Fair et al.,
1995; Hyttel et al., 1997). Esta generalmente aceptado que las células foliculares
secretan los factores necesitados para mantener la meibsis de ovocitos competentes en
arresto meiético. El segundo arresto meiotico ocurre cuando el ovocito alcanza la etapa
del metafase de la segunda divisibn meidtica. El ovocito termina la meidsis en

respuesta de la fertilizacion o por la activacion partenogénica. Estudios sobre
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maduracion de ovocitos permitid el desarrolio de tratamientos mas eficaces para
mantener a los ovocitos de bovinc en arresto meidtico. El arresto meidtico in vitro ha
sido estudiado usando los productos quimicos o las fracciones foliculares para bloquear
los procesos esenciales para la maduracion del ovocito.

1.1.12 Liquido folicular

Ademas de proporcionar el alimento al ovocito, el liquido folicular también esta
implicado en la regulacion de la maduracion del ovocito. Se ha reportado que el liquido
folicular no tiene ninglin efecto para estimular o para inhibir la maduracion del ovocito
(Sirard et al., 1995; Sirard et al., 1998). El efecto del liquido folicular en la maduracién
del ovocito depende del tamafio del foliculo, de la etapa del ciclo estrual (Sirard ef al.,
1995) y la fraccion del liguido folicular usada.

El origen del liquido folicular es importante pero el efecto-de su adicidn no es uniforme
sobre ovocitos originados de foliculos de diferentes tamarfios. El efecto inhibitorio del
liquido folicular en la maduracion del ovocito ha sido reportado en los ratones, las
ovejas, en el ganado, en los cerdos, los hamsieres y los seres humanos (Downs y~
Eppig, 1985).

El Tiquido folicular de los bovinos (BFF) inhibe totalmente y reversible la reactivacion de
la meidsis espontanea del raton y ovocitos de hamster. Por otra parte, la maduracion de
los ovocitos de bovino es retrasada solamente por el liquido folicular bovino (Sirard y
Bilodeau, 1990b). La presencia del liquido folicular bovino en el medio de incubacién
reduce grandemente el nimero de las células del granulosa requeridas para mantener
el complejo cumulus ovocito CCO en arresto meiético (Sirard y Bilodeau, 1990b).

El liquido folicular de los bovinos recogido de los pequefos y medianos foliculos en el
estro, tuvieron una capacidad mas grande de prevenir el arresto mei6tico, mientras que
el liquido folicular recogido de los foliculos grandes en el estro tenian menos capacidad
de mantener la detencion meidtica. La cantidad de liquido folicular presente en el medio
de cultivo tiene una relacion lineal inversa con la maduracién nuclear de los ovocitos
bovihos. Los ovocitos de los bovinos aislados del ambiente folicular rapidamente
experimentan la reactivacion de la meiosis (Sirard y Bilodeau, 1990b).

Los factores inhibitorios potenciales se han aislado del liquido folicular bovino.
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L a presencia de una proteina quinaza soluble también se ha reportado en los bovinos y
el liguido folicular humano (Sirard et al., 1989). El PKA soluble es probablemente un
producto de las células de la granulosa de los foliculos y sugiere que un estado
altamente fosforilado sostendria la detencion meiética. Ademas, la presencia de una
proteina de aproximadamente 6000 Mr encontrados en liquido folicular de los bovinos
 sugiere desempe'ﬁar un papel en el control de la meiosis (Dostal y Paviok, 1996). Esta
proteina no previene la reasuncién meiética de ovocitos desnudos. La suplementacion
del medio de incubacién con 2.0 mg/ml de la proteina aislada induce la detencion
meidtica en todos los ovocitos tratados (Dostal y Paviok, 1996).

El &cido linoleico puede desempeiiar un bapel en mantener la detencién meiotica de los
ovocitos bovinos in vivo, el cido linoleico es el acido graso no saturado mas abundante
encontrado en liquido folicular bovino. La concentracién del acido linoleico disminuye
perceptiblemente durante el desarrollo folicular (Homa y Brown, 1992). La incubacion
de los CCO bovinos con el acido linoleico inhibio perceptiblemente GVBD de una
manera dosis-dependiente, mientras que todos los otros acidos grasos probados no
tenian un efecto en la maduracion del‘ ovocito (Homa y Brown, 1992). Segun lo.
- mencionado antes, las purinas tienen unefecto débil en la inhibicion de la reactivacion:
meidtica de los ovocitos bovinos (Sirard y First, 1988). Hipoxantina esta presente en:
liquido folicular bovino, pero la cantidad de purinas encontradas en liquido folicular
bovino no es comparable a las encontradas en el liquido folicular del raton (Downs et
al., 1989; Eppig et al., 1985).

1.1.13 Células de la granulosa _

Las células del granulosa de los bovinos tienen una capacidad moderada de evitar que
los ovocitos reasuman la meiosis in vitro (Sirard et al., 1995). Altas concentraciones de
las células de la granulosa (10 a 100 millonesde células /ml) mantienen a los ovocitos
en la detencidon meidtica, mientras que las bajas concentraciones de células de la
granufosa (1 a 5 millones células /ml) estimulan al ovocito para reasumir la meidsis in
vitro (Sirard y Bilodeau, 1990b), especialmente si el medio de cultivo incluye
gonadotropinas o suero del estro (Sirard y Bilodeau, 1990a). El efecto inhibitorio de las

células de la granulosa es amplificado por la presencia de BFF y del contacto directo
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enire las células de la granulosa y las células del cumulus (Sirard et al., 1992). El
contacto directo entre las células de la granulosa y el CCO parece mantener ovocitos
en la detencidn meidtica. El cultivar en agra el CCO antes del cultivo con las células del
granulosa quita el efecto inhibitorio de las células del granulosa (Sirard y Bilodeau,
1990b). Las células de la granulosa en suspension son mas eficaces en la prevencion
'de la reactivacion meidtica de los COC que una monocapa de célula de la granulosa
(Sirard y Bilodeau, 1990a). Las monocapas de las células de la granulosa de los
bovinos con su medio condicionado proporcionan condiciones inhibitorias hasta el 33%
de esos ovocitos que se adhieren a monocapas (Sirard y Bilodeau, 1990a). Sin
embargo, ninguna suspension de las células frescas de la granulosa de los bovinos
(Leibfried y First, 1980a; Sirard y Bilodeau, 1990b) ni monocapas de las células del
granulosa de los bovinos previenen completamente GVBD en los CCO de bovino
(Richard y Sirard, 1996b; Sirard y Bilodeau, 1990a).
Por io menos el 50% de los CCO bovinos conectados con la membrana de la granulosa
(CCOG) permanecen en detencién meidtica por lo menos 22 h (Van tol et al., 1996). El
~efecto de la membrana granulosa es revertido por la adicién de FSH al medio de
cuitivo. La incubacion de CCOG en presencia de las células de la teca realza la
proporcion de ovocitos en arresto meidtico incluso en presencia de FSH adicionado.‘
Asl, las células del teca secretan un factor que previene el GVBD indtjcido por FSH
sobre CCOG. Ademas, la hemisecion del foliculo, que contienen las células de la
granulosa y del teca, inhiben la reasuncion meiética de CCO inclusoc en presencia de
hormonas gonadotropinas (Carbonneau y Sirard, 1994). Las células de la granulosa
bovina pueden participar en mantener la detencion meidtica, pero la principal sehal

inhibitoria viene de las células de ia teca (Richard y Sirard.

1. 1.14 Células de la teca

Las celulas de la teca mantienen a los ovocitos de bovino en arresto meidtico durante la
maduracioén in vitro (Sirard y Bilodeau, 1990a). Las células de la teca son obtenidas por
digestion enzimatica de las capas éxterna e interna de la teca de los foliculos que se
extienden a partir de 2 a 5 milimetros de didmetro. La teca interna o externa son

igualmente efectivas en mantener el CCOs en arresto meidtico (Richard y Sirard, 1996).
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Por otra parte, el CCOs cocultivados con una monocapa de células de la granulosa
reactivan la meidsis (Richard y Sirard, 1996). Las monocapas de la célula de la teca
son capaces de mantener el arresto meibtico secretando dos proteinas de
aproximadamente 214 000 daltons y 190 000 daltons (Richard y Sirard, 1998). El patrén
proteico de la monocapa de las células de la teca difiere del patron proteico secretado
por las células de la granulosa. Ademas, la secrecidn de las proteinas de 214 000
daltons decrecen cuando las células de las teca estan creciendo sobre una cubierta de
Colégeno. Por lo tanto, la proteina de los 214 000 daltons pudiera estar involucrada en
los procesos del mantenimiento de arresto meidtico en los ovocitos de bovino (Richard
y Sirard, 1998).

La monocapa de las células de la teca mantienen al CCOs pero no a los ovocitos
desnudos (OD) en el arresto meiotico (Richard y Sirard, 1996; Richard y Sirard, 1998).
Por lo tanto, el factor inhibitorio actia sobre el ovocito a través o en asociacion con las
celulas del camulo (Richard y Sirard, 1996). Sin embargo, los OD co-cultivados con el
CCOs aumenta perceptiblemente el porcentaje de arresto meidtico mantenido en el
CCOs. Esto sugiere que los ovocitos desnudados producen un factor que modula las
células de la teca o las délulas del cumulo para incrementar la eficacia de las vias
inhibitorias (Richard y Sirard, 1998). |

Remplazando el suero fetal por la albUmina sérica bovina (BSA) o el crecimiento de las
células de la teca sobre una cubierta de colageno resulta en una baja actividad
inhibitoria (Richard y Sirard, 1998). Una monocapa de células de la teca requiere la
presencia del 10% del suero fetal bovino para producir el efecto inhibitorio sobre la
maduracién derl ovocito (Richard y Sirard, 1998). El contacto directo entre las células del
teca y el CCOs no se requiere para mantener a los ovocitos bovinos en arresto meiotico
porque la monocapa de las células de la teca libera el factor inhibitorio en el medio de
cultivo. Ademas, el efecto inhibitorio de las células de la teca es completamente
reversible hasta 24 h (Richard y Sirard, 1996).
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Segunda parte

1.2.1 Biologia del fibroblasto

Las células epiteliales de varios 6rganos pueden estar creciendo y ha la vez estudiados
en un cultivo de tejido por que ha progresado la tecnologia bésica.para el cultivo celular
y ha mejorado el entendimiento de los distintos requerimientos de varios epitelios.

El desarroilo de una estructura ordenada y un epitelio bien organizado durante la
embriogénesis tal como el mantenimiento de la homeostasis de los epitelios
estrictamente dependen sobre las interacciones epiteliales con tejido conectivo
apropiado.

De acuerdo con el tejido, la formacion y mantenimiento de la epidermis madura,
consiste en un estrato basal, granular y cornificado, un proceso continuo que involucra
la proliferacién de queratinocitos y diferenciacion terminal, siendo r'egulado por
influencias mesenquimas (figura 7).

e w e A e e Ak e

o

s estrato grasnuloso

% - -
E estrato espinoso

P T .

estrato basal

lamina basal

fibroblasto

DERMIS |

Figura 7. llustracion esquematica de la arquitectura de la epidermis.
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Los fibroblastos se originan del mesodermo, y dan soporte estructural. Son el tipo
celular principal del tejido conectivo, de forma ahusada, producen fibras de colageno,
reticulares y elastina, estas fibras llenan los espacios del tejido conectivo y ayuda a

formar capsulas para érganos, tendones y ligamentos.

Hay dos tipos de fibroblastos, los fibroblastos activos que se encuentran muy
relacionados con el colageno, poseen un RER y un aparato de Golgi bien desarrollado
y es un tipo celular muy comuan. Los fibroblasios inactivos que son muy dificiles de
distinguir de los que estan activos, pero la diferencia estructural de estos radica en que
el RER no esta tan desarrollado y posee muchos ribosomas.

Las fibras que los fibroblastos producen tienen mdultiples funciones. Las fibras de
colageno proporcionan una gran fuerza de tension, ademas de ser una proteina muy
abundante. Las fibras reticulares forman redes para dar un marco estructural. Las fibras
elasticas da las propiedades flexibles al tejido conectivo (Wilson, 2003).

Ademas los fibroblastos son Unicos, ya que pueden transformase en cualquier célula
de estos tejidos, y esta propiedad es llamada plasticidad fenotipica. En este proceso, la
diferenciacion puede ser alterada por moléculas de origen externo, que interactan con
los receptores de superficie, e inducen cascadas de interacciones moleculares;
eventualmente estas activan la expresion génica, y esto lleva ala traduccion de mRNA
en proteinas, organizacion de proteinas en complejos supramoleculares (organelos), y
por lo tanto diferentes apariencias celulares.

Cierto humero de estudios han sugerido que el fibroblasto es una célula madre para
adipositos. Este fibroblasto puede derivar de una célula mesenquimatosa menos
diferenciada; en tejido adiposo blanco, se ha mostrado sintesis inicial de lipidos en
células fibroblasticas, después se intensifica su actividad lipogénica, y por ultimo
desarrolla una morfologia mas redonda y elabora lamina (Napolitano, 1963). Las
caracteristicas de traslapo de monocitos o macrofagos, unos en un lado, y los
fibroblastos de otro. La posibilidad de que estos podrian transdiferenciarse uno a otro

ha sido reconocido por cierto tiempo.
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Una de las caracteristicas principales de los miofibroblastos incluyen la vimentina y la
a-smooth-muscle actin («cSMA) (Eyden, 1981). Una de las diferencias principales entre

los fibroblastos y los miofibroblastos es la ausencia de aSMA y miofilamentos en los
fibroblastos.

1.2.2 Ciclo celular ‘ ‘

El ciclo de divisidn celular consiste en: Mitosis (profase, metafase, anafase y
telofase); fase G1 (que se divide en los estados “preinicio” G1, “Inicio”, y en “postinicio”
G1), fase S (involucra la sintesis del DNA); y fase G2 (antes de la mitdsis y después de
la sintesis de DNA). El éxito de. la mitésis depende de la alfernacion fiel de la
segregacion de los cromosomas (la fase M) y la duplicacion de los cromosomas (fase
S). (Nurse, 1990).Se ha demostrado que mientras la célula posee su propia
maduinaria para completar las diferentes fases del ciclo, también existe un control
central del sistema (que es independiente de la maquinaria utilizada para los diferentes
procesos involucrados en el ciclo celular) y esto es responsable de la regulacion del
inicio de estas diferentes fases de una manera ordenada. Este sistema de control,
asegura que la célula no entre en mitosis antes de la sintesis del ADN sea completada
o DNA dafado sea reparado, y tampoco entre a anafase antes de que todos los
cromosomas se encuentren alineados en el plato ecuatorial y los cinetocoros de todos
los cromosomas estén unidos al huso.

- Es sabido que el ciclo de division celular depende de dos tipos de proteinas, CDks y
las ciclinas (Nurse, 1990).

1.2.3 Quiescencia

Cuando las células en cultivo estan sembradas a una baja densidad en un medio que
contiene suero, estas células pasan de una fase a otra del ciclo celular: G1, S, G2y M.
cada una de estas fases estan reguladas por la accion coordinada de kinasas y
proteasas (Kirschner, 1996). Cuando se les priva de suero las células contintan su
ciclo hasta que completan la mitosis, con lo cual entran al estado GO (Pardee 1989). GO
es un arresto quiescente de las células en mamiferos, donde se propone que las

células se encuentran “fuera de ciclo” . Se sugiere que la habilidad de la célula para
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entrar a la fase GO esta determinada por la carencia de suero o por factores de
inhibicion. Aunque estas células pueden ser reintroducidos al ciclo celular por la
readicion de suero o un factor de crecimiento purificado (Jones, 2001).Estos mitogenos
debe estar presente antes del punto de restriccién (Punto R} varias horas antes de la
transicion entre la fase G1y S (Pardee A.B., 1989).

1.2.4 Telomeros

Una caracteristica estructural del DNA es que la mayoria de las células
somaticas en divisién, tanto in vivo como in vitro sobre llevan el acortamiento de los
teldmeros, que son estructuras de funcion critica que participan en la estabilidad,
replicacion y segregacién del cromosoma durante la mitésis, y la perdida gradual de las
secuencias telomericas es como un “reloj mitético” que lleva a un arresto del ciclo
celular o también llamado senescencia celular (Holt et al. 1996). Esta pérdida de DNA
telomérico ha sido calculado entre 50 y 200 pb por cada division celular. Una vez que
los telomeros se acortan debajo de una longitud critica pierden la capacidad de
protegerse efectivamente y se piensa que esto activa la repuesta al dafio del DNA y
esto causa el arresto del ciclo celular (Lanza et al 2000). Las células pueden vencer
esta pérdida, con la activacidon/expresion de una ribonucleoproteina llamada
telomerasa, la cual sintetiza la secuencia TTAGGG repitiéndola de nuevo al final de los
cromosomas. La pérdida de los telomeros observada en células somaticas ha sido
atribuido a la edad del animal y la propagacion del cultivo in vitro (Shiels et al., 1999;
Lanza et al 2000). Se ha observado que los niveles reducidos de la actividad de la
telomerasa en pasajes tardios de células madre embrionarias en bovino, puede reparar
el dafio en los telomeros pero no previene el acortamiento de estos. Las células
derivadas de pasajes tempranos cultivados a bajas concentraciones de suero pueden
ser susceptibles a un incremento del dafio/acortamiento a causa de los niveles
reducidos de telomerasa debido de la salida del ciclo celular hacia un estado
quiescente (Holt et al. 1996). Aun no ha sido determinado exactamente la longitud del

telomero que refleja la edad fisiolégica del animal (Shiels et al., 1999; Lanza et al 2000).
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1.2.5 Partenogénesis

l.a partenogénesis se puede definir como la generacion de un individuo sin participaciéon
del genoma paterno: su éxito depende de una adecuada activacién del ovocito, de que
la embriogénesis sea normal y de la obtencidon de un nacido vivo capaz de
reproducirse.’ '

En el caso de los mamiferos no se ha reportado hasta la fecha el nacimiento del primer
ser vivo derivado de un embridn exclusivamente partenogénico. _

La partenogenesis se ha descrito en diferentes especies dentro de la escala zooldgica:
insectos (Gottlieb et al 1998; Stouthamer et al., 1993), anélidos (Stephano et al., 1995),
marsupiales (Anderson et al., 1993), erizos de mar, batracios (Klotz et al 1990), peces
(Matzuk et al 1997; Washitani et al 1997), pavos y plantas (Cassar et al 1998). Es de
anotar que a pesar de haber obtenido nacidos vivos con capacidad reproductiva
normal, estos animales partenogénicos tienen algun grado de retraso en su desarrollo
comparados con los obtenidos por reproduccion sexual.

En los individuos que ée reproducen sexualmente son necesarios los genomas paterno
y materno para un adecuado desarrollo embrionario. In vivo e in vitro se ha observado
algun grado de desarrolio cuando soélo participa uno de los genomas. Tal es el caso de
los androgenicos, embriones cuyo genoma es exclusivamente de origen paterno, los
cuales alcanzan el estadio de blastocisto pero no superan el de somites temprano. Se
ha demostrado que si se introducen en embriones normales células embrionarias

provenientes de embriones androgénicos éstas seran casi exclusivamente parte de la

placenta y excepcionalmente del embrion. En el caso de embriones con participacion

exclusivamente materna (ginogenicos), al ser transferidos al utero, pueden llegar a
implantarse de una manera inadecuada y no tener un desarrollc normal por el escaso
tejido placentario que presentan. |

Debido a que una pequefia proporcién de ovocitos se activan espontaneamente, en
ocasiones la formacién y el desarrollo de los embriones pueden darse sin la activacion
del espermatozoide y originar un embrion partenogénico. Actualmente se pueden
obtener mediante la activacién artificial de los ovocitos y la manipulacion de las células
embrionarias. '
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En la mayoria de los mamiferos, los ovocitos son ovulados en metafase Il y son
retenidos en este estado hasta su activacion por la fertilizacién de un espermatozoide o
por estimulos artificiales (activacion partenogenetica). Los ovocitos son arrestados en
‘ MII debido a la persistencia de gran cantidad del factor que promuebe la maduracion
| (MPF) un eterodimer de P34 cdc2 quinasa, una cilcina B y de un factor citostatico (CSF)
productos de los proto-oncogenos c-mos que previene la degradacion de las ciclinas y
son mantenidas por las enzimas de la familia de los mitogenos activados proteinas
quinasas (MAPK) (Dupont, 1998). La penetracion de la celula espermatica dentro del
ovocito promuebe alteraciones en las concentraiones de Ca++ intraceluiar por varias
horas en el raton (Vitullo y Ozil, 1992; Jones y Whittingham, 1996; Lawrence et al.,
1998), cerdos (Sun et al., 1992) y bovino (Nakada y Mizuno, 1998; Tosti et al., 2002).
Tales ocilaciones son responsables para la inactivacién de MPF por medio de la
inactivacion de MAPK y CSF, ademas de fa destruccion de la cilcina B (White y Yue,
1996; Dupont, 1998).

Los ovocitos activados, bien sea espontaneamente o inducidos, son indistinguibles
desde el punto de vista morfologico. Las proporciones de induccién espontanea de la
partenogénesis bovina varian desde 3.6% a 57% (Lechniak et al 1998). La activacion
de los ovocitos en metafase Il puede ser inducida por una amplia variedad de estimulos
quimicos cuya efectividad disminuye a medida que el ovocito envejece (Kaufman et al
1987). Estos estimulos permiten la movilizacién del Ca++ intra o extracelular y los
consecuentes eventos similares a los observados en la fertilizacion. Se encuentran
entre estos el etanol (Nagai et al.,1987), el ionéforo de calcio A23187 (Wiston et al
1991), la solucion acida de Tyrode (Jlonson et al.,1990), la puromicina (Balakier et al.,
1993; De Sutter et al.,1992) y la estimulacion eléctrica. Cada especie responde a la
activacion en una forma diferente: en los bovinos se ha reportado hasta un 64% de
activacion utilizando etanol al 7%. Otros estudios como el de Marshall y col.1997,
informan un 92% de activacién partenogénica con pulsos eléctricos en el modelo del
mono titi; en los humanos Levron y col.1995, mostraron un 95% de activacion utilizando
manitol y electricidad, y finalmente Winston y col. 1991, obtuvieron un 16% utilizando
etanol. L.a puromicina produce una activaciéon de los ovocitos del 20% pero compromete

el desarrollo, ya que el 90% de los embriones no se dividen (Balakier et al., 1993). Los
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embriones obtenidos pueden ser haploides o diploides dependiendo de la extrusién o
no del segundo cuerpo polar. Los embriones diploides (cromosdémicamente normales)
son los que usualmente alcanzan el estado de blastocisto y sus células pueden formar
parte de individuos nacidos vivos. Sin embargo, varios reportes demuestran que estos
embriones tienen un menor potencial de desarrollo que puede ser explicado por la baja
celularidad al compararlos con embriones de la misma edad obtenidos por fertilizacion
in vivo 0 in vitro (Dyban et al., 1989). Estos embriones activados en ciertas especies no
alcanzan estadios de desarrollo avanzados y en el Humano no pasan del estadio de 8
celulas cuando se cultivan in vitro (Wiston et al 1991). De la Fuente y King (De la fuente
et al., 1998) demostraron que los embriones partenogénicos tenian menos células de la
masa celular interna y del trofoblasto que los obtenidos por fértilizacién, Yy que ademas
su constitucion genética estaba alterada siendo poliploides o mixoploides. Por otro lado,
utilizando sistemas de agregacion celular embrionaria en murinos, Surani y col. en 1977
obtuvieron nacidos vivos a partir de embriones quiméricos que tenian tanto blastomeros
de embriones normales como de partenogénicos diploides; reportaron en su estudio
que del 30 al 50% de las células de los nacidos vivos eran de origen partenogénico.
Estos hallazgos demostraron la posibilidad de que las celulas de embriones
partenogénicos pudieran ser paﬁe de individuos adultos, y - dejaban abierta la
factibilidad de su manipulacion.

Se ha realizado la clonacion mediante la transferencia de nucleos de células
provenientes de embriones'partenogénicos a ovocitos activados, para asi poder aclarar
las interacciones citoplasma nicleo a escala embrionaria (Boediono et al., 1995). Esta
interaccion puede evidenciarse por el hinchamiendo del ndcleo, la condensacion
prematura de la cromatina y los cambios en la estructura de los nucléolos (Winger et al
1997), en condiciones de ausencia del genoma materno o paterno. La produccién de
embriones partenogénicos es importante para el analisis de los mecanismos que
regulan el desarrollo embrionario, el crecimiento de los embriones y potenciales
individuos unipafentales. En el modelo murino se ha estudiado el papel de los genomas
paterno y materno durante el desarrollo, sentando con ello las bases de la impronta

genética y también de los patrones de herencia de los centrosomas.
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El desarrollo de las técnicas de clonacién mediante la transferencia de nlcleos se
conoce desde 1977, cuando se transfirieron nlcleos de células embrionarias a ovocitos
enucleados (Zurani et al, 1977). De estos estudios se pudo demostrar la
totipotencialidad de los nucleos de las células de las primeras divisiones embrionarias y
la pérdida de esta propiedad conforme avanza el desarrolio.

En el analisis de los mecanismos que regulan el desarrollo y el crecimiento de los
embriones uniparentales, se ha informado en el modelo murino que el gen del factor de
crecimiento insulinoide 1l (IGFll) que se expresa en los individuos, es el de origen
paterno. Se ha observado en estudios de quimeras de agregacion una fuerte seleccion
hacia las células de origen partenogénico, excluyéndolas practicamente de algunos
tejidos como el misculo esquelético; esta es una evidencia indirecta de la necesidad de
la impronta parental de los genomas (Nagy et al., 1989).

Se ha demostrado en los centrosomas (los organelos celulares en donde se organiza el
huso mitdtico para la division celular) que su forma de herencia es paterna y por lo
tanto, en la mayoria de las especies, su construccion y sus patrones de herencia son
motivo de una activa investigacion (Schatten et al., 1991). Los embriones
partenogénicos son fuente de informacién en esta area dado que dividen sus células
sin replicar su centrosoma. Todo lo expuesto muestra cémo en los mamiferos se
pueden observar fendmenos genéticos y de desarrollo que no se observan en otros
modelos animales, y que ademas junto con las nuevas tecnologias in vitro de
manipulacion de embriones se pue den aclarar y entender los mecanismos de
reparticion de los cromosomas, del desarrollo ‘embrionario temp_rano, del estudio de
‘nuevas formas de herencia y, finalmente, gracias a la clonacién, la interaccion del

citoplasma y el nucleo en los modelos embrionarios.

1.2.6 Reprogramacion nuclear de células somaticas _

Las mayores pérdidas embrionarias ocurren durante el desarrollo de la preimplantacion.
En bovinos (Bruggerhoff et al., 2002, Gibbons et al., 2002, Kishi et al., 2000, Kubota et
al., 2000, Wells et al., 1998, Edwards et al., 2001, Shiga et al., 1998, Hill et al., 2000}
como en otras especies incluyendo cabras (Zou et al., 2001), ovejas (Wilmut et al,,

1997) y conejos (Chesne et al., 2002), siendo mayores al 65 % de embriones clonados
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fallidos en el periodo de desarrollo de mérula compacta a blastocisto. Aproximadamente
el 50% de los embriones clonados bovinos en etapa de blastocisto establecen la prefiez
despues de su transferencia a una hembra nodriza. Sin embargo, comenzando 30 dias
aproximadamente y continuando hacia el dia 60 de la gestacion, la muerte embrionaria
pudiera ocurrir en 50 al 100% de las gestaciones (la ausencia de latido del corazon y
separacion de las membranas de la placenta). (Gibbons et al. 2002, Hill et al., 2000,
Kasinathan et al, 2002, Wells et al., 1998) han reportado similares pérdidas
comparadas con las pérdidas de prefiez en bovinos por servicio natural (pérdidas del 2
al 10%, o usando los procedimientos de IVMFC (16%;) (Hasler J.F., 1998, Hasler et al.,
1995). La examinacién de la placenta originada de los embriones clonados entre los
dias 40-50 de gestacion revelan que la placenta, esta hipoplastica, parcialmente
desarrollada con cotiledones rudimentarios (Stice et al., 1996), o aquellos que son
esencialmente normales cuando se comparan con los embriones derivados de FIV (Hill
et al.,, 2000). El incremento en la incidencia de abortos espontaneos durante el
segundo trimestre de gestacion fue reportado por (Kato et al., 2000, Kishi et al., 2000,
Kubota, et al., 2000, Wells et al., 1999, Edwards et al., 2001), y los examenes
macroscopicos e histopatolégicbs de fetos abortados revelan pocas anormalidades
(McCracken et al., 2001). Sin embargo, las placentas a menudo son anormales con una
marcada reduccion en los cotiledones del feto (menores que 20 comparados con los
normales de 70 a 120) (Young et al., 2001). Aln més,rlas membranas fetales son
pesadas y edematosas.

El aborto de fetos bovinos clonados ocurren durante el tercer trimestre de gestacion
entre los dias 200 a 265 (280 dias = termino). Las pérdidas durante éste periodo estan
generalmente caracterizadas por un incremento marcado en la incidencia de
hidroalantoides y muerte fetal (Gibbons et al, 2002, Zakhartchenko et al., 1999,
Heyman et al., 2002, Wells et al., 1999, Piedrahita et al.,, 2002, Hill et al., 1999,
Chavatte-Palmer et al., 2002). El hidroalantoides es acompafiado por una marcada
reduccion de los placentomas, e! advenimiento de la placenta y edema de los
intercotiledones de la membrana placent.al. (Edwards et al., 2003).

La muerte tardia de los fetos clonados son primeramente el resultado de la inadecuada

placentacion, los examenes microscopicos de fetos neonatales no se han identificado
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con cualquier conocimiento genético o anormalidad generada (McCracken et al., 2001).
El liquido amnidtico y meconio generalmente se encuentran presentes en los pulmones
de todos los fetos a término indicando algun grado de estrés en el Utero antes de morir.
Los terneros clonados son mas grandes al nacimiento y tienen un rango bajo de
sobrevivencia postnatal cuando se comparan con s.u contraparte in vitro. (Edwards et
al., 2003) (Kato et al., 2000, Heyman, et. al. 2002). La mayoria de los terneros
derivados de la placenta anormal requieren un monitoreo intenso y terapia después de
su nacimiento para tratar las complicaciones que pudieran incluir dismasturia del
pulmén, hipertension pulmonar, dolor respiratorio, hipoxia, hipotermia, hipoglicemia,
acidosis metabdlica, incremento del tamafo de las venas y arterias umbilicales, asi
como el desarrollo de sepsis en cualquiera de las estructuras umbilicales o pulmonares
(Gibbons et al., 2002, Wells et al.. 1999, Wells et al., 1998, Hill et al., 2000, Hill et al.,
1999).
Severas complicaciones pueden no ser evidentes por varios meses. Gibbons et al.,
2002, reporto la perdida de un ternero aproximadamente a los 60 dias de edad y la
necropsia revelo adhesiones consistentes en los pulmones con neumonia, y problemas
digestivos asociados con indigestion vagal. Similares complicaciones han sido des'c.ritas
de clones derivados de fetos (Hill et al.,, 1999) y c'é.lulas embrionarias (Garry et al.,
1996). '
Pace et al., 2002, reportaron similares rangos de crecimiento en el desempefio.
reproductivo y caracteristicas de la lactacién de los bovinos clonados comparados con
los bovinos naturales lecheros. Aun mas, Enright et al.,, 2002, demostré que las
| vaquillas clonadas no presentarbn diferente longitud del ciclo estral, diametro del
foliculo ovulatério, nimero de oleadas foliculares o perfiles de los cambios hormonales
(LH, FSH, Estradiol y Pogesterona). La concentracion de hormonas de crecimiento para
clones derivados de 13 afios de edad en la raza Holstein, los valores registrados de
IGF-I y GFBP3 se encontraron todos en el mismo rango reportado para las vaquillas no
clonadas de edad similar (Govoni et al., 2002).
Sin embargo, aunque los animales clonados pudieran parecer normales y saludables,
es posible que patologias no diagnosticadas puedan desarrollarse tardiamente en la

vida (Chavatte-Palmer et al., 2002). Como un resultado de cambios subsecuentes en la
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estructura de la cromatina y/o expresion génica. Miyashita et al., 2002, encontraron
diferencias en las longitudes de los telémeros entre bovinos clonados derivados de
diferentes tipos de células. Mas aun, puede o no ser normal la inactivacion del
cromosoma X reportada en el ratdbn (Eggan et al., 2000) y en el bovino (Xue et al.,
2002). Wrenzycki et al., 2002, notaron una aberrante expresion de genes que pueden
ser de importancia en la adaptacion del estrés, funcion trofeblastica y metilacion del
DNA, durante el desarrollo de la preimplantaciéon en emBriones de bovinos clonados.
Aln, muchos ratones y otros animaies han sobrevivido a la madurez a pesar de
presentar disfuncion de genes, indicando que el desarrollo en mamiferos puede ser
bastante tolerante a las aberraciones epigenéticas del genoma (Humpherys et al.,
2001). Las ultimas consecuencias de aberraciones epigenéticas del genoma en

animales clonados permanecen inciertas pero puede resultar en una muerte temprana.

1.2.7 Factores que afectan la reprogramacion celular

Ciertamente varios factores relacionados con SCNT asi como los procedimientos y el
medio ambiente de cultivo pueden contribuir a la muerte embrionaria y fetal de
embriones clonados. La enucleacién de un ovocito involucra remover fisicamente del 5-
15% o mas del citoplasma. Para la confirmacion de que el ovocito ha sido enucleado,
este se irradia con luz ultravioleta y se ha demostrado que este procedimiento altera la
integridad de la membrana, que incrementa la demanda de metionina, altera la sintesis
de proteinas y I-a actividad mitocondrial (Smith, 1993). La insercidén de un nlcleo de una
célula somatica al citoplasma de un ovocito generalmente involucra la fusién por
induccion eléctrica o microinyeccion. Algunos grados de lisis ocurren despuées de
cualquiera de los procedimientos anteriores indicando alteraciones en la integridad de
la membrana del citoplasma (Ritchie y Campbell, 1995, Van Stekelenburg-Hamers et
al., 1993). Una variedad de protocolos han sido descritos para la activacion de
embriones clonados, la mayoria involucra exposiciones a agentes quimicos nocivos
para iniciar el ciclo celular embrionario (Gibbons et al., 2002, Wells et al., 1999 y Cibelli
et al., 1998). Los embriones son nutridos en un ambiente hostil hasta su transferencia
dentro de receptoras nodrizas. |
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Estas dificultades que se presentan pueden ser asociadas a la produccién de
embriones in vitro ya que en ella hay alteraciones en la expresidon de genes en
embriones y fetos de bovino (Blondin et al., 2000), borrego (Young et al., 2001), el
incremento de abortos con un 16% (Hasler et al., 1995), hidroalantoides con 1%
(Hasler, 1998), fetos muy pesados (Farin et al., 1995), distocia (Hasler 1998 y Walker et
al.,, 1996), sindrome del ternero gigante (Garry et al., 1996, Young et al., 1998)
incrementan la mortalidad hasta un 14.9% (Hasler et al., 1995).
La expresion de genes importantés para el desarrollo embrionario y fetal son alterados
en embriones clonados. Mas recientemente, Yong-Kook et al., 2001, encontro, que los
modelos de metilacion estan muy dafados en varias regiones genémicas en
~ embriones clonados de bovino. Sobre todo, el analisis de varios genes importantes en
el desarrollo en embriones clonados revelaron una expresion anormal en IL6, FGF4, y
FGFr2, (Daniels et al., 2000), G6PD y Xist (Wrenzycki et al., 2002) y Oct4 (Boiani et al.,
2002). Ademas, Wrenzycki et al., 2001, reportaron que las alteraciones en la expresion
de genes que ocurren en embriones clonados, pudieran ser dependientes de los
protocolos usados para clonacion. Asi mismo, la habilidad del citoplasma del ovocito
para una reprogramacion efectiva del nucleo somatico puede diferir de acuerdo al tipo
de célula. Por ejemplo, los nucleos obtenidos de células de Sertoli y del cerebro
siguiendo la microinyeccion dentro de citoplastos en Ml no sobrellevaron el desarrollo a
término comparados con nlcleos de células del ciumulo de raton (Wakayama et al.,
1998). Observaciones similares se han hecho en bovinos (Kato et al., 2000, For"sberg
et al., 2002).
Los animales clonados por transferencia nuclear de ovocitos de rastro tienen genomas
nucleares idénticos pero diferente ADN mitocondrial; por esto, ellos pudieran no ser
‘verdaderamente idénticos. E! ADN mitocondrial de origen materno (ovocitos), puede ser
asociado con algunas caracteristicas de produccion tales como la produccion de la
leche (Schutz et al., 1994} y caracteristicas de la canal (Mannen et al., 1998).
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1.2.8 Problemas asociados a la clonacioén animal

Las mayores pérdidas embrionariés ocurren durante el desarrollo de la preimplantacion.
En bovinos (Bruggerhoff et al., 2002, Gibbons et al., 2002, Kishi et al., 2000, Kubota et
al., 2000, Wells et al., 1998, Edwards et al., 2001, Shiga et al., 1999, Hill et al., 2000)
como en otras especies incluyendo cabras (Zou et al., 2001), ovejas (Wilmut et al.,
1997} y conejos (Chesne et al., 2002), siendo mayores al 65 % de embriones clonados
fallidos en el periodo de desarrolio de mérula compacta a blastocisto. Aproximadamente
el 50% de los embriones clonados bovinos en etapa de blastocisto establecen la prefiez
después de su transferencia a una hembra nodriza. Sin embargo, comenzando 30 dias
aproximadamente y continuando hacia el dia 60 de la gestacion, la muerte embrionaria
pudiera ocurrir en 50 al 100% de las gestaciones (la ausencia de latido del corazén y
separacion de las membranas de Ia placenta). (Gibbons et al. 2002, Hill et al., 2000,
Kasinathan et al., 2002, Wells et al., 1998) han reportado similares pérdidas
comparadas con las pérdidas de prefiez en bovinos por servicio natural (pérdidas del 2
al 10%, o usando los procedimientos de IVMFC (16%;) (Hasler J.F., 1998, Hasler et al.,
1995). La examinacion de la placenta originada de los embriones clonados entre los
dias 40-50 de gestacion revelan que 'la placenta, esta hipoplastica, parciaimente
desarrollada con cotiledones rudimentarios (Stice et al., 1996), o aquellos que son
esencialmente normales cuando se comparan con los embriones derivados de FIV (Hill
et al.,, 2000). El incremento en la incidencia de abortos espontaneos durante el
segundo trimestre de gestacion fue reportado por (Kato et al., 2000, Kishi et al., 2000,
Kubota, et al., 2000, Wells et al., 1999, Edwards et al, 2001), y los examenes
macroscopicos e histopatologicos de fetos abortados revelan pocas anormalidades
(McCracken et al., 2001). Sin embargo, las placentas a menudo son anormales con una
marcada reduccion en los cotiledones del feto (menores que 20 comparados con los
normales de 70 a 120) (Young et al., 2001). AGn mds, las membranas fetales son
pesadas y edematosas.

El aborto de fetos bovinos clonados ocurren durante el tercer trimestre de gestacion
entre los dias 200 a 265 (280 dias = término). Las pérdidas durante éste periodo estan
generalmente caracterizadas por un incremento marcado en la incidencia de
hidroalantoides y muerte fetal (Gibbons et al., 2002, Zakhartchenko et al., 1999,
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Heyman et al., 2002, Wells et al., 1999, Piedrahita et al., 2002, Hill et al., 1999,
Chavatte-Palmer et al.,, 2002). El hidroalantoides es acompafiado por una marcada
reduccion de los placentomas, el advenimiento de la placenta y edema de los
intercotiledones de la membrana placental. (Edwards et al., 2003).

La muerte tardia de los fetos clonados son primeramente el resultado de la inadecuada
placentacion, los examenes microscopicos de fetos neonatales no se han identificado
con cualquier conocimiento genético o anormalidad generada (McCracken et al., 2001).
El liquido amnidtico y meconio generalmente se encuentran presentes en los puimones
de todos los fetos a término indicando algun grado de estrés en el utero antes de morir.
Los terneros clonados son mas grandes al nacimiento y tienen un rango bajo de
sobrevivencia postnatal cuando se comparan con su contraparte in vitro. (Edwards et
al., 2003) {Kato et al., 2000, Heyman, et. al. 2002). La mayoria de los terneros
derivados de la placenta anormal requieren un monitoreo intenso y terapia después de
su nacimiento para tratar las complicaciones que pudieran incluir dismasturia del
pulmén, hipertension pulmonar, dolor respiratorio, hipoxia, hipotermia, hipoglicemia,
acidosis metabdlica, incremento del tamafo de las venas y arterias umbilicales, asi
como el desarrollo de sepsis en cualquiera de las estructuras umbilicales o pulmonares
(Gibbons et al., 2002, Wells et al., 1999, Wellsr et al., 1998, Hill et al., 2000, Hill et al.,
1999).

Severas complicaciones pueden no ser evidentes por varios meses. Gibbons et al.,
2002, reporto la perdida de un ternero aproximadamente a los 60 dias de edad y la
necropsia revelé adhesiones consistentes en los pulmones 'con neumonia, y problemas
digestivos asociados con indigestién vagal. Similares complicaciones han sido descritas
de clones derivados de fetos (Hill et al., 1999) y células embrionarias (Garry et al.,
1996).

Pace et al., 2002, reportaron similares rangos de crecimiento en el desempefio
reproductivo y caracteristicas de la lactacién de los bovinos clonados comparados con
los bovinos naturales lecheros. Aun mas, Enright et al.,, 2002, demostré que las
vaquillas clonadas no presentaron diferente longitud del ciclo estral, diametro del
foliculo ovulatério, nimero de oleadas foliculares o perfiles de los cambios hormonales

(LH, FSH, Estradiol y Pogesterona). La concentracion de hormonas de crecimiento para
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clones derivados de 13 afios de edad en la raza Holstein, los valores registrados de
IGF-l y GFBP3 se encontraron todos en el mismo rango reportado para las vaquillas no
clonadas de edad similar (Govoni et-al., 2002).

Sin embargo, aunque los animales clonados pudieran parecer normales y saludables,
es posible que patologias no diagnosticadas puedan desarrollarse tardiamente en la
vida (Chavatte-Palmer et al., 2002). Como un resultado de cambios subsecuentes en la
estructura de la cromatina yfo expresion génica. Miyashita et al., 2002, encontraron
diferencias en las longitudes de los teldmeros entre bovinos clonados derivados de
diferentes tipos de células. Mas -aln, puede o no ser normal la inactivacion del
cromosoma X reportada en el ratén (Eggan ét al., 2000) y en el bovino (Xue et al.,
2002). Wrenzycki et al., 2002, notaron una aberrante expresién de genes gue pueden
ser de importancia en la adaptacién del estrés, funcidon trofoblastica y metilacion del
DNA, durante el desarrollo de la preimplantacion en embriones de bovinos clonados.
Aun, muchos ratones y otros animales han sobrevivido a la madurez a pesar de
presentar disfuncién de genes, indicando que el desarrollo en mamiferos puede ser
bastante tolerante a las aberraciones epigeneticas del genoma (Humpherys et al,
2001). Las ultimas consecuencias de aberraciones epigenéticas del genoma en

animales clonados permanecen inciertas pero puede resultar en una muerte temprana.

1.2.9 Aplicacion de la clonacién por transferencia nuclear

El éxito de la clonacion de ovejas (Wilmut et al., 1997), bovinos (Kato et al., 1998),
cerdos (Polejaeva et al., 2000) y cabras (Zou et al., 2001) confirman la utilidad de la
transferencia nuclear de células somaticas con el propésito de la expansidn clonal  en
la produccién de alimentos de origen animal. Hay también interés creciente a utilizarse
para restaurar especies en peligro, o incluso extintas. Wells et al., 1998, reportaron el
primer uso exitoso de la transferencia nuclear de células somaticas para conservar la
Oltima vaca superviviente de la Isla de Enderby Ecuador una raza Unica de esta isla.

L.anza et al., 2000, usaron interespecies usando SCNT para clonar una especie puesta
en peligro de extincidon (Bosgaurus).
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El uso de SCNT aumenta la eficiencia en la produccion de animales transgénicos
a un 100% (Schnieke et al., 1997). El anuncio del primer cordero clonado transgénico
(Schnieke et al., 1997) y bovino (Cibelli et al., 1998), usando SCNT inmediatamente
desperto la posibilidad de producir células madre embrionarias en éspecies domesticas
y la posible utilidad para introducir o suprimir genes en el genoma de animales
domésticos. McCreath et al., 2000 anunciaron el nacimiento de la primera oveja
clonada modificada. Recientemente, Lai et al., 2002, demostr6 que SCNT podria
utilizarse para producir cerdos clonados con el bloqueo del gen pB-1,3-
ga'lactosiltransferasa. lLanza et al., 2002, demostraron que la SCNT podria usarse para
la generacion de tejidos histocompatibles dirigiendo uno de los desafios mayores en la
medicina del trasplante.
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2 Planteamiento del problema

La capacidad de reprogramacion de células somaticas pbr transferencia nuclear en
ovocitos enucleados madurados en MIl posibilita el uso de animales genéticamente
superiores para su manipulacién gendmica. Sin embargo, la eficiencia es muy baja por
lo que seria de gran utilidad llevar a cabo éstudio_s en celulas de fibroblasto de origen
fetales como de adulto, ademas del efecto que pudiera tener el género (hembra o
macho) para ser reprogramadas en ovocitos de bovino buscando incrementar el
desarrollo de embriones clénicos, comprender la reversion nuclear y que a la vez

sirvan como un modelo animal para la transfeccion y/o medificacion del genoma.
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3 Hipdtesis

Existen diferencias debidas a la reprogramacion de genomas de fibroblastos fetales y

de adulto, asi como diferencias en el desarrollo de embriones

transferencia nuclear.

clonados por
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4 Objetivos
Objetivo General

Determinar el indice de reprogramacion nuclear de fibroblastos fetales y adulto de

ambos géneros en ovocitos madurados y enucleados a través del desarrollo

embrionario.

Objetivos especificos:

1.- Establecer protocolo: Obtencion y maduracion de ovocitos in vitro. -
2.- Obtener el cultivo, almacenamiento de fibroblastos fetales y de adulto.
3.- Enuclear, fusionar y activar ovocitos reconstruidos.

4.- Desarrollar embriones clonicos in vitro.

5.- Determinar el efecto del género de fibroblastos fetales sobre su reprogramacion

nuclear en el desarrollo de embriones clonados.

6.- Determinar el efecto del género de fibroblastos de adulto sobre su reprogramacion

nuclear en el desarrollo de embriones clonados.

7.- Establecer el mejor indice de desarrollo de embriones clonados por transferencia

nuclear tanto el origen de las células de fibroblasto como del género.
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5.- Material y Método.

El trabajo experimental se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Fisiologia
. Animal del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la
Universidad de Guadalajara. El material de tejido ovarico y tejido conjuntivo
(fibroblastos fetales) de bovino se suministro, fanto por el Rastro Municipal de Zapdpan
como por el Rastro Municipal de Guadalaja'ra. El material de tejido conjunti\}o
(fibroblastos de adulto) provino de sementales y hembras del Rancho ganadero

Uberaba, ubicado en el Municipio de Tlajomulco en Jalisco.

5.1 Cultivo de fibroblastos fetales de bovino.

1.- Coleccion del feto en el rastro: Se removid el utero del animal, se limpio con alcohol,
se extrajo la placenta y se lavo con PBS y antibiético (penicilina 100 Ul/mi) el feto con
su saco amniotico, se deposito en un frasco estéril con nuevo medio PBS y antibidtico a
4 °C para ser transportado al laboratorio.

2.- Preparacion del feto: Se transfirié el feto a una caja petri de 10 cm. de diéfnetro.
Con tijeras estériles y unas pinzas, se abrid el saco amnidtico y se cambio el feto a
otra caja petri que contenia PBS. El liquido amniotico se removié con una jeringa. Se
secciono la cola y la cabeza para congelarlas en PBS con 10% de glicerol para futuros
analisis moleculares.

Se secciono el feto por la linea media, se removid los ¢rganos internos. Todo el tejido
que forma la piel incluyendo el costillar, a ekcepcic')n de las extremidades se disecciond
para realizar los cultivos. Se obtuvo secciones de la piel del feto y tejido muscular, estas

se colocaron en una caja petri de 5 cm. de didmetro con PBS y antibidtico.
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3.- Disgregacion celular: Las piezas de tejido diseccionadas, se cortaron en pequefios
trozos con ayuda de un bisturi y pinzas, los trozos se pasaron a una caja petri que |
cpntenia 4 ml de solucién tripsina al 0.25% y 1mM de EDTA en PBS. Este tejido
colectado y cortado, se succiono dentro y fuera de una pipeta pasteur, se puso a
incubar 15 minutos a 38 °C agitando la suspensién y pipeteando para faéilitar la
disgregacion.

4.- Sembrado y cultivo celular: Para el cultivo, previamente se precalent6 el medio MEM
(sigma) con suero fetal bovino al 15 % y antibidtico (Amikacina 150 ug/ml y penicilina
100 pg /ml). Para inactivar la tripsina, la suspension se centrifugo y se retiro el
sobrenadante. El pellet se resuspendic en medio _de cultivo (MEM) y se centrifugo una
vez mas 5 min. a 700 rpm. Se resuspendid el pelet en 2ml de medio de cultivo, esta
suspension se filtro por medio de-tres capas de gasa esteril, el filirado se centrifugo, se
res_uspendic') en 2 ml de medio y se sembrd en una caja de petri de 10 cm. y se pusc a
incubar a 38.56 °C con 90 % de humedad relativa en 5% de COZ2 y aire filtrado. Los

cultivos se examinaron después de 24 hrs. Para estas células el nimero de pasajes fue

de 4.

5.2 Cultivo de Fibroblastos de adulto
Lasrcélulas de fibroblasto adulto fueron cultivadas de una biopsia de tejido de la oregja

de bovinos adultos de la raza Holstein, biopsia de oreja de 1 cm. de hembra y macho

adultos.
Se colocaron en PBS y antibiotico, la muestra de tejido se lavo varias veces en PBS, la

muestra se disecciono en cuadros de 1 mm?, el tejido fue transferido a una caja de
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cultivo de 100 mm? en un medio Dulbeco Modificado de Eagle's (DMEM) + 10% de
suero fetal bovino, 10,000 U/ml de penicilina G, 10,000 ug/ml de estreptomicina y se
cultivo a 39°C, y 5% de CO2 en aire. Cuando el cultivo se torno confluénte (alrededor
de 10 dias) las ceélulas fueron ftripsinizadas por- 5 min. y se recuperaron por
centrifugacion a 800 RPM, el pelet resultante fue resuspendido en el medio de cultivo
anterior y cultivado una parte hasta su uso.

Para preservar las células de fibroblasto se congelaron de la siguiente manera. Las
células fueron congeladas en DMEM-F12 conteniendo 10% de Dimetil Sulfoxido, se
reposaron las células en' este medio y se introdujeron al ultracongelador a —80° C. Las

células para la transferencia nuclear fueron del pasaje 4.

5.3 Obtenciény madurécién de ovocitos in vitro de bovino

Los ovarios fueron colectados en el rastro directamente del aparato reproductivo, se
seccionaron los ovarios y se transportaron al laboratorio en la solucidn salina fisiolégica
con penicilina a una concentracion de 100, 0000 Ul por litro, se enjuagaron y se
seleccionaron los ovarios para su aspiracion, descartando aquellos ovarios que se
encuéntraron en anestro.

Obtencién de ovocitos: los foliculos de 2 a 7 mm de didametro fueron. aspirados
utilizando una jeringa de 10 ¢cm. con una aguja de calibre 19 G. El liquido folicular
recuperado fue vaciado a un tubo conico de plastico de 50 ml. donde se dejo
sedimentar a baflo maria a 38°C durante 15 minutos. Se deposito el liquido folicular en
cajas petri del10 cm. donde fueron colectados el complejo cumulos ovocito CCO de
mejor calidad de acuerdo a su clasificacion morfolégica. Una vez colectados los CCO

fueron puestos en gotas de medio de cultivo 199 (TCM-199) suplementado con 20 mM
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de Hepes, 0.4 % de suero albumina bovina, 0.2 mM de piruvato de sodio y 100 U7ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina. Los CCO se lavaron y posteriormente fueron
transferidos al medio de maduracion que consistié del medio TCM-199 suplement'ado
con 10 % de suero fetél bovino, 0.2 mM de piruvato de sodio, 35ug/ml de FSH
(Foltropin} ,10 mg de insulina humana y penicilina estreptomicina a la concentracion
anterior. Las cajas se transfirieron a la estufa a una temperatﬁra de 39°C en una

atmosfera de 5% de CO2 en aire y una saturacion de humedad superior al 90 %

durante 20 hrs.

5.4 Enucleacion y reconstruccion nuclear

Inicialmente’ se prepararon todos los medios necesarios para desnudar, manipular,
fundir, activar y cultivar. Se calentd una alicuota de hialuronidasa a 39° C una hora
antes de desnudar. Se preparo aproximadamente 25 ml de medio de manipulacion a
partir del stock de medio TCM mas hepes adicionandole 50 pg/ml de gentamicinay &6 %
de suero fetal bovino (SFB) y se mantuvo a 37 °C en la incubadora sin CO?. A partir de
este medio de manipulacion se preparo 10 mi para la micromanipulacién adicionando
75 pl para una concentracion de trabajo de 7.5 pg/ml. Después de 18 horas de
maduracién los ovocitos fuercn desnudados con hialuronidasa en TCM-199 hepes
durante 5 min. en vortex , posteriormente se lavaron en medio de, manipulacion. Se
seleccionaron los ovocitos con cuerpo polar, citoplasma oscuro y homogéneo para
clonacion. Antes de la micromanipulaciéh los ovocitos fueron incubados en medio PBS
adicibnando 7.5ug/ml de citoquelacina B y 0.3% de sacarosa durante 10 minutos. Se

descongelo un vial celular a 37 °C. Previamente se calenté DMEM con 5 % de suero
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fetal bovino, se centrifugo a 800 rpm por 15 min. en el mismo medio afiadiendo 5 ml. Se
descarto con cuidado el sobrenadante y se resuspendid 10 veces en 5 ml de DMEM
E:on 5-10 % de SFB. Se procedid a enuclear los ovocitos los cuales se pasaron a las
placaé, en el micromanipulador los platos cromosémicos fueron removidos usando una
pipeta de vidrio de 20 micras de diametro interno, el plato metafasico con un minimo
'volumen de citoplasma fue removido al eyectar una protucion en el espacio perivitelino,
inmediatamente después, se reconstruyo el citoplasto con las células de fibroblasto y se

procedio a la organizacion de la polaridad del ovocito-fibroblasto.

5.5 Activacion:

Se preparo la cicloheximida péra la activacion, 10 ul del stock de cicloheximida en 1 ml
de TCM Hepes para una concentracion de trabajo de 10 pg/ml.. El Etanol se utilizo al 7
% en medio TCM Hepes. 5 minutos en medio de manipulacién, se lavo con medio de
manipulacion varias veces, y después en TCM Hepes. 5 horas en cicloheximida (10
pg/ml) en TCM Hepes se incubaron los pre—émbriones en atmosfera 5 % de CO» e; 39°

C. los ovocitos como grupo control se activaron con el protocolo de Etanol para

producir embriones partenogénicos.

5.6 Desarrolio de embriones clonicos in vitro
48 horas Pos incubacion se sacaron los évulos degenerados y sin fragmentacion, los

pre-embriones con segmentacion se lavaron 3 veces en TCM Hepes y se pasaron a

SOF aa, se incubo durante 5 dias en la incubadora a 38.5 °C con una humedad relativa
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del 90% y una mezcla de gases compuesta por 5% de CO2, 5% de 02 y 90% de

Nitrégeno. Los embriones se evaluaron a los dias 5y 7 a partir de su activacion.

5.7 Diseno Experimental

Desarrolld de embriones clonados pdr transferencia nuclear de fibroblasto tanto de
origen fetal como de adulto de macho y hembra en ovocitos madurados y enucleados.
Células de fibrobiasto fetales de hembra y macho, cultivados en el pasaje 4, fueron
usados para la reconstruccién nuclear de ovocitos en Mil previamente enucleados,
tanto para la enucleacién, reconstruccion y activacidon se midieron sus efectos en
respuesta a los porcentajes de fusion, divi‘sic')n, moérulas, blastocistos y en
degeneracion. Como valor de referencia se utilizo un grupo control de ovocitos
activados. Para este experimento se propuso contar con tres repeticiones, para cada
‘repeticion se contd con 50 ovocitos por tratamiento y 20 ovocitos para el grupo control,
el efecto de fibroblastos fetales y el sexo fueron medidos por el desarrollo embrionario

temprano utilizando la prueba de ¥°. Programa SPSS para Windows Versién 7.52S
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6.- Resultados

Los resultados que permitieron establecer el desarrolio de embrioneé por transferencia
nuclear de células de fibroblasto se presentan a continuacion. |

Los resultados que presenta la relacién de la actividad ovarica y la calidad de CCO
colectados se presentan en ¢l Cuadro 3. La coleccion de CCO aspirados de ovarios
que presentaron cuerpo lUteo para las clases 1-3, 4-5 y ovocitos con fibrina fueron 990,
1190 y 201 respectivamente, asi como los CCO aspirados de ovarios sin cuerpo liteo
con actividad folicular para las clases 1-3, 4-5 y ovocitos con fibrina fueron 846, 1534 y
148 respectivamente. Los oQarios que no presentaron actividad folicular ni IGteal fueron
descartados. Con un total de 4909 CCO evaluados, la calidad de CCO fue mayor para
los CCO aspirados de ovarios que no presentaron cuerpo lUteo en comparacion .a
aquellos que se aspiraroh de ovarios Coh cuerpo luteo, asi‘ mismo se encontro

diferencias significativas (p< 0.01) ente las dos variables.

Cuadro 3. Relacién de la actividad ovarica con la calidad de CCO colectado.

Actividad ovarica Clases 3,4y 5 Clases 1,2 Fibrina 6 Total
Con cuerpo luteo 990 1190 501 5381
Sin Cuerpo llteo 846 1534 148 2528

total 1836 2724 349 4909

Chi-Sq =58.435 DF =2, P — Value = 0.000
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Los resultados que presenta la suplementacién con o sin insulina aplicada a la
maduracion de ovocitos in vitro se muestran en el Cuadro 4. La maduraciéon que
presentaron los ovocitos suplementados con insulina para las clases GV, Ml y Ml
fueron 37, 160 y 213 respectivamente, asi mismo para la maduracién de ovocitos in
vitro sin suplementacion con insulina fueron: 49, 208, 142 respectivamente. Con un total
de 809 ovocitos evaluados, la maduraciéon hasta metafase 1l suplementada con insulina
fue mayor en comparacion cuando la insulina no fue suplementada. Sin embargo, para
Metafase | (M) se observa una ligera activaciéﬁ de los procesos de maduracion sin
llegar a Metafase Il (MIl). Asi mismo, se encontré diferencias significativas (a <0.01)

entre las dos variables.

Cuadro 4. Maduracion de ovocitos in vitro suplementados con o sin insulina.

suplementos GV Mi Mil ovocitos
Con Insulina 37 160 T 10
Sin insulina 49 208 ' 142 399

~ total 86 368 365 809

Chi-Sq =21.990 DF =2, P - Value = 0.000

Los resultados que se presentan en el Cuadro 5 citan el efecto de la concentracion de
sacarosa sobre el desarrollo de embriones partenogenéticos. En esta tabla se muestra
la concentracion de sacarosa que se uso a 0.3 moles, 0.7 moles y 1 hol Y su relacién
sobré la proyeccién metafasica, la division celular y la formacion de blastocistos

encontrandose que para 0.3 moles 99, 64 y 34 blastocistos se obtuvierdn para sus

39




variables de medicion respectivamente, para 0.7 moles 84, 55 y 28 blastocistos se
obtuvieron para sus variables de medicion resbectivarﬁente, y para la sacarosa a 1 mol
se obtuvieron 83, 49 y 23 embriones_ respectivamente para las variables antes
mencionadas con una muestra total de 519 dvulos trabajados. Cuando se realizd el
analisis estadistico no se encontré diferencias significativas entre la concentracion de
0.3, 0.7 y 1 mol en la evaluacion de su efecto para la formacion de blastocistos. No se

encontré diferencias significativas con P — Value = 0.963.

Cuadro 5. Efecto de la concentracion de la sacarosa sobre el desarrollo de embriones

partenogeneéticos.
concentracion Proyeccidn Division blastocistos : totales
metafasica _ _
Sacarosa 0.3 mol 99 64 34 197
Sacarosa 0.7 mol | 84~ 55 28 167
Sacarosa al 1 mol 83 49 23 | 195
total 266 168 85 519

Chi-Sq =0.605 DF =4, P -Value =0.963 .

En el Cuadro 6 se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de embriones
‘ clonados por transferencia nuclear utilizando fibroblastos fetales de ambos géneros. En
este cuadro se analizan las variables de ovocitos reconstruidos con fibroblastos fetales
tanto de hembra como de macho y se mide el efecto sobre las variables de fusion,
division, morulas y blastocistos. Para el uso de fibroblastos fetales de hembra se

encbntraron 150, 102, 55 y 37 péra las variables antes mencionadas respectivamente,
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asi mismo, para fibroblastos fetales de macho 150, 105, 46 y 30 respectivamente.

También, se utilizd un grupo control de o6vulos que fueron activados

partenogenéticamente utilizando la activacion por fusidon encontrandose 60 ovocitos

control, 42, 17 y 14 respectivamente. Un total de 360 d6vulos fueron trabajados y se

obtuvo 81 blastocistos. No se encontraron diferencias significativas para las dos -

variables medidas con P — Value = 0.939.

Cuadro 6. Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear utilizando

fibroblastos fetales de ambos géneros.

fusionados : divididos | morulas | blastocistos
-Ovocitos reconstruidos con 150 102 55 37
fibroblastos fetales de hembra
Ovocitos reconstruides con 150 105 46 30
fibroblastos fetales de macho
Ovocitos control 60 42 17 14
Totales 360 149 118 81

Chi-Sq=1.776 DF =6, P - Value = 0.939

En el Cuadro 7 se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de embriones

clonados por transferencia nuclear utilizando fibroblastos adultos de ambos géneros. En

esta tabla se analizan las variables de ovocitos reconstruidos con fibroblastos adultos

tanto de hembra como de macho y se mide el efecto sobre las variables de fusion,

division, mérulas y blastocistos.. Para el uso de fibroblastos adulto de hembra se

encontraron 150, 98, 50 y 31 para las variables antes mencionadas respectivamente,
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asi mismo, para fibroblastos fetales de macho 150, 108, 45 y 27 respectivamente.
Tambien, se utilizd un - grupo control de _évulos que fueron activados
partenogenéticamente encontrandose 60 ovocitos control, 38, 15y 12 respebtivamente.
Un to'tal de 360 ovulos fueron trabajados y se obtuvo 70 blastocistos. No se encontraron

diferencias significativas para las dos variables medidas con P — Value = 0.945

Cuadro 7. Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear utilizando

fibroblastos de adulto de ambos géheros.

fusionados | divididos | morulas : blastocistos

Ovocitos reconstruidos con 150 98 50 31

fibroblastos adultos de hembra

Ovocitos reconstruidos con 150 | 108 45 27

fibroblastos adultos de macho

Ovocitos control 60 38 15 12

Totales TTTEe0 [ 244 1107770

Chi-Sq=1.776 DF =6, P —Value =0.945
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Figura 8 Embriones reprogramados nuclearmente de 72 hrs pos activacion con una
fragmentacion blastomerica .y con blastomeos en degeneracidn asi como una
desigualdad en el estadio de segmentacion.

Figura 9 En el lado izquierdo se muestra embriones 'reprogramados nuclearmente (8-
16 blastomeros) con una fragmentacion blastomerica y una desigualdad en el estadio
de segmentacion, en el lado derecho tenemos una morula temprana (de 16 a 32
celulas).
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7.-Discusion.

Los nuevos modelos experimentales de reprogramacién celular aplicados a los
~ programas de transferencia nuclear de células somaticas han sido modificados a partir
del modelo -propuesto por lan Wilmut et al., (1997),donde la aplicaéién del modelo al
control del ciclo celular han variado, como ejemplo tenemos los trabajos.en clonacién
encabezados por Jose Cibelli y col. (1998) Que han propuesto que no es necesaria la
induccion de la quiescencia para la reprogramacion nuclear, por otro lado los trabajos
desarrollados por Kato y col. (1998) sobre los factores que afectan a la reprogramacion
y enfocados a la sincronizacion de la célula donante i_ndependientemente del citoplasto
receptor, en base a estos estudios nosotros utilizamos el modelo clasico de
reprdgramacién prOptjesto por lan Wilmut, ya due para fines practicos y optimizando
recursos este modelo es viable yé que la reprogramacion de celulas donantes en fase

Go se puede obtener entre un 90%.

Se han probado varias estirpes celulares tanto fetales, embrionariaé‘ y de adulto de
ambos géneros mas no se ha determinado con exactitud cual es la célula idénea para
reprogramacion. Una de Ias lineas celulares mas probadas hoy dia son los fibroblastos
de origen dérmico, los cuales han presentado una facilidad para su crecimiento y
reprogramacion, asi como que este tejido proviene de una biopsia que no pone en

riesgo la salud del donante y se puede disponer de ambos géneros.
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Aunque las investigaciones continuan desarrollando alternativas viables para produgir
embriones clonados por transferencia nuclear de celulas somaticas, las fuentes del
citoplasto receptor es de suma importancia en cualquier tecnica que se desarrolle.

Las fuentes de ovocitos pueden provenir de ovarios que son colectados en rastro, lo
que representa un gran reto en Mexico para poder contar con un ganado libre de
implantes hormonales (esteroides, anabolicos) que se utilizan hoy en dia sin medida.
Se sabe que la administracion de estos quimicos provoca perturbaciones en la
dinamica folicular asi como un fuerte impato en el desarrolio de los ovarios, asi mismo
los difer_ntes estados nutricionales varian ya que la evaluacion previa al entrar al
sacrificio demuestra variaciones en la conformacion del animal. Otras variables pueden

ser la edad, el estress por transporte asi como la salud del animal.

Relacién de la actividad ovarica con la calidad de CCO colectado

Se encontré una variacion en las consitencias del tejido ovarico de aquellos ovarios que
son colectados en el rastro y las distintas patologias que se observan en los ovarios de
los animales sacrificados. Se encontraron diferencias significativas de ovarios que
presentaron actividad folicular con o sin cuerpo luteo, los resultados indican que la
calidad de CCO obtenidos de foliculos con un diametro de 2 a 7 mm de diametro que
provenian de ovarios sin cuerpo lUteo tuvieron mejor respueéta a la maduracion in vitro
que aquellos que provenian de ovarios con cuerpo luteo.

Cabe sefialar que aquellos ovarios que presentaron patologias asi como que se
encontraban sin actividad folicular ¢ luteal fueron descartados para este trabajo.

Por lo antes citado se requieren de estudios que permitan seleccionar con certeza

aquellos ovarios que sean viables para obtener citoplastos bovinos.
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Maduracion de ovocitos in vitro suplementados con o sin insulina

El efecto que presenta la suplementacion con o sin insulina aplicada a la maduracion de
ovocitos in vitro como un factor que promueve el crecimiento celular, se encontré que
para las clases GV, Ml y MIl dicha suplementacién fue superior su crecimiento de
ovocitos in vitro cuando se comparo con ovocitos sin suplemento para las clases antes
mencibnadas, Spicer (1993) reporto que la insulina bovina aumenta la mitdsis de las
celulas de la granulosa bovina. Gong et al., (1993) reporto el efecto estimulante de la
insulina sobre la proliferacion de las células de la granulosa presenta un efecto de
sinergismo con las gonadotropinas. Spicer et al., (1993) encontro que la insulina
incrementa la producccidon de progesterona y estradiol por las células de la granulosa
en presencia de FSH, asi mismo la suplementacion al medio de maduracién mejora los
rangos de fertilizacion por el efecto dirécto que tiene sobre las células de la granulosa
cuando es incubado en el medio de fertilizacién de los CCO mas espermatozoides. La
insulina y el factor de crecimiento Insulinico_ IGF-I estan relacionados con la cantidad y
calidad de los cambios en la sisntesis de proteinas o en la promocién de nueva sintesis
de RNA entre el estadio embrionario de 8 a 16 celulas porque la insulina estimula el
transporte de aminoacidos (Gardner y Kaye, 1991). Por lo anterior se cree que la
insulina pudiera soportar la proliferacion celular tanto de ovulos y embriones con
actividad mitogenica en las celulas granulosas y transporte de aminoacidos en ovulo y

embrién bovino.
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Efecto de la concentracién de la sucrosa sobre el desarrollo de embriones
partenogenéticos.

Se han utilizado varios tipos celulares en programas de reprogramacién nuclear
incluyendo los derivados de fetos, embriones y de adulto como donadores para la
transferencia nuclear, sin embargo los ovulos son limitados al estado de metafase Il.
Como ejemplo tenemos que ovocitos enucleados en MIl de ratos y fusionados con
celulas del cumulus o fibroblastos han permitido el naciemiento de crias clonadas
(Wakayama et al., 1998; Wakayama et al., 1999; Kubota 1998). Mientras que los
zigotos de raton enucleados inyectados con celulas del cun’iulus son blogueados en el
estado de 2 a 4 células (Wakayama et al., 1999). Esto sugiere efetos considerables
sobre la eficiencia de la transferencia nuclear de los estados del citoplasto receptor.

De los citoplasmas mas opacos, el plato metafasico alrgado y los cromosomas en los
ovocitos de bovino son invisibles sobre microscopia de luz estandar. La solucion
tradicional fue identificar la posicién de los cromosomas indirectamente, localizando el
primer cuerpo polar (PB1). Se asumio que los cromosomas se encuentran serca al area

del espacio perivitelino donde fue extruido el primer corpusculo polar. Sin embargo-el

PB1 puede migrar de su posicién original.

Un metodo altenativo para estimar la posicion de los cromosomas indirectalmente es a
travez de la localizacion del segundo cuerpo polar (PB2) (liu J et al 2000; Nour et al.,
1999). Porcjue el PB2 es expulsado serca del pronuclec después de la activacion, el
PB2 se mantiene serca al material nuclear como este no ha tenido tiempo sUficiente
para migrar. Los rangos de enucleacion mejoran hasta un 90% cuando se aspira un
volumen pequefio (aproxifnadamente 10%) de citoplasma removido. Este metodo ha

sido exitosamente aplicado en la clonacion de cabras (Baguisi et al., 1999).
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Puesto que hay un uso amplio de ovocitos en MIl para transferencia nuclear, es
necesario explorar métodos para mejorar la enucleacion en esta etapa. Se prefiere
para visualizar directamente el plato metafasico y los cromosomas. La fincion de los
cromosomas de los ovocitos con Hoecl‘wst 33342 ha sido ampliamente utilizada dentro
de varias especies. Sin embargo, los dafios resultantes por la exposicion a esta tincién
y luz UV (ultravioleta) se ha divulgado extensamente (Smith et al, 1993).
Recientemente, Dominko y colaboradores mejoraron la eficiencia de la enucleacion
hasta un 100% con la proyeccion de imagen dinamica del huso Mil y cromosomas.
Ellos microinjectaron un componente de .polimerizacic')n X-rodamina-tubulina y/o un
fluorocromo de larga longitud de onda que excita al ADN (Sybr14) y esto visualiza los
cromosomas bajo luz comun. Tales manipulaciones no dafian a los ovocitos o reducen
su potencial de desarrollo. La complejidad del paso de microinyeccic')n, limita su usb
practico.

Se ha reportado previamente el uso de u'na solucién_ de sucrosa de 0.09 M en le
tratamiento previo de los ovocitos de ratdén que puede ayudar en la visualizacion de
cromosomas bajo microscopia de luz estandar y asi mejorar perceptiblemente la
eficacia del enucleacion (Wang et al.,2001).

Se encontro que en la observacion de los ovocitos de buena calidad en un medio de
sacarosa con una concentracion de 0.09 M formé una hinchazon alrededor de
cromosomas del plato metafasico (Wang et al., 2001). Procuramos aplicar el mismo
protocolo a los ovocitos bovinos pero no obtuvimos ningln efecto. Sin embargo,
cuando la concentracién de la sacarosa fue aumentada a 0.3 M, una proyeccion obvia
era visible en la mayoria de los ovocitos bovinos (Cuadro 5). Cuando la concentracion

de la sacarosa fue aumentada a partir de la 0.3 a 1 M, seguia exibiendo una
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proyeccion en los ovocitos tratados. La solucidon hipertonica de la sacarosa hizo a los
ovocitos contraerse y cambiado la concentracion de las proteinas del citoplasma, que
puede inducir otros cambios en caracteristicas de la membrana y afectar la dinamica
del citoesqueleto (Wang et al., 2001). La proyeccion inducida por la sacarosa puede
resultar de la interaccidbn entre la actinia cortical y agregado dell huso y/o los
cromosomas. La proyeccién vista en ovocitos de bovino, o la hinchazon y el area
transparente obéervada en ovocitos, después del tratamiento de sacarosa ilustra qué
los ovocitos de diversas especies tienen diversas reacciones al tratamiento de la
sacarosa. Por ejemplo, la sacarosa al 3% (0.09 M) es suficiente para la visualizacion
de los cromosomas en ovocitos de raton mientras que no tienen ningun efecto obvio en
los ovocitos de bovino. Morfologicamente la proyeccién causada por la sacarosa de 0.3
M dentro de los ovocitos de bovino mostraron una forma piramidal y un color mas ligero
en la proyeccion que en otra parte de citoplasma, mientras que en el ratc')nllos ovocitos
tratados con sacarosa 0.09 M exhibi¢ solamente una hinchazén redonda, lisa y un érea_
transparente. Estas diferencias reflejan la diversa organizacién citoesquelética entre las
especies.

Similar a los resultados encontrados en los ratoﬁes (Wang et al., 2001), cercé de un
décimo de los ovocitos de bovino presentan una pobre calidad y se deforman cuando
se incuban en la solucidon con sacarosa. La deformidad se puede causar por cambios
desiguales del citoplasma heterogéneo en ovocitos con morfologia pobre.

Los cambios en los ovocitos causados por la incubacion en la solucién hipertonica de
sacarosa fueron reversibles. Se observo que los ovocitos de bovino enucleados en el
medio hiertonico de 0.3 M de sécarosa recuperaron su volumen normal en 10 minutos

después de lavarlos y de incubarlos en el medio isotonico sin sacarosa.
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Asi mismo se cbservo que la exposicidon de 1 h a 0.3 M la sacarosa es inofensiva y que
no interviene en el desarrollo de embriones bovinos partenogenéticos.

El .'uso de tratamientos a base de sacarosa anteriormente nos permitio una
confiabilidad mayor puesto que diferentes tratamientos a base ‘de sacarosa ha sido
ampliamente utilizados en la criopreservacién de gametos y en varios tipos de
manipulacioneé qué ampiian del espacio del subzonal deseable, por ejemplo la

inyeccion de espermas y la insercion de blastomeros en ovocitos.

Desarrollo de embriones. clonados por transferencia nuclear utilizando
fibroblastos fetales de ambos géneros.

El desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear de fibroblastos fetales ha
permitido el estudio de la reprogramacion nuclear, las modificaciones epigenéticas en
‘cuanto a su necesidad y al entorno bioquimico que demanda el desarrollo -futuro del feto
para su implantacion y nacimiento del ternero.

Nosotros encontramos que al reprogramar fibroblastos de fetos los valores fueron los
siguientes 37 y 30 embriones de 150 citolastos reprogramados para cada g.énero.
Cuado comparamos los trabajos reportados por Jonathan R. Hill 2000, obtuvo 31
embriones de 156 citoplastos reprogramados. Los datos obtenidos aqui muestran que
no hay diférencias significativas cuando se compéra los fibroblastos de origen fetal
tanto de hembras como de machos, ademas nos permite saber que no hay un riesgo
‘claro en cuanto a la inactivacidon del segundo cromosoma X en el caso de los
fibroblastos que son cultivados de fetos hembra y tal parece qUe las modificaciones que
se esperarian por la impronta gendmica para este caso, no se encuentran ligados con

la inactivacion de genes sexuales, asi mismo no hay reportes de disfunciones
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reproductivas o alteraciones de los organos sexuales tanto del macho como de la
hembra.

Al no encontrar estas diferencias podemds inferir que los fibroblastos de origen fetal de
ambos sexos cuando son cuitivados en los pasajes 3-4 y son sincronizados a fase de

Go no alteran el desarrollo del embrion hasta una etapa de blastocisto.

Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear utilizando
fibroblastos de aduito de ambos géneros.

Los trabajos de Cibelli como los de Kato en el afio de 1998, lograron establecer los
primeros ferneros clonados obtenidos por transferencia nuclear de celulas de
fibroblasto. El origen de los fibroblastos adultos reprogramados por subnutricion (0.5%)
de SFB, permitio que la produccion de terneros clonados se r_eplicara en diferentes
laboratorios hoy en dia a travez del mundo.

Si bien es cierto que estos trabajos fueron los pioneros en la aplicacién de la clonacion
en bovinos, los problemas como fallas de implantacion embrionaria, absorcion de fetos
y abortos durante la gestacién, probleamas al parto y aun establecerse con vida
durante los primeras semanas de vida, ha sido todo un reto para demostrar que la
técnicas puede ser aplicadas a una escala mayor que la de investigacion.

La eficiencia de la reprogramacion nuclear de celulas sométicas depende de las
diferentes variables que. estan implicadas ya que tienen un impacto importante en el
desarrollo de la clonacion como: calidad del citoplasto receptor, calidad y sincronizacién
de la célula donante, activacion y regulacion del desarrollo nuc}ear y citop[aémético del

embrion clonico asi como la transferencia de este a una hembra nodriza sincronizada.
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Nosostros encontramos que para los embriones clonicos desarrollados a partir de
fibroblastos tanto de hembras y macho adultos fue 31 y 27 de 150 citoplastos
reconstruidos, que al compararlos con los reportes de Jonathan R. Hill 2000, quien
reporto similares resultados variando la disposicién de suero fue de 58 de 102
citoplastos reconstruidos. Sin embargo aunque los resultados fueron similares la
técnica con la que fueron desarrollados es distinta pues en nuetro trabajo no utilizamos
el agente quimico Hoechst 33342, la luz uItravibleta asi como el 6 bMAP, que hoy se
sabe que los tres son agentes mutagenicos y que sus efectos pueden ser evaluados en
las distintas etapas del desarrollo embrionario, fetal y al posnacimiento.

Uno de los aportes de esta técnica implementada es el uso de sacarosa y etanol como
agentes desidratantes y a la vez activadores del desarrollo temprano del embrion.
Nuevas areas se estan explorando hoy como la reprogramacion de células
fibroblasticas de equinos adulto en citoplastos de bovind, asi mismo la fusionde 2y 3
citoplastos con una célula somatica reprogramada téchica conocida como zona libre,
que implica disolver con enzimas la zona pellcida y enuclear de una manera sencilla el
Ovulo para después fusionarlo con la célula donante con una eficiencia del 100 % y una

activacidén mayor a la alcanzado por las técnicas tradicionales.
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8.~ Conclusiones

1.- La técnica de clonacién por transferencia nuclear de fibroblasto permitié alcanzar

estadios de blastocistos previo a su implantacion.

2.- El tratamiento con sacarosa de 0.3 a 1 Mol indujo la formacién de una proyeccion
alrededor del plato metafasico en los ovocites madurados hasta metafase Il in vitro
.permjtiéndo una localizacion directa del material nuclear, asi mismo no comprometi6 el
desarrollo embrionario in vitro de ovocitos activados para la formacién de embriones

partenogenéticos.

3.- El efecto del género de fibroblastos fetales sobre su reprogramacion nuclear no se

encontraron diferencias y no afecto el desarrollo de embriones clonados.

4.- El efecto del género de fibroblastos de aduito sobre su reprogramacion nuclear no

se encontraron diferencias y no afecté el desarrollo de embriones clonados.

5.- No se encotraron diferecnias significativas en la evaluacion de embriones clonados

por transferecnia nulcear, tanto en el género como en el origen de las células de

fibroblasto.
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