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Resumen

Resumen

La ingenieria genética y la reprogramacion de organismos vivos representan las
nuevas fronteras biotecnoldgicas que permitiran generar animales con modificaciones
precisas en sus genomas para un sinnumero de aplicaciones biomédicas y agropecuarias.
Es asi que, el presente proyecto persiguié desarrollar y optimizar protocolos para
generar embriones bovinos transgénicos.

Capitulo I: La estrategia propuesta, se basaba en conseguir la presencia
simultdnea en el interior celular de una enzima de restriccion (I-Scel) mas un transgén
(formado por casetes de expresion de una proteina fluorescente -ZsGreenl- y neomicina
fosfotransferasa) flanqueado por sitios para la endonucleasa. Se generaron varias lineas
transgénicas de fibroblastos fetales bovinos mediante sub-cultivo de las colonias
fluorescentes en placas individuales. Las células transgénicas fueron empleadas para
generar embriones modificados genéticamente por transferencia nuclear de células
somaticas (TNCS).Adicionalmente, estudiamos se generaron embriones bovinos
transgénicos mediante la incorporacion del transgén (casetes ZsGreenl y neo)
flanqueado por sitios I-Scel mas la enzima I-Scel al interior del ovocito junto con el
espermatozoide durante la técnica conocida como inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI). Los embriones asi generados se cultivaron in vitro,
inspeccionandolos a los dias 4, 6 y 7 para detectar la emisién de fluorescencia,
indicativa de la expresion de la proteina ZsGreenl. Los embriones que alcanzaron el
estado de blastocisto y expresaron el transgén fueron estudiados para determinar la
presencia del transgén mediante el analisis de su ADN.

Capitulo II: Decidimos proponer un tratamiento de maduracion ovocitaria
bifasico mediante el uso de moduladores de AMPc. Este tratamiento consta de dos
etapas, en la primera se intenta aumentar la concentracion intracelular de este mensajero
quimico mediante el uso de Forscolina ¢ IBMX, con el fin de evitar el reinicio
prematuro de la meiosis. En la segunda etapa, se busca evitar la degradacion del AMPc
producido mediante el uso de Cilostamida, induciendo a su vez la maduracion de los
ovocitos mediante la utilizacion de FSHrh. Se logrd estandarizar la maduracion bifasica
in vitro de ovocitos bovinos provenientes de ovarios de mataderos. Estos resultados
sugieren que el uso de moduladores de AMPc durante el proceso de maduracién genera
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Resumen

ovocitos de mayor competencia ovocitaria, lo que se refleja en el aumento de la
productividad y calidad de los embriones producidos. Este tratamiento se propone
entonces como una alternativa a los protocolos de maduracién estandares utilizados en

PIV de embriones bovinos y otras especies de interés zootécnico.

Palabras clave: ganado bovino, embrién, 1-Scel, endonucleasa, transgénesis, 1CSI,

ovocito, maduracion, AMPc, PIV



Abstract

Abstract

Genetic engineering and reprogrammed organisms represent the new
biotechnological frontiers which will make possible to generate animals with precise
genetic modifications for agricultural and biomedical applications. Therefore, we
developed and optimized protocols to produce transgenic bovine embryos

Chapter 1:The strategy involves the simultaneous presence inside the cell of a
restriction enzyme (I-Scel) and a transgene (carrying cassettes for a fluorescent protein -
ZsGreenl- and neomycin phosphotransferase) flanked by restriction sites for the
endonuclease. Several transgenic cell lines were generated and used to generate
genetically modified animals though somatic cell nuclear transfer (SCNT). In addition,
we have developed an alternative approach to generate transgenic bovine embryos by
coinjecting the transgene flanked by 1-Scel restriction sites plus the enzyme 1-Scel along
with the spermatozoon during the technique known as intracytoplasmic sperm injection
(ICSI). Embryos were cultured in vitro and inspected at days 4, 6 and 7 with a
fluorescence microscope to characterize transgene expression. Embryos that reach the
blastocyst stage and express the transgene were analyzed to determine transgene
presence.

Chapter 11: Our objective was to set up a biphasic maturation treatment by
using cyclic adenosine monophosphate modulators (CAMP). This treatment has two
phases, in the first phase, we try to yield an increase on intracellular concentrations of
cAMP by supplementing maturation media with Forskolin and IBMX in order to avoid
premature resumption of meiosis. In the Second phase we try to prevent cAMP
degradation by using Cilostamide and stimulating oocyte maturation using rhFSH. We
were able to set up an in vitro biphasic maturation protocol on bovine ovaries from
slaughterhouses. The biphasic maturation showed an improvement in quality regarding
the control group, in the timing analysis of production and hatching percentages, and
these results show that the use of cAMP modulators in oocyte maturation process
enhances oocyte competence, which is reflected in an increased productivity and
embryo quality. We propose this treatment as an alternative to the standard protocols
currently used in IVP of bovine embryos and other species with zoo technical interest.
Keywords: Cattle, embryo, I-Scel, endonuclease, transgenesis, 1CSI,

Oocyte; maturation, cCAMP, IVP
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Introduccion

Biotecnologias Reproductivas y Mejoramiento Genético Animal

Originalmente el término “transgénesis animal” se acufié para indicar la
introduccion deliberada de nueva informacién genética en la linea germinal. Sin
embargo, con los recientes avances en las dreas de la genética molecular y técnicas de
ADN recombinante, hoy es posible, no solamente incorporar nuevo material genético,
sino también suprimir (knock-out) o reemplazar (knock-in) porciones especificas del
genoma de un organismo. La ingenieria genética permite generar cambios que persistan
en las generaciones siguientes, transfiriendo a la descendencia los caracteres deseados,
los cuales serian muy dificiles de lograr con los métodos de mejoramiento tradicional
mediante el cruzamiento selectivo de individuos.

Un animal transgénico, es un animal en el que se ha producido una
modificacion deliberada en su genoma, en contraste con una mutacion espontinea. Esa
modificacion debe ser transmitida luego, a través de la linea germinal, de modo que
todas las células, incluidas las células germinales del animal, posean el mismo material

genético modificado.
Importancia de los animales transgénicos

La biotecnologia transgénica promete ocupar un lugar central en diferentes
aspectos relacionados a la salud humana y la producciéon animal. La produccion de
animales modificados genéticamente ha despertado gran interés, no solo desde el punto
de vista cientifico sino también productivo (Baldassarre y col., 2002; Wang y col.,
2002; lvics & Izsvak., 2004). En el area agropecuaria se prevé la introduccion de
animales con modificaciones genéticas que resulten en una mejora en la performance
productiva con caracteristicas mas eficientes y competitivas, tales como mayor tasa de
crecimiento en animales para carne; carnes mas saludables, por ejemplo con mejores
perfiles de acidos grasos; mayor produccion de leche o cantidad de lana; y resistentes a
enfermedades tal como la encefalopatia espongiforme bovina entre otras (Cyranoski y

col., 2003; Donovan y col., 2005; Richt y col., 2007).
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La utilidad de los animales genéticamente modificados no se limita a su uso
como biorreactores para la produccion de proteinas recombinantes con interés
farmacologico destinadas al tratamiento de un sinntimero de padecimientos (Schnieke y
col., 1997; McWhir, 2002); y/o que expresan proteinas especificas en diferentes fluidos
corporales (Cyranoski, 2003; Mutto y col, 2009). Los ratones modificados
genéticamente sirven como poderosas herramientas para investigar la patogenia de
numerosas enfermedades humanas; sin embargo son de escaso valor en estudios
preclinicos, dado que difieren de los humanos en tamafio, fisiologia y anatomia. Es por
ello que se intenta desarrollar animales de granja con células y tejidos “humanizados”
como fuente de material bioloégico para xenotransplante humano (MacKenzie y col.,
2003; Ekser y col., 2009); animales transgénicos como modelos de estudio de
patologias humanas en los que se pueda por ejemplo, probar tratamientos con nuevas
drogas en fases preclinicas, practicar cirugias y hasta inclusive ensayar nuevo
equipamiento médico (Fan & Watanabe, 2003; Norgren, 2004; Flisikowska y col.,
2012). La expresion ectopica de transgénes (con ganancia de funcion) y la disrupcion de
genes enddgenos (con pérdida de funcion) en animales transgénicos también han sido de
gran valor para dilucidar los mecanismos responsables de la regulacion génica (Grabher
& Wittbrodt, 2004); estudiar la expresion génica, y regulacion de promotores y
secuencias codificantes (Haruyama y col, 2009). Sin embargo todavia existen un
sinniimero de barreras bioldgicas, metodologicas y éticas que tienen que ser superadas
para que estos emprendimientos biotecnoldgicos puedan dar respuesta a las expectativas

generadas tanto en el ambito cientifico-académico como en la sociedad en su conjunto.
Meétodos para generar animales transgénicos

Si bien la posibilidad de producir animales transgénicos mediante la
introduccion de ADN exdgeno existe desde hace muchos afios, las técnicas para inducir
modificaciones génicas intencionales en especies mayores de interés agropecuario, se
encuentran rezagadas si se compara con los avances significativos que se han producido
en el area de la transgénesis de roedores de laboratorio, especialmente el ratén. La
figura 1 esquematiza los métodos disponibles para generar animales transgénicos en la

actualidad. Se pueden caracterizar en cinco técnicas principales.
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Métodos empleados para generar embriones transgénicos

ey e
Microinyeccién Mediada por

Pronuclear )
 Células Madre
Embrionarias

Figura 1. Principales técnicas usadas para generar animales transgénicos.
Microinyeccion pronuclear

La microinyeccién pronuclear fue la primera técnica utilizada para generar
ratones transgénicos (Gordon y col., 1980). Este procedimiento consiste en el uso de
micromanipulacidn para inyectar un pequefio volumen de una solucién ADN foraneo
conteniendo el gen de interés, directamente en el pronticleo masculino de un cigoto. La
transferencia de los embriones inyectados a una madre sustituta daria eventualmente
origen a embriones portadores del transgén. La adecuada visualizacion del promicleo
masculino presenta la primera clara limitacion que ha obstaculizado la difusion de esta
metodologia para generar animales mayores transgénicos. Sin embargo se ha logrado
generar aunque con baja eficiencia cerdos transgénicos (Hammer y col., 1985), cabras
(Ebert y col., 1991), ovejas (Murray y col., 1989), y vacas (Krimpenfort y col., 1991;
Eyestone., 1999). El éxito de la microinyeccion pronuclear respecto de la integracion
del transgén varia entre el 3% para ratones, ratas y conejos a solo el 1% para el ganado
bovino, los cerdos y las ovejas (Wall y col., 1996).

El uso de la microinyeccion pronuclear para crear animales transgénicos puede
conducir a una gran variabilidad en la expresion del transgén. Sumado a su baja
eficiencia, este método sdlo permite la integracion el azar del ADN exdgeno, en lugar
de dirigir su ingreso a sitios especificos (Auerbach, 2004; Clark y col., 1994). El uso de
los métodos basados en la intercalacion al azar del transgén se limita a aquellos casos en
que se persigue la incorporacion de nueva informacion genética, por ejemplo incorporar
secuencias que codifican para la expresion de una proteina heterdloga (Schnieke y col.,

1997).
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En el caso de que la integracion del transgén ocurra posteriormente a la
primera replicacion del ADN gendmico se generan embriones mosaico, en los cuales no
todas células del animal contienen el transgén de interés. Para la creacién de animales
transgénicos mediante microinyeccion pronuclear es necesario obtener descendencia de
la quimera resultante (Wolf y col., 2000; Houdebine., 2002). A través del cruzamiento
selectivo de los animales mosaico en especies de gestaciones largas como los bovinos, el
tiempo para la transmision a la linea germinal de los caracteres deseados es elevado en
razon del prominente intervalo generacional, lo cual, sumado al elevado costo que
implica tener un rodeo grande de receptoras sincronizadas (Wall y col., 1996; Wells y
col.,1999), puede llegar a ser una gran desventaja del uso de microinyeccion pronuclear en

especies domésticas.
Transgénesis mediada por células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (ESCs, del inglés Embryonic Stem Cells) son
utilizadas extensamente para generar ratones transgénicos. Estas células, aisladas del
macizo celular interno de los blastocistos, en presencia de inhibidores de la
diferenciacién adecuados, tienen el potencial para dividirse indefinidamente en cultivo
(Evans y col., 1981; Martin.,1981; Thomas & Capecchi., 1987), pudiendo originar tanto
células somaticas como a germinales presentes en un organismo adulto La capacidad de
multiplicacion indefinida in vifro representa una cualidad importante a la hora de
utilizarlas para introducir modificaciones en su genoma. Cuando las ESCs modificadas
genéticamente son seleccionadas e introducidas en el interior de un embridn
preimplantacional en crecimiento, las células se multiplican y contribuyen a la
formacion de los diferentes tejidos del animal. La transmision del transgén a través de la
linea germinal de éstos animales quiméricos se utiliza para generar animales
completamente transgénicos, a través de estrategias de cruzamiento convencional. Sin
embargo, una gran ventaja de usar ESCs respecto de la microinyeccién pronuclear, es la
posibilidad de seleccionar la integracion del transgén mediante el uso de marcadores de
seleccion en las lineas celulares empleadas. El uso de ESCs también permite la
modificacion sitio dirigida del ADN gendmico dando lugar a la creacion de knock-outs
genéticos y otras modificaciones precisas del genoma mediante el fenémeno conocido

como recombinacién homoéloga (RH). Este dltimo mecanismo puede ocurrir solamente
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si el transgén ha sido disefiado de tal modo que contenga secuencias homdlogas a las del
locus que se pretende modificar. A pesar de la multiplicidad de usos de las
metodologias basadas en la RH, la bajisima frecuencia con que ocurre dicho proceso (1
x 10° — 1 x 107, Denning & Priddle., 2003), hacian imprescindible utilizar estrategias
de seleccion para identificar las lineas celulares que presentan la modificacion deseada
(Hasty y col., 1999). En consecuencia, la baja frecuencia con la que se produce la
integracion gendmica del transgén en sitios especificos, representa un obsticulo
considerable para la aplicacion de estas metodologias para la produccién de animales
mayores genéticamente modificados. Sin embargo, desde hace varios afios se estan
desarrollando herramientas genéticas que permiten la manipulacidon del genoma para
hacer mas eficientes los eventos de mutacion dirigida o transgénesis: endonucleasas
homing o meganucleasas, nucleasas dedos de Zinc (ZFN, del inglés Zinc Finger
Nucleases) (Wood-Aj y col.,. 2011), las TALE asociadas a nucleasas fol/kl (TALEN, del
inglés wranscription activator-like effector nucleases) (Wood-aj y col.,. 2011; Zhang y
col., 2011) y las endonucleasas de ADN Cas? dependiente de ARN del sisterna CRISPR
(CRISPR, del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeat) (Bhaya y
col.,, 2011). Estas nucleasas presentan la ventaja de no necesitar seleccion con
antibioticos, lo cual lo cual es de gran importancia pensando en la futura incorporacién
de animales transgénicos en la cadena alimenticia humana.

En la actualidad se conocen al menos seis lineas de ESCs con pluripotencia
demostrada tanto in vitro como in vivo en la especie bovina (Paris & Stout., 2010). Sin
embargo, todas estas lineas varian entre si en morfologia y en la expresion de
marcadores normalmente asociados a estados de indiferenciacion y pluripotencia (Stice
y col., 1996; Cibelli y col., 1998; Kitiyanant y col., 2000; Mitalipova y col., 2001, Saito
y col., 2003, Wang y col., 2005). Se ha trabajado bastamente para aislar y cultivar
ESCs bovinas empleando como estrategia el co-cultivo con diferentes tipos de células
denominadas alimentadoras, que aportan factores de crecimiento necesarios para que las
ESCs crezcan adecuadamente (Cibelli y col., 1998, Mitalipova y col.,, 2001). La
dificultad de generar ESCs bovinas hace que la generacion de quimeras no sea

actualmente una técnica viable en esta especie.
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Al igual que en la microinyeccion pronuclear, con el uso de ESCs, las quimeras
generadas deben ser sometidas a cruzamientos selectivos, con el fin de generar

embriones capaces de transferir a la descendencia los caracteres deseados.
Transgénesis mediada por virus

Si bien cada método tiene sus ventajas y desventajas, los vectores virales estan
ganando aceptacion por su alta eficiencia para introducir moléculas de ADN al interior
de la célula. En los vectores, segmentos del genoma viral salvaje han sido eliminados
para permitir el empaquetamiento del material genético que se pretende introducir y al
mismo tiempo suprimir los mecanismos naturales de replicaciéon viral que causarian
dafio celular.

Cuando el objetivo es la modificacion permanente de las lineas celulares, es
necesario el uso de vectores virales que posean la capacidad de integrarse al genoma, tal
el caso de los vectores derivados de retrovirus y lentivirus. La capacidad que tienen los
vectores derivados de retrovirus para integrarse aleatoriamente en el genoma de la
célula huésped ha sido explotada para introducir el gen reportero de la proteina verde
fluorescente (GFP, del inglés green fluorescent protein) en lineas celulares porcinas, las
cuales se utilizaron seguidamente para producir embriones (Uhm y col., 2000) y cerdos
transgénicos mediante TNCS (Park y col., 2001; Lai y col., 2002). El lentivirus, un
retrovirus complejo, representa una alternativa a los vectores retrovirales oncogénicos
debido a su habilidad para infectar una amplia gama de tipos celulares, inclusive células
que no estan dividiéndose activamente (quiescentes), aventajando de esta manera a los
vectores gamma-retrovirales. Mediante esta técnica se ha obtenido 60% de eficiencia en
ratones (lkawa y col., 2003), 70% en cerdos (Hofinann y col., 2003) y 99% de eficiencia
en bovinos transgénicos clonados que expresan la proteina heteréloga GFP a partir de
fibroblastos infectados con lentivirus que portaban el transgén (Hoffman y col., 2004).
Dichas eficiencias son, hasta la fecha, las mas altas para transgénesis en animales de

granja.
Transferencia nuclear de células somdticas

La técnica mas utilizada actualmente en la generacion de animales domésticos

transgénicos es la transferencia nuclear de células somaticas (TNCS) o clonacién, en la
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cual el animal resultante puede transferir el gen introducido a su descendencia, que sera
también transgénica (Wolf y col., 2000; Houdebine, 2002). Esta biotecnologia supera
muchas de las limitaciones de los otros métodos permitiendo, en forma asexual, la
produccion de un organismo genéticamente idéntico al material nuclear con el que se
generd (Bosch y col., 2004). Cuando las células en cultivo son transfectadas, es posible
la caracterizacion de la modificacion génica antes de proceder a la produccién del
animal transgénico introduciendo un importante punto de control (Bordignon y col,,
2003). De esta manera, es posible identificar aquellas lineas celulares que poseen la
modificaciéon genética deseada, antes de la transferencia nuclear, aumentando asi, la
eficiencia de la técnica.

La aplicacion de la clonacidn tradicional en el ambito de la produccion animal
traeria aparejadas ventajas productivas y econémicas. Permite una rapida propagacién
de genotipos probados en el sector ganadero donde se transfiere el 100% de una
genética conocida, a través de la disminucion del intervalo de progreso genético (Mutto
y col., 2009; Miragaya y col., 2010). Ademas, asegura la transmision del mérito
genético ya sea para caracteristicas productivas o reproductivas, como fertilidad, salud y
vida util (Panarace y col., 2007); permite recuperar material genético de animales que
por alguna razon quedan fuera del circulo reproductivo. Por ejemplo, animales que
padecen enfermedades terminales o infecto-contagiosas, animales en edad avanzada,
con lesiones anatomicas, o que han sido castrados y ya no pueden generar descendencia
por los métodos reproductivos naturales. En cuanto a animales de razas nativas en
extincion que han sido desplazados por otras razas de mayor importancia comercial,
esta técnica permite la conservacion genética de las mismas. Estos animales contienen
una genética valiosa que les confiere caracteristicas que los hacen mas adaptables al
ambiente, como resistencia al calor y a determinadas enfermedades.La tabla 1 muestra la
produccion de animales transgénicos en diferentes especies mediante transferencia
nuclear de células somaticas.

El primer paso en la produccidon de animales transgénicos mediante TNCS
consiste en incorporar el material genético dentro de la célula en cultivo, mas
especificamente dentro del niicleo, para permitir que dicho ADN se intercale en el
genoma celular. Las células del donante pueden proceder de una amplia variedad de

tipos celulares que van desde blastomeras embrionarias hasta células adultas. Para que
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el ADN fordneo ingrese al interior de células en cultivo se pueden utilizar métodos
fisicos (como la electroporacion), quimicos (como el uso de sustancias policatiénicas;
Mutto y col., 2009; Ortega y col., 2011, 2012; Forcato y col., 2012) o vectores de origen
viral (Clark y col., 2000; Scilingo y col., 2011). Una vez que ha ingresado el transgén al
interior de la célula, su integracion al genoma puede ocurrir al azar o en un locus
especifico a través de RH (Thomas & Capecchi., 1987). Es comin observar una
disminucion o abolicién de la expresion de la proteina transgénica (fenémeno conocido
como silenciamiento), originada en modificaciones epigenéticas de las secuencias de
ADN incorporadas.

Una de las principales ventajas de éste método, radica en que el sexo del
animal puede ser predeterminado por la eleccion del material del donante. Al usar
cultivos celulares para propagar las células donantes, se puede dar lugar a un gran
nimero de células transgénicas que pueden alternativamente ser congeladas y
almacenadas durante largos periodos de tiempo. El uso adecuado de TNCS también
asegura que la mayor parte de los animales producidos sean transgénicos, por lo que
cada célula de un animal clonado tendra el transgén, ahorrando asi el tiempo y costo,
asociado al mantenimiento de las hembras receptoras.

En nuestro laboratorio se desarrollé un vector policistronico capaz de
introducir los genes humanos de lactoferrina y lisozima en un solo evento de insercion
en fibroblastos bovinos. Una vez obtenido el mismo y comprobada su eficiencia de
expresion in vitro, los fibroblastos transfectados fueron utilizados para generar
embriones in vitro mediante clonacion por TNCS. Una vez producidos estos embriones
se transfirieron a hembras receptoras, obteniéndose nueve meses después una hembra
portadora de ambos genes. Un afio mds tarde, y luego de una induccidn artificial de la
lactancia, se logré comprobar en su leche la presencia lisozima y lactoferrina humanas
por técnicas clasicas como Western blot y ELISA. Este resultado constituye nuestro
principal antecedente en el tema y representa un avance importante en la tecnologia de
modificacion genética de animales, ya que constituye el primer informe mundial sobre
la produccidn de un bovino bitransgénico, dado que expresa las dos proteinas humanas

(Mutto y col., 2009).
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Tabla 1. Transgénesis por transferencia nuclear de células somadticas para la

produccion de animales transgénicos en diferentes especies

Especie Grupo de investigacion (afio)
Ratén Kishigami y coli; (2009)
Ovinos Schnieke y col., (1997)
Caprinios Baldassarre y col., (2003) ; Bordignon y col., 2003
Porcinos Lai y col., (2002); Nagashima y col., (2003)
Bovitos Mutto § col., (2 les., (2003)
Hurones Yan y col., ( 2009)

Transgénesis mediada por espermatozoides

Los espermatozoides de mamifero fueron considerados durante mucho tiempo
como células metabolicamente inertes, asumiendo que su Gnica funcidn es la de actuar
como vector de su propio genoma durante la fertilizacién. En el afio 1971 se demostré la
capacidad intrinseca de los espermatozoides de mamifero para unirse a moléculas de
ADN exogeno mediante una simple coincubacion in vitro, y vehiculizar dicho ADN al
interior de embriones durante el proceso de fertilizacion (Brackett y col., 1971).

Basandose en esta habilidad de unirse al ADN surgié la transgénesis mediada
por espermatozoides (SMGT, del inglés sperm mediated gene transfer), como un nuevo
método para la produccién de animales transgénicos (Lavitrano y col., 1989). En su
estudio se logro obtener ratones transgénicos producidos por fertilizacion in vitro de
ovocitos empleando espermatozoides epididimarios previamente incubados durante 15
minutos con un plismido en su conformacion lineal o circular. Secuencias
complementarias del plasmido internalizado por los espermatozoides fueron
identificadas en aproximadamente el 30% de la progenie F1 mediante Southern blot. Al

igual que para la microinyeccion pronuclear, por éste método, no se pueden hacer
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modificaciones sitio especificas debido a que el transgén se integra al azar en el
genoma.

Respecto de otros métodos disponibles para generar animales transgénicos
tales como la microinyecién pronuclear, o la clonacion empleando como donantes
células transgénicas, la SMGT prometia ser un método con alta eficiencia, al permitir
generar un alto nimero de embriones transgénicos en un solo paso; ofrecia ser una
técnica relativamente simple basada en la manipulacién de gametas en lugar de
embriones, y presentar bajo costo, al no precisar ningun tipo de equipamiento especial,
por lo que se puede realizar en mamiferos en condiciones de campo, por ejemplo en
protocolos de inseminacion artificial. Sin embargo, aunque atractiva por su simplicidad,
esta técnica ha sido muy cuestionada por su poca reproducibilidad (Brinster y col.,
1989; Birnstiel & Busslinger 1989; Wall 1999). Varios estudios posteriores sugieren
que la inconsistencia entre los resultados podria atribuirse a la activacién de
mecanismos de defensa en el espermatozoide y el plasma seminal, resultando en la
degradacion del ADN exdgeno (Sato y col., 2003; Kang y col.,, 2008; Lanes y col.,,
2009).

En el protocolo original de SMGT, los espermatozoides epididimarios se
incuban con el ADN que contiene el gen de interés seguido por la fertilizacion in vitro o
la inseminacion ir vivo (Lavitrano y col., 1989). A pesar de que la incorporacion del
ADN heterologo ocurre espontaneamente, se ha demostrado que la eficiencia global de
la técnica se ve aumentada cuando en lugar de espermatozoides epididimarios se
emplean espermatozoides del eyaculado. Esto representa una ventaja dado que en la
actualidad existen diversos protocolos para la criopreservacion de espermatozoides
epididimarios o eyaculados. Al trabajar con eyaculado, los animales donantes pueden
ser aprovechados durante toda su vida reproductiva.

Para la generacion de animales transgénicos mediante SMGT es necesario
optimizar el protocolo en las diferentes especies, seleccionar un animal donante con
buenos parametros de calidad seminal, y establecer el tiempo y concentracion de ADN
optimos en la coincubacion in vitro. La eficiencia en la union ADN-espermatozoide
debe ser maxima, pero sin afectar los parametros fisioldgicos normales como la
motilidad progresiva que resultaria en Gltima instancia en una baja tasa de produccion

embrionaria fuego de la fertilizacion in vitro o inseminacion artificial (Lavitrano y col.,
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2003). La tabla II muestra el uso de transgénesis mediada por espermatozoides para la

produccion de animales transgénicos en diferentes especies.

Tabla II. Transgénesis mediada por espermatozoides para la produccion de

animales transgénicos en diferentes especies

Especie Grupo de investigacion (aiio)

Rat6n Lavitrano y col., (1989); Hochi y col., (1990)
Bachiller y col., (1991); Maione y col., (1998);
Sciaminna y col., (20003, Sato y col., (20025

Conejo Brackett y col., (1971); Kuznetsov &
Kuznetsov (1995); Wang y col., (2001)

Porcinos S‘perahdio y col., (1996); Gandolfi y col.,
(1998);
Lavitrano y col., (2002); Nagashima y col.,
(2003)

Pollo Fainsold y col., (1990); Nakanishi y col., (1993)
Yang y col., (2004)

Rana (Xetiopus Kroll & Amaya (1996); Jonak (2000)

Laevis)

Bovinos Pérez y col., (1991); Sperandio y col., (1996);

Invertebrados

Rieth y col., (2000)

Patil y col., (1996) Sin y col.; (2000}; Vetug
ycol, (2004)

Tsai y col., (1997)

En base a la morfologia y fisiologia singular de los espermatozoides, la simple

incubacion de los mismos con el ADN exdgeno no es suficiente para producir la

captacion del transgén. El ADN exdgeno se une selectivamente al segmento

postacrosomal del espermatozoide, especificamente a su membrana plasmatica a través

de proteinas especificas de union al ADN, (DNA-BPs, del inglés DNA binding
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proteins). Del total de ADN unido al espermatozoide, 15-20% es internalizado por un
mecanismo mediado por el complejo mayor de histocompatibilidad clase II y por
moléculas CD4 (Wu y col., 1990; Lavitrano y col., 1997; Bosch y col., 2004).

En los dltimos afios se han desarrollado nuevas estrategias con el fin de
aumentar la cantidad de ADN incorporada por las células espermaticas que van desde
un paso rapido de congelado-descongelado, la electropermeabilizacion por
electroporacion (Gagne y col, 1991, Horan y col, 1992), la alteracion de las
membranas de los espermatozoides mediante el tratamiento con detergentes no polares
tales como Triton X-100, Tween etc. (Perry y col., 1999), el uso de agentes quimicos de
transfeccion como liposomas (Hoelker y col., 2007), formaciéon de complejos
ADN/criopreservantes empleando dimetilsulfoxido (DMSO), o N,Ndimetilacetamida
(DMACc) ( Shen y col., 2006, Li y col., 2006, Collares y col., 2011). También se han
desarrollo anticuerpos monoclonales que sirven como nexo de unién entre los
espermatozoides y el ADN exdgeno (Chang y col., 2002); y hasta se ha ensayado el uso
de nanoparticulas, dando lugar a una nueva era denominada nanoSMGT basada en la
magnetofeccion (Kim y col., 2009) y la nanotransfeccion empleando nanopolimeros
(Campos y col., 2011).

Si bien la SMGT permite el uso de espermatozoides como vehiculos no
invasivos para transferir ADN foraneo directamente por fertilizacion in vitro o in vivo, a
lo largo de los afios se han generado variaciones de la técnica convencional. Asi surgid
la transgénesis mediada por testiculo TMGT (del inglés, testis mediated gene transfer),
basada en la microinyeccion directa del transgén al testiculo del macho. Luego los
machos que han incorporado eficientemente el transgén se aparean con hembras
sincronizadas dando lugar a la progenie transgénica (Celebi y col., 2003; Niu & Liang,

2008).
Inyeccion intracitoplasmdtica de espermatozoides- SMGT

Una variante a la transgénesis mediada por espermatozoides convencional, es
la ICSI-SMGT, basado en la inyeccion mecénica directa del espermatozoide
previamente incubado con el ADN foraneo, en el citoplasma del ovocito maduro MII,
durante una adaptacion de la técnica conocida como Inyeccion Intracitoplasmaética de
Espermatozoides (ICSI, del inglés Intracytoplasmic Sperm Injection) (Perry y col.,
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1999; Lai y col., 2001; Moreira y col., 2007). Mediante esta técnica se saltean las
barreras naturales y fundamentales de la fecundacién, como son la union del
espermatozoide a la zona pelicida del ovocito y la penetracién a través de ésta y de la
membrana plasmatica (Ortega & Bosch., 2012). En la tabla IlI, se resume la
transferencia de genes mediada por ICSI-SMGT establecida con éxito para la
produccion de animales modificados genéticamente, con eficiencia variable en

diferentes especies:

Tabla 111. Transferencia de genes mediada por ICSI-SMGT para la produccion

de animales modificados genéticamente.

Especie Grupo de investigacién (afio)

Ratdn Perry y col, (1999); Suganuma y col:, (2005);
Yamaiichi y col., (2007), Moreira y col., (2007)

Porcinos Lai y col,, (2001); Kurome y col., (2006, 2007);
Garcia Vazquez y col., (2010)

Ovinos Péreyra-Bonnet y col., (2011)

Bovinos Bevacqua y col., (2013)

Primates Chan y col., (2000)

Algunas de las ventajas de la ICSI-SMGT se basan en la capacidad de
transferir ADN de gran tamafio, en mayor concentraciéon y con una mayor eficiencia que
la microinyeccion pronuclear.

La aplicacion de la técnica de ICSI en las especies domésticas tales como
equinos, bovinos y porcinos, no ha avanzado en la misma medida que para otros
mamiferos y estd siendo el foco de atencion de los programas de investigacion de
numerosos laboratorios.

Durante la tiltima etapa de la maduracion del esperma de mamifero, el nicleo
del espermatozoide se condensa a través del reemplazo de histonas por protaminas y se

estabiliza por la formacion de numerosos enlaces disulfuro entre éstas protaminas
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(Calvin & Bedford, 1971; Marushige & Marushige, 1975; Tavalaee y col., 2008). Esta
condensacion tiene grandes consecuencias, tales como la proteccion del niicleo del
espermatozoide contra dafios mecanicos y quimicos, otorgando hidrodindmica a las
cabezas de los espermatozoides, preservando los genes impresos, y la regulacion de la
expresion génica durante la espermiogénesis (Braun, 2001;. Kuretake y col.,, 1996;
Martins y col., 2004; Sotolongo y col., 2003).

Durante la fertilizacion, el proceso de condensaciéon nuclear espermatica es
revertido. Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido en seres humanos y en ratones, el
proceso no se completa en ganado porcino y bovino cuando las criticas vias de
sefializacion originadas por la interaccion espermatozoide-ovocito se evitan debido al
procedimiento de ICSI (Catt & Rhodes, 1995; Perreault y col., 1988.; Suttner y col.,
2000; Malcuit y col., 2006).

El ovocito bovino maduro se encuentra detenido en metafase 11 (MII) de la
meiosis y su activacion se produce en la fecundacion, dado que la penetracion del
espermatozoide promueve multiples y periddicas oscilaciones del calcio libre
intracelular (Miyazaki y col., 1993). El calcio liberado del reticulo endoplasmatico liso,
dispara cascadas de sefiales inhibiendo la actividad de los factores citostaticos celulares,
los cuales actiian bajando los niveles de actividad de los factores promotores de la
maduracion (MPF). Estas oscilaciones transitorias de calcio se propagan a lo largo de
todo el ovocito fertilizado en forma de ondas provocando tanto la exocitosis de granulos
corticales como el escape del arresto en meiosis MII (Kupker y col., 1998).

Se conocen varios compuestos quimicos que pueden inducir un aumento del
calcio, iniciando asi la activacion ovocitaria. Algunos tratamientos de activacion
artificial, tales como el cloruro de estroncio pueden promover el aumento de la
concentracion de calcio intracelular libre por la liberacion de calcio de las reservas
citoplasmaticas (Cuthbertson y col., 1981), otros, tales como el estimulo eléctrico y el
uso de ionoforos de calcio promueven el influjo de calcio desde el medio extracelular, y
tratamientos con etanol y ionomicina provocan ambos efectos (Loi y col., 1998).
Cominmente estos tratamientos se combinan con inhibidores de la sintesis de proteinas
tales como Cicloheximida (CHX) que impide la sintesis de ciclina, y con inhibidores de
la fosforilacion, como la 6 — dimetilaminopurina (6-DAMP); (Liu y Yang, 1999), que

inactiva al factor promotor de la meiosis (MPF). La principal desventaja del uso de
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inhibidores de la proteina quinasa o de inhibidores de la sintesis de proteinas, es que
estas drogas no inhiben especificamente la actividad de una quinasa en particular o la

sintesis de proteinas especificas que controlan la progresion del ciclo celular.
Uso de enzimas de restriccion en transgénesis

Las nuevas herramientas genéticas; endonucleasas homing o meganucleasas,
ZFN, TALENS o CRISPR /Cas (Wood-aj y col.,. 2011; Zhang y col., 201 1Bhaya y col.,
2011), permiten la manipulacion del genoma para hacer mas eficientes los eventos de
mutacion dirigida o transgénesis. Todas ellas tienen en comin el poseer un dominio de
reconocimiento al ADN y otro dominio nucleasa con capacidad de generar un corte en
la doble hebra del ADN (DSB, del inglés Double Strand Break).

La capacidad de las enzimas de restriccion para incrementar la eficiencia de
integracion gendmica de secuencias de ADN heterdlogo se conoce desde hace bastante
tiempo (Schiestl y col., 1991). La transgénesis mediada por enzimas de restriccion se ha
utilizado en hongos, protozoos, anfibios y mamiferos (Armstrong y col., 1999; Seo y
col., 2000). En un primer estudio, la tasa de crias transgénicas aument6 cuando los
cigotos de raton se coinyectaron con el transgén acompafiado por enzimas de restriccion
(Jacquier & Dujon., 1985). Estos resultados promisorios indicarian que la transgénesis
mediada por enzimas de restriccion aventaja en términos de |a eficiencia de integracion
del transgén a la microinyeccion pronuclear convencional.

Se especula que las enzimas de restriccion podrian incrementar la eficiencia
transgénica actuando de tres modos diferentes:

1) Manteniendo los extremos del transgén libres y por lo tanto disponibles para
interactuar con el ADN genomico.

2) Induciendo rupturas del ADN donde el transgén pueda integrarse.

3) Estimulando los mecanismos naturales de reparacion del ADN nuclear, lo
que facilitaria la intercalacion del transgén (Wall, 1996).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que las endonucleasas utilizadas en estos
experimentos hidrolizan al genoma huésped en numerosos sitios (ya que reconocen
sitios de restriccion de unos pocos pares de bases) con los consiguientes efectos
deletéreos. Por este motivo, la dosis de la endonucleasa debe ser ajustada
cuidadosamente para lograr la méaxima tasa de integracion sin afectar el desarrollo
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embrionario. Como alternativa a estas endonucleasas que pueden causar dafio al
fraccionar el genoma, se pueden emplear otras enzimas de restricciéon conocidas como
meganucleasas; cuyo nombre se deriva por que reconocen sitios de restriccion de més
de 12 pares de bases. Al reconocer una secuencia larga, en comparacién con las
endonucleasas convencionales; la posibilidad de que exista el sitio en el genoma de un
animal es practicamente nula (la probabilidad de encontrar una determinada secuencia

de 12 nucledtidos en el ADN es [1/4]'?; es decir 1 en 16.777.216.
Meganucleasa I-Scel

La meganucleasa 1-Scel pertenece a la familia de las llamadas endonucleasas
homing, siendo quizds una de las mejor caracterizadas. La I-Scel se encuentra
codificada por el intron 1 del ARNr 21s de Saccharomyces cerevisiae, y su expresion
resulta del corte y empalme del ARN. Las endonucleasas homing , actian sobre el
propio ADN de la célula que la sintetiza, para ser mds preciso, en el alelo opuesto del
gen que las codifica. La figura 2 esquematiza como esta familia de enzimas media la
propagacion del intron escindiendo los genes en los lugares donde se va a introducir
dichas secuencias. Igual que las enzimas de restriccion, las endonucleasas homing
cortan la doble cadena de ADN con alta especificidad en presencia de iones divalentes.
Sin embargo, estas difieren de las enzimas de restriccion convencionales tipo II en sus
propiedades de reconocimiento y en su estructura, como asi también en su localizacion
dentro del genoma. En particular, mientras que las enzimas de restriccion
convencionales tienen secuencias de reconocimiento cortas (4 a 12 pb), y normalmente
simétricas, las endonucleasas homing, a pesar de su pequefio tamafio reconocen
secuencias de ADN asimétricas y de gran longitud (12 a 40 pb). Teéricamente, una
secuencia de reconocimiento de 18 pb (como la que reconoce la 1-Scel) aparece una vez
cada 70 billones de bases en una secuencia aleatoria. Los genomas de vertebrados
analizados (Cohen-Tannoudji., 1998; Moynahan, y col., 2001) hasta la fecha,
incluyendo el pez medaka y a la rana Xenopus (Thermes y col., 2002; Ogino y col.,
2006) no contienen sitios para el reconocimiento de la meganucleasa I-Scel; esto
elimina el riesgo de que el genoma sea fraccionado por la enzima (Grosse y col., 2011;

Armould y col., 2007;2011).
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Figura 2. Mecanismo general de homing de intrones. Una endonucleasa sitio-especifico se produce a

partir del intrén de un alelo de un gen. La endonucleasa reconoce y corta la version sin intrén del mismo
gen en el sitio de insercién del Intrén, iniciando el evento de conversion génica con el alelo que contiene
al Intrén. El sitio de reconocimiento, en el borde de los dos exones, es no palindromico y frecuentemente
complejo. Asi, las endonucleasas homing, tienen muchos menos sitios en genomas complejos en
comparacion con las enzimas de restriccién bacterianas.(Esquema adaptado de Jurica & Stoddard., 1999,

Homing endonucleases: structure, function and evolution)

Los eventos de mutacion dirigida o transgénesis ocurren cuando se produce un
corte en la doble hebra del ADN (DSB, del inglés Double Strand Break). Como
resultado de este corte la célula reclutara la maquinaria natural de reparacién al mismo,
y este podra ser reparado por RH, o por unidn de extremos no homdlogos (NHEJ, del
inglés Non-Homologous End Joining). La RH utiliza un segmento homologo de ADN
no dafiado como “molde” para copiar la informacion faltante en la region de la ruptura.
El segmento homdlogo es generalmente una cromatida hermana pero también puede ser
una molécula de ADN introducida artificialmente. A través de NHEJ se unen
directamente los extremos donde se produjo el corte, dando como resultado un arreglo
fidedigno, una eliminacién o una introduccion de nucleétidos (Kervestin y col., 2012).

La meganucleasa genera DSB simultaneamente en el genoma del organismo
hospedador y el ADN exdgeno, permitiendo la integracion del transgén mediante
mecanismos de reparacion. La introduccion de la meganucleasa y la generacion de
DSB en lugares especificos del genoma llamados hotspots (puntos calientes) todavia no

ha sido bien analizada (Grabher & Wittbrodt., 2007).
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Se ha desarrollado una técnica simple, rapida y eficiente en el pez medaka que
permite la generacion de lineas transgénicas estables mediante la co-inyeccién de la
proteina I-Scel con el vector reportero, estando este ultimo flanqueado en ambos
extremos por sitios de reconocimiento para la meganucleasa. El estudio del efecto de la
meganucleasa en la eficiencia de la transgénesis se ha llevado a cabo exitosamente en
varias clases de peces (medaka, stickleback, zebrafish), anfibios (axolotes y xenopus) y
ascidians (ciona) (Thermes y col., 2002; Grabher y col.,, 2004 ; ver Figura 3).
Comparado con las inyecciones convencionales de ADN, al aplicar el protocolo de la
meganucleasa, incrementa el nimero de individuos que expresan el transgén pasadas las
24 hs luego de la fertilizacion. Adicionalmente, el nivel de mosaicismo se reduce
significativamente luego de 48 hs de efectuada la inyeccion. La transgénesis mediada
por la meganucleasa en medaka da como resultado, una transmision del 25% al 50% a la
linea germinal, indicando que la I-Scel facilita eficientemente la integracion funcional

temprana del transgén.

-Scel |-Scel
I-Scel ®
|-Scd / \ I-Scel

Figura 3. Mecanismo de accién de la endonucleasa homing I-Scel. La co-inyeccion de un transgén
flanqueado con los sitios de reconocimiento de la meganucleasa, acompafiado de la [-Scel aumenta el
numero de embriones que expresan la proteina fluorescente verde, (GFP o green fluorescent protein)

Figura extraida del articulo Thermes y col., 2002.

Al mismo tiempo, existen evidencias experimentales que indican que la
escision de la doble hebra de ADN por una enzima de restriccion de baja frecuencia de

corte, incrementa la ocurrencia de fenémenos recombinatorios en las zonas préximas al
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sito de corte (Smih y col., 1995; Cohen-Tannoudji y col., 1998). En estos experimentos
se crearon sitios de restriccion sintéticos para una meganucleasa dentro del genoma de
células de ratdon y humanas (especies que no poscen naturalmente sitos de
reconocimiento para dicha meganucleasa). Cuando la meganucleasa fue incorporada a
las células junto a un transgén (contiendo secuencias homologas) se observé un
incremento marcado en la frecuencia de fendmenos de RH en la proximidad del sitio de
corte de la endonucleasa (Rouet y col., 1994; Smih y col.,1995). Esto mismo fue
comprobado mediante la creacion de un locus artificial con el sitio de reconocimiento
de la meganucleasa en el genoma del tabaco. La expresion de la meganucleasa resultd
en un aumento de 100 veces en la frecuencia de la integracién de ADN (Grabher y col.,

2004).
“Transgénesis Activa” Uso de la Meganucleasa I-Scel

Empleando ICSI-SMGT se ha demostrado una eficiente produccion de
animales transgénicos con una transmision del transgén en aproximadamente el 45% de
los animales nacidos (Shinohara y col,, 2007). Dado que algunos de los animales
producidos por métodos pasivos de transgénesis, como la microinyeccion pronuclear, o
ICSI-SMGT son mosaicos se ha desarrollado una técnica, denominada “Transgénesis
activa” la cual combina ICSI-SMGT con la integracion enzimatica del transgén con el
fin de incrementar la eficiencia de la transmision genética. Algunas de las enzimas
utilizadas son las proteinas transposasas (transposasa hiperactiva Tn5) (Suganuma y
col., 2005) o recombinasas (RecA) (Kaneko y col., 2005).

La aplicacion del principio de transgénesis activa en biotecnologias
reproductivas de animales mayores podria conducir al desarrollo de estrategias que
permitan aumentar significativamente la eficiencia de procesos de integracion o
recombinatorios para la produccion de animales transgénicos.

El objetivo de los experimentos presentados en este capitulo fue generar
embriones transgénicos mediante TNCS e ICSI-SMGT en bovinos, con el fin de ofrecer
nuevas metodologias aplicables a la reproduccion y transgénesis animal mediante una
metodologia emergente basada en el uso de enzimas de restriccion, sistema
recientemente incorporado a la transgénesis en mamiferos. Finalmente, se puso a punto
un nuevo protocolo de sexado (PGD) empleando liquido blastocélico de los embriones
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generados por ICSI-SMGT con asistencia quimica y as{ descartar la posible generacion

de embriones partenogenéticos producto de la activacion quimica.
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Objetivos

Objetivos generales

El presente plan de trabajo se encuadra en un proyecto general mds amplio, el
cual persigue desarrollar e implementar métodos alternativos para introducir
modificaciones génicas mas eficientemente en células en cultivo y a la vez incorporar
métodos que conlleven un incremento en la eficiencia en la integracién de nuevo
material genético al genoma de embriones bovinos. Aquellas células genéticamente
manipuladas se utilizaran en futuros experimentos como donantes de nicleos para
generar animales clonados transgénicos mediante la técnica de transferencia nuclear de
células somaticas. Por otra parte los embriones transgénicos producidos in vitro
mediante estos métodos, daran origen, luego de su transferencia a madres sustitutas, a
animales transgénicos para aplicaciones en el campo de la biomedicina y la produccion
animal.

Los experimentos propuestos persiguen estudiar el efecto de las endonucleasas
sobre la eficiencia de integracion de ADN heterdlogo en células bovinas en cultivo. El
conocimiento generado a partir de este trabajo sera de valor para profundizar y avanzar

en los estudios de transgénesis mediada por enzimas de restriccion.
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Capitulo I. Objetivos especificos

Objetivos especificos

a) Optimizar las condiciones que conducen a maximizar la incorporacién de ADN al
interior de fibroblastos bovinos en cultivo mediante métodos quimicos (GeneJammer) o

fisicos (electroporacion).

b) Establecer una metodologia transgénica basada en la presencia simultdnea de una
endonucleasa y un transgén (flanqueado por sitios de restriccion para la misma enzima)

en el interior de células en cultivo.

¢) Estudiar la eficiencia del método descripto en el objetivo b) para generar lineas
fibroblasticas transgénicas estables (niimero de células que expresan el trangén/ niunero

total de células transfectadas).

d) Determinar si la incorporacién simultanea al interior del ovocito del transgén
flanqueado por sitios de restriccion (para la enzima I[-Scel o BssHII) mas la
endonucleasa correspondiente, durante la técnica de 1CSI, puede mejorar la eficiencia
de integracion del transgén en embriones bovinos generados mediante esta metodologia.
e) Comparar la expresion del transgén y las caracteristicas de integracion del mismo
(ntmero de sitios y de copias), a partir embriones bovinos generados por inveccion de
espermatozoides previamente incubados con el transgén y una endonucleasa con alta

frecuencia de escisiéon (Ej. BssHII) o una de muy baja frecuencia de corte (Ej. I-Scel
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Capitulo 1. Materiales y Métodos

Materiales y Métodos

Reactivos

Todos los reactivos utilizados excepto cuando se especifica lo contrario, fueron

adquiridos en Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EE.UU.).

Experimentos preliminares

En experimentos preliminares se evalud la tasa de transfeccion de fibroblastos fetales
bovinos (FFB) por métodos quimicos, fisicos, empleando vectores virales vy
manipulando el ciclo celular (Ortega y col., 2011; Scilingo y col., 2011; Forcato y col.,
2012). Utilizamos el plasmido pZsGreenl-N1 (clontech Laboratories. Inc,portador de
un casete de expresion de una proteina reportera fluorescente verde. Se emplearon
diferentes agentes policationicos: GeneJammer® (Strategene), FuGene® (Roche),
polietilenimina (PEI®) y Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) y se estudiaron diversos
protocolos de electroporacion. En cada experimento se determind la proporcion de
reactivo (ul)/ADN (ug), o las condiciones que permitieron generar la mayor tasa de
transfeccion, segin corresponda, con el menor nivel de toxicidad sobre los FFB en

cultivo.

Con el objetivo de determinar si el sitio(s) de clivaje de la meganucleasa I-Scel
(TAGGGATAACAGGGTAAT) esta presente en el genoma bovino, se recurrié a un
analisis in silico empleando la base de datos BLASTn (Basic Local Alingnment Search
Tool). De acuerdo a este analisis, la secuencia de reconocimiento de la meganucleasa I-
Scel no estaria presente en las secuencias gendmicas bovinas (Bos Taurus) depositadas
en las bases de datos disponibles.

Se realiz6 la construccion mediante ingenieria genética del vector de expresion
denominado I-Scel-pBSH-SK+ZsGreenl+Neo de 6113 pb, en el cual un casete de
resistencia a neomicina (Neo') qued6 ubicado corriente abajo de un casete para la
expresion de la proteina fluorescente verde (ZsGreenl) bajo el control del promotor

citomegalovirus (CMV). Ambos genes quedaron flanqueados por sitios de

39




Capitulo I. Materiales y Métodos

reconocimiento de las enzimas de restriccién 1-Scel y BssHII, Asimismo generamos a
partir del vector pCBASce, el plasmido control pCBA, que carece de las secuencias

codificantes para la meganucleasa I-Scel (ver Figura 4).
Disefio experimental

Nos propusimos poner a prueba nuestra hipotesis general de trabajo en dos
sistemas diferentes por lo cual subdividimos éste primer capitulo en tres etapas: Etapas
I y 2: sobre fibroblastos bovinos en cultivo —tipo celular de eleccién para producir
animales clonados mediante la técnica de transferencia nuclear; y Etapa 3: transgénesis

mediada por espermatozoides.

ETAPA 1: Desarrollar una estrategia para manipular genéticamente células
somaticas en cultivo primario empleando enzimas de restriccion, orientado a la

produccion futura de animales transgénicos mediante la técnica de transferencia nuclear.

EXPERIMENTO 1: Establecimiento de lineas de células somaticas
modificadas genéticamente empleando un sistema mediado por la meganucleasa I-
Scel.

El experimento 1 se basa en la incorporacion del transgén (casetes de expresion
de ZsGreenl y Neo) a células que expresan de manera transitoria la enzima de
restriccion [-Scel a partir de un vector (pCBASce). Fibroblastos fetales bovinos se
transfectaron solamente con el vector I-Scel-pBSII-SK+ZsGreen1+Neo (T1), el vector
mas el plasmido control pCBA (T3) o el vector mas el plasmido pCBASce (T2). Para
las co-transfecciones se probaron relaciones de transfeccion 1:1 y 1:3 de los plasmidos
(I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+ pCBA o PCBASce seglin corresponda). Luego de 72
horas se evalud la tasa de transfeccion transitoria mediante citometria de flujo. Se
realizaron ensayos de Western blot y ADN cometa. Las células se repicaron a placas de
cultivo y se cultivaron en medio suplementado con el antibidtico para seleccion positiva
(G418). Bajo estas condiciones sobreviven y proliferan solamente las células que han
adquirido el casete de resistencia a neomicina. Se evalué la tasa de transfeccion estable,

es decir la proporcion de células que han integrado y expresan el transgén. A los 14-18
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dias las colonias celulares se recuperaron mediante el uso de anillos para clonado

(“cloning rings”) y fueron transferidas a placas para su propagacion).
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Figura 4. Experimento 1. Establecimiento de lineas de células somdticas modificadas genéticamente

empleando enzimas de restriccion.

EXPERIMENTO 2: Generacién de una linea celular bovina que produzca

de manera constitutiva la meganucleasa I-Scel.

Se utilizé el plasmido denominado pNG261 (Graham y col., 2003), el cual ha
sido gentilmente cedido por la Dra. Chiara Mondello (Instituto di Genética Molecolare
of CNR, Pavia, Italy). Este vector de 6570 pb contiene casetes de expresion de la
meganucleasa I-Scel con un tag (epitope de la hemoaglutinina -HA-) para deteccion por
Western blot, y un casete para la expresion de higromicina fosfotransferasa bajo el
control del promotor CMV que confiere resistencia a higromicina.

Se transfectaron FFB con el plasmido pNG26i en sus dos formas: circular
covalente cerrado (CCC) y linearizado por digestion previa con la enzima de restriccion
Spel. Se realizé seleccién positiva con higromicina B y se analizd el numero de colonias

resistentes al antibidtico. La expresion de la meganucleasa se verificé por Western blot.
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De esta manera se generaron lineas celulares bovinas que producen de manera

constitutiva la meganucleasa I-Scel.

ETAPA 2: Produccion de embriones transgénicos por transferencia nuclear de células

somaticas (clonacion).

EXPERIMENTO 3: Produccion de embriones transgénicos por
transferencia nuclear de células somaticas.
El experimento 3 fue realizado de acuerdo con los protocolos de Canepa—

Ortega y col., 2014 y se resume en la figura 5.

> —
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Linea cefutar controt [L3}] In vitro I
\r\r«s- FFB (Contrpl) ,
j i
|
Enucieacion hnd — |
. Activacion |
Transferenciade usion Evaiuaciondetasa |

— —
Fibroblasto de clivaje |
Ovocito Mil / |

— —
/ Activacion et T3s3deEbIASTOCISIOS |
(12) |
TNCS - FFB transgénico
Li : : . @ o) Evaluacion expresion |
nes e trarsgenic deZsGreenl
(ZsGreenl-Neo)
(T3] Control Partenogenesis
Activacion
Ovocito M1

Figura 5. Experimento 3. Produccion de embriones transgénicos por transferencia nuclear de células
somaticas (clonacién). Tratamiento 1 (T1): Cigotos reconstituidos por TNCS empleando como células
donantes de nucleos a fibroblastos fetales bovinos sin transfectar (control). Tratamiento 2 (T2): Cigotos
reconstituidos por TNCS empleando como células donantes fibroblastos fetales bovinos modificados
genéticamente empleando enzimas de restriccion. Tratamiento 3 (T3): Cigotos generados por activacion
partenogenética (control del proceso de activacion de los ovocitos y del medio de cultivo embrionario).
Para todos los tratamientos se determinaron las tasas de clivaje y desarrollo embrionario, y la expresién

de la proteina verde reportera ZsGreenl segin corresponda.
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ETAPA 3: Ovocitos bovinos en metafase I se inyectaron con espermatozoides
previamente incubados con el vector I-Scel-pBSII-SK+ZsGreen1+Neo (ZsGreenl-Neo)
en presencia de una enzima de restriccion de baja o alta frecuencia de corte dependiendo
del experimento. Los ovocitos inyectados con un espermatozoide fueron activados
quimicamente mediante un tratamiento con ionomicina (Io) seguido de una incubacién

con 6-dimetilaminopurina (6-DMAP).

EXPERIMENTO 4: Se evalué Ia tasa de transgénesis mediada por 1CSI en
presencia de una enzima de restriccion de muy baja frecuencia de corte del ADN

(reconoce un sitio de restriccion de 18 pb).

Tratamiento 1 (T1): Se inyectdé solamente un espermatozoide dentro de un ovocito
maduro. Los resultados permitieron determinar posibles efectos deletéreos que pudieran
causar el transgén o el transgén mas la enzima de restriccion (I-Scel) sobre los

embriones.

Tratamiento 2 (T2): Los espermatozoides se incubaron con la construccion I-Scel-
pBSII-SK+ZsGreenl+Neo en su conformacién circular covalente cerrada (CCC) y
posteriormente un espermatozoide fue inyectado en el citoplasma de un ovocito maduro

MIL

Tratamiento 3 (T3): Los espermatozoides se incubaron con la construccion 1-Scel-
pBSII-SK+ZsGreen | +Neo (CCC) en presencia de la meganucleasa I-Scel antes de ser

inyectados individualmente en ovocitos maduros MIIL.

Tratamiento 4 (T4): Los espermatozoides se incubaron con la mezcla de digestion del
vector I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo por la meganucleasa antes de ser inyectados

individualmente en ovocitos maduros MII.

Tratamiento 5 (T5): Control del proceso de activacion de los ovocitos Ml y del medio

de cultivo embrionario. Embriones generados por activacion partenogenética.

EXPERIMENTO 5: Se evalué la transgénesis mediada por 1CSI cuando se
emplea una enzima de restriccion de alta frecuencia de escisién del ADN (reconoce

un sitio de restriccion de 6 pb).
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Tratamiento 1 (T1): Para determinar posibles efectos deletéreos que pudieran causar el
transgén o transgén mds la enzima de restriccion (BssHII) sobre los embriones, se

inyectd solamente un espermatozoide dentro de un ovocito maduro.

Tratamiento2 (T2): Los espermatozoides se incubaron con la construccion I-Scel-
pBSII-SK+ZsGreen1+Neo en su conformacion circular covalente cerrada (CCC) y
posteriormente un solo espermatozoide se inyecté en el citoplasma de un ovocito
maduro MIL.

Tratamiento3 (T3): Los espermatozoides se incubaron con la construcciéon I-Scel-
pBSII-SK+ZsGreen1+Neo(CCC) en presencia de la endonucleasa BssHII antes de ser

inyectados individualmente en ovocitos maduros.

Tratamiento 4 (T4): ICSI — Inyeccion de espermatozoide + mezcla de digestion del

vector I-Scel-pBSII-SK+ZsGreen1+Neo con la enzima BssHII.
Tratamiento 5 (T5): Activacion partenogenética.

En todos los experimentos de las etapas 2 y 3, se evaluaron parametros de
calidad embrionaria. Se determind por inspeccién en lupa estereoscopica el porcentaje
de ovocitos fertilizados que se dividieron a las 48 horas de practicada la TNCS o la ICSI
seglin corresponda. Del mismo modo se evalu6 el nimero de embriones que alcanzaron
el estadio de morula/blastocisto a las 168 horas de cultivo. En el dia 4, 6 y 8 se
inspeccionaron los embriones en un microscopio invertido con luz UV y filtros
apropiados para la deteccion de la proteina fluorescente ZsGreenl. Se registrd el
numero de embriones fluorescentes verde y dentro de estos se determind si todas o
algunas blastomeras expresaban ZsGreenl; es decir se determinaron las caracteristicas
temporoespaciales de la expresion del transgén en los embriones en desarrollo. A modo
de control se evaluaron blastocistos derivados de FIV y de activacion partenogénica.
Finalmente, para el experimento 4 se puso a punto un nuevo protocolo de diagnostico
genético preimplantacional (DGP) empleando liquido blastocélico de los embriones
generados por ICSI-SMGT con activacion quimica, para poder sexar a los mismo, y asi
descartar la posible generacion de embriones partenogenéticos producto de la activacion

quimica.
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Construcciones plasmidicas

Generamos el plasmido de interés I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo que
contiene los transgenes ZsGreenl (proteina fluorescente) y Neo' (resistencia a
neomicina) flanqueados por sitios de restriccion para la meganucleasa I-Scel. Las
secuencias que codifican para ZsGreenl bajo el control del promotor citomegalovirus
(CMV) (1620 pb) y Neo' (1400 pb) , fueron amplificadas por PCR a partir del vector
pZsGreen1-N1 (Clontech) con oligonucledtidos especificos, y purificadas de gel
empleando el kit GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Ambos genes fueron clonados en el sitio multiple de
clonado (MCS) ubicado entre los 2 sitios de restriccion para la meganucleasa I-Scel
presentes en el plasmido receptor I-Scel-pBSII-SK+ gentilmente cedido por el Dr.
Jochen Wittbrodt, Alemania. Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un
ciclador térmico i Cycler ™ BIO-RAD. Para reducir la probabilidad de introduccién de
mutaciones durante la PCR, se utiliz una polimerasa de alta fidelidad con capacidad
exonucleasa 3’—5’ proofreading (pfu DNA Polymerase, Fermentas). Los productos de
la reaccion de ligacion se utilizaron para transformar E. coli competentes por calcio y se
seleccionaron colonias resistentes a ampicilina. A partir de dichas colonias, se aislo
ADN plasmidico. De esta manera se generé el vector denominado I-Scel-pBSII-
SK+ZsGreenl+Neo, de 6113 pb en el cual los casetes para expresion de ZsGreen! y
Neo' quedaron flanqueados por sitios de restriccion para I-Scel y BssHII. Este plasmido

se utilizo en la transfeccion de los FFB y en los experimentos de 1CSI (Figura 6)
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Figura 6. Esquema de la estrategia de construccién del vector de expresién I-Scel-pBSII-
SK+ZsGreenl+Neo. El vector de expresion, se construyé a partir de los plasmidos pZsGreenl-N1 e I-
Scel-pBSII-SK+.

En la Figura 7 se muestran todos los plasmidos utilizados en este capitulo.
Adicionalmente, se construyé también el plasmido pCBA el cual carece del sitio
codificante de I-Scel y del epitope de hemaglutinina. Es una construcciéon plasmidica
control derivada del vector de expresion pCBASce (5656pb), digerido con la enzima
EcoRI. Producto de la hidrdlisis, se liberaron dos fragmentos: uno de 878 pb, (que
incluye la secuencia que codifica la I-Scel junto con el epitopo de Hemaglutinina) y un
segundo fragmento de 4778pb que se corresponde con el esqueleto del plasmido. Este
ultimo se extrajo a partir del gel y luego se purificé mediante kit comercial. Finalmente,
se ligaron los extremos de este fragmento lineal por accion de la enzima T4 DNA ligasa.
Los productos de ligacion se utilizaron para transformar células E. coli DHSa

competentes y a las colonias transformadas se les realizé minipreparacién para obtener
el ADN plasmidico.
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Figura 7. Plasmidos Utilizados en este capitulo. (A) pZsGreenl; (B) I-Scel-pBSII-SK+ ; (C) I-Scel-
pBSII-SK+ ZsGreen1+Neo; (D) pCBASce; (E) pCBA; (F) pNG26i.

Aislamiento y cultivo primario de fibroblastos fetales bovinos

Se colectaron fetos de 40-60 dias de edad gestacional de hembras bovinas
faenadas en un frigorifico local. La cabeza y los drganos internos de los fetos fueron
removidos y descartados mientras que los tejidos restantes se cortaron finamente y
fueron digeridos en una solucion de tripsina y EDTA 0,25% (GIBCO, USA) en buffer
fosfato salino de Dulbecco libre de Ca** y Mg?*. El procesamiento de los fetos y la
generacion de lineas de fibroblastos fetales bovinos (FFB) se muestran en la figura 8.
Las células obtenidas luego de la digestion enzimdtica, se cultivaron en medio de
crecimiento DMEM alta glucosa (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFB), (GIBCO, USA) y
50ug/mL de gentamicina y 50pg/mL de micostatina. Las células se transfirieron a
frascos plasticos para su cultivo en estufa a 38,5 °C y 5% CO,. Los cultivos se
tripsinizaron al alcanzar la confluencia y las células se repicaron a frascos nuevos para

continuar su cultivo.
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Figura 8. Cultivo primario. Procesamiento de los fetos y generacion de lineas de fibroblastos fetales

bovinos.

Los FFB fueron utilizados en los experimentos de transfeccion directamente
cuando los cultivos se encontraron entre los pasajes 3 al 10. Alternativamente, fueron
congelados mediante procedimientos de criopreservacion estandares y mantenidos en

nitrégeno liquido en 10 % DMSO y 90 % SFB hasta su utilizacién.
Transfeccion de fibroblastos fetales bovinos

Las células se cultivaron en policubetas de 24 pocillos, se sembraron 5x10*
células/pozo en medio de crecimiento hasta obtener una confluencia aproximada del
80%. Las células se transfectaron con Lipofectamina de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. De los experimentos preliminares se decidié emplear la relacién 2,5/1 como
la concentracion optima del complejo Lipofectamina (WLYADN (ug). Por otro lado, se
evaluaron distintas relaciones 1:1 y 1:3 de los plasmidos (I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+:
pCBA o PCBASce segiin corresponda) en un volumen final de 100 pL de medio
minimo en tubos Eppendorf estériles (uno por cada tratamiento, manteniendo como
concentracion final 500 ng de ADN/well). En el experimento cuyo objetivo fue la
obtencion de lineas celulares bovinas transgénicas que expresan constitutivamente la
endonucleasa I-Scel, los FFB se transfectaron con el plasmido pNG26i circularizado o
lineal.

Previo a los experimentos de transfeccion se realiz6 un anélisis de la resistencia
de los FFB derivados del cultivo primario cultivados en diferentes concentraciones de
antibidticos neomicina G418 e higromicina B con el fin de obtener la menor dosis del
antibidtico que produce la muerte celular, conocida como dosis letal minima (DLM):
Neo™ (250 pg/mL ) e Higromicina B 50 (ug/mL). Se mantuvieron los FFB transfectados

en cultivo durante 15-20 dias, realizando cambios del medio de seleccidon cada 3 dias.
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Se determind el nimero de colonias celulares resistentes al antibidtico que desarrollaron
durante el cultivo. Se seleccionaron y se aislaron lineas transgénicas mediante el uso de

“cloning discs” y se cultivaron en placas de 12 pozos.
Electroforesis alcalina en células individuales

El ensayo cometa fue llevado a cabo de acuerdo al método descripto por Singh
y col., 1988, brevemente, las células fueron mezcladas con 75 pL de agarosa de bajo
punto de fusién (ABPF, 0,75% en agua destilada a 37°C) en un tubo eppendorf de 1,5
mL. Luego se procedi6 a sembrar esta mezcla en los portaobjetos que fueron
previamente cubiertos con una delgada capa de agarosa de punto de fusién normal
(APFN, 0,75% en agua destilada). Finalmente se agregd al portaobjeto otra capa de
ABPF y se lo cubrio con un cubreobjetos. Una vez que la agarosa hubo solidificado, se
retiré el cubreobjetos y se colocaron los portaobjetos en solucion de lisis fria (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 10, Tritén X-100 al 1% y DMSO al 10%) donde
permanecieron a 4° C al menos durante una hora. Luego se transfirieron los portaobjetos
a la cubeta de electroforesis con una solucion alcalina a pH 13 (300 mM NaOH, 1 mM
EDTA). En esta solucion permanecieron durante 20 min, a 4°C en oscuridad para que
ocurra el desenrrollamiento del ADN. Transcurrido este tiempo se llevé a cabo Ia
corrida electroforética a 30 V, 250 mA durante 25 minutos. La tincién de los preparados
se realizo con 50 pl de bromuro de etidio (20 pg/mL) inmediatamente antes de su
analisis. Los preparados se visualizaron en un microscopio invertido de fluorescencia
para poder determinar el efecto de la transfeccion con un plasmido que codifica para la

expresion de la meganucleasa I-Scel sobre el ADN genémico de los FFB en cultivo.
Citometria de flujo

Setenta y dos horas después de la transfeccion se determind la proporcién de
FFB que expresaron ZsGreenl y la intensidad de la emision fluorescente (esta tltima
indica el nivel de expresion de la proteina trazadora) mediante citometria de flujo, Para
ello, las células fueron tripsinizadas y suspendidas en una solucion de paraformaldehido
al 2% en PBS previo al anilisis citométrico. Como método alternativo, se utilizé el

conteo de células en cdmara de Neubauer. En este Gltimo caso, se determiné el niimero
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de FFB fluorescentes y posteriormente el nimero total para determinar el porcentaje de

células que expresan el transgén.
Western blot

Para determinar la expresion de la meganucleasa 1-Scel por Western blot, se
prepard un extracto celular de cultivos transfectados con el plasmido pCBASce o
pNG26i. Para esto, se realizaron dos lavados de la monocapa celular con PBS, se
despegaron las células por tripsinizacion, se colectaron y se centrifugaron a 100g
durante 1 minuto para sedimentar las células y descartar el sobrenadante. A
continuacion, se lavaron las células con 1 mL de PBS, se centrifugaron a 100g durante 1
minuto, y el sedimento se resuspendié en 100 mL de buffer de lisis RIPA (150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxycholate, 0,1% SDS, 10 mM Tris-HCI pH 7.2, 5 mM
EDTA, cocktail inhibidor de proteasas). Las muestran fueron conservadas a -20 °C
hasta su uso.

Posteriormente, se realizaron geles discontinuos SDS-PAGE, empleando un
equipo MiniProtean® 2 (BIO-RAD). El gel de resolucion usado fue de 12%. El gel de
apilamiento fue de 4%. Se sembraron 30 mg de proteinas por calle y en paralelo un
marcador de amplio rango de peso molecular (Rainbow, Amersham).

Antes del sembrado, las muestras se sometieron a 100°C durante 5 minutos en
buffer muestra. La electroforesis se efectué a 160 V durante 1 h 15 min. Luego de la
corrida electroforética se recuperaron los geles para realizar la transferencia de las
proteinas a las membranas de nitrocelulosa (Amersham™, Hybond™, ECL) a una
intensidad de 250 mA constantes. Se corroboré la transferencia mediante tincion de la
membrana con rojo Ponceau.

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se incubaron durante toda la
noche a 4°C en solucion de bloqueo (5% leche descremada en PBS 1X 0,1% Tween,
denominada PBS-T). Posteriormente se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente diluido en PBS-T, durante 2 h. Luego de 3 lavados con PBS-T de 10
minutos cada uno, se incubd con el anticuerpo secundario por una hora, también a
temperatura ambiente y con agitacion constante. Finalmente, los complejos inmunes

fueron detectados por la técnica ECL-PLUS (Enhanced Chemiluminescence PLUS
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system, Amersham). Antes del revelado se removié el exceso de este tltimo anticuerpo
realizando tres lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

E! anticuerpo primario utilizado fue un monoclonal de ratén contra el péptido
epitopo derivado de la hemaglutinina del virus de influenza humano (Clone 12CAS;
Roche Applied Science) diluido 1:1000 en TBS-T. El anticuerpo secundario usado fue
el Anti-Mouse IgG conjugado a Horseradish Peroxidase, Promega®, en una dilucién
1:3000 con TBS-T. A modo de control positivo se utilizo la vacuna antigripal
AGRIPPAL® S1, que contiene tres cepas de Virus Influenza Humano inactivados, que

expresan la proteina hemaglutinina.
Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN gendmico se realizé empleando cloroformo libre de
fenol. Para comenzar con la extraccion del ADN gendmico, se tripsinizaron las células,
se las centrifugé durante 7 minutos a 1150g y se descartd el sobrenadante. Luego se
transfirieron a eppendorfs estériles, se resuspendieron en 200 pL. de buffer de digestion
y 5 uL de proteinasa K 100 (pg/mL). Se colocaron en bafio de agua a 55°C durante 2
horas. Una vez cumplido este tiempo, se agregd acetato de potasio 1 M (60 uL de
acetato 5 M), 250 uL de cloroformo, se dejaron reposar durante 30 minutos en hielo y
luego se centrifugaron 8 minutos a 13500 g a 4°C. Luego de la centrifugacion se separd
la fase superior y se coloc6 en tubos nuevos estériles. Para precipitar el ADN se
colocaron 2,5 volumenes de etanol absoluto y se llevd al freezer a -70°C durante 30
minutos. Una vez cumplido este tiempo, se centrifugo 20 minutos, a 13500 g a 4°C. El
pellet obtenido se lavé con etanol al 70%, se vortered y se volvio a centrifugar a 13500
g durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente se dejé secar el pellet a temperatura ambiente

resuspendiendose en 50 pL de buffer TE estéril.
PCR de ADN Gendmico

Con el fin de corroborar la presencia del transgén en el ADN de las células
transfectadas, se realizé una PCR a partir de ADN gendmico buscando amplificar la
secuencia  correspondiente  al  casete de  expresion de  ZsGreenl
(CMV+ZsGreenl+polyA). Se utilizaron los cebadores 5-

GATCGGGCCCCTAGTTATTAATAGTAATCA-3’
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5"GATCATCGATTTGGACAAACCACAACTAGA- 3’.Las condiciones de la PCR
fueron 95°C durante tres minutos para la desnaturalizacion inicial, seguida de 30 ciclos
de amplificacion: desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos: hibridacion de los
cebadores a 63°C por 30 segundos, extension a 72°C por 3:30 minutos. En el ciclo de
extension 30 se adiciond un paso de extension a 72°C durante 10 minutos. El control
positivo consistio en vector purificado I-Scel-pBS1I-SK+ZsGreenl+Neo y para control

negativo se empleo agua destilada.
Recoleccion y seleccion de los ovocitos

Los ovocitos se obtuvieron a partir de ovarios provenientes de vacas faenadas
en el Frigorifico Rioplatense S.A. situado en General Pacheco (Provincia de Buenos
Aires). Los ovarios fueron transportados en una conservadora conteniendo solucion
fisiolégica estéril (0,9 % NaCl) suplementada con 100 pg/mL de estreptomicina
(GIBCO, USA), a una temperatura entre 20°C y 25°C. Una vez en el laboratorio los
ovarios fueron acondicionados, eliminandose los restos de cuernos uterinos y/o
ligamentos y lavados tres veces con solucion fisiolégica con antibidticos. Los complejos
ovocitos-células del cimulo (COCs) se recuperaron por puncion y aspiracion de
foliculos de 2 a 10 mm de diametro, en medio de recoleccion (10 mL Medio TCM-199
con sales de Hanks, 1 mg Heparina, 20 mg BSA, 10 pL gentamicina), utilizando agujas
del tipo mariposa de calibre 19G para recolectar su contenido a 50 mmHg (20 mL/min)
de presion negativa, con una bomba de vacio por flujo de agua (Tubo Venturi). Una vez
finalizada la puncién, los tubos conteniendo el fluido folicular se mantuvieron en reposo
durante 5 minutos con el propésito de decantar los COCs. Luego se recolectd el pellet
con pipeta Pasteur y se colocé en una placa de busqueda. Los ovocitos obtenidos fueron
seleccionados bajo lupa estereoscopica a una magnificacion de 30X, conservando
aquellos que presentan tres 0 més capas de células del ciimulo y citoplasma homogéneo
(Figura 9). Los COCs fueron lavados tres veces mediante pasajes a través de gotas de
medio de manipulacién HEPES-Synthetic Oviductal Fluid: H-SOF (20 mM HEPES, 5
mM NaHCQs, 107.7 mM NaCl, 7.1 mM KCl, 1.2 mM KH,POq, 1.5 mM MgSO,, 7.3
mM Piruvato de Na, 0.2 mM L-Glutamina, 1.8 mM Citrato de Na, 1.8 mM CaCl, 2H,0,
5.4 mM Lactato de Na y 3 mg/mL de BSA) en placas de Petri.
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Figura 9. Procesamiento de ovarios bovinos y maduracién in vitro de ovocitos. (A)
Acondicionamiento de ovarios; (B) Aspiracion de foliculos ovaricos; (C) Seleccion de complejos ciimulo-
ovocitarios de excelente calidad (grado 1); (D) Maduraciéon de ovocitos y expansion de células del

camulo; (E) Ovocito denudado maduro, evaluado por la presencia del primer cuerpo polar.

Maduracion in vitro en bovinos

La maduracion se realizé en medio base TCM-199 Earle’s (31100-035, Gibco,
Grand Island, NY, EEUU) compuesto por 0,2 mM de piruvato de sodio, 100 uM
cisteamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de gentamicina, 25,1 mM de NaHCO;
y 10 % de suero fetal bovino inactivado. De ahora en adelante denominado medio base),
suplementado con 1 UI rhFSH (Puregdn, Organon, Ca, USA). Los COCs seleccionados
fueron cultivados en placas de 4 pocillos (Nunc, USA) en grupos de 50 COCs por
pocillo conteniendo 500 pL de medio de maduracion a 38.5°C, en una atmésfera de 5 %
CO2y 99 % de humedad, durante 24h.

Luego de 24 h de iniciada la maduracion se evalud primero de modo indirecto
la expansion de las células del cimulo. Se removieron las células de la granulosa para
ver presencia del primer corpusculo polar (CPI) indicador que refleja que los ovocitos
han alcanzado la metafase II de la meiosis (MII, ovocitos maduros). Los COCs fueron
colocados durante 4 minutos en una soluciéon de 1 mg/mL de hialuronidasa en H-SOF y
se denudaron por accion mecanica mediante pipeteo enérgico. Los ovocitos maduros se
seleccionaron por visualizacion del CPI, y dependiendo del experimento fueron
activados por partenogénesis o se los enucled y fueron posteriormente empleados para

transferencia nuclear.
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Maduracion in vitro en equinos

Los ovarios se obtuvieron de un grupo de yeguas con desconocida historia
reproductiva de un matadero equino situado a 50 km de nuestro laboratorio. Los
ovocitos fueron obtenidos por aspiracion de los foliculos con una aguja de 19 G
conectado a una bomba de aspiraciéon y madurados in vitro durante 18 a 22 horas en
microgotas de 50 pL de medioTCM 199- Earle’s suplementado con 1 mM-glutamina,
0,19 mM-piruvato de sodio, 5 mg / mL FSH (Bioniche), 100 ng / mL factor de
crecimiento epidérmico, 100 ng / mL de factor de crecimiento similar a la insulinafactor
I, y 10% de suero fetal bovino, bajo aceite mineral. Después de la maduracién in vitro,
los complejos cumulus- ovocitos se incubaron en una hialuronidasa 0,1%solucién
durante 10 minutos, y sus células del cumulus fueron eliminadas mediante pipeteo

vigoroso a través de una "pipeta de vidrio de fino calibre.
Procedimiento de TNCS

Las micropipetas de vidrio para micromanipulacion fueron adquiridas a
comercialmente (Vitrolife Inc., USA). Se emplearon micropipetas de sostén rectas de
didmetro externo de aprox. 180 pm. Las agujas de enucleacion e inyeccion presentaban
un angulo de 35° y didmetro externo 15-18 pm. La succion y presion positiva fueron
controladas por un sistema de microinyeccion VARIO oil (eppendorff, Mu, Germany) y
un microinyector de sostén VARIO Air (eppendorff, Mu, germany)

Una placa de Petri (Corning o Optilux, Falcon, USA) fue utilizada como
soporte para la micromanipulacion en el microscopio en la cual se colocaron tres gotas
de 200 pl de medio de manipulacion H-SOF, cubriéndose con aceite mineral y
precalentando la misma a 38,5°C hasta su utilizacion,

Enucleacion

La enucleacion fue llevada a cabo en un microscopio invertido Eclipse 2000S
Nikon (TK, Japon) con micromanipuladores hidraulicos NT88 Narishige (TK, Japén).
Toda la maniobra fue llevada a cabo a 38,5°C utilizando un sistema de epifluorescencia
Nikon, el cual es controlado por un obturador automatico Uniblitz (Cop, Dinamarca).

Los cromosomas de aquellos ovocitos maduros (MII, evidenciada por la

presencia del CPI) fueron tefiidos con una solucidon de bis-benzimida (H-SOF con 1
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mg/mL de Hoechst 33258) y colocados en las gotas de micromanipulaciéon (HEPES-
SOF suplementado con 1% SFB) cubiertas por aceite mineral. El citoplasma fue
expuesto a la luz UV por no mas de 5 seg, para visualizar la posicion de los
cromosomas en metafase. La enucleacion (remocion del material genético del ovocito)
se llevd a cabo por micromanipulacién, aspirando el genoma visualizado. Los
cromosomas y el cuerpo polar fueron removidos con no mas del 30 % de citoplasma, la
pipeta conteniendo el material genético fue expuesta a luz UV para corroborar la

correcta enucleacion (Figura 10).

Figura 10. Enucleaciéon del ovocito y transferencia nuclear de células somaticas en especie bovina.
(A) Tincién con Hoescht 33342 (bis-benzimida) y visualizacién del material genético del ovocito; (B)
Enucleacion: aspiracion de la placa metafasica y el cuerpo polar; (C) Fibroblastos donantes; (D)
Transferencia del material genético donante en el espacio perivitelino; (E) Fusién de las membranas del

citoplasto y la célula donante.
Células donantes para TNCS

Una semana previa al clonado, se descongelaron y se cultivaron a 38,5°C.
Cuatro dias previos a la maniobra de clonacion se las cultivd en medio de
sincronizacion (DMEM suplementado con 0,5 % de SFB y antibidticos), con el fin de
que las células permanezcan en estadio GO y/o G1 (Campbell y col., 1996a; Campbell y
col., 1996b). Previo a la transferencia, se levantaron con solucién de tripsina al 0,5 % y
fueron centrifugadas 2 veces a 200 g durante 5 min. Luego fueron resuspendidas en

medio de manipulacion H-SOF y colocadas en la gota de transferencia.

Transferencia nuclear de células somdticas
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Las células donantes se transfirieron por micromanipulacién al espacio
perivitelino del ovocito enucleado, utilizando el mismo orificio realizado en la zona

pelicida durante la enucleacion. (Figura 10-D).
Fusion

Luego se procedid a realizar la fusion de la célula donante con el citoplasma
del ovocito, para ello se colocaron en una camara de fusion de 0,5mm de luz entre dos
electrodos de platino. Una vez alineados, se aplicé un pulso de 1,8 kV/cm” por 25 ps, en
un fusor de onda cuadrada BTX Electrocell 830 (Harvard Apparatus, Mas, USA). Los
ovocitos fueron colocados en medio de manipulacion y se verifico la fusion 20 min
luego del pulso. Los pares célula-ovocito no fusionados se sometieron a re-fusion

repitiendo los pasos antes mencionados.
Activacion quimica

Una hora después, los ovocitos fusionados fueron activados en medio H-SOF
con 5 uM de ionomicina durante 4 minutos. Luego se lavaron en medio H-SOF y se
transfirieron a gotas de activacion bajo aceite mineral conteniendo 1,9 mM de 6-DMAP
(6-dimetilaminopurina) en medio de cultivo embrionario CSC (del inglés, Continuous
Single Culture) (Irvine Scientific, USA) suplementado con 8 mg/mL de BSA. La
activacion se llevé a 38,5°C, 5 % COs, 5 % O3, 90 % N> y 99 % de humedad durante 4

horas.
Cultivo embrionario

Transcurrido el tiempo de cultivo con 6-DMAP, los embriones producidos por
TNCS e ICSI fueron lavados con medio fresco de cultivo y mantenidos en grupos de 20,
en 400 puL de medio CSC suplementado con 8mg/mL de BSA por pocillo y cubiertos
con 400uL de aceite mineral a 38,5°C, 5 % CO3, 5 % O», 90 % Nz y 99 % de humedad,

durante 8 dias hasta la formacion de blastocistos.

Evaluacion de la expresion de la proteina verde fluorescente
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Para evaluar la expresion de la proteina ZsGreenl, los embriones producidos in
vitro por TNCS e ICSI fueron brevemente observados en luz blanca y luz ultravioleta
con un microscopio de fluorescencia. Se utilizé el filtro de excitacion de 488nm y un
filtro de emision de 530nm (luz azul). Las observaciones se realizaron los dias 4, 6, y 8
post activacion. Se calcularon las tasas de embriones que expresan ZsGreenl segin el

tratamiento correspondiente para los experimentos 2, 3,4y 5.
Procesamiento del semen y capacitacion espermdtica

En los experimentos se utilizd semen de toros raza Brangus en pajuelas
comerciales congeladas, conteniendo dosis de 0.5mL, con capacidad fecundante in vitro
probada. Las pajuelas de semen fueron descongeladas primero 10 seg en aire, y luego
introduciéndolas en un bafio térmico a 37°C durante 30 seg. Los espermatozoides
motiles se seleccionaron por columna de miniPercoll® de densidad creciente (45% y 90
% v/v).

El semen se coloco en la parte superior de la columna y se centrifugé a 600 g
durante 20 min, al finalizar este paso, se retiré el sobrenadante del tubo (diluyente,
células muertas, etc.), y se tomo el pellet del fondo, que contiene los espermatozoides
motiles, los que fueron lavados en medio de capacitacion H-TALP (Tyrode, albiimina,
lactato, piruvato: 114 mM NaCl, 3,1 mM KCl, 0,4 mM NaH,PO4.H,0, 10 mM lactato
de sodio (60%), 25 mM NaHCO;, 1,4 mM cafeina, 2 mM CaCl, 2H,0, 0,5 mM
MgCl,.6H,0 y 10 mM HEPES) y centrifugados a 200 g por 5 min. El pellet obtenido
fue resuspendido en 500 pL de medio de capacitacion H-TALP.

El semen equino para ICSI fue tratado de manera similar al semen bovino.
Mezcla de digestion de 1-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo con enzimas de restriccion

La reaccién de restriccion del plasmido I-Scel-pBSII-SK+ZsGreen1+Neo en
cada caso para los experimentos 3 y 4, se llevé a cabo de acuerdo a instrucciones del
fabricante. La enzima I-Scel (NEB, USA) se almacené a -80°C hasta el momento de su
uso (Rembold y col., 2006). Brevemente, la mezcla consistié en 1X NEBuffer I-Scel,
plasmido 500ng/ pL, 0,5U/uL de I-Scel y agua hasta alcanzar un volumen final de 20
pL y una concentracién final de transgén 50ng/ pL. La mezcla de digestion se mantuvo

I hora a 37°C. Luego de la digestion, se inactivd la enzima calentando a 65°C durante
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20 minutos. La enzima BssHII (NEB, USA) se almacend a -20°C. La mezcla consistié
en 1X NEBuffer 3, plasmido 500ng/ pL 0,5U/pL de BssHII y agua hasta alcanzar un
volumen final de 20 pL y una concentracién final de transgén 50ng/ pL. La mezcla de
digestion se mantuvo 16 horas a 50°C. Luego de la digestion, se inactivo la enzima
calentando a 80°C durante 20 minutos. En cada caso, se realiz6 una corrida
electroforética en un gel de agarosa al 1% para verificar la correcta digestion del

plasmido en cuestion.
Coincubacion de espermatozoides con ADN exdégeno

Luego de la separacion mediante columna de miniPercoll®, 3uL de suspension
de espermatozides resuspendidos en H-TALP fueron incubados durante 5 minutos en
hielo con 0,5pg del plasmido I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo en su conformacion
CCC que presenta sitios de restriccion tanto para la meganucleasa I-Scel como para la
endonucleasa BssHII (figura 6). En los experimentos 4 y 5, también se coincubaron
espermatozoides ya sea con el plasmido junto con la enzima de restriccion o con la

mezcla de digestion del plasmido, segun se especifica arriba.
Procedimiento de 1CS1

La inyeccion de espermatozoides fue llevada a cabo en el microscopio
invertido. La succion y presion positiva fueron controladas con un sistema jeringa de 10
mL (Terumo, AR) para la inyeccion del espermatozoide. Una placa de Petri (Corning,
EE.UU) fue utilizada como soporte para la micromanipulacién en el microscopio. En
dicha placa se colocaron tres gotas de 200 pl de medio de manipulacion H-199,
cubriéndose con aceite mineral y precalentando la misma a 38,5°C hasta su utilizacion.

La figura 11 muestra el procedimiento de ICSI. Aquellos espermatozoides con
morfologia normal fueron seleccionados a partir de una suspension conteniendo citrato
de sodio en 10% polivinilpirrolidona (PVP, 99219). Cada espermatozoide fue
inmovilizado y aspirado con una micropipeta de inyecciéon de 9 pm de didmetro. La
micropipeta de inyeccion se hizo pasar a través de una gota de H-TALP para eliminar
cualquier espermatozoide pegado, y luego se transfirié a la gota conteniendo los
ovocitos en MIIL. Los ovocitos se sostuvieron mediante presion negativa con una

micropipeta de sujecion (MPH-XLG-35, Origio, USA) con el corpisculo polar en la
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posicion de las 6 h de las agujas del reloj. La micropipeta de inyeccidn se introdujo a
través de la zona pelicida y dentro del citoplasma en la posicion de las 3 en punto.
Mediante aspiracion, se procedid a la ruptura del oolema y tanto el espermatozoide

como el citoplasma aspirados fueron depositados en el interior del ovocito.

Fiéura 11. Secuencia fot})gréﬁéa del -procedimiehto de inyécci(’;l-l inirai;?toi)iasm;iica de
espermatozoides ICSI. Se observa la inyeccién de un uinico espermatozoide en el interior de un ovocito
maduro denudado, con el corpiisculo polar ubicado en posicién 6 de las agujas del reloj. La micropipeta
de inyeccién se introdujo a través de la zona pelucida y dentro del citoplasma en la posicién de las 3 en

punto.
Activacion quimica de ovocitos post- 1CSI

Posteriormente a la inyeccion del espermatozoide, los ovocitos fueron
activados en una placa conteniendo 5 pM de lo en H-SOF durante 4 min,
inmediatamente se colocaron en medio CSC por 3 horas para permitir la extrusion del
segundo corpusculo polar. Luego los ovocitos se colocaron en 1,9 mM de 6-
Dimentilaminopurina (6-DMAP) diluido en medio CSC durante 4 h. Los inhibidores se
eliminaron mediante tres lavados en medio de manipulaciéon H-SOF y el cultivo

prosiguié en medio CSC como se describio anteriormente. A modo de control de

59




Capitulo I. Materiales y Métodos

activacion, una muestra representativa de los ovocitos sin inyectar fue activada

partenogenéticamente y col.,ocada en cultivo embrionario.

Sexado de embriones mediante diagndstico genético preimplantacional con liquido

blastocélico

En la tapa de una placa de petri mediana (60 mm) para micromanipulacion se
armaron gotas de 50pL cada una de medio de manipulaciéon dispuestas en una fila
vertical y una gota accesoria de 2pL para colocar el liquido blastocélico. Se cubrieron
las gotas con aceite mineral y se mantuvo la tapa a temperatura ambiente hasta el
momento de comenzar la biopsia. Se colocé una aguja de biopsia del lado izquierdo del
micromanipulador y una micropipeta de sujecion (MPH-XLG-35, Origio) del lado
derecho (Figura 12-A,B).

Para realizar la aspiracion del liquido blastocélico se sostuvo al embridn
generado por ICSI-SMGT con la micropipeta de sujecion dejando el maciso celular
interno (MCI) a las 6h (opuesto a la direccion del bisel de la aguja de aspiracion). Se
perforé el embrion y se llevd la punta de la aguja al centro de la cavidad blastocélica. Se
aspiro el blastocele hasta observar que €l embrion comenzaba a colapsarse. Una vez que
el embrion estuvo completamente colapsado, se lo desacoplé de la micropipeta de
sujecion, y se transfirio a la gota de 2 pL todo el liquido blastocélico aspirado (Figura

12-C).
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Figura 12. Sexado de embriones mediante diagnéstico genético preimplantacional con liquido
blastocélico. (A)Armado de Placa de Biopsia); (B) Disposicion de las micropipetas de vidrio de
aspiracion y de sujecion; (C) Se muestra un blastocisto bovino producido por ICSI-SMGT con el maciso
celular interno (MCI) en sentido opuesto a la direccion del bisel de la aguja de aspiracion. Se perforé el
embrion y se llevé la punta de la aguja al centro de la cavidad blastocélica. Se aspiré el blastocele hasta

observar que el embrién comenzaba a colapsarse.

Colocamos 2 pL de agua libre de nucleasas en un eppendorf de 0,2 mL, uno
para cada biopsia. Las muestras fueron conservadas en el freezer o se emplearon
directamente para la PCR. Se utiliz6 la enzima GoTaq Green Master Mix (Promega) y
los ensayos se realizaron sobre restos de embridn y sobre liquido blastocélico libre de
células con 12,5 plL. de volumen total por amplificacion, conteniendo 6,25 pL de 2X-
GoTaq Green Master Mix (Promega), con 1 pM de cada oligonucedtido. Se emplearon
4,45 pL de molde para cada reaccion de amplificacion. El protocolo completo involucra
dos rondas de PCR consecutivas. El programa para la PCR1 fue desnaturalizacién
inicial 95°C por 1 minuto, luego 95°C 45 segundos, seguido de 60 °C 45 segundos para
el apareamiento de los cebadores. La fase de extension fue 72°C a 45 segundos y
finalmente 72°C 10 minutos. El programa para PCR 2 fue igual, excepto por la
temperatura de alineamiento de los cebadores que fue de 64°C. La primera PCR1 se
realiza con los cebadores externos de TSPY y GAPDH: Ext-TSPY-F 5'-
CCCGCACCTTCCAAGTTGTG-3' y Ext-TSPY-R 5-TGCTCCTCCACCGTCTTCT-
3,GAPDH-PGD-F 5-AAGGCCATCACCATCTTCCA-3' y GAPDH-PGD-R 5'-
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CCACTACATACTCAGCACCAG-3'. La segunda PCR es igual pero con cebadores
internos de TSPY mas GAPDH: Int-TSPY-F 5-TTGTCACCAGCAGTTGTCACG-3',
Int-TSPY-R 5'-AACCTCCACCTCCTCCACGATG-3' mas GAPDH-PGD-F (5§ -
AAGGCCATCACCATCTTCCA-3Y) y GAPDH-PGD-R (5'-
CCACTACATACTCAGCACCAG-3'}) y como ADN se usan 4,25 ul de la primera

reaccion de amplificacion.
Andlisis estadistico

Cada experimento se realizd por triplicado y los resultados obtenidos se
analizaron con el programa GraphPad PRISM® Software Estadistico. El desarrollo
embrionario y la expresion del transgén ZsGreenl se compararon mediante el test
exacto de Fisher. Se utilizé el anélisis estadistico llamado “andlisis de la varianza”
(ANOVA) de un factor. Se consideraron diferencias significativas con un p < 0,05.
Cada vez que el ANOVA arroj6 un resultado significativo, se aplico el test de Tukey

para comparar las medias de los diferentes tratamientos.
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Resultados

ETAPA 1: Desarrollar una estrategia para manipular genéticamente células
somaticas en cultivo primario empleando enzimas de restriccion, orientado a la

produccion futura de animales transgénicos mediante la técnica de transferencia nuclear.
Verificacion de la funcionalidad in vitro del vector de expresion

Con el objetivo de generar embriones bovinos transgénicos empleando enzimas
de restriccion, realizamos la construccion 1-Scel-pBSH-SK+ZsGreenl+Neo (6113pb)
que contiene las secuencias codificantes para la proteina fluorescente verde (ZsGreenl)
y el gen de la neomicina fosfotransferasa (Neo'). Ambos genes fueron clonados a partir
del vector comercial pZsGreenl-N1 dentro del SMC del vector receptor I-Scel-pBSII-
SK+ (flanqueado por dos sitios de reconocimiento de la meganucleasa I-Scel). Se
realizd el andlisis de restriccion del plasmido recombinante I-Scel-pBSIi-
SK+ZsGreenl+Neo, digiriendo con las endonuleasas Eco01091 y Clal para liberar el
fragmento de 1612pb correspondiente a la secuencia codificante del gen ZsGreenl.
Adicionalmente se digirié al vector con EcoRV y Spel para liberar el fragmento de
1400pb de la secuencia del gen Neo' (Figura 13). El plasmido final fue secuenciado por
la compafiia Macrogen (Corea) para confirmar su identidad. Para asegurarnos la
funcionalidad del vector, verificamos su expresion transfectando FFB en cultivo (Figura

14-B).
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Figura 13. Analisis de restriccién del plismido recombinante I-Scel-pBSII-SK+ ZsGreenl+Neo.
Calle 1: Marcador de Peso molecular (Fago A digerido con EcoRI y Hind IlI); Calle 2: Plasmido I-Scel-
pBSII-SK+ZsGreenl+Neo digerido con Eco01091 y Clal liberando el fragmento de 1612pb
correspondiente a la secuencia codificante del gen ZsGreenl; Calle 3: Plasmido I-Scel-pBSII-
SK+ZsGreenl+Neo digerido con EcoRV y Spel, para liberar el fragmento de 1400pb de la secuencia del
gen Neo; Calle 4: Plasmido recombinante [-Scel-pBSH-SK+ ZsGreenl+Neo sin digerir, circular

covalente y cerrado (6113pb).

A- 8- C-
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Figura_14._ Microfotografias de fibroblastos fetales bovinos (A) FFB observados a campo claro. Las

células presentan su forma fusiforme caracteristica; (B)Microfotografia con luz azul del cultivo de FFB
tratado con una relacién 2,5:1 Lipofectamina/ADN plasmidico a las 48 hs post-transfeccion; (C)Nucleos
de FFB teflidos con Hoechst observados al UV en microscopio de fluorescencia para descartar presencia

de micoplasmas en los cultivos celulares.
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Se establecieron varias lineas celulares a partir del cultivo primario de
explantos de fetos bovinos provenientes de animales de faena. Periddicamente se
realizaron tinciones directas de ADN con el colorante bisbenzimida para evaluar las
caracteristicas morfolégicas nucleares y controlar la ausencia de contaminacion por
micoplasmas (Figura 14-B, C). Se observaron poblaciones celulares heterogéneas de
diversas morfologias:

Forma fibroblastica o tipo—fibroblasto (Fibroblast like cell), células grandes, planas,
presentan forma alargada (en forma de huso) y poseen elongaciones que se extienden
hacia fuera de los extremos del cuerpo celular. El nticleo celular es plano y oval.

Forma tipo epitelial-endotelial. (Epithelial-like cells) son células con forma poligonal,
de dimensiones mas bien regulares y crecen adheridas a la placa de cultivo en parches
discretos. También se evidenciaron células de forma redonda.

El pldsmido vector para expresion de la meganucleasa en eucariotas pCBASce, contiene
las secuencias que codifican para la expresion de la I-Scel modificada de 276
aminoacidos fusionada a una etiqueta de epitopo de hemaglutinina (hemaglutinin tag)
para su deteccion mediante Western blot (WB). En nuestro laboratorio, generamos la
construccion plasmidica control pCBA derivada del vector de expresion pCBASce, la

cual carece del sitio codificante de I-Scel y del epitope de hemaglutinina (Figura 15).

Figura 15. Plismido control pCBA Calle 1: pCBASce 5.65 kb; Calle 2: pCBA 4,78 kb producto de la
digestion de pCBASce con EcoRI y ligacion del mismo; Calle 3: Marcador de peso molecular (PM).

EXPERIMENTO 1: Establecimiento de lineas de células somaticas
modificadas genéticamente empleando un sistema mediado por la meganucleasa

I-Scel.
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Se realizo la transfeccion de FFB con el objetivo de establecer una metodologia
transgénica basada en la presencia simultanea de la meganucleasa I-Scel y un transgén
(flanqueado por sitios de restriccién para la misma enzima) en el interior celular. El
analisis de fluorescencia por citometria de flujo a las 72 horas post-transfeccion no
mostr6 diferencias estadisticas entre la tasas de transfeccion de células fluorescentes co-
transfectadas con los vectores pCBASce (T2) o con el plismido control pCBA (T3)
(p>0,05). La intensidad de la emision fluorescente (indica el nivel de expresion de la
proteina trazadora ZsGreenl) fue similar en los tratamientos 2 y 3.

En las lineas celulares en las que se obtuvo altas tasas de transfeccién con el
vector 1-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo, se determind la expresién de la meganucleasa
I-Scel, producida a partir del plasmido pCBASce por la técnica de WB. Este altimo
plasmido no confiere resistencia a ningfin antibiotico, se expresa de forma episomal, por
lo cual, las células se procesaron pasadas 72hs de la co-transfeccion. El plasmido pCBA
fue empleado como control en estos experimentos. Se utiliz0 una vacuna antrigripal
AGRIPPAL® S1 para la puesta a punto del ensayo. Se sembraron concentraciones
decrecientes de vacuna en un gel de Poliacrilamida. La vacuna contiene tres cepas
inactivadas del virus de la influenza humana que expresan el antigeno hemaglutinina,
detectado por el anticuerpo anti-HA. En la figura 16-A se puede observar claramente el
patrén de las tres bandas. En la figura 16-B se muestra la banda esperada de 31kDa en

aquellos FFB del tratamiento 2, co-transfectados con pCBASce.

A- B-

40 20 10 5 25 (plyvacuna 1 2 3

. i I-Scel
.:.- asiss s qie  Tubulina

Figura 16. Expresién temporal de la meganucleasa I-Scel. (A) La Vacuna AGRIPPAL® S| utilizada

como control positivo. El anticuerpo anti- HA revela antigenos purificados de hemaglutinina presentes en
la superficie de tres cepas tipo A y B del virus de la influenza;(B) Calles 1: Lisado de proteinas de células
no transfectadas; calle 2 lisado de proteinas de FFB co-transfectados con pCBA + I-Scel-pBSII-
SK+ZsGreen1+Neo; calle 3 FFB co-transfectados con pCBASce + [-Scel-pBSII-SK+ZsGreen | +Neo.
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Electroforesis alcalina en células individuales (Ensayo Cometa)

Se realiz6 el ensayo cometa (momento de la cola, del inglés tail moment) a
fines de evaluar la posible aparicién de cortes en las cadenas de ADN en las células
transgénicas de los tratamientos 1, 2 y 3 pasadas 72 h de la transfeccion (Figura 17). Se
analizaron cien células por tratamiento, y se determind que no hay diferencias
estadisticamente significativas mediante ANOVA (p>0,05) en el dafio al ADN de
aquellas células que expresan transitoriamente la meganucleasa I-Scel y las células que

no la expresan (Figura 18).

A- B- C-

Figura 17. Electroforesis alcalina en células individuales. Arriba. Fotografias de fluorescencia de

fibroblastos transgénicos 72 h post transfeccion con los plasmidos (A)I-Scel-pBSII-
SK+ZsGreenl+Neo;(B)Cotransfeccion ~ plasmido  I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo  junto  a
pCBASce;(C)vectores I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo mas pCBA. Abajo, Fotografias de las células

tratadas en el ensayo ADN cometa, las imagenes se corresponden con los tratamientos indicados arriba.
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Figura 18, Ensayo cometa. Dafio al ADN de células que expresan la meganucleasa y células que no la
expresan 72 h después de la transfeccion. No hay diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos y el control. UA: Unidades Arbitrarias, ANOVA (p>0,05).

Determinacion de la tasa de transfeccion estable

Luego de los 21 dias de seleccion positiva con el agregado del antibidtico
neomicina se formaron colonias celulares claramente definidas (uniformes y compactas)
(Figura 19); colonias laxas (desintegradas), y se observd también la presencia de
células incapaces de formar colonias. En los tratamientos 2 y 3 (T2 y T3), se evaluo la
tasa de transfeccion estable que se corresponde a la proporcion de células que han
integrado establemente y expresan el transgén. Se observo un aumento en la eficiencia
de transfeccion estable de los FFB haciendo uso de enzimas de restriccion (T2). La
figura 20 muestra el niimero de colonias de células fluorescentes (CCF) desarrolladas.
En los cultivos celulares co-transfectados con relacién 1:1 de I-Scel-pBSII-
SK+ZsGreenl+Neo + pCBASce (T2-1:1), el nimero de CCF aumento 6,4 veces
respecto del grupo control (T3-1:1) cuando se utilizo la misma relaciéon entre los
plasmidos (8,00+2.16 vs 1,25+0,62 colonias; p=0,02). Sin embargo, no se encontro
diferencia en el nimero de CCF formadas entre el tratamiento T2-1:3 (3,75+1,03
colonias) y el T3-1:3 control (2,70+1,35 colonias; p>0.05) luego de la co-transfeccion
trabajando con una relacion 1:3 entre los plasmidos. La transgénesis mediada por la
meganucleasa I-Scel aumenta significativamente la integracion de ADN exdgeno en

FFB en cultivo.
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Figura 19. Lineas de células transgénicas verdes fluorescentes obtenidas luego de 21 dias de

seleccién con G418 con morfologia tipo- fibroblasto.
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Figura 20. Nimero de colonias de células fluorescentes obtenidas a los 21 dias post co-transfeccién
empleando enzimas de restriccién. Co-transfeccion en relacion 1:1 o 1:3 de los plasmidos I-Scel-pBSII-

SK+ZsGreen1+Neo mds los plasmidos pCBASce o pCBA segiin corresponda.

Se observaron diferencias en las tasas de crecimiento de las diferentes CCF del
tratamiento 2. Aquellas con tasa de crecimiento lenta, generalmente frenaban su
crecimiento a los pocos dias. Por otro lado, las células que proliferaban mas
rapidamente cambiaban su morfologia caracteristica de tipo-fibroblasto, pero

conservado la intensidad de fluorescencia. Los signos de deterioro de las CCF luego de
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la seleccion positiva (T2), incluyen niicleos picndticos, granularidad alrededor del
nucleo, citoplasma disperso, forma redondeada, vacuolizacién citoplasmica y
desprendimiento de las células de la placa. Estas caracteristicas pueden ser causadas por
una variedad de razones, incluyendo la senescencia de la linea celular, o la presencia de

sustancias toxicas en el medio (Figura 21).

Figura 21. Colonias de Fibroblastos fetales bovinos fluorescentes transgénicos con pérdida de
morfologia caracteristica. (Arriba). Comienzo de formaciéon de colonias de células fluorescentes
resistentes al antibidtico G418;(Abajo). Células con pérdida de morfologia tipica de los fibroblastos,
incapaces de formar colonias. Las flechas blancas indican los niicleos picnéticos y granularidad alrededor

del nucleo
Determinacion de la presencia del transgén al ADN gendmico

Las CCF derivadas del tratamiento 2 resistentes al antibidtico G418, fueron
aisladas mediante sub-cultivo en placas individuales y se generaron de ésta manera
lineas transgénicas estables fenotipicamente positivas para la expresion de la proteina
fluorescente verde detectada bajo luz UV. El ADN genomico de estas lineas fue
utilizado como molde en reacciones de PCR para asegurar la presencia del gen
ZsGreenl en las células (ver Figura 22). Se demostr6 la presencia del transgén por PCR

convencional.
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Figura 22. Deteccion por PCR del casete para la expresién del gen ZsGreenl a partir del ADN
genbémico de dos lineas clonales transgénicas derivadas del tratamiento 2. Calle 1: Marcador de peso
molecular (Fago A digerido con EcoRI y Hind III); Calle 2: PCR sin ADN molde, para descartar posible
contaminacién en la reaccion de PCR; Calle 3: Vector purificado I-Scel-pBSII-SK+ZsGreen|+Neo;

Calles 4 y 5: ADN de células co-transfectadas. Calle 6: ADN gendémico de fibroblastos no transfectados.

EXPERIMENTO 2: Generacion de una linea celular bovina que produzca

de manera constitutiva la meganucleasa I-Scel.

Se transfectaron FFB con el plasmido pNG26i en sus dos formas: circular
covalente cerrado (CCC) y linearizado por digestion previa con la enzima de restriccion
Spel, con el objetivo de generar lineas celulares bovinas que produzcan de manera
constitutiva la meganucleasa 1-Scel. Se generaron en total 169 colonias de células
resistentes al antibidtico higromicina a los 21 dias post seleccion, desarrolladas a partir
de los cultivos celulares transfectados con el plasmido pNG26i.

No se encontr6 diferencia en el niimero de colonias formadas entre la forma
circular (14,00+4.60 colonias) y el pldsmido linearizado (14,16+3,06 colonias) luego de
la transfeccion (p>0,05) (Figura 23). Estas lineas celulares serdn muy ftiles como
modelo para estudiar la integracion al genoma celular de secuencias de ADN heterélogo
en presencia de una enzima de restriccion de baja frecuencia de corte, tal es el caso de la

meganucleasa 1-Scel (Figura 24).
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Figura 23. Nimero de colonias de células que expresan constitutivamente la meganucleasa. Colonias
obtenidas resistentes al antibiético higromicina. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre el
nimero de colonias formadas cuando se transfectaron FFB con el plasmido pNG26i en su forma circular

respecto al plasmido linearizado (p>0,05).

Figura 24. Fibroblastos fetales bovinos obtenidos por transfeccién empleando el plasmido pNG26i.

Fotografia de formacion de colonias celulares a los (A) 15; y (B) 21 dias post transfeccion.

72




Capitulo I. Resultados

ETAPA 2: Produccion de embriones transgénicos por transferencia nuclear de células

somaticas (clonacion).
Obtencion de ovocitos

Para el presente trabajo se aspiraron 2956 foliculos, de tamafios que oscilaron
entre 2mm y 10mm y se seleccionaron unicamente aquellos ovocitos con citoplasma
homogéneo y que poseian tres o mds capas de células del cimulo, calidad 1, segin
manual de la IETS, (de!l inglés, International Embryo Transfer Society). Se probaron
dos métodos de recoleccion folicular por puncién de ovarios. Utilizando agujas del tipo
mariposa de calibre 19G, recolectando el contenido folicular a 50 mmHg (20 ml/min) de
presion negativa, con una bomba de vacio por flujo de agua (Tubo Venturi) o por
aspiracion manual con agujas calibre 19G acoplada directamente a jeringa, obteniendo
mayores indices de recoleccion y mejor calidad de COCs con aguja y jeringa.

La tasa de recuperacion ovocitaria de esos foliculos fue del 72% (2127
ovocitos), siendo este el promedio de los indices de cada maniobra. Al principio, las
tasas de recuperacién fueron menores, pero con las practicas, se logré incrementar y

mantener constante un indice alto de recuperacion.
Maduracion in vitro

Luego de establecer valores de MIV del 86.33%, continuamos con el proceso
de produccion de embriones. Ovocitos madurados con este protocolo se usaron para la
produccion de embriones por partenogénesis, TNCS, FIV e ICSI. Los resultados de

maduracion se presentan en la tabla IV.

Tabla IV. Maduracion in vitro de ovocitos

Sesiones de  Ovocitos Ovocitos MII Ovocitos no %  Eficiencia
M1V (n) CP+ (%) maduros CP- (%) de Maduracion
3 183 158 (86,33) 25 (13,67) (86,33)
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Activacion Partenogenética

En nuestra primera etapa experimental se realizo la puesta a punto de
activacion asistida de ovocitos mediante métodos fisicos y quimicos. La activacion
artificial de ovocitos es un procedimiento clave para el desarrollo exitoso de técnicas
com3o TNCS e ICSI. Se evaluaron distintos protocolos de activacion eléctrica que
derivaron en tasas de desarrollo embrionario muy bajas (datos no mostrados), por lo
cual se decidié finalmente optar por realizar activacion con lonomicina seguido por
tratamiento con 6-DMAP. Observamos 46,03 % de tasa de desarrollo embrionario in
vitro hasta el estadio de blastocisto generados mediante activacion por métodos
quimicos, por lo cual decidimos emplear este protocolo para nuestros experimentos de

TNCS e ICSI en bovinos.

EXPERIMENTO 3: Produccion de embriones transgénicos por

transferencia nuclear de células soma:ticas.
Transferencia nuclear, fusion y activacion

Se maduraron in vitro 600 COCs por 18 horas. Luego fueron denudados con 1
mg/ml de hialuronidasa en medio H-SOF y posteriormente tefiidos con Hoechst 33342
(bis-benzimida) en medio H-SOF para ser enucleados, este proceso se realizo por
aspiracion de la placa metafésica y el cuerpo polar. Se realizaron tres repeticiones por
tratamiento empleando grupos de 50 ovocitos cada vez. La eficiencia global de la
enucleacion fue del 91,4%, y luego de 15 minutos en cultivo, los citoplastos fueron
vueltos al microscopio bajo el cual se les transfirio el carioplasto al espacio perivitelino,
entrando por la cicatriz producida en la maniobra anterior. La eficiencia de transferencia
fue del 95,5% en promedio para el tratamiento 1. Las células modificadas
genéticamente empleando enzimas de restriccion presentaban mayor tamafio respecto de
las células control, por lo cual la eficiencia de transferencia en el tratamiento 2 fue
menor dado el didmetro interno de las pipetas empleadas para TNCS. Todas las células
donantes fueron sincronizadas en GO y/o Gl del ciclo celular cultivandolas durante 4
dias previos a cada sesion con el medio de sincronizacion y el antibiético de seleccion.
Esta sincronizacion induce que la mayoria de las células donantes en cultivo posean, al

momento de la transferencia, una copia de su genoma. Finalizada la micromanipulacion
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de los ovocitos transferidos, se procedid a fusionar las membranas del citoplasto y la
célula donante. Para ello se colocaron en las diferentes concentraciones del medio de
fusion grupos de 5 a 7 ovocitos alineados y se les aplicaron dos pulsos de corriente
continua. Las eficiencias en las fusiones fueron variables, independientemente de la
técnica.

En la tabla V se detalla el desarrollo in vitro y expresion del gen ZsGreenl en
embriones bovinos generados por TNCS. El estadio de blastocisto se alcanzé tanto para
los ovocitos enucleados inyectados con fibroblastos transgénicos (Tratamiento 2, T2),
como para los inyectados con fibroblastos control (Tratamiento 1, T1). En el T1 se
logré generar 160 cigotos en total, lo que representa un 59 % de eficiencia de fusion.
Sin embargo, solo 30 embriones del T2 desarrollaron hasta el estadio de blastocisto, lo
que indica que la eficiencia global de la técnica fue del 18,75 % en promedio.

El bajo rendimiento arrojado por la técnica dada la calidad de las células
transgénicas criopreservadas empleadas para transferencia se reflejo6 en el bajo
porcentaje de fusion. Se observo un gran numero de fibroblastos no fusionados luego de

la activacion quimica (Figura 25).

A- B- C-

Figura 25. Electrofusion. La flecha blanca indica un fibroblasto fetal bovino no fusionado luego de
la electrofusién, seguida de la activacién quimica. (A) campo claro :(B) Excitacién con luz UV;(C)

imagenes superpuestas.

Desarrollo in vitro y expresion del gen ZsGreenl en embriones bovinos generados por

transferencia nuclear de células somadticas.

Si bien se observaron diferencias significativas entre las tasas de clivaje de los
tratamientos 1 y 2 (p<0,0001), las tasas de desarrollo hasta el estadio de blastocisto en

los embriones transgénicos no fue estadisticamente diferente al desarrollo alcanzado por
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aquellos embriones generados por TNCS control (p>0,05) (Figuras 26 y 27). Desde el
momento en que los ovocitos son transferidos y activados, tienen lugar procesos claves
en el desarrollo y cualquier modificaciéon en el ambiente durante el periodo post

activacion compromete el proceso de crecimiento para llegar a blastocisto.
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Tabla V. Desarrollo in vitro y expresion del gen ZsGreenl en embriones bovinos generados por TNCS.

Sesiones de TNCS Ovocitos Clivados Blastocistos 9 Embriones 2-16 células 9 Morulas 9 Blastocistos
MII (n) (%) (Yo)# (%)# (%)# (%)*
Tratamiento 1 268 160(59,7)  30.(18,75) na: na na
FFB Control
Tratamiento 2 180 41(22,77)  8(19,51) 20 (48,78) 15 (36,58) 6 (75)*
FFB Transgénico
Tratamiento.3
Partenogénesis 74 na- 27 (42,85) na: na na

# sobre tasa de clivaje;

* sobre tasa de blastocistos totales

na: no aplica

9: Transgénicos
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Figura 26. Anilisis de clivaje embrionario (FFB control vs FFB transgénicos). Los gréificos muestran

el promedio para cada tratamiento + el error estandar.
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Figura 27. Anélisis de desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto luego de transferencia
nuclear de células somaticas. Las barras con lineas horizontales indican en n° de blastocistos, mientras
que las barras negras se corresponden con el n® de embriones de dos o mds células respecto del total de

embriones que desarroilaron después de los tratamientos | y 2.
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En la figura 28 se muestran fotografias de la expresion de la proteina
fluorescente verde en los embriones observados al dia 4. La mayoria de los embriones
transgénicos que desarrollaron a dos células o mas presentaron mosaicismo para el

transgén ZsGreenl.
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Figura 28. Embriones bovinos transgénicos generados por transferemncia nuclear de células
somaticas al dia 4. (A) Fotografia a Campo Claro;(B) Fotografia del mismo embrién con luz UV; (C)
Superposicion de iméagenes merged (D) Se muestran tres embriones bovinos transgénicos al dia 4, que

expresan la proteina fluorescente verde ZsGreenl en algunas de sus blastomeras.
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Figura 29. Blastocisto bovino generado por transferencia nuclear de células somaticas al dia 7. La
figura muestra cuatro embriones bovinos transgénicos generados por TNCS. La flecha blanca indica un

blasctocisto al dia 7
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Figura 30. Embriones bovinos generados por TNCS al dia 7. Fotografia de embriones bovinos transgénicos que expresan la proteina
fluorescente verde ZsGreenl. (A)- Fotografia a Campo Claro (B)- Superposicion de imagenes merged (C)- Fotografia del mismo embrién
con luz UV. Las flechas blancas indican blastocistos, la punta de flecha muestra un blastocisto trasnsgénico. Los asteriscos indican
embriones en el estadio de 2 o mas células. Todo el resto pertenece a embriones degenerados producto de artificios propios de la técnica de

TNCS.
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ETAPA 3: Produccion de embriones bovinos transgénicos por ICSI

En la ultima etapa este capitulo se realizo la puesta a punto de la técnica de
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides en bovinos.

Se empleo un total de 753 ovocitos madurados in vitro en los experimentos que
se detallan en este capitulo. Se realizaron varias sesiones de ICSI comparando entre
protocolos seguidos o no de asistencia de activaciéon quimica. Los ovocitos inyectados
fueron puestos en cultivo embrionario hasta el dia 7. Los resultados del desarrollo
embrionario se muestran en la tabla VI.

El control de inyeccién sham ICSI, no derivd en desarrollo embrionario,
aunque tampoco se observo clivaje de los ovocitos MII tratados. La tasa de clivaje
observada 40 % (16/40) cuando se realizé ICS! asistida por Io-6-DMAP arrojé un
aumento estadisticamente significativo (p<0.0001) respecto de la tasa de clivaje de la
ICSI sin asistencia quimica (5,71% (2/35). Los ovocitos inyectados sin activacion
quimica alcanzaron tasas de clivaje muy bajas del orden del 5,71% (2/35). El 100% de
estos embriones se quedd detenido en estadios de 2-32 células, sin progresar a morulas
ni blastocistos.

El desarrollo hasta estadio de blastocisto de los embriones derivados del grupo
de ovocitos MII control activados por partenogénesis fue de 42,85% (27/63).

El estadio de blastocisto solamente fue alcanzado en aquel grupo de ovocitos
inyectados y asistidos mediante activacion quimica, alcanzdndose una tasa de desarrollo
del 15% respecto de los controles 0%. En razén de estas diferencias observadas, se opt6

por utilizar asistencia quimica de los ovocitos inyectados.
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Tabla VI. Desarrollo de embriones bovinos producidoes por ICSI con sin

asistencia por activacién quimica.

Ovocitos  Clivaje Morulas Blastocistos

Sesiones
MI (n) (%) (%) (%)
25 0@ 0(0) 0 (0)
Sham 1CS]1 e :
35 2(5,71) 0(0) 0(0)

ICSI Sin Activacion

Quimica

R i 40 16 (40,00) 8 (20,00) 6 (15,00)
€51 + activacion
_ 6-DMAP
63 35(55) 30(47,61) 27 (42,85)
Partenogénesis

EXPERIMENTO 4: Evaluar la tasa de transgénesis mediada por 1CSI en
presencia de una enzima de restriccion de muy baja frecuencia de corte del ADN

(reconoce un sitio de restriccion de 18 pb).

Se inyectaron un total de 190 ovocitos madurados in vitro. Un grupo de
ovocitos MII fue inyectado con espermatozoides intactos (control), mientras que otro
grupo fue inyectado con espermatozoides previamente incubados junto al transgén I-
Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo en su conformacion circular covalente cerrada (CCC).
La incubacién de los espermatozoides con el ADN no afecté a la produccion de
embriones, obteniéndose tasas de division embrionaria y produccién de blastocistos

similares en ambos grupos (p>0.05). (Figura 31)
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Figura 31. Anilisis de clivaje embrionario luego de ICSI-SMGT. Tratamiento 1 (T1): Se inyectd
solamente un espermatozoide dentro de un ovocito maduro. Tratamiento 2 (T2): Los espermatozoides se
incubaron con la construccién I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo en su conformacion circular covalente
cerrada (CCC) y posteriormente un espermatozoide fue inyectado en el citoplasma de un ovocito maduro

MIL

En el primer experimento se evalud la tasa de transgénesis mediada por ICSI
con la meganucleasa I-Scel, una enzima de restriccion de muy haja frecuencia de corte
que reconoce un sitio de restriccion de 18 pb.

Se consideraron dos grupos experimentales, un grupo de ovocitos MI
inyectados con espermatozoides preincubados con el transgén mas la enzima de
restriccion I-Scel, y otro grupo inyectado con expermatozoides mds la mezcla de
digestion del transgén con la meganucleasa. Los resultados se muestran en la tabla VII.

Se observé diferencia estadisticamente significativa (P<0,0001) en la tasa de
clivaje 11,11% (5/45) cuando se realizd ICSI con el transgén CCC mads la enzima I-Scel
respecto de la tasa de clivaje de ICSI empleando I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo en
su conformacion circular covalente cerrada (CCC) (52% (26/50). No se observd
desarrollo embrionario en el grupo experimental inyectado con la enzima.

La figura 32 muestra los embriones bovinos transgénicos producidos por 1CSI
usando espermatozoides previamente incubados con el plasmido I-Scel-pBSlI-

SK+ZsGreen1+Neo y la enzima de restriccion 1-Scel.

84




Capitulo I. Resultados

Tabla VII. Transgénesis mediada por ICSI con una enzima de restriccion de muy baja frecuencia de corte del ADN, la I-Scel.

Parametros del desarrollo embrionario in vitro de los ovocitos inyectados con espermatozoides intactos e incubados con ADN (+ADN).

Clivaje ¥ Embriones

Ovocitos Morulas Blastocistos . € Mdérulas 9 Blastocistos
ICSI-SMGT o o 2-16 células o o/ v
MII (n) (%) (%o) (%) (%) # (%) (Y0)
Tratamiento 1
40 16.(40,00) 8(20,00) 6(15,00) na- na Na:
Espermatozoide intacto
Tratamiento 2
50 26 (52,00) 7 (14,00) 5 (10,00) 9 (34,61) 5(71,42) 4 (80,00) *
Transgén CCC
b 45 5(11,11) 00y 0(0) 0 0(0) 00
Transgén CCC +I-Scel Fai i !
Tratamiento 4
55 33 (60) 9 (16,36) 8 (14,54) 13 (39,39) 77,77 6 (75,00)
Mezcla de digestion
Partenogénesis 33 23(69) 20 (60) 16(48) na- Na Na

Evaluacién de la expresion del gen ZsGreenl en grupos con ADN. # sobre tasa de clivaje total ; na: no aplica

9: Transgénicos * sobre tasa de morulas/blastocitos totales (segiin corresponda).
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Figura 32. Embriones bovinos transgénicos producidos por ICSI usando espermatozoides previamente incubades con el plasmido I-Scel-pBSII-

SK+ZsGreenl+Neo y la enzima de restriccion I-Scel
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Sexado de embriones generados por ICSI-transgénico mediante DGP con liguido
blastocélico

Finalmente, se puso a punto un nuevo protocolo de sexado (PGD) empleando
liquido blastocélico de los embriones generados por ICSI con activacién quimica y asi
descartar la posible generacion de embriones partenogenéticos producto de la activacion
quimica.

La secuencia amplificada del gen TSPY tiene 153 pb solo en los machos y el
de GAPDH tiene una banda de 194 bp en los dos sexos. Por lo tanto los machos a
presentan dos bandas: una de TSPY y una de GAPDH y las hembras una sola banda: la
de GAPDH (figura 33).

Se logré amplificar 4 de 5 embriones bovinos producidos in vitro por ICSI-

SMGT asistido quimicamente. 80% de los embriones analizados fueron machos.

PM E1LB1E2LB2 E3LB3 E4 LB4 E5 LB5 PM

<4+— (194pb)
4+— (153 pb)

Figura 33. Puesta a punto de biopsia embrionaria a partir de liquido blastocélico. Se muestran los
productos de amplificacion empleando como molde embriones totales y su respectivo liquido
blastocélico en un gel de agarosa 2% de 5 blastocistos generados por ICSI.E=Embrién- LB=Liquido
blastocélico. PM= Peso molecular. 100pb (invitrogen).

Se evalu6 ademas la tasa de transgénesis mediada por ICSI en equinos cuando
se emplea la meganucleasa.

Cuando se realizé ICSI sin activacion quimica en ovocitos equinos MII se
observaron niveles similares en las tasas de division embrionaria y formacién de

morulas tanto para el grupo control (espermatozoides equinos intactos) como para el
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grupo experimental (espermatozoides equinos incubados con la mezcla de digestién de
la meganucleasa I-Scel).
No se observd desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto, (tabla

VIII). sin embargo el 33,33 % (1/3) de las moérulas resultd ser transgénicas (figura 34)

Figura 34. Embrién equino transgénico generado por ICSI-SMGT. (A) Fotografia a Campo Claro ;

(B) Fotografia del mismo embrién con luz UV; (C)Superposicion de imagenes (merged).
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Tabla VIIIL. Transgénesis mediada por ICSI en equinos empleando una enzima de restriccion, la meganucleasa /-Scel.

Ovocitos  Clivaje (%) Morulas Blastocistos 9 Embriones 2-16  § Morulas § Blastocistos

Sesi d

eSIONES T MII (n) (%) (%) células (%) # (%)* (%)
I1CSI
Control 14 8(57,14) 3 (37,50) 0.(0) na na na
intacto
Mezcla de 25 12 (48,00) 3 (25,00) 0(0) 1(8,33) 1(33,33) 0(0)
Digestion
(%)# porcentaje sobre tasa de clivaje total ; * sobre tasa de morulas totales ; na: no aplica

q: Transgénicos

39




Capitulo 1. Resultados

EXPERIMENTO 5: Evaluar la transgénesis mediada por ICSI cuando se
emplea una enzima de restriccién de alta frecuencia de escision del ADN (reconoce un

sitio de restriccion de 6 pb).

La division embrionaria para el grupo experimental inyectado con la mezcla de
digestién fue de un 60% (33/55), y 8 de ellos llegaron a estadio de blastocisto (14,54%). De
los embriones obtenidos, 26 (47,27%) de ellos expresaban la proteina verde fluorescente
ZsGreenl. Los embriones que expresaban la proteina reportera, se encontraban en
diferentes estadios, desde embriones de 2 células hasta blastocisto. En total se generaron 6
(75%) blastocistos transgénicos. Algunos de los embriones transgénicos presentaban

mosaicismo, es decir no todas las blastdmeras del embrion expresaban el gen ZsGreenl.

Figura 35. Embriones bovinos transgénicos producidos por ICSI usando espermatozoides previamente

incubados con el plasmido I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo y la enzima de restriccién BssHII.
Transgénesis mediada por ICI- FIV empleando la meganucleasa I-Scel
La inyeccion en ovocitos MII previo a la FIV con mezcla de digestion de la enzima resultod

en bajas tasas de clivaje y de desarrollo embrionario. Aquellos que expresaron ZsGreenl

fueron embriones de 1-16 células y morulas.
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Tabla IX. Transgénesis mediada por ICSI con una enzima de restriccion de alta frecuencia de corte del ADN, la BssHII

Sesiones de ICSI Ovocitos Clivaje Morulas Blastocistos { Embriones 2- 9§ Morulas Blastocistos
MiI! (n) (%) (%)# (%)# 16 células (%) #

(%)* (Yo)*
Control 40 16 (40,00) 8 (20,00) 6(15,00) na na na
Transgén circular 50 26 (52,00) 7 (14,00) 5(10,00) 9 (34,61) 5(71,42) 4 (80,00)*
Transgén + BssHIE 40 2(5,00)  2(100,00) 0(0) 0 0 o
Mezcla de Digestién 42 4(9,52)  4(100,00) 0 (0) 0 0 0
Partenogénesis 300 20(66,60) 17(56,60): 15(50,00)- _na na: na

Feiy em

(%)# porcentaje sobre tasa de clivaje total ; na: no aplica q: Transgénicos * sobre tasa de mérulas/blastocitos totales (segin corresponda)
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Ovocitos  Clivaje (%) Blastocistos ¢ Embriones 2-16 9 Mérulas 9 Blastocistos
Tratamiento (%) células (%) # (%) (%)
Control 95 3031,57)  5(,2) na na Na
Inyeccién-
Transgén CCC 40 12 (30) 0(0) 7 (58,33) 4(33,3) 00)
Transgén+ - 55 20i(36,36)¢.:-0.(0)= 10 (50) 4(20) 0(0)
1-Scel
Control 105 65 (61,90) 15 (14,3) Na na Na
denudades FIV

(%)# porcentaje sobre tasa de clivaje total ; na: no aplica §: Transgénicos.
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Discusion

La ingenieria genética y la reprogramacion de organismos vivos representan las
nuevas fronteras biotecnolégicas que permitirdn generar animales con modificaciones
precisas en sus genomas para un sinnamero de aplicaciones biomédicas y agropecuarias.
Se han empleado varios métodos biologicos, quimicos y fisicos para logar la
modificacién genética de células en cultivo. Estos incluyen métodos mediados por virus
(Pfeifer y col., 2001; Hacein-Bey-Abina S y col., 2002; Roesler y col., 2002; Woods y
col., 2003) métodos basados en polimeros catidénicos, nucleofeccion, lipofeccion
(Schenborn y col., 2000; Holmen y col., 1995; Washbourne y col., 2002), inyeccion
directa, biobalistica, electroporacion, irradiacién empleando ldser, sonoporacién y
nanoparticulas magnéticas (O'Brien y col., 2006; Inoue y col.,, 2001; Yao y col., 2008;
Kim y col.,, 1996; Dobson y col., 2006). Las limitaciones de estos métodos de
transferencia directa de genes se reflejan en la baja eficiencia de transfeccién y en
muchas oportunidades causando efectos citotdxicos, los cuales conllevan a una
expresion transitoria del transgén y a la muerte celular (Ortega y col., 2011; Ortega y
col., 2012; Forcato y col., 2012; Scilingo y col 2011).

Para la generacion de embriones bovinos transgénicos mediante transferencia
nuclear de células somaticas se necesita un tipo apropiado de célula donante. Los
fibroblastos ya sean de origen fetal u obtenidos de biopsias de piel de animales adultos
han sido utilizados como donantes de miicleos en varios sistemas de clonacion debido a
la relativa facilidad para establecer un cultivo primario (Alonso-Gonzélez y col., 2012;
Wilmut y col., 1997; Schnieke y col., 1997; Wells y col., 1999; Polejaeva y col., 2000;
Keefer y col., 2001).

El uso de los métodos basados en la intercalacion al azar del transgén se limita
a aquellos casos en que se persigue la incorporacion de nueva informacién genética, por
ejemplo incorporar secuencias que codifican para la expresion de una proteina
heterdloga (Schnieke y col., 1997). Algunas observaciones interesantes se desprenden
de los resultados obtenidos en el primer experimento. En primer lugar, la transgénesis
mediada por la meganucleasa I-Scel aumenta significativamente la integracion al azar
de ADN exogeno en fibroblastos fetales bovinos en cultivo, favoreciendo la obtencion

de lineas celulares transgénicas. El niimero de colonias de células fluorescentes,
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aumento 6,4 veces en el grupo experimental donde la construccion genética (flanqueada
por sitios de restriccion para la meganucleasa) se introdujo a células en cultivo que
expresaron transitoriamente (a partir del plasmido pCBASce) la misma endonucleasa,
respecto del namero de colonias desarrolladas en el grupo control en la que no
interviene la enzima de restriccion I-Scel. Se transfectaron diversas lineas celulares
empleando el sistema mediado por la meganucleasa I-Scel. Todas estas lineas derivaron
de cultivo primario de fibroblastos fetales de animales de faena de raza aleatoria, tales
como de la Holando, fibroblastos adultos bovinos y fibroblastos adultos equinos.
Alternativamente también se trabajé con las lineas celulares inmortales HEK293 y
MDBK.

Un obstaculo importante para la clonacién de animales a partir de fibroblastos
transgénicos es el tiempo de vida limitado y la rapida senescencia de los fibroblastos
derivados de cultivos primarios luego de la seleccion positiva con antibidticos. Ademas,
el largo plazo del proceso de seleccién con antibidticos puede traer aparejadas
aberraciones cromosoémicas, y en consecuencia una heterogeneidad en la poblacién
clonal, a pesar de ser derivada de una sola célula. La vida util de los fibroblastos fetales
resistentes a G418 parece diferir entre especies, y esto puede reflejar una toxicidad
especie-especifica de la neomicina (Yan y col., 2009). Respecto a la calidad de los tipos
celulares estudiados luego de la seleccion positiva, se observd presencia de nicleos
marcadamente picnéticos, granularidad alrededor del nucleo, citoplasma disperso,
forma redondeada, vacuolizacion citoplasmica, y pérdida de adherencia de las células a
la placa. Estas observaciones, en las que las células aumentaban su volumen, tipicos
signos de senescencia, fueron descriptos en varias publicaciones (Hayflick 1965;
Oshimura and Barrett 1997). Se intentd cambiar de estrategia y reemplazar el gen de
resistencia a G418 por el gen de resistencia a blasticidina, que permite la seleccion de
colonias celulares resistentes en un plazo menor, acortando el paso de seleccion a tan
solo 7 dias, pero por cuestiones de tiempo para concluir el resto de los experimentos
planteados no se pudo concluir a tiempo con la construccion plasmidica. Si bien luego
de la transfeccion se realizé un ensayo de electroforesis alcalina en células individuales,
los alcances de deteccion y cuantificacion de la técnica se limita a las rupturas en las
cadenas del ADN, algo que ocurre normalmente en todas las células y que normalmente

se repara con cierta velocidad. Dado que el ensayo de ADN cometa no brinda
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informacion acerca de otras posibles alteraciones genéticas, serd necesario realizar este
ensayo en combinacién con otras técnicas de genotoxicidad, tales como el ensayo
colorimétrico de 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-ilo)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), en las células
transgénicas obtenidas en esta tesis luego del proceso de seleccién positiva. De todas
maneras, demostramos que la expresion del transgén se mantiene estable a lo largo del
tiempo, tal cual ha sido reportado en otros vertebrados (Thermes y col., 2002; Ogino y
col,, 2006). El analisis de PCR convencional indicé presencia del producto de
amplificaciéon del gen ZsGreenl en las colonias de células transgénicas analizadas.
Desafortunadamente la expresion del transgén estd sujeta a los efectos posicionales
inherentes a la falta de control sobre el sitio de incorporacién del transgén (Al-Shawi y
col., 1990). Es comin observar una disminuciéon o abolicion de la expresién de la
proteina transgénica (fendmeno conocido como silenciamiento), originada en
modificaciones epigenéticas de las secuencias de ADN incorporadas. Las lineas
clonales transgénicas obtenidas en nuestro laboratorio mediante el uso de enzimas de
restriccion, se utilizaron en el experimento 3 como donantes de niicleos en clonacién.
En nuestro segundo experimento, planteamos la estrategia inversa a fines de
establecer una metodologia transgénica basada en la presencia dentro de las células a ser
manipuladas de una endonucleasa enddégena. Existen evidencias experimentales que
indican que la escision de la doble hebra de ADN por una enzina de restriccion de baja
frecuencia de corte, incrementa la ocurrencia de fendémenos recombinatorios en las
zonas proximas al sito de corte (Cohen-Tannoudji y col, 1998; Smih y col., 1995). En
estos experimentos se crearon sitios de restriccion sintéticos para la meganucleasa
dentro del genoma de células de raton y humanas, especies que no poseen naturalmente
sitos de reconocimiento para dicha endonucleasa. Cuando la meganucleasa fue
incorporada a las células junto a un transgén (conteniendo secuencias homologas) se
observé un incremento marcado en la frecuencia de fendmenos de recombinacion
homéloga en la proximidad del sitio de corte de la meganucleasa (Smih y col., 1995;
Rouet y col., 1994). En la primera etapa de este trabajo, se generaron también lineas de
fibroblastos que expresan constitutivamente la endonucleasa 1-Scel las cuales seran
transfectadas con un vector portando el transgén (I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo)
flanqueado por sitios de restriccion para I-Scel. Se cree que éstas lineas seran muy atiles

como modelo para estudiar el efecto de las endonucleasas sobre la eficiencia de
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integracion de ADN heterdlogo en células bovinas en cultivo. La aplicacion de este
principio en lineas celulares primarias de animales mayores serd de valor para
profundizar y avanzar en los estudios de transgénesis mediada por enzimas de
restriccion. El mismo enfoque podria conducir al desarrollo de estrategias que permitan
aumentar significativamente la eficiencia de los procesos recombinatorios en estas
células para la produccion de animales transgénicos mediante la técnica de transferencia
nuclear.

En la segunda etapa de este capitulo nos propusimos generar embriones
genéticamente modificados a través de transferencia nuclear de células somaticas. Los
ovarios obtenidos de faena provienen de casi todas las categorias de hembras, en su
mayoria hembras pre-pliberes o de descarte (juveniles sin actividad ovirica o con
ovarios sin foliculos de calidad y con fibrosis), por este motivo la calidad y nimero de
foliculos presentes en los mismos varia considerablemente dependiendo de la tropa de
animales faneados de la cual se recolectan. Aproximadamente el 50 % de los foliculos
presentes en estos ovarios se encuentran en estado de atresia y, en consecuencia, no
todos fos ovocitos recuperados son aptos para reanudar la meiosis y la maduracion
citoplasmatica en cultivo (MIV). De todos modos, las eficiencias de produccion in vitro
de embriones obtenidos en este trabajo fueron semejantes a aquellas obtenidas por los
grupos de Wrenzycki y col., 2001, Lonergan y col., 2003; y los protocolos utilizados se
basan en los trabajos de Campbell y col., (1996), Cibelli y col., (1998) y Lanza y col.,
(2001). Los embriones obtenidos son representativos de maniobras eficientes realizadas
con protocolos actuales. Los datos presentados en este capitulo, demostraron que el gen
ZsGreenl codificado en el plasmido [-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo, construido en
nuestro laboratorio, se expresa en embriones bovinos tempranos. Nuestros resultados
sugieren que el bajo desarrollo embrionario observado para embriones transgénicos
generados por TNSC puede deberse a la integracion al azar del transgén, sumado a la
mala calidad y deterioro de las células transgénicas criopreservadas y empleadas como
donantes de nucleos. Se observd un gran nimero de fibroblastos no fusionados seguido
del paso de activacién quimica. En aquellos embriones viables, la expresion de la
proteina fluorescente verde se observé al dia 4. Sin embargo, la mayoria de los
embriones transgénicos que desarrollaron a dos células 0 mas presentaron mosaicismo

para el transgén ZsGreenl. En la construccién plasmidica empleada en nuestros
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experimentos, el gen ZsGreenl se encuentra bajo el control del promotor
citomegalovirus (CMV). En un trabajo de Hong y col., 2007 sobre transgénesis en
células madre embrionarias de ratén, se compard el analisis funcional de varios
promotores empleando vectores lentivirales sobre estadios tempranos y tardios de
diferenciacion in vitro de las células madre (células madre, cuerpos embrionarios y
precursores neuronales). Su estudio demostrd que diferentes promotores muestran
propiedades muy diferentes y dinamicas, no solo en términos de fuerza del promotor,
sino también respecto de la actividad especifica acorde al estadio de diferenciacion de
las células. De este estudio se reportd que el promotor CMV solamente fue funcional en
estadios tardios de diferenciacion. Esto podria explicar en parte el mosaicismo y la baja
tasa de expresion del transgén observada en nuestros embriones generados por
clonacién e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides empleando el plasmido I-
Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo.

Si bien existe la posibilidad de verificar la funcionalidad del vector in vitro, por
transfeccion y expresion en células donantes, se sabe que debido a los diversos
procesos de reprogramacion celular ocurridos durante y luego de la transferencia
nuclear, pueden surgir diferencias epigenéticas que afectan en ultima instancia la
expresion de los genes, incluido el transgén (Dean y col., 2001; Humpherys y col.,
2002; Vassena y col., 2007, Alonso —-Gonziles y col., 2012). En reportes previos se
investigd la expresion de dos transgenes, resistencia a puromicina y EGFP en lineas
celulares transgénicas bovinas y en las células primarias “rejuvenecidas” rederivadas de
los fetos generados por clonacion. Sin embargo, a pesar de ser aisladas de embriones
generados por TNCS desde células precursoras resistentes al antibidtico puromicina, sus
células rederivadas fueron sensibles al antibidtico y todas las lineas rederivadas
murieron en presencia del mismo. En este mismo estudio, el andlisis de la expresion de
la proteina EGFP de las lineas celulares originales y las rederivadas mediante citometria
de flujo, demostré diferencias en los perfiles de expresion de la proteina verde
fluorescente, indicando varios niveles de silenciamiento. Finalmente, el analisis de los
niveles de metilacion del transgén y de dos secuencias de ADN gendmico enddégeno
para las lineas celulares precursoras y sus rederivadas demostré un aumento notable en
la metilacion del transgén-especifico en todas las lineas celulares rederivadas (Alonso-

Gonzalez y col., 2012). Consistentemente con estos datos de expresion génica, el
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mosaicismo en nuestros embriones clonados, quizd podria explicarse por la posible
ocurrencia de hipermetilacion del transgén ZsGreenl.

Como resultado de la técnica de TNCS, observamos que independientemente
de emplear como donante de nicleos, células modificadas o no genéticamente, se
obtiene mayor niimero de presuntos cigotos que de blastocistos. Esto se debe a que a
partir del momento en que los ovocitos son activados, ocurren procesos claves en el
desarrollo, ergo cualquier modificacion en el ambiente durante el periodo de post-
activacién compromete el proceso de crecimiento para llegar a blastocisto. Cada uno de
los obstaculos presentados anteriormente contribuyé a reducir la eficiencia en la
produccion de embriones transgénicos por TNCS. CRISPR/Cas9 ha tomado notable
popularidad en el afio 2013. Su fécil disefio basado en la construccion de ARNg guias,
hace que éste sea mas rapido y barato en comparacion con el disefio de otras nucleasas
como las ZFN o TALEN, que tras ser clonadas, deben ser seleccionadas posteriormente
y validadas. Se pretende a futuro trabajar con este tipo de tecnologias para la
modificacion genética de células donantes en TNCS.

A fines de mejorar la eficiencia de biotecnologias reproductivas tales como la
transferencia nuclear de células somaticas y la inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (Kim y col., 1996), es importante realizar estudios sobre activacion
partenogenética de ovocitos. Ambas técnicas son empleadas en el ganado vacuno con el
objetivo final de aumentar las tasas de desarrollo de embriones y producir descendencia
viable. La activacidn artificial es a su vez importante para dilucidar las funciones de los
genomas paterno y materno sobre el control del desarrollo embrionario temprano. En
nuestro trabajo se estudiaron protocolos de activacion eléctricos y quimicos, cada uno
de los cuales produjo oscilaciones de calcio y clivaje embrionario, sin embargo por
activacion eléctrica no observamos desarrollo embrionario (datos no presentados). La
activacion de ovocitos implica muchos cambios morfolégicos y bioquimicos bien
definidos, esenciales para el desarrollo normal. Algunos de ellos se producen en
cuestion de segundos o minutos después de la interaccidon membrana plasmatica del
espermatozoide-ovocito, mientras que otros se producen durante el transcurso de varias
horas (Yanagimachi, 1994).

Reportes previos demostraron que, en la mayoria de los animales domésticos,

la activacion no progresa correctamente después de la ICSI (McEvoy y col., 2003;
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Malcuit y col., 2006). En ratones, el 70% de los ovocitos inyectados desarrolla hasta el
estadio de blastocisto luego de la ICSI, mientras que en bovinos, la tasa de desarrollo no
supera el 12-20%. La mayoria de los grupos realiza ICSI utilizando un costoso
dispositivo piezoeléctrico con el que se ven aumentados los porcentajes de blastocistos.
Sin embargo, en bovinos la induccion de calcio generada por la ICSI complementada
con efecto piezoeléctrico no es suficiente para desencadenar el desarrollo embrionario
completo hasta el estadio de blastocisto (Malcuit y col., 2006). En nuestro estudio, el
estadio de blastocisto solamente fue alcanzado en aquel grupo de ovocitos inyectados y
asistidos mediante activacién quimica, utilizando ionomicina, un ionéforo de calcio,
seguido de 4 h de incubacion con 6-DMAP (Rho y col., 1998). Se alcanzd una tasa de
desarrollo del 15% respecto de los controles. En un trabajo publicado recientemente,
Arias y col., 2014 evaluaron cicloheximida (CHX) y 6-DMAP entre otros protocolos de
activaciéon quimica luego de la ICSI en bovinos. Si bien 6-DMAP generd alta tasa de
clivaje y desarrollo hasta blastocistos, se encontré que incrementa significativamente las
anormalidades cromosémicas y no permite la adecuada formacion del pronticleo
masculino, es decir existen altas probabilidades que los embriones sean producto de
partenogénesis y no de la ICSI. Una de las ventajas asociadas al uso de medio
conteniendo 10 mg/mL CHX por 5 horas en cultivo, es que este reactivo no impide la
liberacién del segundo cuerpo polar, por lo que no hay que hacer 3 horas ventana luego
de la inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide.

En trabajos anteriores se observé que cuando la enzima I-Scel se inyecto junto
a un vector conteniendo el transgén flanqueado por los sitios de restriccion de la
meganucleasa en embriones de Oryzias latipens (pez medaka) y Xenopus tropicalis,
condujo a la integracion temprana del transgén y a un incremento del nimero de
individuos transgénicos comparado con el método convencional de microinyeccion de
ADN. (Thermes y col., 2002 ; Ogino y col., 2006). En todos éstos animales inferiores,
con genoma mucho mas pequefio que el del bovino, tampoco se encontraron sitios de
restriccion para I-Scel. Se especula que la endonucleasa por un lado escindiria el
transgén a partir del vector, y por el otro promoveria su integracion al genoma por
medio de los mecanismos naturales de reparacion del ADN. Si este incremento en la
eficiencia de integracion del transgén observado en embriones de peces y anfibios puede

repetirse en células de mamiferos, tales como en fibroblastos fetales y embriones
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bovinos, es una pregunta que no habia sido abordada experimentalmente hasta el
momento de comenzar esta Tesis. Bevacqua y col., 2013 emplearon un sistema de
pldsmidos similar al nuestro, también mediado por la 1-Scel, e inyectaron la mezcla de
digestion con la meganucleasa en presuntos cigotos generados de FIV. Ellos observaron
mayores tasas de expresion del transgén para el grupo de presuntos cigotos inyectados
posteriormente a la FIV (79,1% vs 63%) respecto un grupo de ovocitos inmaduros
inyectados previo a la MIV (31,6% vs 4,7%), con 1-Scel y sin la meganucleasa
respectivamente. En su estudio, se observd una tendencia de aumento en el niimero de
copias del transgén por inyeccidon con la meganucleasa. Ademds, la técnica de
transgénesis mostré ser eficiente en clonacion empleando células del cumulus como
donantes de niicleo. A diferencia de nuestro trabajo, las células donantes de nucleo no
fueron seleccionadas con antibidtico, sino que se empleé un método de transfeccion
corto, en la cual no se demostrd la integracion estable del transgén en el genoma de la
célula donante previo a la clonacion. Contrariamente con este trabajo, el grupo de Wang
y col., 2014 sostiene que la molécula de I-Scel nativa no es capaz de facilitar la
transgénesis en embriones de mamiferos mediante microinyeccion citoplasmatica, tal
como habia sido demostrado en huevos de peces y en bovinos por Bevacqua y col,,
2013. En su estudio ellos emplean una molécula de I-Scel modificada que presenta una
sefial de localizacion nuclear (NLS-I-Scel), la cual afirman que es capaz transferir
fragmentos de ADN desde el citoplasma al niucleo en embriones porcinos. A su vez,
luego de la microinyeccion citoplasmatica del ARNm codificante de la NLS-I-Scel
junto con plasmidos con un transgén flanqueado por sitios de restriccion para la
meganucleasa, resultd en la expresion del transgén tanto en embriones de ratén como en
porcinos. A diferencia de nuestros resultados, ellos no ven embriones transgénicos con
expresion de fluorescencia empleando la meganucleasa nativa.

En la ultima etapa de este capitulo, nos propusimos poner a prueba la hipétesis
en un sistema de transgénesis mediada por ICSI. Dado que el dafio fisico o quimico de
la membrana plasmética del espermatozoide ha sido sefialado como un factor que
mejora la interaccién espermatozoide/ADN exdgeno, incrementando de este modo el
ingreso de ADN al interior del ovocito durante la técnica de ICSI, empleamos
espermatozoides congelados y descongelados (Perry y col., 2009). En esta estrategia el

transgén (flanqueado por sitios de restriccién para una enzima) y la endonucleasa se
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introdujeron dentro del ovocito maduro conjuntamente con el espermatozoide durante el
procedimiento de ICSI. De esta manera al inyectar el espermatozoide dentro del ovocito
también se introdujo un pequefio volumen de medio conteniendo el plasmido y la
endonucleasa I-Scel de muy baja frecuencia de corte del ADN (reconoce un sitio de
restriccion de 18 pb, Experimento 4); o la enzima de restriccion BssHIl de alta
frecuencia de escision del ADN (reconoce un sitio de restriccion de 6 pb, Experimento
5).

La divisién embrionaria en el experimento 4 para el grupo de ovocitos maduros
inyectados con la mezcla de digestion de 1-Scel fue de un 60% (33/55), y 8 de ellos
llegaron a estadio de blastocisto (14,54%). De los embriones obtenidos, 26 (47,27%) de
ellos expresaban la proteina verde fluorescente ZsGreenl. Los embriones que
expresaban la proteina reportera, se encontraban en diferentes estadios, desde embriones
de 2 células hasta blastocisto. En total se generaron 6 (75%) blastocistos transgénicos.
Algunos de los embriones transgénicos presentaban mosaicismo, es decir no todas las
blastomeras del embrion expresaban el gen ZsGreenl. Uno de los aspectos negativos de
la transgénesis mediada por espermatozoides, podria ser la generacion de animales
quiméricos, en el caso de que la integracion del transgén ocurra posteriormente a la
primera replicacion del ADN gendmico (Moreira y col., 2007; Murakami y col., 1999).
Adicionalmente, existe la posibilidad de que el transgén no se integre y permanezca en
los embriones en forma episomal. Celebi y col., 2002, reportaron que con las sucesivas
divisiones embrionarias, el plasmido en forma episomal se va perdiendo. En especies
como murinos y porcinos, se reportd que entre 5 a 25 copias de un transgén pueden
integrarse al genoma embrionario dando lugar a animales genéticamente modificados
capaces de transmitir el transgén a la siguiente generacion (Perry y col., 1999; Kurome
y col., 2006). En nuestro caso, el tamafio del transgén (3.321pb) y la baja cantidad de
ADN presente en un blastocisto bovino (<6pg) hacen que sea muy dificil la
confirmacion de la integracion estable del transgén al genoma mediante transferencia
por southern blot. Perry y col., 1999 sugieren que la expresion del transgén hasta el
estadio de blastocisto puede ser considerada como evidencia de integracion. La ausencia
de origen de replicacion episomal en el plasmido I-Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo,
nos indicaria que el transgén se encuentra integrado al genoma embrionario de aquellos

blastocistos generados en este trabajo que expresan la proteina verde fluorescente.
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La inyeccion con la mezcla de digestion del transgén por la meganucleasa
tampoco compromete la viabilidad embrionaria. La meganucleasa introduce rupturas
doble cadena altamente recombinogénicas a ambos lados del inserto de interés, y lo
protegeria frente a la degradacion por nucleasas. Alternativamente, se procediéo a
inyectar ovocitos MII previo a la FIV con mezcla de digestion de la meganucleasa, lo
que resultd en bajas tasas de clivaje y de desarrollo embrionario, posiblemente debido a
la exocitosis prematura de granulos corticales en respuesta a la inyeccion (Pereyra
Bonnet y col., 2011). Aquellos que expresaron ZsGreenl fueron embriones de 1-16
células y morulas.

En el experimento 5, cuando se repitio el ensayo empleando la enzima BssHII,
se observd que aquellos ovocitos en los que hubo division embrionaria luego la ICSI
con el plasmido acompafiado de la enzima de restriccion per se o con la mezcla de
digestion, solamente se alcanzé el estadio de moérulas, no observandose desarrollo hasta
blastocisto.

Reportes de Perry y col., 1999; y Yamauchi y col., 2007 sugieren que la
inyeccion de ADN exogeno desnudo dentro del ooplasma seguido de activacion
quimica no genera desarrollo de embriones transgénicos. Contrariamente con este
estudio, en un experimento preliminar, cuando inyectamos altas concentraciones de
plasmido dentro del ooplasma bovino seguido de activacion quimica fue posible
generar embriones transgénicos por partenogénesis (Datos no presentados).Finalmente,
con el objetivo de descartar la posible generacién de embriones partenogenéticos
producto de la asistencia quimica en nuestros embriones generados por ICSI, se puso a
punto en nuestro laboratorio, un nuevo protocolo de sexado (DGP) empleando como
muestra liquido blastocélico de los embriones. Herrera y col., 2015 empleando como
modelo de estudio embriones equinos raza polo argentino, sugieren un nuevo enfoque
respecto de los diagndsticos preimplantacionales conocidos hasta la actualidad, dado
que no se necesita extraer células del embrion. En su estudio realizaron una PCR duplex
utilizando cebadores para amplificar una region determinante del sexo Y equina (eSRY)
y amelogenina (AMEL). Amelogenina es un gen involucrado en la construccion de
esmalte de los dientes y se encuentra en los cromosomas sexuales X e Y. Ellos
demostraron la presencia de ADN en el liquido blastocélico, y lograron predecir el sexo

exitosamente en 11 de 13 embriones equinos producidos in vivo; y 4 de 5 embriones
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equinos producidos i# vitro por ICSI. EI ADN presente en el liquido blastocélico podria
ser originado de la apoptosis de células embrionarias en el proceso de diferenciacion

celular.
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Capitulo 1. Introduccion

Introduccion
Produccion in vitro de embriones

El sistema de produccion de embriones in vitro (PIV) en bovinos consiste en
tres pasos que involucran una compleja serie de eventos fisioldgicos, muchos de los
cuales son ain desconocidos, y donde cada uno condiciona el éxito o el fracaso del
siguiente: maduracion ovocitaria, fecundacién del ovocito y cultivo de los cigotos hasta
el estadio de blastocisto.

La PIV permite emplear ovarios provenientes de matadero, vacas castradas, o
también vacas vivas (mediante la técnica de punciéon folicular guiada por
ultrasonografia; OPU, del inglés ovum pick up), produciendo embriones viables de
vacas impuberes (Damiani y col., 1996; Palma y col., 1997; Palma y col., 2001),
durante los primeros meses de gestacion o en estado avanzado de desnutricion.

La PIV es actualmente mas costosa que la produccion in vivo a través de la
superovulacion, porque requiere de un laboratorio, personal especializado,
equipamiento, insumos y una buena logistica. Actualmente se puede obtener una tasa de
prefiez que ronda el 40% con embriones PIV vitrificados. Si bien sigue siendo bajo con
respecto a las transferencias de embriones in vivo, se compensa con la cantidad de
embriones producidos (Mucci y col., 2006).

En este capitulo nos centraremos en el proceso de maduracion ovocitaria, como
un proceso clave en la adquisicion de competencia por parte del ovocito, la cual se ve

reflejada luego en los valores de desarrollo y en la calidad embrionaria.
Maduracion ovocitaria

En las ltimas décadas las técnicas de reproduccion asistida, tales como la
fertilizacion in vitro (FIV) y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (1CSI),
se han convertido en opciones atractivas para la investigacion y el tratamiento de
pacientes con problemas de fertilidad (Mao y col., 2014). A pesar de su continua
mejora, la eficiencia de las técnicas de reproduccion asistida sigue siendo baja. Algunos

autores asocian esta baja eficiencia a problemas en la competencia ovocitaria originadas
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en gran medida en problemas en la maduracion ovocitaria in vitro (Watson., 2007; Mao
y col., 2014).

La maduracién ovocitaria se compone principalmente de dos eventos
principales, la maduracién nuclear y la maduracion citoplasmatica, los cuales ocurren de
manera simultdnea en el ovocito.

El proceso de maduraciéon nuclear, corresponde con la etapa en la cual se
produce la segregacion de los cromosomas y la consecuente progresion de la division
meidtica. Dentro del ovario, los ovocitos que se encuentran en el interior de foliculos no
atrésicos permanecen arrestados en la profase I de la meiosis 1 (MI). Al momento de la
ovulacion, el ovocito reinicia su meiosis arrestandose nuevamente en la etapa de
metafase 11 (MII), donde permanecera arrestado hasta la fertilizacion (Damiani y col.,
1996). En el caso de ocurrir efectivamente la fertilizacion, se completa la meiosis,
produciéndose la extrusion del segundo cuerpo polar, y la formacion del cigoto (Ferreira
y col., 2009).

La maduracion citoplasmatica abarca todos los eventos que ocurren en el
citoplasma del ovocito durante su maduracién y puede dividirse en tres eventos
principales: La redistribucion de organelas citoplasmaticas; la reorganizacion del
citoesqueleto, especificamente de los microfilamentos de actina y microtabulos; y el
almacenamiento de moléculas requeridas para la maduracion, fertilizacion y posterior
desarrollo embrionario temprano (maduracion molecular).

En condiciones in vitro apropiadas, la mayoria de los ovocitos reanudan
espontaneamente la meiosis al dejar de estar sometidos a los factores inhibitorios del
foliculo, completando la maduracion nuclear (Fair y col.,, 1995). Sin embargo, la
maduracion citoplasmatica correspondiente se ve comprometida, generando una baja
tasa de desarrollo (Lonergan y col., 2003a).

Cuando los ovocitos son removidos de su ambiente folicular, se produce de
manera espontanea el reinicio de la meiosis, generdndose una deficiencia madurativa en
los mismos. Los ovocitos que se encuentran dptimos para ser ovulados sufren el reinicio
de la meiosis como consecuencia de su separacion con su ambiente (Edwards., 1965;
Sirard y col., 2011). El arresto meidtico en el interior del foliculo es generado por

diversos factores, en su mayoria producidos dentro del ambiente folicular y contenidos
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en el propio fluido folicular (FF), que es muy rico en moléculas y proteinas con
actividad biologica, tales como factores de crecimiento, péptidos hormonales,
hipoxantina (molécula que inhibe la maduracion ovocitaria), junto a otros tantos otros
factores que ain no han podido ser identificadoss (Conti y col., 2002; Sutton y col.,
2003).

Estudios previos han demostrado que los ovocitos producen y secretan varios
factores que regulan la actividad de las células del cumulus dentro del foliculo, €
intervienen en la composicion del FF (Wrenzycki & Stinshoff, 2013). Otros estudios,
muestran que las células de la granulosa que rodean al ovocito son capaces de proveerle
a éste de numerosos factores inhibitorios los cuales regulan y sincronizan el reinicio de
la meiosis. Estos factores son producidos principalmente por las células de la teca, las
paredes del foliculo y las células de la granulosa (Romero-Arredondo & Seidel, 1994;
Eppig & Downs, 1984; Richard & Sirard, 1996), y son aportados al ovocito a través de
uniones GAP (tipo unién célula-célula) y de manera autdcrina y/o paracrina. Si estas
sefiales son interrumpidas por ausencia de células de la granulosa o por disrupciones
mecanicas, como es el caso del punzado folicular, puede producirse el reinicio
espontineo de la division celular (Conti y col., 2002; Richard & Sirard, 1996; Sutton y
col., 2003).

Una molécula clave en los procesos implicados en la regulacién y
sincronizacion del estado meiotico es el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el cual,
actia como segundo mensajero en varios procesos celulares, especialmente en los
implicados en las vias de sefializacion de hormonas gonadotroficas. Varios reportes
indican que concentraciones elevadas de AMPc producen un arresto meidtico en el
ovocito, el cual es causado por la inhibicion del factor promotor de la maduracion
(FPM). Este arresto es mantenido hasta el momento de la ovulacion, donde elevadas
concentraciones de hormona luteinizante (LH) producen la ovulacién y reinicio de la
meiosis (Bilodeau-Goeseels, 2012; Thomas y col., 2002; Tsafriri y col., 1996; Ulloa y
col., 2014).
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Moduladores de AMPc

Conociendo la importancia del AMPc en los procesos ovocitarios, varios
autores postulan a este mensajero quimico, al igual que sus analogos, como uno de los
actores principales y fundamentales en la.regulacién y sincronizaciéon del reinicio
meidtico en el ovocito (Bilodeau-Goeseels y col., 2011; Downs y col.,1986; Luciano y
col.,1999; Guixue y col.,2001; Richard & Sirard, 1996; Tsafriri y col.,1996). El AMPc
es producido intrinsecamente por el ovocito mediante una proteina G acoplada a
receptor (GPR3). Esta proteina estimula la Adenilato Ciclasa (AC), aumentando los
niveles de AMPc en el interior celular. Otra manera de incorporar AMPc al citoplasma,
es mediante las uniones GAP entre las células de la granulosa y el ovocito (Bilodeau-
Goeseels y col., 2012; DiLuigi y col., 2008).

Es sabido que altas concentraciones de AMPc activan la proteina quinasa A
(PKA, del inglés protein kinase A), una proteina dependiente de este mensajero, la cual
a su vez promueve una serie de cascadas de sefiales rio abajo, causando en 0ltima
instancia la inactivacion del factor promotor de la maduracion (Bilodeau-Goeseels y
col., 2012). El efecto inhibitorio causado por las elevadas concentraciones de AMPc en
el interior del ovocito es de caricter reversible, es decir, que una disminucion en la
concentracion de esta molécula causa el reinicio de la division meiotica (Bilodeau-
Goeseels y col., 2011; 2012).

Con ¢l fin de evitar el reinicio de la meiosis y mantener los parametros
fisiologicos del AMPc en el interior ovocito, se han utilizado numerosas moléculas que
emulan los efectos del AMPc como es el caso del dibutiril-AMPc (analogo del AMPc);
otras que favorecen la produccion del mensajero como la Forscolina (FSK), que activa
la AC aumentando finalmente los niveles de AMPc intracelulares, o la adenilato ciclasa
invasiva (ACi), una toxina producida por Bordetella pertussis capaz de incrementar los
niveles de AMPc a partic de ATP enddgeno celular. También se han empleado
sustancias que evitan la degradacion del mensajero quimico, por ejemplo guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) que actia inhibiendo a la fosfodiesterasa 3A (PDE-3A)
especifica de ovocitos bovinos. Otra molécula muy utilizada es la roscovitina, la cual, si
bien no altera directamente los niveles intracelulares del mensajero quimico, es capaz de

producir la inhibicién del FPM, evitando asi el reinicio de la meiosis (Bilodeau-
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Goeseels y col.,2012; Bilodeau-Goeseels y col.,2003; Guixue y col., 2001; Richard &
Sirard, 1996).

Actualmente los trabajos de investigacion se focalizan en la regulacion y
sincronizacién de la meiosis mediante el estudio del AMPc y su participacion en la
maduracion ovocitaria empleando inhibidores de fosfodiesterasas. Estas enzimas
(hidrolasas 4cidas), catalizan la ruptura de los enlaces fosfodiéster presentes en la
molécula de AMPc. Las fosfodiesterasas (PDE) constituyen una familia de 11
isoenzimas (PDE1-11), codificadas en 19 genes (Sasseville y col.,2009). Dentro de
estas, la unica PDE localizada en el ovocito es la fosfodiesterasa 3A (PDE-3A),
mientras que otras como las PDE-4D y la PDE-4B se encuentran en las células de la
granulosa, células de la teca y tejido intersticial (Sasseville y col., 2009). La figura 36

esquematiza la ubicacion de las PDEs en las células que rodean al ovocito.

A — e — R —— — e —
Figura 36. Esquema de la interaccién ovocito-células del cumulus, junto a los procesos moleculares

que ocurren en el interior y exterior del ovocito. (A) Interaccién ovocito-células del cumulus en el
interior del foliculo; (B) representa la separacion del ovocito y su ambiente folicular, lo que tiene como
consecuencia la pérdida de numerosas moléculas, las cuales, regulan y sincronizan el estado funcional del

FPM, generando de esta manera Ia activacién del mismo.

En la actualidad existen diversos inhibidores de PDEs disponibles en el

mercado. La tabla XI muestra ejemplos de inhibidores de fosdiesterasas y su accién
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especifica para las diversas enzimas, también se detallan en la misma las PDEs no
inhibidas por estas moléculas. Algunos inhibidores de PDE son especificos como
cilostamida (CIL) o milirinone, capaces de inhibir [a PDE-3A, pero también existen
otros inhibidores inespecificos como el 3-Isobutyl-1-methylxanthine, mas conocido
como IBMX. Un inhibidor natural de PDEs es el GMPc el cual también es
proporcionado al ovocito por las células del cimulus mediante uniones estrechas o de

tipo GAP (Albuz y col.,2010).

Tabla XI. Inhibidores de fosfodiesterasas. Se muestran los inhibidores de
fosfodiesterasas (IBMX, cilostamida, rolipram y dipiridamole) junto a las enzimas

inhibidas por cada uno, como asi también, las enzimas no inhibidas.

Inhibidores de Fosfodiesterasas Fosfodicsterasas
fosfodiesterasas inhibidas NO inhibidas
IBMX PDE-1; PDE-2; PDE-3; PPDE-8
PDE-4;PDE-7; PDE-10;
PDE-11
Cilostamida PDE-3 PPDE-1; PDE-2; PDE-4;
PDE-7;PDE-§; PDE-10
Roliptam PDE-4 PDE-1; PDE-2; PDE-3;
PDE-7; PDE-8; PDE-10;
PDE-11
Dipiridamole =~ PDE-7; PDE-8;PDE-10; PDE-1; PDE-2; PDE-3;
PDE-11 PDE-4

Marcadores de calidad embrionaria

Varios parametros han sido usados como indicadores de calidad embrionaria,
entre ellos, la cinética de clivaje y los niveles de produccion embrionaria; las tasas de
eclosion, el conteo del niimero de células por embridn, los valores de recuperacion post-

congelado, el diametro de los embriones, el tiempo de cultivo, entre otros (Lonergan y
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col., 2003; Rizos y col., 2002; Watson., 2007).

Un indicador rapido de competencia ovocitaria y calidad embrionaria es la
cinética de clivaje y desarrollo embrionario. La observacion en lupa estereoscépica de
embriones de al menos dos células puede ser realizada tanto a las 24 h como a las 48 h
de comenzada la FIV. Los cigotos provenientes de ovocitos de mayor competencia
suelen presentar una mayor tasa de division y sus embriones presentan una velocidad de
desarrollo mayor hacia el estadio de blastocisto (Lonergan y col., 2003; Van Soom y
col., 1997). Es por esto que el comprender mas detalladamente los eventos implicados
en el desarrollo embrionario puede ayudar a aumentar el nimero y la calidad de los
embriones producidos (Holm y col., 2002).

El fenomeno de eclosion de blastocistos en cultivo, puede también ser utilizado
como un marcador de calidad embrionaria. Este evento es necesario para la posterior
implantacion del embrién en el utero materno. Varios trabajos han reportado que la
transferencia de embriones eclosionados de manera natural o asistida puede aumentar
las tasas de prefiez (Chimote y col., 2013; Taniyama y col., 2011; Van den Abbeel y
col., 2013).

Estudios previos han demostrado que el nimero de células presentes en los
embriones puede ser utilizado como un indicador de calidad y viabilidad embrionaria
(Lazzari y col., 2002; Ushijima y col., 2008). Embriones de “buena calidad” suelen
presentar un nimero mayor de células. El conteo puede ser realizado en cualquier
estadio del cultivo una vez culminada la fertilizacion. Otros trabajos muestran que el
niumero de células presentes en los embriones puede variar dependiendo del origen de
estos, ya sea in vivo o in vitro. También se observo que dependiendo del dia de analisis
la diferencias en el nimero de células entre ambos métodos de produccion puede ser
mas pronunciada, especialmente después del dia 7 de cultivo (Mori y col., 2002;
Ushijima y col., 2008).

La criopreservacion permite la conservacion y el transporte de embriones
durante periodos prolongados de tiempo hasta su posterior transferencia. Es sabido que
embriones de buena calidad tienen una mejor respuesta a la criopreservacion que
embriones de calidad regular o mala, por esto la recuperacion de embriones post-

congelado suele estar asociada la calidad embrionaria. Actualmente se estudian
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diferentes protocolos con el objetivo de aumentar la eficiencia del proceso de
criopreservacion y recuperacion embrionaria (Belascoain y col., 2010; Fahning y col.,
1992; Wang y col., 2014).

Entendiendo los eventos moleculares implicados en el proceso de maduracion
ovocitaria y la importancia de estos en la produccion in vitro de embriones, en el
segundo capitulo de esta Tesis, proponemos el uso de moduladores de Adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) en el proceso de maduracién ovocitaria, como una
herramienta alternativa al sistema de maduracién convencional para incrementar la

produccion y la calidad de los embriones bovinos obtenidos por fertilizacion in vitro.
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Capitulo I1. Objetivos especificos

Objetivos especificos

a) Analizar el efecto de los moduladores de AMPc en los niveles de maduracion y en
las tasas de clivaje embrionario.
b) Estudiar la produccion de embriones por fertilizacion in vitro en ovocitos madurados
mediante el tratamiento estandar y el sistema bifésico.
¢) Analizar la calidad de los embriones producidos:

Cinética de desarrollo embrionario.

Niveles de eclosion.

Numero de células por embrion.

Resistencia a la criopreservacion.
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Capitulo II. Materiales y Métodos

Materiales y Métodos

Sdlo se detallaran los materiales y métodos no descriptos en el capitulo

anterior.

Diserio experimental

Nos propusimos poner a prueba nuestra hipotesis de trabajo por lo cual
subdividimos éste segundo capitulo en dos etapas: Etapas 1: estandarizar la produccion
in vitro de embriones bovinos de manera convencional y mediante el uso de
moduladores de AMPc; y Etapa 2: realizar el analisis de los pardmetros de calidad

embrionaria sobre los embriones producidos por ambos tratamientos.

ETAPA 1: Estandarizar la produccién in vitro de embriones bovinos de

manera convencional y mediante el uso de moduladores de AMPc.
Maduracion in vitro estindar

Las condiciones de MIV estandar fueron descriptas en el capitulo 1.
Maduracion bifdsica empleando moduladores de AMPc

El proceso de maduracion empleando moduladores de AMPc, lo
denominaremos bifasico dado que se divide en dos etapas. En la primer etapa, de pre-
maduracion in vitro (PRE-IVM), los COCs seleccionados fueron colocados en grupos
de 40 por pocillo, en placas de 4 pocillos conteniendo 500 pl de medio de maduracion
base TCM-199 Earle’s suplementado con 500 pM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX)
y 100 pM de forscolina (FSK) durante 2 h. Luego de 2 horas de PRE-IVM, los COCs
fueron lavados en medio de maduracion base e incubados en 500 pl de medio de
maduracion base suplementado con 20 pM de cilostamida (CIL) y thFSH durante 24 h a
38.5°C, en una atmoésfera de 5 % CO2 y 99 % de humedad. Transcurrido ese tiempo se
evalud la maduracion nuclear por la presencia del primer corpiisculo polar en espacio

perivitelino.
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Fertilizacion in vitro

Las condiciones de procesamiento del semen y capacitacion espermatica
fueron descriptas en el Capitulo 1. Luego de realizar la columna de miniPercoll® , el
pellet obtenido que contiene los espermatozoides motiles fue resuspendido en 200 pL
de medio de fertilizacion IVF-SOF (107,7 mM NacCl, 7,1 mM KCl, 1,2 mM KH,PO,, §
mM NaHCO;, penicilina 25 Ul, 7,3 mM piruvato de Na, 3 % BSA, 2 mM fructosa, 1,8
mM CaCl22H20, 5,4 mM lactato de Na). Para realizar la fecundacion se colocaron
grupos de hasta 40 COC madurados in vitro (de acuerdo con los protocolos estandar o
bifasico) en placas de 4 pocillos conteniendo 400 pl de medio de fecundaciéon IVF-SOF
por pocillo, previamente equilibrado en estufa gaseada con 5 % CO2 y 99 % de
humedad. Se fecund6 con una dosis inseminante de 1 x10° espermatozoides /mL. Se
analizaron las tasas de clivaje a las 48 horas y las tasas de desarrollo embrionario al dia

7 y 8 de cultivo para ambos tratamientos.
Determinacion del estado de capacitacion espermdtica

Con el objetivo de determinar el estado de capacitacion espermatica se
analizaron mediante la técnica de clortetracicina (CTC) los espermatozoides
criopreservados empleados para fecundacion. Se tomaron 20 pi de muestra y se agrego
el mismo volumen de diluyente CTC (30 mg NaCl, 2,4 mg cisteina, 1 mg CTC, 4 ml Tris-
HCI 20 mM pH=7,8), en una concentracion final de 500 uM. Luego, las células fueron
fijadas en suspension con glutaraldehido 0,2 % y guardadas a 4 °C hasta el momento de
su evaluacion. Se observaron 200 espermatozoides por muestra. Para el andlisis se
utilizé un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 80i, a una magnificaciéon de
400X, con un filtro de excitacion a 365 nm y uno de emisidn entre 430-650 nm. Los
espermatozoides se visualizaron en una computadora conectada a una camara Nikon
Digital Sight, utilizando el software NIS-Elements BR 3.2 64 bit. Los patrones

observados se muestran en la figura 37.
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Figura 37. Patrones de la técnica de CTC. (A) Patrén F: espermatozoide intacto no capacitado;( B)
Patrén B: espermatozoide intacto capacitado; (C) Patron AR: espermatozoide reaccionado (Adaptado de

Fraser y col., 1995).

Patron F: fluorescencia en toda la cabeza refiere a un espermatozoide intacto no
capacitado

Patrén B: presenta fluorescencia sélo en la region post-acrosomal cuando el
espermatozoide estd intacto capacitado. Patron AR: se observa fluorescencia en la zona

ecuatorial o simplemente carece de fluorescencia cuando se encuentra reaccionado.
Cultivo embrionario in vitro

Las condiciones de C1V fueron descriptas en el capitulo I.

ETAPA 2: Estudiar parametros de calidad de los embriones producidos por
fertilizacidn in vitro de ovocitos madurados mediante el tratamiento estindar y el

sistema bifasico.
Andlisis de eclosion embrionaria

El analisis de eclosion embrionaria fue realizado en los dias 7 y 8 de cultivo

por observacion de blastocistos bovinos eclosionados bajo lupa estereoscopica.
Cuantificacion de células embrionarias

Se lavaron los blastocistos eclosionados en 400 pl de solucion DPBS
(Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, Gibco,USA) y posteriormente se fijaron en una
solucion de paraformaldehido al 4 % por un periodo de 30 min. Los embriones fijados

fueron enjuagados con DPBS y col.,ocados durante 10 min en 400 pl de una solucion de
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Hoechst 33342 (Bis-Binzimida; 5 pg/ml). Los embriones fueron colocados
individualmente en una alicuota de 5 pl del colorante vital sobre un portaobjeto y
montados para su posterior visualizacion por microscopia invertida de fluorescencia a
un aumento de 10X. Los embriones se visualizaron en una computadora conectada a
una camara Nikon Digital Sight, utilizando el software NIS-Elements BR 3.2 64 bit, se
tomaron fotografias individuales y se realizo el conteo de células utilizando el programa

Image J (National Institute of Health).
Criopreservacion de embriones

Los embriones fueron criopreservados de acuerdo a un protocolo de descenso
lento. Todo el proceso previo al inicio de la curva de descenso de temperatura fue
realizado a temperatura ambiente, sin emplear platina térmica. Los embriones a
congelar fueron colocados en 500 ul de medio de criopreservacion (1,5M Etilenglicol,
0,IM Sacarosa, 10% suero fetal bovino) en placas de 4 pocillos por un periodo de 4
min. Pasado este tiempo se transfirieron los embriones en una gota del mismo medio y
posteriormente fueron cargados en la pajuela de criopreservacion. Las pajuelas fueron
armadas siguiendo las recomendaciones del manual de la IETS: medio, aire, medio con
los embriones, aire, medio (ver Figura 38). Se cargaron hasta 10 embriones por pajuela.
Una vez cargadas, las pajuelas fueron colocadas por 5 min en la congeladora de
embriones a -6,5 °C. Se realizé la siembra de hielo (Seeding), tocando cada columna de
medio en la pajuela con una pinza que previamente fue sumergida en nitrégeno liquido.
Se mantuvieron otros 5' a -6,5 °C, y se comenzd la curva de descenso lento de
temperatura desde -7°C hasta -35°C a una velocidad de 0.6°C/min mediante el
programa de la congeladora. Finalizada la curva se colocaron las pajuelas en nitrogeno

liquido y fueron almacenadas.

A B C D C B E
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Figura 38. Esquema del armado de pajuela para criopreservacion de embriones. A. Tapon de
algodon. B. Zona con medio de criopreservacion. C. Burbuja de aire. D. Medio de criopreservacion con el

embrion a congelar. E. Cierre hermético con tapdn de plastico para pajuelas.
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Descongelado de los embriones

Se descongelaron los embriones criopreservados tomando las pajuelas del
termo y sacudiéndolas al aire durante 10 seg. Luego se sumergieron durante otros 10
seg en un baiio térmico de agua 37 °C. Los embriones descongelados fueron colocados
en una solucion 0,5M de sacarosa en DPBS durante 5 minutos, posteriormente fueron
lavados en tres gotas de 200 ul de medio CSC suplementado con 8mg/ml de BSA y
20% SFB. Finalmente se cultivaron durante tres dias en 400 pl de este mismo medio en
placas de 4 pocillos (nunc) cubiertas con aceite mineral. El analisis de re-expansion en
embrionaria fue realizado a las 24 y 48 h de cultivo del descongelado, observando el

numero de blastocistos que re expanden en cultivo in vitro.
Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con el programa GraphPad PRISM®
version 5.0 Software Estadistico. Previamente se evaluaron los supuestos de normalidad
(Test de Shapiro-Wilks) junto con la homogeneidad de varianzas (test de Levene)
mediante el software Info Satat para su posterior andlisis. Se utilizé el analisis de la
varianza (ANOVA) de dos vias de medidas repetidas. Se consideraron diferencias
significativas con un p < 0,05. Cada vez que el ANOVA arroj6 un resultado
significativo, se aplico el test de Bonferroni para comparar las medias de los diferentes

tratamientos.
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Resultados

ETAPA 1: Estandarizar la produccion in vitro de embriones bovinos de

manera convencional y mediante el uso de moduladores de AMPc.
Andlisis de maduracion ovocitaria

Con el objetivo de estudiar el efecto del uso de diferentes moduladores de AMPc
sobre el proceso de maduracidn in vitro, realizamos un tratamiento control con medio de
maduracién estandar y un tratamiento bifasico, empleando medio suplementado con 3-
isobutil-1-metilxantina, un inhibidor inespecifico de fosfodiesterasas; forscolina, un
activador de la adelinato ciclasa, con el objetivo de aumentar la produccion intracelular
de AMPc y evitar al mismo tiempo su degradacion, produciéndose de esta manera un
aumento intracelular del mismo. Seguido de cultivo en cilostamida, molécula encargada
de inhibir la actividad de la fosfodiesterasa 3A, proteina especifica de ovocitos bovinos.
El analisis de maduracion fue realizado a las 24 h observando a priori la expansion del
cimulo, y luego evaluando presencia del primer corpusculo polar en el espacio
perivitelino.

En la figura 39 se muestran la expansion del camulo de ovocitos madurados
mediante tratamiento estandar y bifisico. No se observaron diferencias morfolégicas
por observacion a la lupa estereoscdpica entre los ovocitos madurados por ambos
tratamientos. Los ovocitos maduros MH denudados presentaron citoplasma homogéneo,
membrana plasmatica intacta, se encontraban rodeados por la zona pelicida extracelular

transparente, y un espacio perivitelino de similar espesor para todos los grupos.
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Figura 39. Fotografias de ovocitos madurados in vitre. Se observaron a lupa estereoscopica aumento
10X ovocitos pasadas 24 horas de maduracién empleando el protocolo (A) estandar; (B) bifasico; (C). La
flecha blanca indica el corpusculo polar extruido en el espacio perivitelino de un ovocito denudado, en

metafase II producido por maduraciédn bifésica.

Se realizaron 4 pruebas de maduracién in vitro con un total de 40 ovocitos por
ensayo. El porcentaje de maduracion promedio para el grupo control fue de 74,75 %,
mientras que el promedio de maduracién del tratamiento bifasico fue de 76,55 %. La
figura 40 muestra los resultados obtenidos. No se encontré diferencia significativa en la
eficiencia de maduracién ovocitaria para ambos protocolos (Mann Whitney test — P >
0,05).
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Figura 40. Anélisis de maduraci6n ovocitaria. Los graficos muestran el promedio para cada tratamiento

+ el error estandar. P > 0,05. Mann Whitney test. n=4
Clivaje embrionario

Se evalud la capacitacion inducida por heparina en espermatozoides
criopreservados mediante CTC y se determiné 14,72 % como porcentaje inicial de
espermatozoides capacitados en el control (medio IVF-SOF). En los espermatozoides
cocultivados en presencia de heparina se observé un aumento significativo del
porcentaje de capacitacion (23,58 %) de acuerdo a lo esperado. Se realizé el anélisis de
clivaje embrionario pasadas 48 h de la FIV mediante observacion en lupa. Aquellos que
presentaban al menos dos células fueron mantenidos en cultivo durante 8 dias. Los
ovocitos no fertilizados y/o muertos fueron retirados del cultivo para evitar la
produccion de compuestos toxicos y/o nocivos para el resto de los embriones que
permanecieron en cultivo hasta alcanzar el estadio de blastocisto.

No se observaron diferencias significativas (P > 0,05) entre las tasas de clivaje
de presuntos cigotos derivados de la FIV de ovocitos previamente madurados por
tratamiento estandar o bifasico (77,85 y 74,50% respectivamente). Los resultados se

muestran en la figura 41,
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Figura 41. Anélisis de tasas de clivaje embrionario de presuntos cigotos. Se muestra el promedio para
cada tratamiento + el error estdndar de ovocitos fecundados. La columna gris se corresponde con el
clivaje post-fertilizacién de ovocitos madurados por protocolo estandar (control), mientras que la columna

negra pertenece a ovocitos madurados por tratamiento bifésico seguido de fertilizacion in vitro. P > 0,05.

T-test Mann Whitney. n=7.
Produccion embrionaria

En este estudio se produjeron en total 118 blastocistos entre ambos protocolos
de maduracién (control y bifisico) mediante 7 sesiones de FIV. La produccién de
embriones fue analizada en los dias 7 y 8 de cultivo para ambos tratamientos. Se
observo diferencia estadisticamente significativa (p <0,01) en la tasa de desarrollo hasta
el estadio de blastocisto al dia 7 empleando uso de moduladores de AMPc (30,90 %),
respecto de la tasa de desarrollo del grupo de ovocitos madurados con el protocolo
estandar (21,90%). Este aumento del 9 % respecto del tratamiento control sugiere un
efecto positivo y mayor competencia en aquellos ovocitos madurados con el tratamiento

bifasico (figura 42).
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Figura 42. Anilisis de produccién embrionaria a los dias 7 y 8 de cultivo embrionario. Se muestra el
promedio para cada tratamiento + el error estdndar. La columna gris se corresponde con la tasa de
blastocistos generados a partir de ovocitos madurados por protocolo estandar (control), mientras que la
columna negra pertenece a la tasa de blastocistos de ovocitos madurados por tratamiento bifasico seguido

de fertilizacion in vitro. ** p <0,01 n.s. Diferencias no significativas. ANOVA- dos factores de medidas

repetidas. Test a posteriori Bonferroni. n=7.

Se analizd el porcentaje de blastocistos al octavo dia de cultivo a fines de
estudiar si persisten las diferencias observadas al dia 7. Nuevamente se observo que el
tratamiento bifasico presentd un porcentaje significativamente mayor respecto del
contro!l (32,55 % y 26,25 % respectivamente). La diferencia en la tasa de blastocistos
para ambos protocolos disminuyo al 6,3 % en comparacion al dia anterior. La aparicion
de blastocistos tardios en el dia 8 indica menor competencia ovocitaria y calidad
embrionaria. La figura 43 muestra embriones obtenidos por FIV a partir de ovocitos
madurados con el protocolo bifasico. .

Adicionalmente, se estudio la interaccion entre los protocolos de maduracién y
el tiempo de cultivo, sin encontrarse diferencias significativas entre dichas variables
(p=0,4675). Por otro lado, se estudié el efecto de ambos protocolos de maduracion en
los valores de produccion embrionaria, observandose diferencias significativas entre el

tratamiento bifésico y el control (p = 0,0012). De la misma manera se analizé el efecto
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del tiempo en los porcentajes de produccién, sin encontrarse diferencias significativas
entre ambos dias de cultivo (p=0,4388). Los resultados obtenidos muestran diferencias
significativas en la produccién de embriones entre los sistemas de maduracion

utilizados, pero no asi entre los diferentes dias de cultivo.

Figura 43. Blastocistos obtenidos por fertilizacién in vitro de ovocitos madurados empleando el
tratamiento bifisico. Se muestran blastocistos tempranos, expandidos y uno eclosionado al dia 7 post

fertilizacion in vitro.

ETAPA 2: Estudiar parametros de calidad de los embriones producidos por
fertilizacién in vitro de ovocitos madurados mediante el tratamiento estandar y el

sistema bifasico.
Tasa de eclosion

El analisis de eclosion embrionaria fue realizado al igual que el estudio de

produccion de embriones en los dias 7 y 8 de cultivo. La figura 44 muestra blastocistos
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eclosionados obtenidos mediante fertilizaciéon in vitro de ovocitos madurados

empleando el tratamiento bifasico durante este trabajo.

Figura 44. Blastocistos obtenidos por fertilizacién in vitro de ovocitos madurados empleando el
tratamiento bifésico. Las flechas blancas muestran tres zonas peltcidas vacias y a su derecha dos de los

blastocistos eclosionados al dia 8 post fertilizacion in vitro.

Al dia 7 de cultivo ¢l tratamiento bifasico mostrd un promedio de eclosion de
25,9 %, mientras que los blastocistos obtenidos mediante el control presentaron una tasa
eclosionaria de 2,0 %. A diferencia de los valores obtenidos al dia 7, los blastocistos
obtenidos mediante el control al dia 8 presentaron un promedio de eclosion de 33,85 %,
observandose un aumento aproximado de 31,15 % entre ambos dias de analisis. El
tratamiento bifasico presenté un promedio de eclosiéon de 46,05 %, obteniéndose un

aumento de 20,15 % entre ambos dias (ver figura 45).
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Figura 45. Analisis de eclosién embrionaria. El analisis fue realizado en los dias de cultivo 7 y 8. Los
graficos muestran el promedio para cada tratamiento + el error estandar. ** < 0,01. * < 0,05. ANOVA-

dos factores de medidas repetidas a posteriori Bonferroni.n = 7.

El analisis de interacciéon entre los protocolos de maduracion y el dia de
eclosion no present6 diferencias significativas entre ambas variables de estudio (p =
0,2276), por el contrario, €l efecto del tiempo sobre los valores de eclosion mostro
diferencias significativas, con una probabilidad menor a 0,01 (p = 0,007). De igual
manera se estudio el efecto del tratamiento respecto del control, al igual que para el
tiempo, se observaron diferencias significativas, aunque estas fueron de un relevancia
menor con una probabilidad menor al 0,001 (p=0,004). Estos resultados sugieren que el
efecto del tiempo y del tratamiento bifasico, tienen una implicancia significativa en las

tasas de eclosion, pero no asi la interaccion entre ambos sistemas de maduracion.
Recuento celular en embriones de dia 8

Se realizd un anilisis cuantitativo referido al nGmero de células en los
blastocistos al 8 dia de cultivo para estudiar la calidad de los embriones producidos por
ambos protocolos. La figura 46 muestra uno de los embriones derivados del tratamiento

bifasico analizado.
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Figura 46. Recuento celular. En la fotografia se muestra uno de los embriones al dia 8 derivado del
tratamiento bifasico analizado. (A) Imagen a campo claro (B) corresponde al mismo blastocisto

visualizado por microscopia de fluorescencia.

Los resultados mostraron diferencias significativas (P=0,0268) en el promedio
celular por blastocisto, en embriones obtenidos a dia 8 derivados del tratamiento control
y el tratamiento bifasico (106,15 células/blast. y 163,85 células/blast. respectivamente).

Los resultados se muestran en la figura 47.
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Figura 47. Anilisis de nimero de células por embrién. Los grificos muestran el nimero de células

promedio por embridn para cada tratamiento + el error estandar. Se realizaron 2 réplicas de 4 blastocistos

cada una * < 0,05, T- test- Mann Whitney test.
Criotolerancia embrionaria

Se analizaron los niveles de recuperacion embrionaria de blastocistos obtenidos
mediante FIV post-criopreservacion a las 24 h y 48 h del descongelado. Estos
embriones fueron producidos a partir de ovocitos madurados tanto en presencia de los

moduladores de AMPc, como en ausencia de los mismos. Los resultados se muestran en

la figura 48.
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Figura 48. Anilisis de re expansién embrionaria post-criopreservacion. El analisis fue realizado a las
24 y 48 h del descongelado de los embriones. Los graficos muestran el promedio para cada tratamiento £+

el error estindar. ANOVA de dos vias de medidas repetidas. Posterior correccion por Bonferroni. n = 3.
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No se observaron diferencias significativas en los niveles de recuperacion
embrionaria post-criopreservacion entre el tratamiento bifasico y el control, tanto a las
24 h como a las 48 h. De la misma manera, no se observé relacion significativa en los
niveles de recuperacion entre el tratamiento bifasico y el control (P=0,4283), el
tratamiento bifasico no presentd diferencias significativas respecto del control en los
niveles de recuperacion entre ambos dias de analisis (76,66 % y 75,33 % a las 24 h de
observacion y 76,66 % 54,11 % a las 48 h respectivamente) con una probabilidad de
0,3777. El dia de estudio no mostré una inferencia significativa en los niveles de

blastocistos recuperados (P = 0,4853).
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Discusion

La eficiencia aproximada en los sistemas de produccion in vifro en bovinos
empleados en la actualidad representa entre 20 - 30 % de blastocistos transferibles
referidos al total de ovocitos iniciales. Por todo esto se busca exhaustivamente aumentar
las tasas de desarrollo y de calidad embrionaria, tratando de generar embriones lo mas
similares posible a los obtenidos en los sistemas in vivo. Durante este capitulo se
lograron producir 174 blastocistos, de los cuales, 56 fueron obtenidos por activacion
quimica (datos no presentados) y 118 entre protocolos de maduracion (control y
bifasico) mediante fertilizacion in virro. La tasa de desarrollo hasta el estadio de
blastocisto al dia 7 empleando uso de moduladores de AMPc (30,90 %), respecto de la
tasa de desarrollo del grupo de ovocitos madurados con el protocolo estandar (21,90%).
Este aumento del 9 % respecto del tratamiento control sugiere un efecto positivo y
mayor competencia en aquellos ovocitos madurados con el tratamiento bifésico.
Asimismo, se sabe que la calidad de los embriones producidos por biotecnologias de
produccion, fertilizacion in vitro, ICSI y transferencia nuclear de células somaticas, es
inferior en comparacién con su contrapartida in vive (Niemann y col., 2002).

Reportes previos demostraron que el uso de moduladores de AMPc es capaz de
evitar y/o retrasar el reinicio prematuro de la maduracién tanto en ovocitos bovinos
como en otras especies (Rose y col., 2013; Thomas y col., 2002; Tsafriri y col., 1996).
Luego, la hormona foliculo estimulante activa e induce la cascada de sefializaciones del
AMPc, favoreciendo de esta manera la expresion de péptidos con accion similar al EGF.
Estos péptidos son producidos por las células del cimulus que rodean al ovocito,
favoreciendo el proceso de maduracion en los mismos (Albuz y col., 2010; Downs &
Chen, 2008).

La primera etapa de este capitulo consistid en estudiar el efecto de los
moduladores de AMPc en la produccion in vitro de embriones bovinos. Para esto nos
basamos en un tratamiento de maduracién bifasico, ensayado previamente en murinos y
bovinos por Albuz y col.,, (2010) aunque con ligeras modificaciones. Brevemente,

nosotros trabajamos con medio de maduracién que presenta SFB en una concentracion
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del 10%, y este medio fue empleado en todos los experimentos a diferencia de los
grupos de Albuz y Ulloa, cuyo estudio fue realizado integramente en ausencia de SFB.

En nuestro ensayo, mediante el tratamiento bifasico perseguimos regular y/o
sincronizar la maduracion ovocitaria en dos fases; en la primera fase de 2 horas,
generamos un rapido aumento en los niveles de AMPc del interior ovocito empleando
3-isobutil-1-metilxantina y forscolina (PRE-MIV), y en la segunda fase de 24 horas de
MIV propiamente, se busca evitar la degradacién del AMPc producido anteriormente
mediante el uso de cilostamida. La segunda fase se realizé en presencia de la hormona
FSH, la cual como es conocido tiene un efecto clave en el reinicio de la division
meidtica durante la maduracion ovocitaria. Otros autores emplearon ACi para
incrementar la concentracién intracelular de AMPc, y asi aumentar las tasas de
maduracion ovocitaria (Guixue y col.,, 2001). En ese caso es necesario adecuar las
concentraciones de ACi, ya que cantidades insuficientes, o excesivas de esta molécula,
podrian producir un arresto no reversible en la maduracion del ovocito. En nuestro
estudio, no se observaron diferencias significativas en las tasas de maduracion de los
ovocitos madurados por protocolo control y  bifasico (74,75 % y 76,55 %
respectivamente). Contrariamente con este estudio Albuz y col., 2010 observaron una
disminucion en los niveles de maduracion mediante el uso de moduladores de AMPc
luego de 24 h de MIV, por lo cual, segiin estos autores, con un periodo de maduracién
extendido de 30 h se logra aumentar el nimero total de ovocitos en el estadio de MII.
Sin embargo, nuestros hallazgos coinciden con el reporte de Ulloa y col., 2014, en la
misma especie, donde no se observaron tasas diferentes de maduracion entre el grupo de
ovocitos control (madurados durante 24 horas con un protocolo estandar); y el grupo
tratado tratado con los mismos moduladores de AMPc, pero con un tiempo total de MIV
de 30 h (79,8 + 4,3% vs 74,5 + 4,4% respectivamente). De esta manera mediante la
aplicacion del tratamiento bifdsico, se pudieron obtener valores de maduracion
congruentes con los controles y los resultados presentados por otros grupos, sin la
necesidad de tener que aumentar los tiempos de cultivo in vitro.

Teniendo en cuenta que el uso de los moduladores de AMPc durante el proceso
de maduracién ovocitaria no influyd significativamente sobre el niimero de ovocitos en

MII (con extrusion del primer corpiisculo polar); se decidi6 estudiar el efecto directo del
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tratamiento bifasico en las tasas de clivaje embrionario en presuntos cigotos generados
por fertilizacién in vitro. La influencia que ejerce la calidad del ovocito en el potencial
desarrollo embrionario es fundamental en bovinos mas que en alguna otra especie (Sirard y col.,
2006). Previo a la activacion del genoma embrionario, ARN mensajeros y proteinas se
sintetizan en el ovocito durante el crecimiento y maduracion, los cuales contribuyen con el
desarrollo embrionario temprano (Warzych y col., 2007). Nuevamente, los resultados
obtenidos no mostraron diferencias significativas entre el control y el tratamiento
bifasico (77,85 % y 74,50 % respectivamente), es decir, que el uso de moduladores no
tiene una accion directa sobre la tasa de clivaje de los presuntos cigotos puestos en
cultivo embrionario. Se debe tener en cuenta que dada la ausencia de diferencias
significativas en los niveles de maduracion ovocitaria entre ambos grupos., la relacién
de ovocitos factibles de ser fecundados es estadisticamente similar entre el grupo
control y el tratado. Los resultados obtenidos en este trabajo, en referencia a los niveles
de clivaje embrionario, se contradicen con publicaciones previas realizados por Luciano
y col., 1999, donde se plantea una combinacién de moduladores de AMPc capaz de
producir un aumento estadisticamente significativo en las tasas de clivaje embrionario.
Sin embargo, nuevamente nuestros resultados se condicen con lo observado por Albuz y
col., 2010 luego de un periodo de 24 h de maduracidn, aunque, segin dichos autores, el
mismo analisis empleando un periodo de maduracion de 30 h reporta un aumento de los
valores de clivaje. Ulloa y col., 2014 tampoco observaron cambios significativos en las
tasas de clivaje embrionario en el grupo madurado por 24hs. Esta ausencia de
diferencias significativas, entre el control y el uso de moduladores de AMPc, también
fue observadas por Rose y col., 2013 en la especie ovina. A raiz de los resultados
obtenidos, podemos decir que el uso de los moduladores de AMPc no tendria relacion
directa en la interaccion espermatozoide-ovocito, hecho que se evidencia en la ausencia
de cambios significativos en las tasas de clivaje obtenidas entre en el control y el
tratamiento bifasico, aunque faltarian estudios complementarios de fecundacion que
ratifiquen esta hipotesis.

El objetivo principal de esta etapa se focalizd en estudiar el efecto que los
moduladores podrian tener en la produccion in vitro de embriones por FIV. El analisis

de desarrollo embrionario mostro un aumento en la produccion por parte del tratamiento
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bifasico respecto del control, tanto a dia 7 como a dia 8 de cultivo. El analisis realizado
luego de 7 dias de cultivo informo que el tratamiento bifasico gener6 un aumento del 9
% en la produccién de embriones respecto del control (30,90 % y 21,90 %
respectivamente), mientras que al dia 8 la diferencia entre el tratamiento bifasico y el
control fue menor, cercana al 6,3 % (32,55 % y 26,25 % respectivamente). Las
diferencias de produccion embrionaria obtenidas en este trabajo, se correlacionan con
los resultados publicados por Albuz y col.,aboradores, aunque ellos determinan la tasa
de blastocistos al dia solamente. Si bien los mismos autores también observan un
incremento en los niveles de produccion cuando se fertilizaron ovocitos madurados a las
24 h, ellos observaron un mayor incremento en los niveles de produccién cuando se
fertilizaron ovocitos madurados con tratamiento bifasico durante 30 h previos a la FIV.
Otros estudios reportaron que es posible aumentar la produccion de embriones mediante
la sola utilizaciéon de inhibidores de PDE-3, especificamente Milrinona si los ovocitos
son madurados minimamente por un periodo de 28 h (Thomas y col., 2004). Por otro
lado, nuestros resultados se contradicen con lo observado por Ulloa, donde muestran
que el uso de moduladores de AMPc durante el proceso de maduracion, produce una
disminucion en los niveles de produccién embrionaria.

Las diferencias observadas en la produccion de blastocistos a los dias 7 y 8 de
cultivo entre el control y el tratamiento bifasico (9 % y 6,3 % respectivamente), ponen
en manifiesto que el uso de moduladores de AMPc genera un aumento en la cinética de
desarrollo embrionario, debido a que la mayor parte de los blastocistos pudieron ser
visualizados al séptimo dia de cultivo, mientras que en el control el mayor niimero de
embriones se evidencié al dia 8. Esta caracteristica podria relacionarse con la
produccion de embriones de mejor calidad, ya que como hemos mencionado
anteriormente, un aumento en la cinética o “timing” de desarrollo embrionario puede
ser utilizado como un indicador y/o marcador de calidad embrionaria (Holm y col.,
2002, Lonergan y col, 2003). Una caracteristica que no pudo ser estudiada
cuantitativamente en este trabajo, fue el desarrollo embrionario a diferentes dias de
cultivo, debido a que la observacion diaria de los embriones impacta negativamente en
el desarrollo de los mismos y el principal objetivo fue el estudio de blastocistos en los

dias 7 y 8 de cultivo.
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Aunque la mayoria de los trabajos hacen mencion a una mejora en la
produccion embrionaria mediante el uso de moduladores de AMPc en especies de
interés cientifico-comercial como la bovina ( Thomas y col., 2004; Albuz y col., 2010;
Bilodeau-Goeseels y col., 2011; Li y col., 2012 ; Ulloa y col,, 2014), un trabajo
presentado en la especie ovina no mostré cambios significativos en la producciéon de
embriones en sistemas de produccion in vitro (Rose y col., 2013).

En la segunda etapa de este capitulo, nos propusimos estudiar diversos
parametros de calidad embrionaria. El analisis de clivaje embrionario, se observo
cualitativamente que pasadas 24 h de cultivo, es decir 48 h de comenzada la FIV el
tratamiento bifésico presentdé un nimero mayor de embriones de 4 células en
comparacion con el control donde la mayoria de los embriones se encontraba en 2
células. Este aumento en la cinética de clivaje, podria estar relacionado con una mayor
produccion y estabilidad de transcriptos poli-adenilados junto con un incremento en los
niveles de transcripcion. Estos eventos se encuentran estrechamente ligados al proceso
de maduracién ovocitaria y suelen presentar falencias si el reinicio de la meiosis ocurre
de manera prematura (Lonergan y col., 2003). De esta manera y teniendo en cuenta los
resultados observados, se podria relacionar el aumento en los niveles de produccion
embrionaria por parte de tratamiento bifasico con una mejora en la competencia
ovocitaria producida durante el proceso de maduracion in vitro.

Realizamos el analisis de blastocistos eclosionados en cultivo, debido a que los
embriones producidos de manera in vitro suelen presentar falencias en el proceso de
eclosion, permitiendo esta caracteristica para ser utilizada como un sistema de seleccion
y marcador de calidad embrionaria (Chimote y col., 2013; Van den Abbeel y col.,
2013). Se pudo observar que el tratamiento bifasico generé un aumento significativo en
los niveles de eclosion embrionaria, estas diferencias se encontraron relacionadas, tanto,
con el protocolo de maduracién como el dia de estudio, obteniendo un valor de eclosion
promedio para el tratamiento bifasico de 25,90 % al dia 7 de y 46,05 % al dia 8.
Mientras que para el control se obtuvo un promedio de eclosion de 1,70 % al dia 7 y
33,85 % al dia 8 de cultivo. Estos resultados no solo demuestran que el tratamiento
bifasico produce un aumento en el niimero de blastocistos eclosionado, sino también,

presentan un incremento en la cinética de eclosion respecto del control. Un aumento en
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los niveles de blastocistos eclosionados es de gran importancia en la produccion de in
vitro embriones. Diversos autores, han reportado que la transferencia de blastocistos
eclosionados o en proceso de eclosion es capaz de aumentar la tasa de prefiez a dia 30 (
Chimote y col., 2013; Khorram y col., 2000; Yoon y col., 2001) y la transferencia de
estos, también es capaz de producir un incremento en los niveles de implantacion
posteriores y en los valores de natalidad (Chimote y col., 2013). A su vez, la utilizacion
de blastocistos eclosionados favorece el proceso de congelamiento debido al gran
tamafio que estos embriones presentan frente a los blastocistos expandidos (Min y col.,
2013) y permite la remocién del liquido blastocélico para posterior criopreservacion,
esto es una gran ventaja ya que los blastocistos bovinos obtenidos por FIV o SCNT
presentan una mayor resistencia al congelado (Min y col.,, 2013). A raiz de lo
mencionado, un aumento en el niimero de blastocistos eclosionados nos permitiria
seleccionar embriones de mejor calidad, pudiendo aumentar de esta manera, las tasas de
prefieces, los futuros nacimientos y la posibilidad de congelar embriones para su
posterior utilizacion.

Por otro lado, se decidi6 estudiar el promedio de células que componia a los
embriones, para esto, se utilizaron blastocistos de dia 8 provenientes de ambos
tratamientos. Estos embriones fueron fijados, tefiidos, montados y observados al
microscopio de florescencia. Los blastocistos obtenidos mediante el control mostraron
un promedio de 106,15 células/embrion, mientras que los blastocistos producidos
mediante el tratamiento bifdsico presentaron un promedio de 163,85 células/embrion,
observandose diferencias significativas entre en nimero de células de ambos protocolos
de maduracion. Las diferencias obtenidas en este trabajo concuerdan con los resultados
publicados por Albuz (Albuz y col., 2010), donde los autores observaron que la
utilizacion de moduladores de AMPc¢ produjo embriones con un promedio de 184
células/embrion, mientras para el control el promedio fue de 135 células/embrion. El
nimero de células por embrion correspondiente al tratamiento bifasico fue cercano al
namero de células que poseen los embriones producidos in vivo segln la bibliografia,
aunque este numero puede variar dependiendo el trabajo estudiado. El patrén de
aumento observado, mediante la utilizacion de moduladores de AMPc, también fue

visto en ratones (Albuz y col.,, 2010) y en la especie ovina (Rose y col., 2013). El
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aumento en el nimero de células por embrion mediante la aplicaciéon del tratamiento
bifasico sugiere un incremento en la calidad de los embriones producidos. Varios
autores han reportado que un aumento en el ntimero de células/embrion favorece la
supervivencia de los embriones en cultivo, la resistencia a la criopreservacion y es capaz
de producir un aumento en las tasas de prefieces (Koo y col., 2002; Ushijima y col.,
2008; Albuz y col., 2010).

Finalmente, se sabe que la criopreservacion de embriones nos permite suplir las
falencias temporales que sufren los embriones frescos en sus transportes (Ha y col,,
2014). Con el fin de estudiar si el uso de moduladores de AMPc durante el proceso de
maduracion favorecia la resistencia a la criopreservacion, realizamos una curva de
congelamiento de descenso lento de temperatura. Un estudio publicado en el afio 1985
por Farrand (Farrand y col., 1985), demostré que la criopreservacion mediante el
descenso lento de temperatura, con una temperatura final de -33°C a -38 °C previo al
almacenado en nitrogeno liquido, favorecia la criotolerancia de los embriones (Farrand
y col.,, 1985). Teniendo en cuenta estos resultados, se realiz6 el congelado de los
embriones hasta una temperatura de -35 °c, para su posterior almacenamiento en
nitrogeno liquido, estudiando, los porcentajes de recuperacion a las 24 h 'y 48 h. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en los niveles de
recuperacion embrionaria, entre blastocistos producidos en el control y en el tratamiento
bifisico, obteniendo valores de recuperacién a las 24 h de 7533 % y 76,66 %
respectivamente y 54, 11 %y 76,66 % a las 48 h. No existe bibliografia publicada que
informe o estudie la respuesta al congelamiento de blastocistos obtenidos mediante la
utilizacion de moduladores de AMPc, lo cual limita el andlisis de los resultados
obtenidos. Un trabajo publicado por Sanches y col., (2013) menciona que la Forscolina,
uno de los moduladores utilizados durante la maduracion bifasica, puede usarse como
agente lipolitico, es decir, removiendo lipidos de las membranas celulares y
favoreciendo asi el proceso de criopreservacion y su posterior recuperacion. En este
trabajo, la utilizacion de Forscolina no produjo cambios significativos en los niveles de
recuperacion embrionaria, como tampoco, en los porcentajes de eclosion, mostrando en
contraposicion un aumento en la tasas de prefieces (Sanches y col, 2013). La

disminucién observada en los porcentajes de criotolerancia podria deberse a la toxicidad
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de los crioprotectores presentes en el medio de congelacion (Farrand y col., 1985; Ha y
col,, 2014; Vajta & Kuwayama, 2006).

Concluimos que es posible estudiar el efecto en la produccion embrionaria de
tres moduladores AMPc (Forscolina, IBMX y Cilostamida), estandarizando de esta
manera, un sistema de maduracién bifasico el cual puede ser usado de manera
alternativa a la maduracién convencional implementada de rutina en el laboratorio,
pudiendo ser aplicado a sistemas de produccién animal. El tratamiento bifasico no
presentd diferencias significativas en las tasas de clivaje embrionario, como asi tampoco
en los niveles de maduracion respecto del control. Adicionalmente, se demostré un
aumento significativo en los niveles de produccién embrionaria. A su vez, el sistema de
maduracion bifésico tiene como consecuencia la produccion de embriones con mejores
parametros de calidad respecto del control, ya que los blastocistos producidos mediante
la utilizaciéon de los moduladores de AMPc presentaron un timing de desarrollo
embrionario mayor, una cinética de eclosion mas elevada y un aumento en el niimero de
células por embrion. En contraposicion, el sistema bifasico no genero diferencias
significativas en los valores de recuperacion de aquellos embriones congelados. Una
posible causa seria que el tratamiento no presente ninguna ventaja o desventaja respecto
al control, aunque se debe tener en cuenta el reducido niimero de embriones analizados
en este ensayo, lo que podria quitarle robustez al analisis estadistico realizado. A pesar
de las potenciales ventajas de la maduracion bifésica en términos de productividad y
calidad embrionaria, no fue posible realizar estudios de prefiez que nos permitan ver
como afectaria este tratamiento la implantacion y en el desarrollo de los fetos.

El sistema de maduracion bifasico es relativamente simple, y a su vez puede
ser aplicado en diversas especies de interés zootécnico como la bovina, y la equina,
entre otras; con la particularidad de que cada especie posee su concentracion especifica
de moduladores, y la utilizacion inadecuada de estos puede ser nociva para produccion
de embriones. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo y la
bibliografia reportada, podemos concluir que el uso de moduladores de AMPc durante
la maduracion in vitro mejora la competencia ovocitaria, aspecto que se ve reflejado en
un aumento en la produccion y la calidad de los embriones producidos. Este sistema de

maduracion puede ser implementado en diversas técnicas de interés comercial como son
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la ICS1 y clonacion por TNCS, ambos procesos donde la competencia del ovocito juega
un rol clave en el desarrollo de los embriones. Asimismo, estudios complementarios
sobre maduracion de ovocitos bovinos pueden ser muy interesantes sirviendo como
modelos de MIV en tratamientos de infertilidad en humanos, dada la alta similitud

respecto del desarrollo embrionario de embriones bovinos y humanos.
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Conclusiones

Se logro estandarizar la produccidn embrionaria a partir de ovarios de faena,
por activacion quimica, fertilizacion in vitro, transferencia nuclear de células somaticas
e Inyecccion intracitoplasmatica de espermatozoides.

La transgénesis mediada por la meganucleasa 1-Scel aumenta
significativamente la integracion al azar de ADN exdgeno en fibroblastos fetales
bovinos en cultivo, favoreciendo la obtenciéon de lineas celulares transgénicas. Se
produjeron embriones por transferencia nuclear de células somaticas a partir de
fibroblastos fetales transfectados por un sistema mediado por enzimas de restriccion.

Se generaron también lineas de fibroblastos que expresan constitutivamente la
endonucleasa I-Scel las cuales seran transfectadas con un vector portando el transgén (I-
Scel-pBSII-SK+ZsGreenl+Neo) flanqueado por sitios de restriccion para I-Scel. Se
cree que éstas lineas seran muy utiles como modelo para estudiar el efecto de las
endonucleasas sobre la eficiencia de integracion de ADN heterdlogo en células bovinas
en cultivo.

La transgénesis mediada por la meganucleasa I-Scel no fue capaz de generar
mayor proporcién de embriones bovinos transgénicos como lo observado en anfibios
(Xenopus, tritones) y en peces.

La inyeccion con la mezcla de digestion del transgén por la meganucleasa no
compromete la viabilidad embrionaria. La meganucleasa introduce rupturas doble
cadena altamente recombinogénicas a ambos lados del inserto de interés, y lo protegeria
frente a la degradacion por nucleasas.

Alternativamente, se procedié a inyectar ovocitos MII previo a la FIV con
mezcla de digestion de la meganucleasa, lo que resulto en bajas tasas de clivaje y de
desarrollo embrionario, posiblemente debido a la exocitosis prematura de granulos
corticales en respuesta a la inyeccion

Con el objetivo de descartar la posible generacion de embriones
partenogenéticés producto de la asistencia quimica en nuestros embriones generados por
ICS], se puso a punto en nuestro laboratorio, un nuevo protocolo de sexado.

Diagnostico genético preimplantacional empleando liquido blastocélico como muestra
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de amplificacién demostrandose asimismo la existencia de ADN libre en el fluido
blastocélico..

Se pudo estudiar el efecto en la produccion embrionaria de tres moduladores de
AMPc distintos (Forscolina, IBMX y Cilostamida). El uso de moduladores de AMPc
favoreci6 la produccidn de embriones, mostrando a su vez, un aumento en la cinética
de desarrollo respecto del control.

El tratamiento bifdsico presentd mayores tasas de eclosion embrionaria y un
mayor numero de células por embridn respecto del control.

No se observaron cambios significativos en los valores de recuperacion
embrionaria pos congelado respecto del control.

La utilizacion de moduladores de AMPc durante la maduracion in vitro mejora
la competencia ovocitaria, aspecto que se ve reflejado en un aumento en la produccién y

la calidad de los embriones obtenidos.
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Se pretende a futuro trabajar con herramientas para la modificacion genética
sitio especifico de células donantes en TNCS, tales como CRISPR/Cas9. Estas mismas
endonucleasas pueden ser inyectadas en el citoplasma de presuntos cigotos bovinos sin
necesidad de emplear marcadores de seleccion, ni correr el riesgo de la integracion de
material que pueda comprometer el desarrollo embrionario temprano.Asimismo, se
continuara con ensayos de hibridacién in situ de sondas fluorescentes y de Real Time
PCR para poder dilucidar integracion y nimero de copias del transgén en los embriones
generados por ICSI y TNCS.

Establecer prefieces en receptoras sincronizadas, estudiando las posibles
diferencias entre la maduracién convencional y el tratamiento bifésico.

Cuantificar y comparar los niveles de AMPc en los ovocitos cultivados
mediante ambos sistemas de produccion.

Producir embriones por inyecccion intracitoplasmética de espermatozoides a
partir de ovocitos madurados mediante el tratamiento bifasico y el sistema de
maduracién convencional.

Estudiar, mediante PCR en tiempo real, el estrés generado en los embriones
producidos mediante ambos sistemas de maduracion y mediante ICSI-SMGT mediado

por enzimas de restriccion.
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