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Resumen

Titulo de la tesis: Efecto de la latrunculina A en la produccion de embriones porcinos

partenogénicos y clones producidos por “Hand- made cloning.”
Autor: Ing. Flor Katya Castarieda Alfonso.
Comité consejero: Dr. Daniel F. Salamone, Dra. Romina Jimena Bevacqua.

Palabras clave: Latrunculina A, Citocalasina B, embriones porcinos, activacion

paternogenica, clonacion a mano.

La técnica de transferencia nuclear de células somaticas (SCNT) constituye una
importante herramienta biotecnoldgica, teniendo diversas aplicaciones en la produccion
animal. Sin embargo, ademas de requerir gran infraestructura, adn sigue siendo
ineficiente. Una de las alternativas a la SCNT tradicional es la clonacion a mano (del
inglés: hand-made cloning, HMC), que ha sido implementada en la presente tesis. En la
técnica de HMC, tanto la enucleacion como la transferencia nuclear se realizan con lupa
estereoscOpica y sin micromanipulador ni microscopio invertido. Por lo tanto, esta
técnica requiere menos equipamiento que la técnica tradicional y posibilitaria adaptar la
clonacién a los laboratorios con menor infraestructura. Una de las causas de las bajas
tasas de produccion de crias viables por transferencia nuclear, es la ocurrencia de
pérdidas cromosomicas durante el proceso de activacion. Por este motivo, es importante
agregar en los protocolos de activacion un inhibidor de actina que evite la extrusién del
segundo corpusculo polar (CP), con los cromosomas contenidos en él. Con este
objetivo, en la presente tesis se evalud un sistema alternativo para la produccién in vitro
de embriones partenogenéticos porcinos diploides, basado en el uso de la latrunculina A
(LatA) durante la activacion, para luego aplicarlo a los protocolos de clonacion. En un
primer ensayo, oocitos en metafase Il fueron activados mediante un pulso eléctrico,

seguido por la incubacion en cicloheximida (CHX) combinada con LatA o citocalasina



B (CB). Se evaluaron las tasas de extrusion del segundo corpusculo polar, la formacién
de dos pronucleos, el desarrollo embrionario in vitro y la carga cromosoémica de cada
blastdbmera del embrion. En base a las elevadas tasas de cigotos que inhibieron el
segundo corpusculo polar y presentaron dos pronicleos en su interior, y al mayor
namero de células en los blastocistos partenogénicos producidos empleando LatA, se
realiz6 un segundo experimento en donde se utilizé la LatA para asistir la clonacion
porcina mediada por la técnica de clonacion a mano (HMC). En resumen, nuestros
resultados demuestran que el tratamiento con LatA es eficaz para producir embriones
partenogénicos diploides, siendo también capaz de inhibir la extrusion del segundo CP y
de promover la formacion de dos pronucleos con mayor eficiencia que la CB. Ademas,
la activacion con LatA resultd en la produccion de blastocistos con mayor nimero de
células y de mejor calidad que la CB. Podemos decir entonces que el uso de LatA
durante la activacion mejora la eficiencia de la produccion in vitro de embriones
partenogenéticos porcinos diploides. Por otra parte, esta tesis también demostré que el
uso de LatA durante la activacion es eficiente para la produccion de clones generados
por HMC, empleando células somaticas de animales adultos. Por primera vez, esta tesis
evalud la factibilidad de acompafiar la activacion con LatA en la clonacion porcina por
la técnica de HMC, produciendo embriones capaces de desarrollar hasta la etapa de

blastocisto.



Abstract

Title of thesis: Effect of latrunculin A on the production of porcine parthenogenic and
cloned embryos produced by "Hand-made cloning."

Key words: Latrunculin A, Cytochalasin B, porcine embryos, parthenogenic activation,
hand-made cloning.

The somatic cell nuclear transfer technique (SCNT) constitutes an important
biotechnological tool, showing several applications in animal production. However, also
to requiring large infrastructure, it also remains inefficient. One alternative to traditional
SCNT is the hand-made cloning (HMC), which has been implemented in this thesis. In
the HMC technique, both enucleation and nuclear transfer are performed with
stereomicroscope and without micromanipulator or inverted microscope. Therefore, this
method requires less equipment than the traditional technique, which might prove useful
for the adaptation of cloning to less-equipped laboratories. One of the causes of the low
production rates of viable offspring by nuclear transfer is the occurrence of
chromosomal losses during the activation process. For this reason, it is important to add
in the activation protocols an actin inhibitor that prevents the extrusion of the second
polar body (PB), with part of the chromosomes contained in it. To this aim, in the
present thesis we evaluated an alternative system for the in vitro production of diploid
porcine parthenogenetic embryos, based on the use of latrunculin A (LatA) during
activation, and then applied to the cloning protocols. In the first experiment, metaphase
Il oocytes were activated with an electrical pulse, followed by incubation in
cycloheximide (CHX) combined with LatA or cytochalasin B (CB). The rates of
extrusion of the second PB, the formation of two pronuclei, the in vitro embryo

development and the chromosomal load of each blastomere of the embryo were



evaluated. Based on the high rates of zygotes that inhibited the second PB and presented
two pronuclei within it, and to the largest number of cells in the parthenogenic
blastocysts produced using LatA, a second experiment was performed where LatA was
used to assist the cloning mediated by the hand cloning technique (HMC). In summary,
our results demonstrate that the treatment with LatA is effective to produce diploid
parthenogenic embryos, being also able to inhibit the extrusion of the second PB and to
promote the formation of two pronuclei with greater efficiency than CB. Also,
activation with LatA resulted in the production of blastocysts with higher number of
cells and better quality than CB. We can then say that the use of LatA during activation
improves the efficiency of the in vitro production of diploid porcine parthenogenetic
embryos. On the other hand, this thesis also demonstrated that the use of LatA during
activation is efficient for the production of clones generated by HMC, using somatic
cells of adult animals. For the first time, this thesis evaluated the feasibility of
accompanying LatA activation in porcine cloning by the HMC technique, producing

embryos capable of developing until the blastocyst stage.



Capitulo 1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

En los dltimos afios, se han producido grandes avances en las biotecnologias
reproductivas, y esto ha tenido un gran impacto en la produccién animal al permitir
mejorar, modificar y/o conservar caracteristicas de interés zootécnico en animales
domésticos. Entre estas biotecnologias reproductivas encontramos a la fecundacion in
vitro (FIV; Zheng, y Sirard, 1992), inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides
(ICSI, Nakai et al., 2003) y clonacién por transferencia nuclear de celulas somaticas
(SCNT, del inglés somatic cell nuclear transfer; Lee et al., 2005). Todas ellas pueden
ser usadas para la preservacion de animales de alto valor genético, la conservacion de
especies en peligro de extincion, o incluso, producir embriones de los cuales se derivan
ceélulas madres.

Los primeros antecedentes de clonacidn por transferencia nuclear datan de 1952, afio en
que Briggs y King logran implantar el nacleo de un embrion de rana en un évulo de la
misma especie. En el afio 1970, John Gurdon logré trasplantar el ndcleo de una célula
adulta de rana en un 6vulo enucleado.

En mamiferos, los reportes iniciales de clonacion hacian uso de blastomeros de
embriones tempranos de bovino y ovinos como células donantes (Willadsen, 1986;
Prather et al., 1987). Sin embargo, con el nacimiento de la oveja Dolly (Wilmut et al.,
1997), se demostr6 que las células somaticas adultas también podian ser reprogramadas
por los ovocitos, dando lugar a un embrion e incluso a animales nacidos, con una
genética identica al animal donante de la célula. Incluso antes del nacimiento de la oveja
Dolly, en el afio 1995, se logré el nacimiento de dos ovejas gemelas idénticas, clonadas
a partir de células fetales: Megan y Morag. Este trabajo fue realizado por lan Wilmut y
su colega Campbell, en el Instituto Roslin (Campbell et al., 1996). La oveja Dolly, de

raza Finn Dorset, nacié el 5 de julio de 1996 en el Instituto Roslin de Edimburgo



(Escosia), y su nacimiento se divulgo siete meses después. El nacimiento de Dolly fue
fundamental para la propagacion de la técnica de clonacion, que al dia de hoy es una de
las biotecnologias mas discutidas y estudiadas por la comunidad cientifica e industrial.
Debido a su aplicacion en produccion animal, no transcurrio mucho tiempo para que
esta tecnologia comenzara a aplicarse en otras especies, como: ratones (Wakayama et
al., 1998), bovinos (Kato et al., 1998), caprinos (Baguisi et al., 1999), y equinos (Woods
et al., 2003; Galli et al., 2003). La especie porcina no ha sido ajena a la utilizacion de
esta técnica (Park et al., 2010; Polejaeva et al., 2000). Si bien, el primer clon de cerdo
fue reportado en el afio 1989, producido a partir de embriones de 4 células (Prather et
al., 1989), hicieron falta 10 afios mas para obtener cerdos clonados a partir de células
somaticas adultas (Li et al., 2000a; Onishi et al., 2000; Polejaeva et al., 2000). La
SCNT ha sido empleada en diferentes especies con fines diversos, entre los que se
cuentan la posibilidad de multiplicar animales con alto valor genético, producir una cria
de un animal muerto o incapacitados para reproducirse normalmente, y también la
produccion de animales transgénicos con diferentes fines (Wilmut et al., 1997;
Salamone et al., 2006).

En particular, la técnica de SCNT consiste en la introduccion de una célula somatica,
mediante fusion, en un ovocito previamente enucleado, con el fin de reconstituir un
embrion con este nuevo nucleo. Para estos fines, generalmente se usan como células
donantes, células que derivan de una muestra de tejido conectivo subcutaneo, pero
también se puede usar cualquier célula somatica sincronizada (Kato et al., 1998; Wells
et al., 1999; Gambini et al., 2012). La eficiencia de la clonacion por SCNT en las
especies domésticas y en particular en el cerdo, continla siendo baja, aun cuando se ha

reportado el nacimiento de clones porcinos.



Esta baja eficiencia estaria dada por una incompleta o incorrecta reprogramacion
epigenética del ndcleo somatico, lo que conlleva a pérdidas de los embriones y fetos
clonados durante la prefiez (Wells et al., 1999). Para lograr una exitosa produccion de
clones, es necesario que el nucleo de la célula somética transferida sufra una serie de
modificaciones epigenéticas que den lugar a cambios en la estructura y la composicion
de la cromatina (Fulka et al., 1996). Esta “reprogramacion epigenética” es impulsada
por factores presentes en el citoplasma del ovocito receptor, que permiten la adquisicién
de una cromatina comparable a la de un embrién indiferenciado (Pasque et al., 2011).
Ademas, la produccion de clones requiere de la activacion quimica o fisica de los
embriones reconstituidos, para el inicio del desarrollo embrionario (Walker et al., 2000).
Durante este proceso es muy importante la retencion del complemento diploide
cromosomico (Campbell et al., 1996; Wakayama et al., 1999; Salamone et al., 2004).
Por estas razones, en la presente tesis se buscé establecer un sistema para la produccion
de embriones clonados mediante una técnica de clonacién conocida como clonacion a
mano, del inglés hand-made cloning (HMC). Asimismo, sera importante entender
aspectos bésicos de la fisiologia de los ovocitos y la activacion de los mismos, que se
describiran a continuacion.
1.1 Maduracién de ovocitos

En los mamiferos, el proceso de ovogeénesis inicia en la etapa embrio-fetal y determina
la cantidad de células germinales que las hembras poseeran en la adultez. En el caso de
la especie porcina el nimero aproximado de foliculos primordiales por ovario al
momento del nacimiento es de 200.000 (Moor et al., 1990). Al igual que en otras
especies, esta cantidad va disminuyendo al aumentar edad del animal, como parte de la

fisiologia normal.



En la etapa fetal, algunos ovocitos comienzan la proliferacion meiética (meiosis I) para
dar lugar a un ovocito primario, pasando por las etapas de leptoteno, zigoteno,
paquiteno y diploteno (figura 1.1). En esta ultima etapa, el nlcleo se conoce como
vesicula germinal (VG) (Casas, 1996; Morales et al., 2006). Desde la vida fetal hasta la
pubertad, los ovocitos quedan detenidos en profase I, y el reinicio de la meiosis se

encuentra inhibido (Voronina y Wessel, 2003).
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Figura 1.1. Profase I. Etapas del proceso de la profase I, hasta llegar a formar la vesicula germinal.
(Pagues y Aller, 2012).

La detencion del ovocito en la etapa de profase |, es lograda a través de la comunicacion
entre el ovocito y las células somaticas de la granulosa o las células foliculares, que
también influyen en su crecimiento (Eppig et al., 1993; Salestri et al., 1993). Los
niveles de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) también afectan a la detencion
meidtica (Mattioli et al., 1994), como se describira mas adelante.

Las celulas foliculares que rodean al ovocito influyen en su crecimiento. Estas células
son estimuladas por los estrogenos y por la hormona foliculo estimulante (FSH), para
estratificarse y originar a las células de la granulosa. Posteriormente, contintan el
crecimiento y originan la capa de células foliculares de la teca, constituyéndose un

ovocito de primer orden o secundario (figura 1.2), el cual se encuentra alojado en el



interior de un foliculo preantral (secundario). Estos foliculos preantrales son sensibles a
hormonas gonadotroficas y pueden desarrollar hasta el estadio de foliculo antral
(terciario), que contiene un ovocito con la capacidad de reanudar la meiosis (Voronina y
Wessel, 2003).

Durante su desarrollo, el foliculo antral atraviesa las etapas de: crecimiento basal,
reclutamiento, seleccion y dominancia. A partir de la etapa de seleccion, resulta
fundamental la accion de la FSH, la hormona luteinizante (LH) y los estrdgenos. La
FSH estimula el crecimiento de los foliculos y el desarrollo de receptores de LH en

células de la granulosa, de los ovocitos dominantes.
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Figura 1.2. Ovogénesis y foliculogénesis. La imagen muestra el proceso de foliculogénesis en sus
diferentes estadios. También se muestra la ovogénesis, en fase de multiplicacion, crecimiento y
maduracioén del ovocito, con la capacidad de ser fecundado por un espermatozoide (Pagues y Aller,

2012).



Durante el periodo comprendido entre el pico de LH y la ovulacién, el ovocito sufre una
serie de cambios en su nucleo y citoplasma, a este proceso se le conoce como
maduracion. La maduracién final del ovocito se produce en los foliculos ovulatorios
después del pico de LH, que actla sobre las células foliculares liberando al ovocito del
arresto en profase I, para reanudar la meiosis, hasta alcanzar la etapa de metafase II

(MI1) de la segunda divisién meiotica (figura 1.3) (Voronina y Wessel, 2003).
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Figura 1.3. Esquema de la ovogeénesis y proceso de maduracion (Pagues y Aller, 2012).

Este proceso involucra cambios morfoldgicos y bioquimicos, que incluyen la ruptura de
la vesicula germinal (RVG), la condensacién de la cromatina en cromosomas

bivalentes, la distribucién de los organulos citoplasmaticos, la segregacion de los



cromosomas homologos y la liberacion del primer corpusculo polar (CP) (Ali y Sirard,
2005).
Para que el ovocito tenga la capacidad de ser fecundado, lograr una correcta formacion
de pronlcleos y mantener el desarrollo embrionario, debe sufrir una adecuada
maduracion citoplasmatica, y cambios moleculares de la membrana plasmatica (Ali y
Sirard, 2005; Sirard et al., 2006).

1.1.1 Maduracion citoplasmética
Como se menciona en el apartado anterior, la maduracion citoplasmatica de los ovocitos
inicia en los foliculos primordiales y comprende los cambios citoplasmaticos que
ocurren durante la transicion desde el estadio de VG hasta el final de la MII, estos estan
asociados con la posibilidad de sostener un desarrollo embrionario posterior (Fulka et
al., 1998; Salomone et al., 2001).
Durante toda esta etapa ocurren eventos importantes dentro de los foliculos
primordiales. Los ovocitos reciben las sefales de las células somaticas que lo rodean,
influyendo en su crecimiento y ciclo celular, mediante la acumulacién y suministro de
nutrientes (Carabatsos et al., 2000). Los ovocitos que se encuentran dentro de estos
foliculos son capaces de aumentar su tamafio, pero no de dividirse, a diferencia de las
células sométicas acompafiantes.
Otro evento que ocurre, es el almacenamiento de gran parte de los productos
procedentes de la transcripcion y traduccion, que no han sido utilizados durante la fase
de crecimiento, como: una gran coleccién de ARNs, granulos corticales, ribosomas,
mitocondrias, proteinas y organulos (Wessel et al., 2001). Estos productos almacenados
seran utilizados posteriormente en las etapas tempranas de embriogénesis.
También, se produce una serie de modificaciones bioquimicas y morfolégicas como

respuesta al pico preovulatorio de LH. Los ovocitos pasan de un ambiente estrogénico a



otro donde predomina la progesterona, de tal forma que inicia la produccién de acido
hialurénico por parte de las células de la granulosa que permite la expansion de las
celulas del camulus.
Por otro lado, las mitocondrias del ovocito en estadio de VG, se distribuyen alrededor
del nucleo, coincidentemente al momento de la ruptura de la vesicula germinal. Del
mismo modo los granulos corticales migran hacia la membrana celular, estabilizados
por una capa de filamentos de actina que se interponen entre los granulos corticales y el
oolema del ovocito (Carabatsos et al., 2000). Estos eventos de migracién seran
importantes para el bloqueo de la polispermia durante la fecundacion. Por su parte, el
reticulo endoplasmatico adquiere posicién cortical, preparandose para la liberacion de
calcio requerida durante la activacion del ovocito (Rodriguez y Farin, 2004). La
activacion precisara de la sintesis de proteinas adicionales, importantes para la
progresion del ciclo meidtico y formacion del prondcleo femenino (Sirard et al., 2003).
Por altimo, la activacion del genoma embrionario se desencadenara en consecuencia a
la reorganizacion y utilizacion de los productos formados durante los eventos anteriores
(Sirard, 2001).

1.1.2 Maduracién nuclear
Durante la maduracion nuclear o maduracién meidtica, ocurren eventos que permiten la
reanudacion de la meiosis y su progresion hasta el estadio MII. Este proceso es
estimulado por factores de crecimiento y hormonales (Sirard et al., 1989; Van de Sandt
et al., 1990). Durante la maduracién se desencadena la RVG vy el ovocito pasa por las

etapas de metafase I, anafase |, telofase I, para detenerse en la metafase 1l (figura 1.4).
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Figura 1.4. Esquema de las etapas de meiosis (divisién meiotica del ovocito). (Dzul., 2007).

Los cromosomas homologos se separan y el ciclo del ovocito progresa hasta la

extrusion del primer CP. En este punto la meiosis se bloguea, por una disminucion en

los niveles de AMPc. Al caer los niveles de AMPc, el factor promotor de la mitosis o

maduracion (MPF) es activado, al igual que otras quinasas y fosfatasas (Eyers et al.,

2005).

La capacidad para alcanzar el estadio de MII es considerada como la sefial de

maduracion y competencia ovocitaria. El ovocito queda inhibido en este estadio de MIl,

que solo culminaré de ocurrir la fecundacion o activacion artificial (Moor et al., 1990).
1.1.3 Competencia del ovocito

El ovocito adquiere competencia meidtica, cuando es capaz de reanudar la meiosis y

llegar a ser fecundado, momento en el cual se liberara el segundo corpusculo polar, y

finalizara la meiosis (Ali y Sirard, 2005).

Un factor importante para la adquisicion de la competencia, es el tamafio del ovocito,

asi como también del foliculo. Los ovocitos reanudan la meiosis cuando alcanzan su



tamafio adulto, de aproximadamente 120 um, previo a la ovulacion (Moor y Warnes,
1979). En los porcinos, foliculos con diametro menor a 0.7 mm contienen ovocitos
incapaces de reanudar la meiosis. Conforme va aumentando el diametro del foliculo,
esta capacidad de desarrollo se incrementa (Hunter, 2000). En los ovocitos porcinos es
necesario un periodo de sintesis proteica que se da durante la maduracion
citoplasmatica, anterior a la RVG (Fulka et al., 1986).

La capacidad meiotica esta asociada a diferentes componentes esenciales del ciclo
celular como el MPF, una quinasa que se activa en ovocitos completamente
desarrollados. EI MPF esté constituido por una subunidad reguladora (Ciclina B) y una
subunidad catalitica (proteina de 34-kDa) denominada p34°“©2, CDC2 o CDK1, con
actividad quinasa de serina y treonina. Esta quinasa es una de los principales
reguladores de la transicion desde la fase G2 hacia la fase M durante la mitosis. La
activacion de MPF es inducida por la defosforilacion de la tirosina de la subunidad

catalitica de p34° y por la sintesis de ciclina B como muestra la figura 1.5.

Entrada cn mitosi 9 3
Factor motor
de la nn[’:&is
(FPM)

e

3 G

Cdk-ciclina

o

Cdk-ciclina
(FPS)

Ciclinas: proteinas
de concentracion
variable (alternan
un ciclo de sintesis
con otro de

Cdk: proteinas de concentracion degradacion)

constante (constitutivas) cuya
activacion depende de las
ciclinas.

Figura 1.5. Degradacion de la ciclina activadora de la Cdk. Cuando las ciclinas alcanzan un nivel
suficiente, la quinasa se activa y desencadena la entrada de la célula a la fase correspondiente ya sea S o
M, en caso del ovocito alcanza la fase MII (Cerqueira., 2009).



Los ovocitos porcinos < 90 um de diametro, son incapaces de reanudar la meiosis in
vitro, porque contienen la forma fosforilada de p34°*°? que no permite la activacion de
MPF (Christmann et al., 1994). Cuando completan su crecimiento son capaces de
activar la subunidad catalitica CDC2, pero todavia no han establecido una via MAP
quinasa-activadora (Proteina quinasa activadora de mitdgenos, MAPK), que les permita
proseguir la maduracion hasta el estadio de MII (Motlik et al., 1984; 1998). Entonces se
puede decir; para que los ovocitos adquieran competencia mei6tica, éstos deben tener la
capacidad de activar en primer lugar CDC2, que provoque la activacion de MPF y una
via MAPK durante la fase de crecimiento.

Otras quinasas reguladoras de la maduracion, como la sefial extracelular quinasa
regulada (ERK), especificas de las células germinales, conjuntamente con MPF
intervienen en la maduracion del ovocito. ERK tiene dos isoformas no fosforiladas,
ERK1 (44kDa) y ERK2 (42kDa).

Mediante fosforilacion, estas quinasas se vuelven activas durante la RVG, al igual que
MAPK p38 y las quinasas terminales c- JunN (JNK), proteinas que permanecen activas
durante la progresion de Ml a MlI (Fulka et al., 1998).

Otro factor clave para la reanudacion de meiosis es el AMPc, como se menciond
anteriormente. Bajos niveles de AMPc provocan la desfosforilacion de CDC2 en los
residuos Thr-14 y Tyr-15, y el complejo MPF se reactiva de tal modo que el ovocito
pueda reiniciar la meiosis. Entre las proteinas involucradas méas importantes, se
encuentra la proteina quinasa A (PKA), quien regula las actividades de la fosfatasa
CDC25 y la quinasa WEE1/MYT1. CDC25 desfosforila a CDC2, mientras que
WEE1/MYTL la fosforila (Izumi y Maller, 1993; Duckworth et al., 2002).

Los niveles basales de AMPc producidos por las células somaticas de los foliculos,

mantienen al ovocito bajo arresto meiodtico. Al producirse el pico preovulatorio, se



desencadena la produccion de grandes cantidades de AMPc en células de la granulosa y
del cumulus provocando su expansion (Eppig et al., 1997). Bajo estas condiciones, el
flujo de AMPc al ovocito, desciende por debajo del umbral requerido para inhibir la
activacion de MPF. En consecuencia, se producen la activacion de MPF y MAPK
(Richard, 2007), provocando el reinicio de meiosis del ovocito.

1.1.4 Maduracién in vitro
Como se ha remarcado en el punto anterior, la calidad del ovocito afecta al desarrollo
embrionario temprano, por este motivo es importante mencionar que en la maduracion
in vitro (MIV), se busca imitar lo mejor posible el proceso natural de maduracion
ovocitaria.
A través de la MIV es posible obtener ovocitos en MII, que han reanudado la primera
division meidtica. Los mismos pueden ser facilmente evaluados mediante visualizacion
del primer CP. Actualmente, la MIV es un paso previo a las técnicas de: fecundacion in
vitro, transferencia nuclear de células somaéticas, inyeccion intracitoplasmatica y otras
afines. Puede ser aplicada en las diferentes especies, y se aplica de manera
relativamente estandar.
Es importante tener en cuenta que la calidad del ovocito influye en el desarrollo
tempano de los embriones, la implantacion, el desarrollo fetal y su mantenimiento
durante la prefiez (Krisher, 2004). La maduracion citoplasmatica in vitro de los ovocitos
muchas veces resulta insuficiente. Esto puede deberse a caracteristicas propias de los
ovocitos y/o a condiciones sub-Optimas de cultivo (Abeydeera, 2002). Con el fin de
resolver estos problemas y lograr tener embriones viables a partir de ovocitos
recuperados de matadero, se tiene que realizar una buena seleccion, manipulacion y
cultivo en medios suplementados 6ptimos para el desarrollo del ovocito (Ueno et al.,

2005). Luego a la recuperacion, es fundamental realizar una buena seleccién de los



COC (Complejos cumulus-oocito), para lograr buenas tasas de maduracion. Los
ovocitos con mayor viabilidad, son aquellos que estan rodeados por tres 0 mas capas de
células del cumulus y tienen aspecto homogéneo del citoplasma (Nagashima et al.,
1996).

Las condiciones fisicas del ambiente que influyen en maduracion de ovocitos son:
tiempo de incubacion, temperatura, tension de CO2/O; de la incubacion, la osmolaridad,
pH, también es importante el medio de maduracion utilizado y el volumen de medio
cultivo para obtener un buen resultado final (Jurema y Nogueira, 2006).

La duracion de cultivo en la MIV de los ovocitos porcino, oscila desde las 36 h hasta las
48 h. Ka et al., (1997) manifiestan que 36 h serian suficientes para completar los
procesos de maduracion nuclear y citoplasmatica. Por el contrario, Yamauchi et al.,
(1996) sefiala que un periodo optimo de cultivo es de 42-44 h. Este lapso de cultivo se
esta utilizando actualmente en numerosos estudios. Otros autores describen diferentes
intervalos de maduracion para los ovocitos porcinos: 36 h (Yoshida et al., 1993; Ka et
al., 1997), 40 h (Funahashi y Day, 1993), 44 h (Liu et al., 1997), 46 h (Kikuchi et al.,
1993), 48 h (Naito et al., 1988), o incluso 50 h (Kim et al., 1998a).

La temperatura de incubacion mas utilizada para la M1V, FIV y el cultivo de embriones
en las diversas especies domeésticas, incluido el porcino es cercana a la temperatura
corporal de 38.5°C 0 39°C (Abeydeera, 2001).

La atmosfera de cultivo empleada como rutina en los protocolos de produccién de
embriones porcinos y otras especies es en una atmosfera humidificada con 5% de CO, y
5% de O.. Normalmente, los cultivos in vitro utilizan medios ricos en bicarbonato
sodico para mantener un pH adecuado.

La seleccién del medio de cultivo para la maduracion in vitro de los ovocitos porcinos,

depende del propdsito de estudio o del grupo de trabajo. Los medios se clasifican en



funcion de la diversidad de sus componentes, pueden ser sencillos o complejos. Entre
los medios de cultivo sencillos que se pueden preparar en el propio laboratorio, se
encuentra el medio Whitten’s (Ka et al., 1997), el medio Krebs Ringer Bicarbonato
(KRB; Naito et al.,, 1988) y el medio North Carolina State University (NCSU,;
Abeydeera et al., 1998). Dentro de los medios de MIV complejos podemos destacar el
Tissue Culture Medium 199 (TCM199; Zheng y Sirard, 1992; Coy et al., 1999) vy el
Waymouth (Yoshida, 1993; Coy et al., 1999), a diferencia de los anteriores, se suelen
adquirir comercialmente debido a su elevado nimero de componentes y es mas dificil
de preparar.

Los suplementos utilizados en los medios de maduracion varian de igual forma,
dependiendo del objetivo de la investigacion y de los laboratorios. Entre estos
suplementos encontramos el fluido folicular porcino (PFF), que contiene una sustancia
acida que promueve la maduracion ovocitaria (Labadia, 1995), se adquiere de foliculos
de 3 a 6 mm de didmetro, aporta al medio de cultivo no s6lo proteinas sino también
cantidades basales de gonadotropinas y estradiol (Yoshida et al., 1992), también es
importante para aumentar las tasas de maduracion nuclear, la formacién del pronucleo
masculino y la expansion de las células del cumulus.

Otros suplementos son: el suero fetal bovino (SFB) y la albumina sérica bovina (BSA),
las cuales se utiliza como fuentes proteicas por el efecto surfactante (Palasz et al.,
2000). El glutation, la cisteina, la cisteamina y otros compuestos con grupos tioles,
protegen al ovocito contra los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno
generadas por las condiciones de cultivo, manteniendo un ambiente de 6xido-reduccién
adecuado (Meister y Anderson, 1983). Las gonadotropinas son uno de los factores
decisivos en la MIV (Zheng y Sirard, 1992), porque mejora la maduracion nuclear y la

expansion del cumulus.



1.2 Activacion del ovocito

1.2.1 Activacion del ovocito en la fecundacion
Tras la ovulacion, el ovocito se mantiene arrestado en metafase Il, esperando a ser
fecundado por un espermatozoide capacitado y no reaccionado. Este espermatozoide
debe atravesar las barreras presentes en el ovocito, entre las que se encuentran las
células del cumulus, la zona pelicida (ZP) y la membrana plasmatica (Myles y
Primakoff, 1997).
Para que el espermatozoide sea capaz de hidrolizar el acido hialurénico y penetrar la
capa del cumulus se debe ayudar con su propio movimiento hiperactivo y por una
proteina llamada PH20 que tiene actividad hialuronidasa (Myles y Primakoff, 1997;
Topfer-Petersen et al., 2000). Una vez que el espermatozoide penetra la ZP se encuentra
con la membrana del ovocito, produciéndose la fusion y activacion del ovocito.
La activacion se define como una serie de cambios que se producen en el ovocito,
inducidos por el espermatozoide, que a su vez provocan la reanudacién y culminacion
de la segunda division meiotica (MII), para el desarrollo posterior de un embrion
(Yanagimachi, 2005). La activacion se desencadena por la fusion de las membranas de

ambos gametos, los cuales daran lugar a un zigoto diploide como muestra la figura 1.6.
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Figura 1.6. Meiosis y resultado embrionario después de la fertilizacion normal (de Bos-Mikich,
2016).



Uno de los efectos importantes inducidos por la fecundacion en todos los ovocitos de
mamiferos, es la ocurrencia de las oscilaciones de calcio (Ca?*) intracelular que dura por
varias horas. El Ca?* es almacenado en el reticulo endoplasmatico y luego se libera en el
citoplasma, mediante la apertura de canales de calcio (Jones, 2005).

Estos iones de calcio participan como mensajeros, conduciendo a la activacion y
reanudacion de la meiosis, desde su primer incremento, que ocurre luego de los tres
primeros minutos post fusion de membranas (Ben-Yosef y Shalgi, 2001).

La liberacion de Ca?* durante la activacion es inducida por la accion de un segundo
mensajero, InsP3, sobre sus receptores InsP3-R, presentes en los almacenes del reticulo
endoplasmatico (Miyazaki et al., 1993). El InsP3 se produce por la hidrolisis del
fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2) mediante una fosfolipasa C, especifica de
fosfoinositoles (PLC). Diversos estudios demostraron que a la fosfolipasa C zeta 1
(PLCY), una proteina del espermatozoide, seria responsable de la activacion del ovocito,
cuando se difunde a nivel del ooplasma (Amdani et al., 2013; Kashir, 2010; Saunders et
al., 2002).

El Ca*" incrementa desde niveles basales de 50-100/nmol/l hasta 600-1000/nmol/I
dependiendo de la especie animal (Miyazaki et al., 1993). La amplitud y frecuencia de
los influjos de Ca?* varian seguin avanza el proceso de fecundacion, durante la interface
y la formacion pronuclear. En los cerdos, las oscilaciones de Ca?* intracelular van
aumentando con intervalos de aproximadamente 20 min y continGan durante varias
horas después de la fusion de los gametos (Machaty et al., 1997).

El incremento intracelular de Ca®* induce la reaccion cortical del ovocito y la liberacion
de granulos corticales al espacio perivitelino, modificando las glicoproteinas de la ZP,

lo cual establece el bloqueo a la polispermia (Yanagimachi, 2005). Por otro lado, las



enzimas que se activan mediante las oscilaciones de Ca?* necesitan un ambiente elevado
de pH para poder actuar (Ben-Yosef y Shalgi, 2001).

Otro factor que causa la activacion de la proteina quinasa C (PKC) dependiente del
Ca?*, es el diacilglicerol (DAG) provocado por la hidrélisis del PIP2 (Newton, 2003;
Halet, 2004). EI DAG estaria involucrado en la extrusion del segundo CP, la liberacion
de los granulos corticales y el reordenamiento del citoesqueleto interno del ovocito.
Como se explicd anteriormente, los ovocitos de mamiferos arrestados en MlI, presentan
elevadas cantidades de MPF, responsable del ensamblaje del huso mitético,
condensacion de la cromatina y ruptura de la envoltura nuclear. Este MPF permanece
activo por la presencia del factor citostatico, que previene la degradacién de la ciclina B.
El espermatozoide induce el incremento de Ca?* intracelular, desencadena la
degradacion de la ciclina B (Lorca et al., 1993), permitiendo la reanudacién de la
meiosis y la entrada en anafase Il de la cromatina del ovocito. Por otro lado, MAPK
decrece durante la activacion del ovocito, causando la reaparicion de la envoltura
nuclear (Moos et al., 1995). También se producen cambios en el patron de sintesis
proteica durante la activacion, a causa de las modificaciones post-traduccionales en las
proteinas existentes. El ovocito sufre una serie eventos bioldgicos: a) la liberacion de
los granulos corticales que evitard la poliespermia, b) la extrusion del segundo
corpusculo polar, c¢) el reordenamiento del citoesqueleto y d) la formacion de los
pronucleos (PN) femenino y masculino (Amdani et al., 2015; Swann y Lai, 2013; Yoon
et al., 2008).

Este proceso continda con la sintesis de ADN, condensacion y union de ambos juegos
cromosomicos en un huso mitotico. Finalmente, tras completarse la primera division
mitotica, se obtienen las dos primeras blastdmeras, cada una con el complemento

cromosomico diploide correspondiente.



1.2.2 Partenogénesis.
La partenogénesis, no es una forma de reproduccion natural en los mamiferos. Sin
embargo, permite producir embriones in vitro, a partir de un gameto femenino en Mll,
sin la contribucion del material genético del gameto masculino.
La activacion paternogénica constituye una herramienta para el estudio de los eventos
que ocurren durante la activacion del ovocito y el desarrollo embrionario temprano.
También se utiliza para evaluar la calidad y la maduracion citoplasmatica de los
ovocitos (Ranjan et al., 2013). Ademas, puede aplicarse para asistir protocolos de ICSI
y de SCNT (Méo et al., 2004).
Los primeros estudios de partenogénesis en mamiferos se realizaron en conejos y
permitieron demostrar que no solo es posible inducir la extrusion del segundo CP por la
activacion del espermatozoide, sino también artificialmente, de forma in vitro mediante
tratamiento térmico o exposicion al &cido butirico y soluciones hipertdnicas (Pincus y
Enzman, 1936). También se demostré que sustancias oxidantes (Li et al., 2000b) y
antioxidantes (Yu et al., 1997) son capaces de activar las cascadas de MAPK, en
respuesta a las oscilaciones de Ca?*.
Como se menciono anteriormente, la activacion del ovocito requiere la ocurrencia de las
oscilaciones de calcio para inactivar MPF, y que el ovocito pueda retomar la meiosis,
con la consecuente extrusion del segundo CP y formacién de los prondcleos (Kikuchi et
al., 2000).
En la partenogénesis, este evento se produce mediante el uso de diferentes agentes, tales
como estimulos fisicos (mecanicos y eléctricos; etc.) o quimicos (Paffoni et al., 2008),
capaces de inducir el desarrollo embrionario in vitro.
Los procesos que tienen lugar en el interior de los ovocitos activados artificialmente

parecen ser similares a los que ocurren tras la activacion inducida por el



espermatozoide. Sin embargo, en lugar de desencadenarse una serie de oscilaciones de
Ca2*, la mayoria de estos estimulos partenogénicos inducen la formacion de un solo
pico de Ca?*. Dependiendo del estimulo puede o no producirse la emision del segundo
CP. La exocitosis de granulos corticales también ocurre en menor proporcion y la
membrana nuclear se reconstruye alrededor de unos pocos cromosomas.

Dependiendo del agente activador usado, se pueden producir embriones partenogénicos
haploides o diploides, segun se produzca la extrusion o no el segundo CP (Bos-Mikich
etal., 2016).

a) Partenogénesis diploide: implica el tratamiento con un agente de activacion seguido

por otro producto quimico, que se encarga de bloquear la extrusion del segundo CP. El
resultado es un embrion "diploide”, que contiene las dos crométidas hermanas del

cromosoma materno presente en el ovocito MlI (figura 1.7).
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Figura 1.7. Meiosis y embridn resultante de la Partenogénesis diploide (de Bos-Mikich, 2016).

b) Partenogénesis haploide: el agente de activacion induce el reinicio de la meiosis y la

extrusion del segundo CP. Como resultado se obtiene un embrién con un nimero

haploide de cromosomas (figura 1.8).
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Figura 1.8. Meiosis y embridn resultante de la Partenogénesis haploide (de Bos-Mikich, 2016).

En la actualidad contamos con una amplia gama de protocolos de activacion; sin
embargo, aln es necesario establecer protocolos especificos y més eficientes para las
diferentes especies.

Para la induccion del aumento de los niveles de Ca" citoplasmatico, generalmente se
utilizan productos quimicos tales como cloruro de estroncio (SrCly) en el raton,
ionomicina/ion6foro de calcio en bovinos y ovinos, la estimulaciéon eléctrica en
porcinos (Kragh et. al., 2005).

Para la posterior inactivacion de MPF, luego del estimulo inicial, se realiza tratamiento
con otros agentes, tales como: cicloheximida (CHX), 6-dimetilaminopurina (6-DMAP)
o roscovitina (ROS), que reducen la actividad de MPF, actuando sobre la ciclina B y la
fosforilacion de las proteinas quinasas. Para mantener la ploidia, se usan inhibidores de
actina, que evitan la polimerizacion de los filamentos de actina, por ende, impiden la
extrusion del segundo CP. Entre estos agentes encontramos a la citocalasina B o D (CB,
CD), y desde hace relativamente poco, la latrunculina A (LatA), como se describe a
continuacion.

1.2.2.1 Activacién eléctrica en los ovocitos porcino

Como se menciono en el apartado anterior, en la especie porcina la activacion mediante
pulso eléctrico (PE) ha demostrado ser capaz de inducir el incremento de los niveles de

Ca?* de modo maés eficiente que la ionomicina. La activacion eléctrica ha sido usada



también en otras especies como el raton (Onodera y Tsunoda, 1989); conejo (Ozil,
1990); y bovino (Collas et al., 1993). La activacion mediante pulso eléctrico, induce la
formacion de poros a nivel de la membrana plasmatica, que facilita el paso de Ca?*
extracelular hacia el interior del ooplasma (Liu et al., 2015).

Esto provoca la inactivacion transitoria de MPF, a través de un solo pico de Ca?* (Zhu et
al., 2002; Hosseini et al., 2008; Hai et al., 2014). Para prevenir la reactivacion de MPF
es necesario usar un inhibidor de sintesis de proteinas o inhibidores mas especificos de
la fosforilacion de proteinas kinasas. La inhibicion de la sintesis de proteina conduce a
una significativa disminucién del MPF activo (Martinez Diaz et al., 2003).

Para una eficiente activacion de los ovocitos, es importante lograr el ingreso de una
cantidad optima de Ca?*. Esta cantidad de Ca?" es proporcional al nimero y tamafio de
los poros inducidos por la estimulacion eléctrica. EI nimero de impulsos, la intensidad
de campo de pulso y la duracion de los mismos, afectaran el influjo de Ca?* al interior
del ovocito, y tendran un efecto en el desarrollo posterior del embrion (Zhu et al., 2002).
Se observd una relacion inversa entre la intensidad de campo eléctrico y el nimero de
impulsos en los conejos, ratones y cerdos (Collas y Robl, 1990; Collas et al., 1989;
Ozil, 1990; Zhu et al., 2002). Con una baja intensidad de campo y un minimo pulso, se
induce bajas afluencias de Ca?*, que son insuficiente para la activacion del ovocito. Por
el contrario, multiples pulsos con un alto campo de fuerza perjudican al desarrollo de
los ovocitos al provocar la formacion excesiva de poros y dafios en la integridad de la
membrana (Lee et al., 2004).

1.2.2.2 Agentes guimicos que actlan sobre la actividad de MPF durante la activacién

Como ya se menciond, la activacion paternogénica requiere de un estimulo que
incremente los niveles de Ca2+, seguido por inhibidores de sintesis de proteinas o

inhibidores mas especificos de la fosforilacion de proteinas kinasas (Cheng et al., 2007).



Entre las drogas que se utilizan posteriormente a la induccién de la liberacion de calcio,
para bajar la actividad de MPF, encontramos:

a) Cicloheximida (CHX): esta droga es producida por la bacteria Streptomyces griseus.
Es un inhibidor de la sintesis de proteinas, de la ciclina B y de otras proteinas de vida
corta. Baja la actividad de MPF y los cromosomas decondensan para formar un
pronucleo (Mori et al., 2008).

Esta droga se utiliza durante 3 a 5 horas después de inducir la liberacion de calcio. El
uso de la CHX después de la induccion de los picos de Ca*?, provoca una dindmica de
inactivacion del MPF similar a la inducida por la fecundacion (Liu y Yan, 1999). Los
intervalos de MPF y MAPK también son similares. Sin embargo, algunos estudios
demostraron que el uso de la CHX provoca anormalidades en la dindmica del desarrollo
embrionario temprano, por la deficiencia en el transporte de proteinas citoplasmaéticas
(Soloy et al., 1997). Para la especie porcina, Ock et al., (2011) reportaron que el uso de
la CHX puede inducir la formacion de un PN irregular y un bajo desarrollo pre-
implantatorio. Por otra parte, los ovocitos tratados con CHX, sufren la extrusion del
segundo CP, resultando en embriones haploides.

Por tal motivo, si se quiere obtener embriones partenogénicos diploides es necesario
ademas el tratamiento con otras drogas, como la CB o LatA (Kragh et al., 2005; Himaki
et al., 2010).

b) 6-Dimetilaminopurina (6-DMAP): esta droga actia como inhibidor de Ila
fosforilacion de proteinas quinasas (Sz6llosi et al., 1993). Indirectamente, evita la
reactivacion de MPF, inhibiendo la fosforilacion de MAPK y bloqueando a la fosfatasa
CDC25, que son los encargados de llevar a cabo la activacion del MPF (Alberio et al.,

2001). EI 6-DMAP ademas presenta una accion directa sobre CDK1 (uno de los



componente de MPF), provocando fosforilacion en uno de sus sitios inhibidores (Liu y
Yang, 1999).

Al usar 6-DMAP, la actividad de MPF declina media hora después de haber inducido el
pico de Ca?*; por el contrario, MAPK disminuye 3 - 4 horas post activacion. El periodo
de incubacion en 6-DMAP es de 3 a 4 horas, Yy se realiza luego de inducir los picos de
Ca2*, logrando elevados porcentajes de activacion y formacion de prondcleos. Esta
droga fue ampliamente aplicada en diversas especies: raton (Oliveira et al., 2015),
conejo (Collas y Robl, 1990), ovino (Smith y Wilmut, 1989), bovino (Bevacqua, 2007) y
porcinos (Buemo et al., 2016).

A diferencia de la CHX, el tratamiento con 6-DMAP genera embriones diploides, por lo
cual no es necesario adicionar drogas para evitar la extrusion del segundo CP (Moses y
Masui, 1995; Cha et al., 1997).

A pesar de las altas tasas de desarrollo embrionarios inducidas por 6-DMAP, esta
sustancia quimica provoca anormalidades cromosémicas y sintesis prematura del ADN
(De la fuente y king, 1998). También induce tempranamente la desfosforilacion de
MAPK provocando un desarrollo pro-nuclear mas temprano (Liu y Yang., 1999).

1.2.2.3 Los filamentos de actina vy su actividad durante la activacién del ovocito.

En la presente tesis, hicimos uso de drogas con accion a nivel de los filamentos de
actina, una de las proteinas méas importantes del citoesqueleto de una célula (Tim, 2010).
En las células eucariotas, el citoesqueleto constituye una red de filamentos de proteinas
extendidas por el citoplasma, que determinan la forma de la célula. La organizacion del
citoplasma es responsable del movimiento de la célula, del transporte de los organulos y
de los cromosomas a través del citoplasma. El citoesqueleto se reorganiza
continuamente durante el proceso de division celular (Cooper, 1987) y esta constituido

por tres tipos de filamentos proteicos: los microtubulos, los filamentos intermedios y los



filamentos de actina (actina filamentosa F o microfilamento). Estos ultimos se forman a
partir de la polimerizacion de moléculas de actina o actina monomeérica (actina globular
G), que resultan en una hélice de doble cadena (kabsh et al., 1990).

Los filamentos de actina estan localizados principalmente debajo de la membrana
plasmaética, formando redes para el soporte mecanico y proporcionan forma a la célula,
permitiendo su movimiento migratorio y division celular (Tim, 2010; Paniagua et al.,
2007).

Los filamentos de actina se diferencian de las actinas musculares porque no son
estructuras permanentes, sino capaces de polimerizarse y despolimerizarse segun las
necesidades funcionales de la célula.

Estos filamentos de actina presentan dos extremos, el extremo “mas” o “+” y el extremo
“menos” o “- “, como se puede observar en la figura 1.9. Esta polaridad es importante
para su ensamblaje.

Por ambos extremos puede ocurrir la polimerizacion, pero desde el extremo “+” es hasta
10 veces maés rapido que desde el extremo “-” (Paniagua et al., 2007). Un aparente
equilibrio de los monémeros de actina y los filamentos, se debe a la polimerizacién

reversible, en ambos extremos (Tim, 2010).
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Figura 1.9. monomeros y filamentos de actina: A. Mondmero de actina unido a un nucleétido (ATP o
ADP). B) los filamentos de actina con sus subunidades con una misma orientacion, con sus extremos “+”
y “-, (de Paniagua et al., 2007).

La polimerizacion de los mondmeros de actina también estd regulada por la unién al
ADP o ATP. Aquellos monémeros que se encuentran unidos al ATP deben hidrolizarse
en ADP tras su ensamblaje al filamento, éstos se polimerizan mas rapido que aquellos
mondmeros libres que tienen unidos ADP (Paniagua et al., 2007).

El inicio de la polimerizacion o nucleacion de la actina, ocurre a partir de un centro de
organizacion: el complejo de proteinas relacionadas a la actina (ARP 6 PAR; actin

related proteins), al que se unen tres mondmeros de actina. EI PAR tiene un rol



importante en los procesos celulares, incluyendo la adhesion celular, citocinesis,
polarizacion celular y migracién. En los ovocitos de raton, las proteinas PAR se hallan
en el huso meidtico previo al estadio MII; concentrados en la capa de actina polarizada
(Duncan y Moss, 2005; Moore y Zernicka-Goetz, 2005).

Durante la division celular, se produce una red de filamentos de actina en la region
nuclear de los ovocitos, que se encargan del transporte de los cromosomas hacia el huso
mitético (Lénart et al., 2005). Cuando los cromosomas estan duplicados y repartidos en
la etapa de telofase, formando los nucleos hijos, tanto microfilamentos como
microtubulos (filamentos de actina, miosina II y la actina o) forman un anillo contractil
llamado cuerpo de flemming, anillo ecuatorial o surco de segmentacion (figura 1.10). Al
centro de este anillo se encuentran restos de filamentos de actina que formaban parte del

huso mitotico.
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Figura 1.10. Anillo contractil o surco de segmentacién. A) Division de la célula por la contraccion de
los filamentos (anillo contractil); B. Progreso de la meiosis de un ovocito, en la que muestra la ubicacion

de los microtibulos (azul) y la formacién del surco de segmentacion (rojo).



El anillo se contrae progresivamente hacia adentro, estrangulando a la célula en el lugar
que se encontraban los cromosomas metafésicos, causando su divisién. Durante su
contraccion, se mantiene el grosor, y los filamentos de actina se desensamblan a medida
que avanza este proceso. Después de la divisién celular, el anillo se disgrega
completamente (Tim, 2010; Paniagua et al., 2007).

La maduracion meidtica de los ovocitos de los mamiferos se caracteriza por una
division asimétrica, que genera una célula hija més pequefia llamada corpusculo polar
con la mitad de cromosomas. Cuando el ovocito es activado, sufre un segundo proceso
de divisién, que resulta en un segundo CP (Azoury et al., 2009; Brunet y Verlhac,
2011). Uno de los factores que causa esta division meidtica asimétrica, es la posicion
del huso.

Durante el proceso de maduracion y fecundacion, los filamentos de actina se ensamblan
para liberar el primer y/o segundo CP. Chaigne et al., 2016, reportaron que después de
la penetracion del espermatozoide el huso mitético, controlado por los filamentos de
actina, gira de forma vertical a 90° para permitir la extrusién del segundo CP. De
producirse la despolimerizacion de los filamentos de actina, se bloguea la emision del
primer o segundo CP (Maro y Flach, 1984).

Al usar inhibidores de filamentos de actina durante la maduracion in vitro se puede
bloquear el progreso de la meiosis (Kim et al., 1998b). Algo similar ocurre en los
embriones partenogénicos o producidos por SCNT cuando se trata con estos inhibidores
al momento de la activacion. Dado que no hay rotacion del huso ni division celular, el
ovocito forma un prondcleo femenino adicional, al estar impedida la extrusion del
segundo CP (Kim et al., 1998b; Zhu et al., 2003).

Entre los inhibidores de filamentos de actina encontramos:



a) Citocalasina B (CB): es una mitotoxina que inhibe las divisiones citoplasmaéticas y el

movimiento celular, interviniendo a nivel de los filamentos de actina (Cooper, 1987).
Provoca que los mondmeros de actina libres no se adicionen a los filamentos en el
extremo positivo (Theodoropoulos et al., 1994), de este modo inhibe la extrusion del
segundo CP y mantiene todos los cromosomas dentro del ooplasma.

La CB adicionada durante la maduracion bloquea la citocinesis e inhibe la liberacion del
primer CP (Verlhac et al., 2000). Algo similar ocurre durante la activacion
partenogénica diploide y la clonacién, donde se bloquea la liberacion del segundo CP o
el speudo-corpusculo polar, segun sea el caso.

La CB no afecta la separacion de las cromatidas hermanas y permite la formacion de
dos pronucleos (Cooper, 1987; Zhu, 2003), resultando en embriones partenogénicos
diploides (Lenart et al., 2005).

Los resultados de Lee et al., (2004), muestran que méas del 70% de ovocitos tratados con
un solo pulso eléctrico (PE), seguido por incubacion en CB presentan dos pronucleos,
siendo presumiblemente diploides en mayores tasas que los tratados solo con PE (40%
de retencién del segundo CP). Cha et al., (1997), también demostraron que el
tratamiento con CB posterior a la estimulacion partenogenética desencadena un mejor
desarrollo de embriones porcinos.

La incubacién en CB aumenta la produccién de blastocistos in vitro (Zhu, 2003). Sin
embargo, también se demostré que la CB posee citotoxicidad (Gabbiani et al., 1975) y
que podria tener un efecto perjudicial en el desarrollo posterior de los embriones de
SCNT.

b) Latrunculina A (LatA): es una toxina purificada a partir de la esponja del Mar Rojo

Latrunculia magnifico, que inhibe la polimerizacion de la actina. La LatA influye en la

polimerizacion de actina formando un complejo molar 1:1 entre LatA y G-actina (Coué



et al., 1987). Se une especificamente al monémero de actina (G-actina) y no tiene
actividad para bloquear el extremo positivo de la F-actina (Yarmola et al., 2000).

En la clonacion por SCNT, se utiliza ampliamente la CB como inhibidor de la extrusion
del pseudo-CP. Sin embargo, la citotoxicidad presentada por la CB genera la necesidad
de encontrar nuevas drogas para reemplazarla. En el caso de esta tesis se decidié evaluar
la LatA.

La mayoria de los trabajos actualmente disponibles, que describen el uso de LatA, han
sido realizados en ratones. Mallol et al., (2015) reportaron un aumento significativo en
la tasa de blastocitos producidos por SCNT. Ademas, Terashita et al., (2012; 2013),
compararon la CB con LatA, encontrando en los ovocitos tratados con LatA que todos
los cromosomas se mantuvieron dentro del ooplasma sin efectos adversos para la F-
actina, similar a lo que sucede en la fecundacion. Ademas, reportaron un incremento en
la tasa de nacimientos de ratones clonados. Por el contrario, la localizacion de la F-
actina en embriones clonados tratados con CB mostr6 ser diferente respecto a la de
embriones fecundados.

En el afio 2012, Himaki et al., demostraron que el tratamiento con LatA en embriones
producidos por SCNT en porcinos de la variedad “minipigs” a partir de células fetales,
era eficaz para inhibir la extrusién del pseudo corplsculo polar. Este mismo grupo,
demostré que la LatA mejora la capacidad de desarrollo de embriones clonados de
cerdo “minipigs” (Himaki et al., 2010).

A pesar de estos avances, aun no existen reportes respecto al uso de LatA durante la
activacion en especies domésticas de produccion. Tampoco se ha evaluado el potencial
de esta droga para la activacion de embriones reconstituidos por clonacion sin zona

pelacida (HMC). Por tal motivo, en la presente tesis se propone usar LatA durante la



activacion para producir embriones clonados mediante la técnica de HMC, usando
celulas sométicas de un animal adulto.

1.3 Clonacién hecha a mano (Hand-Made Clonig)
En los Gltimos afios, comenzaron a desarrollarse alternativas para mejorar la eficiencia
de la técnica de SCNT, y poder aplicarla de forma més masiva. Una de ellas es la
clonacién sin usar micromanipuladores o clonacién hecha a mano (HMC “Hand-Made
Cloning”; Vajta et al., 2001, 2003). El método de HMC es considerablemente mas
sencillo que los métodos tradicionales. EI HMC presenta la ventaja de no requerir
micropipetas ni micromanipuladores sofisticados, altamente costosos (Vajta et al.,
2001).
Hoy en dia, el HMC es utilizado por diversos grupos de investigacion, con buenas tasas
de éxito. Se aplica en diferentes especies, como bovinos (Tecirlioglu et al., 2003, Vajta
et al., 2004; Rodriguez, 2009), equinos (Lagutina et al., 2005; 2007), porcinos (Du et
al., 2005), caprinos (Akshey et al., 2008) y bufalos (Shah et al., 2008). También se ha
reportado, la produccion de blastocistos porcinos transgénicos con esta metodologia
(Kragh et al., 2004).
La técnica de SCNT tiene tres pasos fundamentales: la enucleacion del ovocito receptor,
la transferencia de la célula donante y la activacion del ovocito reconstituido.
Posteriormente, los cigotos generados son cultivarlos in vitro hasta alcanzar el estadio
de blastocisto y poder ser transferidos a una hembra receptora.
El proceso de enucleacion involucra la remocién del nucleo del ovocito que recibira a la
célula donante. La enucleacion mediante HMC, es realizada de forma manual con ayuda
de una microcuchilla (figura 1.11), sobre ovocitos maduros a los que previamente se

elimin6 de forma parcial la zona pelucida (Li et al., 2013).



El corte que se realiza permite eliminar la porcion del citoplasma que contiene la placa
metafasica. Para poder localizarla, se realiza una incubacion en demecolcina, que
provoca la formacion de un cono o protrusién a nivel de la membrana citoplasmaética en
la posicion de la placa metafasica (Rodriguez, 2009). De este modo, se alcanzan
eficiencias de enucleacion del 98-100% sin la necesidad de visualizar la metafase a
través de la tincion y exposicién a UV. Otro método quimico alterativo, que se usa para
visualizar la metafase sin tener que exponer al ovocito a UV es el tratamiento de
sucrosa, que ayuda a ver el material genético utilizando un microscopio con luz blanca
(Liu et al., 2002a y b). La sucrosa, al igual que la demecolcina promueve la formacion
de un cono o vesicula a nivel de la membrana plasmatica, conteniendo la placa
metafasica, que se puede visualizar facilmente y aspirar con ayuda de la pipeta de

enucleacion (Yin et al., 2002).
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Figura 1.11. Esquema de la transferencia nuclear con Hand-Made Cloning (Rodriguez, 2009).

ElI HMC se diferencia de la técnica de enucleacion tradicional, porque esta Ultima

requiere el uso de micromanipuladores acoplados a un microscopio invertido. La



visualizacion la placa metafasica adyacente al primer CP es mediante tincion y
exposicion a luz UV (Figura 1.12).

Diversos trabajos demostraron que la exposicion a UV por periodo inferior a 15
segundos, no afecta el desarrollo embrionario de ovocitos bovino, conejo y xenopus
(Westhusin et al., 1992); por el contrario, la exposicién por mas de 30 segundos, altera
los patrones de sintesis de proteinas, afecta la incorporacion de metionina y provoca
pérdida de integridad de membrana en ovocitos bovinos (Smith, 1993). En los conejos
provoca una disminucion en la viabilidad de los embriones (Yang et al., 1990) y en los
ovocitos de xenopus resulta en desarrollo anormal del embrion en el 30% de los casos

(Gurdon, 1960).

FUSION +
ACTIVACION

célula donante

RECONSTRUCCION

Figura 1.12. Esquema de la transferencia nuclear con micromanipulador (Rodriguez, 2009).

Durante el proceso de la enucleacion con micromanipulador, el ovocito pierde 5-50%
del volumen citoplasmatico (Westhusin et al., 1996). Esto provoca pérdida del
contenido citoplasmatico (proteinas y ARNM maternos) necesario para la
reprogramacion del nacleo donante y el correcto desarrollo embrionario (Westhusin et
al., 1996; Zakhartchenko et al., 1997).

A través de la técnica de HMC es posible recuperar el volumen citoplasmatico y el
contenido de ARNm y proteinas maternas, entre un 90 a 100% (Vajta et al., 2001).

Durante la fusién, se utilizan dos mitades de citoplasma unidas a una célula somaética



donante, para lograr la reconstruccién del embridn. A pesar de las ventajas que ofrece
esta técnica, la presencia de mitocondrias y miARNs (microARN) de diferentes
origenes, podria tener efectos sobre el éxito de la clonacion mediante HMC.

Para el cultivo de los embriones producidos por HMC, se implementa el sistema “Well
on the Well” (WOW, Vajta et al., 2000). El sistema WOW, consiste en hacer pequefias
perforaciones o pozos en el fondo de una placa de cultivo, donde los embriones libres de
zona pelucida (ZF; Zona free) seran cultivados de manera individual (Lagutina et al.,
2007).

Finalmente, como ya se menciond, una de las mayores ventajas de la clonacion
mediante el HMC son el bajo costo y complejidad asociados a la técnica. No es
necesario un sistema sofisticado para la micromanipulacion, micromanipuladores o
microscopio invertido con sistema de fluorescencia. Ademas, no son necesarios los
instrumentos auxiliares para la fabricacion de las pipetas de enucleacion, reconstruccion
y sujecion. Todo esto equivale a un ahorro significativo en los costos asociados a

equipamiento.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipotesis
El desarrollo embrionario y la eficiencia de la clonacion porcina mejoran con la técnica
de HMC y la utilizacién de latrunculina A durante la activacion.
2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos Generales

Mejorar la produccion de embriones y la eficiencia de la clonacion a mano
“HMC”, mediante el uso de nuevos compuestos durante la activacién de ovocitos
porcinos.

2.2.2 Obijetivos Especificos

a) Establecer un sistema eficiente para la produccién in vitro de embriones
partenogénicos porcinos diploides mediante el uso de LatA y compararlo con CB,
durante la activacion. A este fin, se evaluard la ploidia de los blastocitos y la tasa
embriones producidos.

b) Mejorar la eficiencia de produccion de embriones porcinos clonados mediante las

técnicas de la clonacién a mano (Hand-made cloning).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudios
El presente proyecto de tesis se realizO en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Buenos Aires, ubicado en el barrio de Agronomia en la Ciudad de Buenos Aires—
Argentina (altura aproximada de 20 m.s.n.m, 34° 00" Latitud Sur y 64° 00" Longitud
Oeste).

3.2 Medios y drogas
Excepto que se especifique lo contrario, los medios y drogas utilizados en la presente
tesis fueron obtenidos de la Compafiia de Reactivos Sigma (St. Louis MO, USA).

3.3 Experimento 1. Evaluacion de latrunculina A durante la activacion
paternogeénica de porcinos

3.3.1 Recuperacién de los COC

Los ovarios de cerda utilizados para la recuperacion de los COC, se obtuvieron a partir
de hembras faenadas en un matadero local llamado “La Pompeya”, ubicado en Marcos
Paz, provincia de Buenos Aires - Argentina. Los ovarios se transportaron al laboratorio
en un termo a 25-29 °C de temperatura dentro de las 3 h posteriores a la coleccion.

La aspiracién o puncion de los COC se realiz6 utilizando una aguja de calibre 18 G,
unida a una jeringa desechable de 10 mL con un contenido minimo de medio Tyrode
Albumina lactato piruvato con Hepes, (TALP-H) (Bavister et al., 1977) suplementado
con 1% penicilina/estreptomicina/ Fungizone® (ATB/ATM, 15240-096; Gibco, NY,
USA).

Solo se punzaron foliculos con un tamafio entre 3 a 6 mm de diametro. Aquellos

foliculos de didmetro superiores a 6 mm fueron descartados por su contenido de



fibrindgeno, el cual, al coagular el fluido folicular podria llevar a pérdidas de los COC.
Asimismo, aquellos foliculos de diametro inferior a 3 mm fueron descartados, por
contener ovocitos con baja capacidad de desarrollo.

El fluido folicular colectado luego de la puncion de los foliculos, se descargd a un tubo
falcon de 50 mL. Se dejo decantar por 5 min, para permitir la formacién de pellet en la
base del tubo. Este pellet se diluyé en medio TALP-H para facilitar la visién de los

COC y se coloco en una placa de Petri cuadriculada, para proceder a la basqueda.

A. B.

Figura 3.1. Coleccion de COC. A) Ovarios de matadero; B) Puncion de los foliculos; C) Tubos falcon

con el contenido folicular y D) Placa de busqueda

El proceso de busqueda y seleccion de los COC se realiz6 a una temperatura constante a

25°C, bajo una lupa estereoscépica y en medio de TALP-H. Solo se seleccionaron COC



de categoria 1-2: ovocitos con citoplasma homogéneo y rodeado completamente de 2 a
3 capas de células de cimulos compacto.

3.3.2 Maduracion in vitro de los COC

Posteriormente a la seleccidn, se llevo a cabo la maduracion in vitro en gotas de 100 pL
del medio de maduracion (TCM-199; 31100-035; Gibco, Grand Island, NY, USA),
suplementado con 0,3 mM piruvato de sodio (P2256), 100 uM cisteamina (M9768), 5
pg/mg mioinositol, 1 pg/mL insulina transferrina selenio (ITS, 51300-044, Gibco), 1%
antibiotico-antimicotico, 10% (v/v) fluido folicular porcino y 10 mg/mL de hormona
foliculoestimulante (FSH, NIH-FSH-P1Folltropin, Bioniche, Caufield Norte, Victoria,
Australia), bajo aceite mineral (M8410). Se colocaron aproximadamente 20-25 COC
por gota. La maduracion se realizd por un periodo de 42-44 h a 39 °C en una atmdsfera

humidificada de 5% de CO3, 5% de Oz y en 95% de Nz.

Figura 3.2. Maduracion in vitro de los COC. A. estufa de cultivo donde los ovocitos permanecen para su
maduracion por 42-44 h. B. Placas con gotas de maduracion in vitro.



3.3.3 Denudacion de los COC

Transcurrido el tiempo de maduracion, los COC fueron removidos de sus células del
cumulus. Para esto, se los colocd en un tubo eppendorf conteniendo 100uL de
Hialuronidasa 1mg/mL (Hy; H-4272, DCPS) diluida en solucién Tyrode Albumina
lactato piruvato con Hepes (TALP-H) (Bavister et al., 1977). Se los someti6 a agitacion
mecénica (vortexeo) durante 3 min. Inmediatamente después, se diluyo en medio de
lavado TALP-H, para frenar la accidn de la Hy. Para este experimento se seleccionaron
aquellos ovocitos que presentaron un corpusculo polar y sin dafios a nivel de la

membrana citoplasmatica.

Figura 3.3. Ovocitos antes y después de la MIV. A. COC en gotas de maduracion in vitro (200X); B.

COC expandidos después de 42-44 h de maduracion; C. ovocitos denudados.

3.3.4 Activacion de los ovocitos

Los ovocitos usados para producir embriones partenogenéticos, fueron activados
eléctricamente usando una camara de fusion adicionada a un Electro-Manipulador-Cell
830 (BTX, Inc., San Diego, CA) mediante un pulso de corriente directa de 1.2 kV/cm
por 80 us, de duracién, en medio de activacién [0,3 M manitol (M9546), 0,05 mM
CaClz (C7902), 0,1mM MgSOs (M7506), y 1mg/mL de alcohol polivinilico (PVA-
P8136)]. Brevemente, los ovocitos fueron colocados en placas cubiertas por medio de
fusion durante 1 min, para luego ser depositados entre dos electrodos de alambre
(separados entre si por 1 mm), conteniendo medio de fusion, en la placa de

micromanipulacion.



Después del pulso eléctrico, los presuntos cigotos, fueron distribuidos de forma
aleatoria en los diferentes tratamientos, como se muestra en la figura 3.4.
Los ovocitos activados mediante el pulso eléctrico (PE), se incubaron en medio SOFaa
mas Cicloheximida (CHX, 10ug/mL), y segun al tratamiento, fueron sometidos a uno de
los inhibidores de actina. Se incluyd un grupo control sin inhibidor de actina. Los
grupos evaluados fueron:
e Tratamiento I:
PE + Cicloheximida (CHX, 10ug/mL) + LatA (2uM). A este grupo lo llamaremos a
partir de ahora (LatA).
e Tratamiento II:
PE + Cicloheximida (CHX, 10upg/mL) + CB (2.5pug/mL). A este grupo lo
[lamaremos a partir de ahora (CB).
e Grupo control:
PE+ Cicloheximida (CHX, 10ug/mL) (sin el uso del inhibidor de actina). A este

grupo lo Ilamaremos a partir de ahora (CHX).



Figura 3.4. Activacion paternogénica. A. Lupas estereoscopias conectadas al Electro-Manipulador-Cell
830 (activacion eléctrica); B. placa de activacion unida a los electrodos del electro manipulador; C. placas

de incubacion de los tratamientos.

Luego de las 3 h de activacion, se procedié al enjuague en 3 placas pequefias
conteniendo TALP-H, por diez minutos. Luego, los presuntos cigotos fueron fijados
para evaluar la extrusion del segundo CP o cultivados in vitro como se describe mas
adelante.

3.3.5 Evaluacién de la inhibicion de la extrusion de sequndo corpusculo polar

La evaluacion de la extrusion del segundo CP, se realizé mediante tincion con ioduro de
propidio (IP), tres horas después de la activacion, previamente descripta. Para esto, los
ovocitos fueron retirados de la placa de activacion y se trasladaron a una placa pequefia

de enjuague conteniendo TALP- H.



Una vez realizados los enjuagues, se traspasaron a otra placa conteniendo una gota de
100 pL de triton al 0.2% durante 15 min. Se enjuago en PBS/BSA. Posteriormente, se
co-incubaron en 100 uL de PBS/BSA més 1 uL de IP a resguardo de la luz, durante 15
min. La visualizacién de los corpusculos polares se realizd en un microscopio de
epifluorescencia invertido Nikon modelo Eclipse Diaphot TE-300 (Nikon, NY, USA).

3.3.6 Evaluacién de la formacién de prondcleos

Para este caso se realiz6 la misma distribucion de grupos que en el estudio anterior.
Luego de la activacion, los ovocitos fueron enjuagados en medio TALP-H, y cultivados
en gotas de 50 puL de medio de cultivo de fluido oviductal sintético (SOFaa, del inglés
Synthetic Oviductal Fluid), en atmdsfera humidificada de 5% de CO2, 5% de O, y en
95% de N2, durante 17 h, con el fin de evaluar la formacion de los prondcleos (PN).
Pasado este tiempo, los ovocitos fueron centrifugados (centrifuga: Arcano, China)
durante 15 min a 6000 rpm para remover el exceso de lipidos. Seguidamente se pasaron
a una placa pequefia de enjuague con TALP-H. Se realizé tincion con IP y observacion
microscopica, tal como esta descripto en el punto 3.3.5.

3.3.7 Evaluacién de la tasa del desarrollo embrionario

Luego de la activacion descripta en el inciso 3.3.4, los presuntos cigotos se colocaron en
placas de cultivo e incubaron en estufa gaseada por 7 dias. Se evalu6 el nimero de
embriones clivados, mdrulas y blastocistos, al dia 2, 5 y 7, respectivamente. Los
embriones se traspasaron a una gota diferente de SOFaa, al segundo y quinto dia. Al dia
5 también se los suplementado con SFB.

Para evaluar de desarrollo embrionario in vitro, se realizaron dos tratamientos con
inhibidores de actina, al igual que en el experimento anterior. Como grupo control se
usé la CHX sin inhibidores de actina, también se incluydé un nuevo grupo control

positivo (figura 3.5).



Los grupos quedaron construidos de la siguiente manera:
e Tratamiento I: PE + Cicloheximida (CHX, 10pug/mL) + LatA (2uM).
e Tratamiento II: PE + Cicloheximida (CHX, 10ug/mL) + CB (2.5ug/mL).
e Grupo control I: PE + Cicloheximida (CHX, 10pg/mL).
e Grupo control Il, PE + 6-Dimetilaminopurina (6-DMAP, 2 mM), que genera

embriones partenogénicos diploide y fue probada anteriormente en nuestro

laboratorio.

Figura 3.5. Cultivo de embriones partenogénicos. A. Placas de tratamientos para la incubacion durante

3h; B. Placas de cultivo hasta la etapa de blastocistos.

3.3.8 Conteo del nimero de células de los embriones partenogénicos

Los blastocistos obtenidos al dia 7 de cultivo, fueron incubados durante 15 minutos en una
gota de medio SOFaa conteniendo 1 pg/mL de Hoechst 33342 Bisbenzimide (B2261). El
conteo del nimero de células se realizd en microscopio invertido de fluorescencia, mediante
la observacién bajo luz ultravioleta.

3.3.9 Evaluacion de la ploidia de los embriones partenogénicos

Para evaluar la ploidia de las blastémeras se realiz6 una tincion cromosémica con

Giemsa (Lowens, BA, Arg., 5% v/v en agua bidestilada).



Para este fin, 4 dias post-activacion, los embriones partenogénicos, fueron incubados en
gotas de 50 uL de medio SOF suplementadas con 2 uL de colchicina (C3915) (stock: 25
pug/mL), durante 12 horas. La colchicina arresta el ciclo celular en el estadio de metafase
cuando es usada en bajas concentraciones, como se ha reportado previamente en nuestro
laboratorio (Canel, 2009).
Posteriormente a la sincronizacion del ciclo celular, los embriones fueron incubados en
una placa con 3 mL de medio hipotdnico (citrato de sodio 0,9% p/v en agua
bidestilada), a 37°C, durante 13-15 min. Cada embrion fue colocado sobre un
portaobjetos, en un minimo volumen (1uL) y el sitio de depdsito fue marcado con un
l&4piz con punta de vidrio. Antes de secado completo del medio, se adicion6 una gota de
solucion Carnoy, conteniendo 3:1 Etanol 100% (1.00983.1000; Merck, Darmst,
Alemania) - Acido Acético Glacial (401422; Carlo Erba, BA, Arg), como solucion
fijadora y se esperd hasta el secado completo a temperatura ambiente aproximadamente
10 min.
Finalmente, la tincién se realiz6 con una solucién de Giemsa por 10 min. Los
portaobjetos fueron lavados con agua destilada y secados a temperatura ambiente, hasta
el momento de su evaluacion.
Una vez seca la muestra, se analizaron digitalmente las imagenes fotografiadas. Se
determind la ploidia celular de las metafases tefiidas bajo aumento de 400x y 1000x.

3.4 Experimento 2. Evaluacion de latrunculina A durante la activacion de la
SCNT mediante la técnica de HMC para producir embriones in vitro en porcinos

3.4.1 Recuperacion de los COC

La transferencia nuclear de células somaticas se realizé segln el protocolo descrito por

Vajta et al., (2001) y Rodriguez, (2009).



La colecta de los COC, maduracion in vitro y denudacion de los ovocitos, se realizaron
en idénticas condiciones a las descriptas para los experimentos de activacion
paternogénica, en los apartados 3.3.1; 3.3.2 y 3.3.3, respectivamente.

Para el experimento, se eligieron los ovocitos que presentaban extrusion del primer CP
y no mostraban dafios a nivel de la membrana citoplasmatica.

4.4.2 Enucleacion de los ovocitos receptores

Para la enucleacion fue necesario eliminar la zona pelucida (zona Free; ZF), mediante
incubacion de los ovocitos en gotas de 100 uL de TALP-H suplementadas con 10% de
pronasa (previamente calentada) a 35°C. La placa se agitd constantemente para ayudar a
la digestion de la zona. Con ayuda de una pipeta de vidrio, se retiraron los ovocitos
desnudos carentes de zona, y se traspasaron a gotas de 50 uL y posteriormente a placas
conteniendo 2 mL de medio de manipulacion TALP-H suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS, 10499 - 444, Gibco, NY, USA). Se ejemplifica en la figura 3.6.

En un paso anterior, estos ovocitos se pasaron a gotas de descanso (SOFaa con el 10%

de SFB) hasta terminar de eliminar la zona.




Figura 3.6. Proceso de la obtencidn de ovocitos Zona Free. A) Placas empleadas para eliminar la zona

pelucida de los ovacitos, los ovocitos originalmente se traspasan a una gota de TALP, luego se le traspasa
a una segunda gota de 100 puL TALP conteniendo el 10% de pronasa (TALP-H+P). Luego de la

remocidn total de la zona (ejemplificado en B), los ovocitos son transferidos a gotas de 50 puL con TALP-
H + 10% de SFB vy, finalmente, a placas pequefias con TALP-H y 10% de SFB para terminar de diluir

cualquier resto de pronasa; B) proceso de obtencion de ovocitos libres de zona peldcida.

Una vez eliminada la zona peldcida, los ovocitos se incubaron en demecolcina (2.5
pug/mL) diluidas en medio de SOFaa, durante 30 min previo a la enucleacion. Este
método fue empleado para promover la formacion de un cono conteniendo la placa
metafésica, que sirvié como guia para la enucleacion. Posteriormente, los ovocitos ZF
se incubaron durante 15 min en gotas individuales (figura 3.7.A) de medio SOFaa
suplementado con 0,05ug/mL de citocalasina B (Mezzalira et al., 2011) bajo aceite
mineral. La enucleacién consistio en la eliminacion del citoplasma conteniendo la placa
metafésica con la ayuda de una microcuchilla, como se muestra en la figura 3.7.B
(Bisturi 15° Surgistar Codigo: 961501, USA). La manipulacion se realiz6 bajo una lupa
estereoscopica en aumento maximo utilizando contraste para la visualizacion de la placa

metafésica (Nikon SMZ 800, USA).

Figura 3.7. Enucleacién a mano. A. Placa de enucleacién; B. Ovocitos enucleados.



La ocurrencia de una enucleacion exitosa fue evaluada mediante tincion con el colorante
fluorescente Hoechst 33342 (Hoechst) y visualizacion bajo luz UV con aumento de
200x, por un periodo no mayor a 10 seg (figura 3.8). De este modo se confirmé la

ausencia de metafase en los citoplastos a usar como donantes de clonacion (Mezzalira et

al., 2011).
Al
B1. B2.
C1. C2.

Figura 3.8. Evaluacién de la enucleacion. Al. Hemi- citoplasto con presencia de la metafase visto a luz
blanca; A2. Hemi- citoplasto con presencia de la metafase visto a luz UV. B1. Hemi- citoplasto con
presencia de la metafase previamente incubado en demecolcina, visto a luz blanca; B2. Hemi- citoplasto
con presencia de la metafase previamente incubado en demecolcina, visto a luz UV; C1. Hemi- citoplasto

sin presencia de la metafase visto a luz blanca; C2. Hemi- citoplasto sin presencia de la metafase visto a



luz UV. Fotografias tomadas bajo microscopio de fluorescencia, luego de la tincidn de los hemi-ovocitos

con Hoechst 33342 (200X).

Se seleccionaron los hemi-citoplastos conteniendo al menos el 50% del volumen
citoplasmatico original para la reconstruccion de los embriones. Estos hemi-citoplastos
fueron cultivadas en gotas de medio SOFaa suplementado con 10% de SFB, para su
descanso hasta terminar de enuclear todos los ovocitos y hasta la transferencia nuclear.

3.4.3 Transferencia nuclear de células somaticas vy fusion.

Como donante de nucleo, se utilizd una linea celular obtenida a partir de un cerdo
adulto, en pasaje 5 y 6. Cinco dias antes de la SCNT, las células fueron descongeladas a
39°C vy cultivadas en medio DMEM-F12 suplementado con 10% SFB y antibiotico-
antimicético al 1% (15240-966, Gibco, NY, USA), hasta que alcanzaron la confluencia
(Buemo et al., 2016). Se utilizaron aquellas células que presentaron membrana
citoplasmatica intacta, sin citoplasma granulado ni signos de desprendimiento de la
superficie de la placa de cultivo.

Aproximadamente una hora antes de la transferencia nuclear, las células fueron
desprendidas de la placa de cultivo mediante tratamiento con 1 mL de tripsina por 5
min. Para detener la accion de la tripsina, se utilizaron 2 mL de DMEM suplementado
con 10% SFB. Se centrifugd a 1200 rpm durante 5 min. Luego de descartar el
sobrenadante, se tratdo con 45 ulL de pronasa durante 50 seg. Pasado este tiempo, se
realizaron dos enjuagues con TALP-H mediante centrifugacién a 1200 rpm a 37°C por
5 min. Posteriormente se re-suspendié para tener aproximadamente 1.500.000 de
células/mL, con la que se trabajo.

La reconstruccion y la fusion se realizaron por el método “sandwich”, el cual consistio
en la transferencia de pares de hemi-citoplastos a una gota de 50uL conteniendo
1mg/mL de fitohemaglutinina (PHA; L8754) disuelta en TCM-199. Después de unos

segundos, uno de los hemi-citoplastos se dejé caer rapidamente sobre una unica célula



donante descansando sobre el fondo de una gota de 100uL de TALP-H. Luego, un
segundo hemi-citoplasto se unié al hemi-citoplasto adherido a la célula donante (figura
3.9A).

A'

Célula

Hemi-citoplasto

Figura 3.9. Reconstruccion de los embriones. A) hemi-citoplastos; B) fusién de los hemi-citoplastos

Seguidamente, los pares (hemi-citoplastos y célula donante) se colocaron en una placa
pequefia con medio de fusion compuesta por manitol 0,3 M, MgSO 0,1 mM, CaCl 0,05
mM y Img/mL PVA, durante 1 minuto. Despues se transfirieron a una cdmara de fusion
conteniendo 2 mL del medio. La electrofusion se realizé utilizando un manipulador de
Electro-Células BTX 830 con un pulso de corriente doble directo de 1,42 kV/cm, de
30uS (Buemo et al., 2016; figura 3.9.B). Todos los pares se colocaron de manera
individual en micro-gotas conteniendo 5 uLL de medio SOFaa, bajo aceite mineral, para
ser incubados a 39 °C en una atmosfera humidificada de 5% de CO2, 5% de O.y en
95% de Na.

Veinte a treinta minutos después del pulso, se evalud la eficiencia de fusion, en funcién

de la ausencia de la célula donante separada y con ambas mitades de citoplasma



completamente unidas. Todos aquellos pares que no llegaron a fusionar en ese tiempo
fueron re-fusionados. Se esperé unas dos horas para la reprogramacion del ovocito.
Pasado este tiempo, las mitades que no fusionaron se descartaron.

3.4.4 Activacion
Luego de las dos horas de reprogramacion, los pares fusionados fueron activados
eléctricamente mediante un Unico pulso de corriente continua de 1,2 kV/cm durante
80uS, seguido por los tratamientos previamente especificados en el inciso 3.3.7:
a) Tratamiento I: PE + Cicloheximida (CHX, 10pg/mL) + LatA (2uM).
b) Tratamiento Il: PE+ Cicloheximida (CHX, 10pg/mL) + CB (2.5ug/mL).
e Seincluyeron ademas dos grupos control partenogénicos:
c¢) Control I: PE + Cicloheximida (CHX, 10ug/mL) + LatA (2uM).
d) Control II: PE + Cicloheximida (CHX, 10ug/mL) + CB (2.5ug/mL).

3.4.5 Cultivo in vitro

Una vez finalizada la activacion, los embriones reconstruidos se cultivaron de forma
individual en el sistema WOW, anteriormente descripto (Vajta et al., 2003). Los
pocillos se produjeron usando un capilar de vidrio ligeramente caliente en su punta,
haciendo micropozos mediante una ligera perforacion en la parte inferior de la placa de
petri de 35 mm x 10 mm. Un total de 15 a 20 micropozos fue cubierto con 100 uL de
medio de SOFaa. Los embriones fueron cultivados en una mezcla de gas humidificado
(5% de CO2, 5% de O, y 95% de aire) a 38.5 °C. El medio se renovo al dia 2 con
SOFaa fresco y al dia 5 se renové por segunda vez con medio SOFaa suplementado con
10% de SFB.

El clivaje embrionario se evalu6 48 h después de la activacion, el estadio de moérulas fue

evaluado al dia 5 y la formacién de blastocistos entre los dias 7/8 de cultivo.



3.5 Andlisis Estadistico
El anélisis estadistico empleado fue no paramétrico de Fisher (test exacto de Fisher),
con un intervalo de confianza del 95%, utilizando el programa Graph Pad PRISM®

version 5.01. Para todos los andlisis una diferencia de p <0,05 fue considerada

significativa.
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4. RESULTADOS.
4.1 Experimento 1. Evaluacion de latrunculina A durante la activacion
paternogéenica de porcinos

4.1.1 Evaluacién de la inhibicion de la extrusion de sequndo corpusculo polar

Los primeros experimentos de esta tesis, persiguieron determinar la eficiencia de la
LatA en los protocolos de activacion, para inducir la produccion de embriones porcinos
partenogénicos diploides, en comparacion con el inhibidor de actina mas comunmente
usado, la CB.

Con este fin, en un primer ensayo se evaluo la eficiencia de inhibicion de la extrusién
del segundo CP, tres horas después de iniciada la activacion de los ovocitos, como se
representa en la figura 4.1. En las fotografias es posible observar presuntos cigotos con
uno o dos corpusculos polares. En algunos casos no fue posible una visualizacién clara

del CP, motivo por el cual dichos cigotos fueron descartados.



Figura 4.1. Evaluacion de la inhibicion de la extrusion del segundo CP. Luego de las 3 h de iniciada
la activacién, mediante PE de 1.2kV/cm por 80uS seguido por CHX combinada con LatA o CB, se
evalu6 la inhibicién de la liberacion del segundo CP por tincion con ioduro de propidio (rojo
fluorescente) de los embriones partenogénicos, aumento de 200X. A.1. ovocito activado con un solo CP,
vista en luz blanca; A.2. Ovocito activado con un solo CP, vista con IP; B.1. Ovocito activado con el
primer y segundo CP, vista en luz blanca y B.2. Ovocito activado con el primer y segundo CP, vista con

IP.

Se evaluo el porcentaje de inhibicion del segundo CP en un total de 370 ovocitos, datos
incluidos en el cuadro 1. Estos resultados no muestran diferencias significativas
(p<0.05), entre los tratamientos consistentes en pulso eléctrico seguido por CHX
combinada con LatA o CB, por lo que se puede decir que la LatA fue capaz de inhibir la
extrusion del segundo CP al igual que la CB. Ambos tratamientos presentaron
diferencias estadisticas con el grupo control sin inhibidores de actina. Se debe

mencionar que este es el primer estudio en evaluar la inhibicién de la extrusion del



segundo CP en un periodo corto posterior a la activacion con LatA o CB. Ademas se
puede observar graficamente estos resultados en la figura 4.2.

Cuadro 1: Efecto del tratamiento con inhibidores de la actina a las 3 h post-activacion.

Ovocitos
) 3 Horas
. Activados
Tratamientos
(N) lerCP 2°CP Otros
n (%) n(%) n (%)
CHX+LatA 190 153(80,5)? | 19(10,0)° 18(9,5)
CHX+CB 176 136(77,3)% | 23(13,1)° 17(9,7)
CHX (control) 194 133(68,6)° | 44(22,7)° | 17(8,8)

@b): |_os valores con letras distintas en la misma columna indican las diferencias significativas (Test de
Fisher, P <0,05). LatA: Latrunculina A; CB: Citocalasina B; CHX: Cicloheximida; 1erCP: primer

corpusculo polar; 2°CP: segundo corpusculo polar; otros: incluye datos de los ovocitos que no se observo
claramente o perdidos.

CHX+LatA CHX+ CB CHX (control)

Figura 4.2. Evaluacion de la extrusion del 2°CP, posterior a la activacion eléctrica e incubados en CHX+

LatA; CHX+CB; CHX (control).

4.1.2 Evaluacién de la formacion de pronucleos

En un segundo estudio, se evalud la formacién de prondcleos a las 17 h post-activacion,
mediante tincién con ioduro de propidio y visualizacion bajo microscopio de

epifluorescencia. La clasificacién de los cigotos se muestra en la figura 4.3, que



ejemplifica el tipo de resultados obtenidos: A) 1 CP mas 1PN; B) 1 CP méas 2 PN; C) 2

CP més 1PN; y D) 1 CP y sin PN (ovocitos no activados).

D.

Figura 4.3. Fotografias de los embriones partenogénicos evaluados a las 17 horas. A) Embrion
partenogenético con un solo corplsculo polar y un pronlcleo; B) Embriones partenogénicos con dos
prontcleos y un solo corplsculo polar. C) Embriones partenogénicos con dos corpusculos polares y un
prontcleo; D) ovocitos con un solo corplsculo polar. Los ovocitos fueron activados con un pulso
eléctrico DC de 1.2kV/cm por 80us en un medio de activacion seguido por uno de los tratamientos
durante 3 h de incubacion y posterior se cambié al medio de cultivo SOF hasta las 17 h posteriores a la

activacion. Para la observacién de los pronicleos se realiz6 mediante la tincion con IP.

En el cuadro 2, se representa las tasas de formacion de pronucleos, inducidas por
activacion con pulso eléctrico seguido por CHX combinada con los inhibidores de
actina LatA o CB a las 17h post-activacion. Los ovocitos activados con LatA, resultaron

en una tasa de inhibicion de la extrusion del segundo CP y de formacion de dos



pronucleos significativamente (p<0.05) superior a aquellos tratados con CB, y también
respecto al grupo control. Los resultados de este ensayo también demostraron que al
usar LatA, disminuye significativamente la produccion de cigotos con un solo
pronucleo sin la retencion del segundo CP, mejorando la eficiencia de produccion de
cigotos presumiblemente diploides.

Cuadro 2: Evaluacion de la tasa de formacion de pronicleos inducida por la activacion
con pulso eléctrico seguido por CHX combinada con los inhibidores de la actina LatA y

CB alas 17h post-activacion.

ovoct 17 HORAS
ocitos
Tratamientos v. ! 1CP 20pP .
activados no activados
1PN 2PN 1PN 2PN
CHX+atA 156 36(23.1) | 90577 | 9(598)° 0 21(13.5)
CHX+CB 152 21(27) | 68(447)" | 20(132)° | 2001 [ 21138
CHX (control) 158 83(27,2) | 16(10,1)¢ | 78(49.4)¢ 0 21(13,3)

@b): | os valores con letras distintas en la misma columna indican las diferencias significativas (Test de
Fisher, P <0,05). LatA: Latrunculina A; CB: Citocalasina B; CHX: Cicloheximida; 1CP: Un corpusculo
polar; 2CP: Dos corpusculos polares; 1PN: un pronucleo; 2PN: Dos pronlcleos; No activados: aquellos

ovocitos con un solo corpusculo polar, lo cual indicaria que no fueron activados y sin prontcleo.

Estos resultados se presentan en la figura 4.4, donde se observa que no existen
diferencias significativas (p<0.05), en la capacidad de activacion de los tres grupos en

estudio. Ademas, en todos los casos el porcentaje de activacion fue superior al 80%.



Porcentaje de Activacion

W Activados  ® No Activados

86.5% 86.2% 86.7%

CHX+LatA CHX+ CB CHX (control)

Figura 4.4. Porcentajes de activacién de los embriones partenogénicos generados con el tratamiento de

un pulso eléctrico por corriente directa, seguida de CHX+ LatA; CHX+CB; CHX (control).

4.1.3 Evaluacion de la tasa de desarrollo in vitro en embriones partenogénicos

porcino.

A continuacion, se evalud la tasa de desarrollo in vitro de los embriones partenogénicos,
activados mediante pulso eléctrico seguido de CHX combinados con LatA o CB. Los
grupos controles fueron activados con CHX o 6-DMAP. A dia 2 se midi6 la tasa de
clivaje (figura 4.5.A), a dia 5 la tasa de morulas (figura 4.5.B) y a dia 7, la tasa de
blastocitos (figura 4.5.C).

Se utilizaron un total de 716 ovocitos, a los que se activo y dividio aleatoriamente en los
diferentes tratamientos, tal como se presenta en el cuadro 3 y la figura 4.6. No se
observaron diferencias significativas (p <0.05) entre los diferentes tratamientos respecto

a los porcentajes de embriones clivados, moérulas y blastocistos.



Figura 4.5. Desarrollo in vitro de los embriones partenogénicos. A) Embriones partenogénicos en la
etapa de clivados (dia 2); B) Embriones partenogénicos en etapa de moérula (dia 5); C) Embriones
partenogénicos en etapa de blastocitos (dia 7).

Cuadro 3. Evaluacion de la tasa de desarrollo in vitro de los embriones partenogénicos
activados con un pulso eléctrico, seguido por incubacién en CHX maés un inhibidor de
actina, LatA o CB. Los grupos controles fueron incubados solo con CHX o 6-DMAP

luego del pulso eléctrico.

. Ovocitos | Clivados Morula |Blastocitos
Tratamientos .
Activados| N° (%) N° (%) N° (%)
CHX+LatA 208 127(61.1) | 39(18.8) 25(12)
CHX+ CB 206 113(54.9) | 36(17.5) | 22(10.7)
CHX (control ) 201 110(54.7) | 45(22.4) 22(10.9)
6-DMAP 101 53(52.5) 19(18.8) 12(11.9)

LatA: Latrunculina A; CB: Citocalasina B; CHX: Cicloheximida; DMAP: 6-Dimetilaminopurina.



70%

60% |
61.1%
0% 54.9% 54.7% mmmm—
(o]
40%
B CHX+LatA
30% B CHX+ CB
1 CHX (control)
| A
20% | 22.4% H 6 - DMAP
10% 10.7% 10.9% 11.9%

0%

CLIVADOS MORULA BLASTO

Figura 4.6. Porcentajes de clivados, mérulas y blastocistos, de los embriones partenogénicos activados
mediante un pulso eléctrico por corriente directa seguido por la incubacion de 3h en CHX+ LatA;
CHX+CB; CHX (control -) y 6-DMAP (control +).

Se evalu6 el nimero de células de los blastocistos obtenidos, como indicador de calidad
embrionaria (figura 4.7). Para este andlisis se utilizo el ANOVA, P <0,05.

Los resultados se muestran en el Cuadro 4 y figura 4.8. Se encontraron diferencias
estadisticas significativa (p<0,05) entre el grupo tratado con LatA respecto al grupo
tratado con CB y los grupos controles.

Cuadro 4. Evaluacion del ndmero de células de los blastocistos partenogénicos

obtenido al dia 7 de cultivo.

TRATAMIENTOS

CHX+LatA | CHX+CB [CHX (control)| 6-DMAP
Media 55.64° 41.95° 26.41° 43.33°
Desvio Estandar 3.499 7.306 3.05 8.51
N 25 22 22 12

@b): |_os valores con letras distintas en la misma fila indican las diferencias significativas (ANOVA, P
<0,05). LatA: Latrunculina A; CB: Citocalasina B; CHX: Cicloheximida; 6-MAP: 6-
Dimetilaminopurina.
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Figura 4.7. Diferencias en el nimero de células de blastocistos al dia 7 de desarrollo. Datos obtenidos

de los embriones partenogénicos activados mediante un pulso eléctrico por corriente directa seguido por

la incubacién de 3h en CHX+ LatA; CHX+CB; CHX (control -) y 6-DMAP (control +).

C) CHX

Figura 4.8. Conteo
LatA; b) Embriones

CHX; d) Embriones

A) CHX+*LatA B) CHX+CB

D) 6-DMAP

de células de los blastocistos. a) Embriones partenogénicos tratados con CHX+
partenogénicos tratados con CHX+ CB; ¢) Embriones partenogénicos tratados con

partenogénicos tratados con 6-DMAP. Los ovocitos fueron activados con un pulso

eléctrico DC de 1.2kV/cm por 80us en un medio de activacion seguido por uno de los tratamientos

durante 3h de incubacion y cultivados en medio de cultivo SOF, hasta el dia 7. Para el conteo de las

células, se realiz6 tincién con Hoechst 33342.



4.1.4 Evaluacidn de la ploidia de los embriones partenogénicos.

Se analizé el nimero de cromosomas de las blastomeras para determinar la ploidia de
los embriones. Para este estudio, la activacion se realizo en idénticas condiciones a las
previamente descriptas en la evaluacion de desarrollo. ElI conteo del ndmero de
cromosomas fue mediante la tincion con Giemsa y visualizacién con una magnificacién

total de 400 (figura 4.9).

CHX+LatA CHX+ LatA CHX+ LatA
(Haplo) (Aneu)

CHX+CB (Haplo) CHX+CB (Diplo) CHX+CB (Aneu)
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6-DMAP (Haplo) 6-DMAP (Diplo) 6-DMAP (Aneu)

Figura 4.9. Analisis de la ploidia de los embriones partenogénicos. Extendidos mas representativos de
embriones partenogénicos activados con diferentes tratamientos y tefiidas con Giemsa (magnificacion
final x 400).



Cuadro 5. Determinacion de la ploidia de los blastdmeros obtenidos por los diferentes tratamientos de activacion paternogénica.

Tratamientos Ovaocitos Ov_ocitos OV;;'_';OS Emb.riones Metgfases - . Ploidia .
madurados | activados .. analizados | analizadas Diplo n(%)| Poli n(%) |Aneu n(%o)
cariotipo n(%)
CHX+LatA 675 202 11 30 3 (27.3) 4 (36.4) 0 4 (36.4)
CHX+CB 5406 679 216 9 19 2(22.2) 0 0 7 (77.8)
CHX (control ) 552 196 10 18 3 (30) 3 (30) 0 4 (40)
DMAP 516 144 12 23 3 (25) 4(33.33) | 1(8.33) | 4(33.33)

(Test de Fisher, p<0.05). Haplo: haploide (1n). Diplo: diploide (2n). Poli: poliploide (> 2n). Aneu: Aneuploide (Xn + 3 cromosomas).




87

El cuadro 5, muestra que no hubo diferencias estadisticas significativas en la tasa de
produccion de embriones diploides, haploides u aneuploides entre los tratamientos con
LatA, CB o grupos control.

4.2 Experimento 2. Evaluacion de latrunculina A durante la activacion de la
SCNT mediante la técnica de HMC para producir embriones in vitro en porcinos
En este segundo experimento, se intentd mejorar la produccion de embriones clonados
porcinos, mediante la técnica de HMC. Basandonos en los resultados del experimento 1,
que mostraron que la LatA es capaz de inhibir la extrusion del segundo CP. De acuerdo
con esto, hipotetizamos que LatA también seria capaz de inhibir la extrusion del pseudo
corpusculo polar, evitando la pérdida de parte de la informacién genética de los
embriones clonados.

Para corroborar esta hipotesis, se evaluo la tasa de desarrollo in vitro de los embriones
clonados mediante HMC, comparando la activaciéon mediante PE seguido de CHX
combinado con LatA o CB. Se evalud la tasa de embriones clivados (figura 4.10),
morulas (figura 4.11) y blastocistos (figura 4.12).

Con la técnica de HMC fue posible obtener un total de 83.6% (168/201) de ovocitos
reconstituidos. Luego de las tres horas de activacion, la sobrevida de los embriones
activados con LatA 93.9% (77/83), significativamente superior a lo observado para el
grupo activado con CB (p <0.05), que presento una sobrevida del 82.4% (70/85).

Los registros de desarrollo in vitro de los embriones clonados por HMC se muestran en
el cuadro 6. Se observo que, la tasa de clivaje del grupo activado con LatA no fue
diferente estadisticamente respecto al grupo tratado con CB. A pesar de observarse
diferencias significativas en la tasa de morulas, la tasa de blastocistos no difirié entre

ambos tratamientos.
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Cuadro 6. Evaluacion de la tasa de desarrollo in vitro de los embriones clonados

mediante la técnica de HMC.

Tratamiento N Clivados N° Moérula N° Blastocitos
(%) (%) N° (%)
CHX+LatA 77 61(79,2) 22(28,6)% 11(14,3)
CHX+ CB 70 48(68,6) 13(18,6)° 5(7,1)
control P. (CHX+LatA) 69 51(73,9) 24(34,8)? 6(8,7)
control P. (CHX+CB) 69 55(79,7) 18(26,1)° 5(7,2)

@b): |_os valores con letras distintas en la misma columna indican las diferencias significativas (Test de
Fisher, P <0,05). LatA: Latrunculina A; CB: Citocalasina B; CHX: Cicloheximida. Los datos obtenidos
de 5 repeticiones. N: ovocitos reconstruidos fusionados o activados partenogenéticamente.

T

Figura 4.10. Fotografias embriones clonados por HMC, en etapa de clivados. Se observaron dos dias

de cultivo en medio SOFaa, se visualiz6 bajo luz blanca con una magnificacion fina de 400.
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Figura 4.11. Fotografias los embriones clonados por HMC, en etapa de mérula. Se observaron al dia

5 de cultivo, la visualizacion se realizé bajo luz blanca con una magnificacion fina de 400.

Figura 4.12. Fotografias de los blastocistos clonados por HMC. Se observaron al dia siete u ocho de

cultivo, la visualizacidn bajo luz blanca con una magnificacion fina de 400.
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5. DISCUSION

En esta tesis nos propusimos establecer un sistema eficiente para la produccion in vitro
de embriones partenogénicos porcinos diploides, basado en el uso de la latrunculina A,
para su posterior aplicacion en clonacion.

Tradicionalmente, la produccion de embriones partenogénicos diploides porcinos se ha
logrado mediante el tratamiento con CB durante la activacion. Si bien, tanto la LatA
como la CB inhiben la polimerizacion de los filamentos de actina, los mecanismos de
accion involucrados son diferentes. La LatA actia a nivel de los monémeros de actina
(Spector et al., 1983; Coué et al., 1987), mientras que la CB inhibe el extremo “+” de
los filamentos de actina (Cooper. 1987; Theodoropoulos et al., 1994). Esta inhibicion
de la polimerizacion de los filamentos de actina, sucede durante el progreso mei6tico
del ovocito, provocando la retencion del segundo CP. De este modo, al impedirse la
liberacion del segundo CP, las croméatidas hermanas persisten dentro del citoplasto,
generandose dos pronucleos (o0 uno con el doble de carga cromosémica) y un cigoto
diploide.

En la primera etapa de esta tesis, se determiné la eficiencia de la LatA para producir
embriones partenogénicos diploides. Para ello, los embriones se generaron mediante
activacion con un pulso eléctrico, seguido por incubacion en CHX combinada con LatA
0 CB. Se evaluaron parametros clave, tales como la tasa de extrusion del segundo CP,
formacion de dos prondcleos, desarrollo embrionario in vitro y carga cromosomica de
cada blastobmera del embrion. Para el grupo control haploide, se utilizaron ovocitos
activados con pulso eléctrico e incubado solo en CHX. El uso de LatA, result6 en tasas
de inhibicion de la extrusion del segundo CP no mostrando diferencias significativas
respecto a la CB (p<0.05). Este es el primer estudio en evaluar la inhibicion de la

extrusion del segundo CP en un periodo corto posterior a la activacion con LatA o CB.
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El segundo parametro evaluado fue la tasa de formacién de pronicleos a las diecisiete
horas posteriores a la activacion. Se observd que LatA induce la formacion de dos
pronucleos, a la vez que inhibe la liberacion del segundo CP en una alta proporcion de
los cigotos (57,7%, 156/90). Esto fue significativamente diferente a lo observado en el
grupo activado con CB, que presentd dos pronucleos e inhibicién de la liberacion del
segundo CP en 44,7% (152/68) de los cigotos estudiados. Ambos tratamientos difirieron
del grupo control, que resulto en 10,1% (158/16) de cigotos con 2 PN y 1CP. En linea
con la observacion anterior, LatA resultd en menores porcentajes de embriones con un
solo pronucleo y dos CP que la CB.

En la fecundacion normal, el ovocito es activado por el ingreso del espermatozoide, que
provoca la extrusién de la mitad de los cromosomas en forma de segundo CP y la
formacion de dos prondcleos. La produccion de embriones partenogénicos diploides
generalmente se logra mediante inhibicion de la extrusion del segundo CP, empleando
inhibidores del citoesqueleto tales como CB (Kim et al., 1997), o utilizando agentes
como el 6-DAMP (Szbllosi et al., 1993; Liu y Yang., 1999), que evitan la reactivacion
de MPF, bloquean la extrusion del segundo CP e inducen la formacion de uno o dos
pronucleos después de la activacion de los ovocitos en metafase Il. En este estudio,
demostramos que LatA fue eficaz para inhibir la liberacion del segundo CP, a la vez que
posibilitd la posterior formacion de dos pronucleos. Estos resultados son alentadores, ya
que demuestra que la LatA ejerce su accion sobre la formacion pronuclear, similar a lo
que ocurre en la fecundacién natural (Terashita et al., 2012). Nuestros resultados
concuerdan con observaciones previas. Himaki et al., (2012) emplearon LatA en
diferentes concentraciones, y obtuvo tasas de formacion de dos pronucleos y presencia
de un solo CP en el 56 a 58% de los cigotos de cerdo “minipig”. Datos similares fueron

obtenidos por Terashita et al., 2012 en ratones, quienes también demostraron la
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capacidad de LatA para retener el segundo CP y permitir la formacion de dos
pronucleos. Estos autores también obtuvieron porcentajes de activacion mayores al 75%
al emplear CB o LatA durante la activacion, similar a lo observado en la presente tesis.
Teniendo en cuenta los alentadores resultados de formacion de pronucleos inducidos
por LatA, se procedio a evaluar su efecto sobre el desarrollo embrionario hasta el
estadio de blastocistos. Se reiterd la activacion en idénticas condiciones a lo
previamente descripto, y se incluyeron dos grupos controles: incubacion solo en CHX
(control haploide) e incubacion solo en 6-DMAP (control diploide). Este ultimo grupo
fue incluido como control positivo, dado que el 6-DMAP resulta en tasas elevadas en
produccion de embriones clonados en la especie porcina (Buemo et al., 2016). No se
observaron diferencias estadisticas en la tasa de blastocistos inducida por LatA o CB
(p<0,05), que tampoco difirieron a los grupos controles.

A pesar de no observarse diferencias estadisticas en la tasa de blastocistos inducida por
los diferentes tratamientos, LatA produjo blastocistos con mayor nimero de células
(p<0,05) que CB Yy los grupos controles. EI nimero de células de los blastocistos es
indicativo de calidad embrionaria (Hardy et al., 2001 y 2003). Por tal motivo, esta
observacion indica que los embriones partenogénicos producidos por tratamiento con
LatA serian de mejor calidad.

Finalmente, en una Ultima etapa de evaluacion de los embriones porcinos
partenogénicos producidos por tratamiento con LatA, se determind la carga
cromosOmica de las blastomeras de los embriones, tomando como referencia que el
complemento cromosémico normal de cerdos es 2N=38 cromosomas. No se detectaron
diferencias entre LatA, CB y los controles en el numero de blastomeras diploides y
haploides. Es importante resaltar que la técnica de analisis de cariotipos es poco

eficiente. Se presentan numerosas dificultades, entre las que se incluyen: dificultades
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para sincronizar las blastdbmeras en metafase y poca visibilidad de cromosomas, debido
a la presencia de gotas lipidicas en el citoplasma de los ovocitos porcinos, que los torna
mas opacos que otras especies (Yong et al., 2005; Somfai et al., 2008). No hay reportes
previos evaluando la ploidia de embriones producidos con LatA contra los cuales
podamos comparar nuestros resultados.

En suma, nuestros resultados de activacion paternogénica empleando LatA o CB,
demuestran que la LatA es eficiente para producir embriones partenogénicos diploides;
la LatA es capaz de inhibir la extrusién del segundo CP, formar dos pronucleos y
producir blastocistos con mayor proporcién de células. Si bien los resultados de ploidia
no fueron muy alentadores, creemos que podria deberse a problemas técnicos.

Por tal motivo, en una segunda etapa de la tesis, se evaluo la activacién basada en CHX
combinada con LatA para asistir la clonacion porcina mediada por la técnica de
clonacién a mano (Hand-made cloning). En el caso de la clonacion, nuestra hipotesis
fue que la activacion con LatA inhibe la extrusion del pseudo-CP y evita la perdida de
parte de la informacion genética contenida en la célula donante, uno de los causales del
pobre desarrollo embrionario de los clones (Wakayama y Yamagimachi, 1999). Estudios
previos han mostrado que el uso de inhibidores del citoesqueleto, tales como la CB,
permiten conservar la ploidia de los clones mediante la inhibicion de la extrusién del
pseudo CP (Rohrer et al., 1996). Sin embargo, la CB tendria un efecto toxico para los
embriones (Gabbiani et al., 1975; Himaki et al., 2010; Himaki et al., 2012; Terashita et
al., 2012), que afectaria la localizacion de la actina - F, evento importante durante la
activacion de los ovocitos, la formacion de prondcleos, reprogramacion nuclear y el
desarrollo posterior de los embriones. Por tal motivo, propusimos remplazar la CB con
la LatA. Reportes previos demostraron que la LatA corregiria la localizacién anormal de

la actina - F (Terashita et al., 2012 y 2013). Ademas, no seria necesario usar altas
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concentraciones de LatA para producir un embrion diploide como es el caso de la CB
(Wakatsuki et al., 2001; Himaki et al., 2012). La LatA tendria menor citotoxicidad que
la CB; esta ultima puede provocar una segregacion anormal de los cromosomas en
embriones antes de la etapa de 8 células, reduciendo la capacidad de que estos
desarrollen a blastocistos (Mizutani et al., 2012).

El interés en realizar HMC reside en que esta técnica requiere menos equipamiento que
la técnica tradicional, lo cual presenta ventajas econdmicas, dado que posibilitaria
adaptar la clonacion para los laboratorios con menor infraestructura (Vajta et al., 2001;
Rodriguez, 2009).

Por estos motivos en el Gltimo experimento de esta tesis, evaluamos la activacion con
LatA para asistir a la clonacion por HMC. No observamos diferencias significativas en
el desarrollo embrionario de los clones activados con LatA o CB (p<0.05). Las tasas de
blastocistos obtenidas en esta tesis mediante HMC fueron inferiores a las previamente
reportadas, empleando LatA para inducir desarrollo de embriones partenogénicos
(Himaki et al., 2012), y clones en cerdos minipig (Himaki et al., 2010). En estos
reportes se utilizaron, LatA o CB solas para acompafiar la activacion de los clones
generados por la técnica de SCNT tradicional, empleando como donantes a células
fetales.

Las menores tasas de desarrollo observadas en esta tesis podrian atribuirse a la técnica
de enucleacion por HMC empleada en esta tesis. La enucleacion por HMC involucra el
corte a mano de los ovocitos, que elimina la mitad del citoplasma de los mismos (Vajta
et al., 2001). Por tal motivo, posteriormente son requeridos dos citoplastos de ovocitos
enucleados para la reconstruccion y recuperacion del volumen citoplasmatico del
embrion (Rodriguez, 2009). La necesidad de cultivo individual de los clones de HMC,

en un sistema similar al de “well on the well” (WOW) (Vajta et al., 2003), también
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podria ser el causal de menor desarrollo de los clones, en comparacién con la técnica de
SCNT tradicional.

Otro aspecto, que podria estar afectando la produccion de blastocistos clonados
mediante HMC en nuestro trabajo, es el tipo de células donantes empleadas, que se
sabe, puede influir en la eficiencia de la clonacion (Oback y Wells, 2002). En la presente
tesis se utilizaron células somaéticas de tejido de un animal adulto, mas dificiles de
reprogramar que los fibroblastos fetales (Saini et al., 2015; Li et al., 2008). En este
sentido, Akshey et al., (2010), demostrd en cabras que los fibroblastos fetales resultan en
mayores tasas de blastocistos que las células de cumulus frescas y cultivadas.
Asimismo, otros autores manifiestan que células somaticas son menos eficientes que
células fetales, esto se ha estudiado en diferentes especies como el ratén, vacuno,
bufalos silvestres y domésticos, ovinos y porcinos, cuando se compararon células fetales
y células de animal adulto (Wakayama et al., 1999; Wakayama et al., 2005; Mizutani et
al., 2008; Berstein et al., 1996; Kato et al., 2000; Saini et al., 2015; Li et al., 2006;
Zhao y Zheng, 2010). EI nimero de pasajes del cultivo celular también tiene un efecto
sobre la tasa de blastocisto. Mezzalina et al., 2011 y De Sousa et al., 2002, obtuvieron
las mayores tasas de blastocistos, cuando emplearos células de vaca adulta con un
pasaje maximo de cuatro. En esta tesis, se utilizaron células con més de 5 pasajes, lo
cual podria explicar el menor desarrollo de los blastocistos.

A la fecha, no se cuenta con demasiada informacién respecto al uso de LatA en
clonacion, especialmente en animales domésticos. La mayor parte de los trabajos se han
realizado en ratones, y compararon LatA con CB, obteniendo mejores resultados con

LatA (Terashita et al., 2012 y 2013; Mallol et al., 2015).
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La presente tesis ayuda a confirmar el potencial de la LatA tanto para acompaiiar
activacion partenogénica, del mismo modo para acompafiar la activacion de los clones

producidos por HMC, empleando células somaticas de un animal adulto como donantes.



98

Capitulo 6. CONCLUSIONES.
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6. CONCLUSIONES.

1. La presente tesis evaluo la eficiencia de la LatA durante el proceso de activacion
partenogénica, con el fin de mejorar la produccion de blastocistos de la clonacion a
mano (HMC).
> EIl tratamiento con LatA fue eficaz para la produccion in vitro embriones

partenogénicos porcinos diploides. Siendo este capaz de inhibir la extrusién del
segundo CP, y de promover la formacion de dos pronicleos con mejor
eficiencia que el tratamiento con CB. Ademas, el uso de la LatA durante la
activacion favorecio la produccion de blastocistos partenogénicos con un
mayor numero de células, por lo tanto, con una mejor calidad que los
embriones tratados con CB.

2. Se demostré también que LatA puede utilizarse de forma eficiente durante la
activacion de embriones generados por clonacién a mano (HMC), empleando
celulas sométicas de animales adultos.

En esta Tesis se abarcaron varios aspectos del proceso de activaciéon en dos tipos de

embriones: partenogénicos y clones, usando el tratamiento con LatA. La latrunculina A

produjo embriones porcinos diploides, con mayor numero de células, pudiendo ser un

tratamiento que promueva un aumento en la produccion de clones viables.
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