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HUMANO SOBRE EL CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES BOVINOS

Effect of human endometrial organoid secretions on the in vitro culture of bovine embryos
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RESUMEN

Durante los tltimos 50 afios, la fertilidad de las vacas lecheras de alta produccién ha disminuido debido a la
intensidad de la seleccion genética. Para superar este obstdculo, se ha recurrido a las técnicas de reproduccién
asistida. Sin embargo, la produccién de embriones in vitro es un proceso relativamente ineficiente, con tasas
maéximas de blastocistos obtenidos de alrededor del 35%. Para solventar este problema, se plante6 la hipdtesis
de afiadir al medio de cultivo secreciones de organoides de endometrio, asi, los embriones producidos in vitro
estarian expuestos a un ambiente mds fisioldgico y el rendimiento de la técnica aumentaria. Para ello, se llevd
a cabo la recoleccién de ovocitos bovinos procedentes de un matadero local, y se procedié a su maduracién in
vitro, fecundacioén in vitro y cultivo embrionario in vitro. El medio de cultivo embrionario se suplementé al 1%
(v/v) con 1) secreciones de organoides de endometrio humano (ya que no existe disponibilidad de secreciones
bovinas), ii) medio de cultivo Boretto, y ii) gotas de matrigel con medio de cultivo Boretto, como controles de
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procedimiento. Ademds, se incluyé un grupo control sin ningtin suplemento. Se evalu¢ el desarrollo embriona-
rio a los dfas 2, 7 y 8 de cultivo. El porcentaje de blastocistos a dia 7 y a dia 8 post inseminacion fue significa-
tivamente mayor (P<0.05) cuando se afiadi6 el medio de cultivo Boretto. Ademds, este tratamiento incrementd
la cinética de desarrollo de los embriones a dia 7 post inseminacion, y la calidad de los blastocistos evaluada
por el nimero total de células, con un 85.8% mads que el control. Aunque las secreciones de endometrio humano
no han dado el resultado esperado, serfa necesario comprobar si las secreciones de organoides especificas de
endometrio bovino, a distintas concentraciones, podrian incrementar el rendimiento de la produccién in vitro
de embriones bovinos.
Palabras clave: produccién in vitro de embriones, bovino, organoides, endometrio humano

SUMMARY

Over the last 50 years, the fertility of high-producing dairy cows has declined due to the intensity of ge-
netic selection. To overcome this obstacle, assisted reproductive techniques have been used. However, in vitro
embryo production is a relatively inefficient process, with maximum blastocyst yield rates of around 35%. To
overcome this problem, it was hypothesised that by adding endometrial organoid secretions to the culture me-
dium, embryos produced in vitro would be exposed to a more physiological environment and the yield of the
technique would increase. For this purpose, bovine oocytes were collected from a local abattoir and matured in
vitro, fertilised in vitro and cultured in vitro. The embryo culture medium was supplemented at 1% (v/v) with
i) human endometrial organoid secretions (as bovine secretions are not available), ii) Boretto culture medium,
and ii) matrigel drops with Boretto culture medium, as procedural controls. In addition, a control group with-
out any supplementation was included. Embryo development was assessed at days 2, 7 and 8 of culture. The
percentage of blastocysts at day 7 and day 8 post insemination was significantly higher (P<0.05) when Boretto
culture medium was added. In addition, this treatment increased embryo development kinetics at day 7 post
insemination, and blastocyst quality as assessed by total cell number, with 85.8% more than the control. Al-
though human endometrial secretions have not given the expected result, it would be necessary to test whether
bovine endometrial-specific organoid secretions, at different concentrations, could increase the yield of bovine
embryo production in vitro.

Keywords: in vitro embryo production, bovine, organoids, human endometrium

INTRODUCCION

En Espafia, el sector bovino ocupa el se-
gundo lugar en importancia econémica dentro
de las actividades ganaderas, después del sec-
tor porcino. Los principales usos del ganado
bovino son la produccién de leche y derivados
lacteos y la produccién de carne (Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2023).
Estos productos proporcionan aminodcidos
esenciales, minerales (calcio, zinc, selenio) y
vitaminas (A, B3, B6, B12, D), demostrando la
importancia fundamental de la ganaderia bovi-
na para los sistemas agroalimentarios humanos
(Brito et al., 2021).

La seleccion genética, la inseminacién ar-
tificial (IA) y el uso del semen sexado han

sido factores clave en la intensificaciéon de la
industria lactea para aumentar la produccién de
leche (Ferré et al., 2020). Durante los ultimos
50 afios, la fertilidad de las vacas lecheras de
alta produccion ha disminuido (Lonergan et al.,
2016). Esto es debido a una correlacion gené-
tica negativa entre la produccién de leche y la
fertilidad (Cutullic et al., 2012; Pryce et al.,
2004).

Una solucién para superar la infertilidad y
aumentar el nimero de animales con alto valor
genético es recurrir a las técnicas de reproduc-
cion asistida (Hansen & Block, 2004). Estas
técnicas incluyen la IA con semen fresco, con-
gelado y sexado; y la transferencia de embrio-
nes producidos in vivo o in vitro procedentes de
gametos de animales selectos. Esos embriones
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se implantan en vacas que sean buenas repro-
ductoras, pero con bajo interés genético o baja
productividad lactea (Wrenzycki, 2018). Por
otra parte, las vacas lecheras de alta produccion
deben gestar ciclicamente para producir leche.
En este caso, no se busca la descendencia de
estas vacas, sino maximizar su capacidad de
produccion lechera. Para ello, se utilizan game-
tos de animales de aptitud carnica, se producen
embriones y se transfieren a las vacas lecheras
de alta produccién (Britt et al., 2021).

Todos estos procesos se consiguen con téc-
nicas de reproduccion asistida. La produccion
in vitro de embriones (PIV) y las tecnologias
asociadas comenzaron a desarrollarse en el
ganado bovino en la década de los 80 y han
mostrado importantes avances en los udltimos
afios (Ferré et al., 2020). La produccién in vitro
implica cuatro pasos principales en secuencia:
obtenciéon de ovocitos y maduracién in vitro
(MIV); seleccion espermadtica; fecundacion in
vitro (FIV); y cultivo in vitro (CIV) de em-
briones tempranos preimplantatorios (Vh et al.,
2016). Todos estos procesos pretenden “imitar”
in vitro lo que ocurre en condiciones in vivo
en el tracto reproductor de la hembra. Es im-
portante destacar que, en 2016, la cantidad de
embriones viables producidos in vitro superd la
cantidad de embriones transferibles producidos
in vivo (Viana, 2022).

En la reproduccidn asistida del ganado bo-
vino, el disefio y la preparacién de medios de
cultivo in vitro han sido fundamentales para
conseguir el desarrollo adecuado de ovocitos
y embriones (Vh et al., 2016). En términos de
eficiencia, aproximadamente el 90% de los ovo-
citos inmaduros experimentan una maduracién
nuclear exitosa y avanzan de la profase I a la
metafase II durante la maduracion in vitro (Lo-
nergan & Fair, 2016). Después de completar
la MIV, los ovocitos se coincuban con los es-
permatozoides mientras se realiza la FIV. Nor-
malmente, los espermatozoides se seleccionan
utilizando gradientes de densidad o mediante
la técnica de swim-up (Parrish et al., 1988). La

tasa de fecundacion, medida como la tasa de
divisién a las 48 horas después de la insemina-
cion suele oscilar entre el 70% y el 85% (Ferré
et al., 2020).

Sin embargo, la produccién de embriones in
vitro sigue siendo un proceso relativamente in-
eficiente, con tasas de blastocistos de alrededor
del 30-40% (Kepkova et al., 2011; Lonergan &
Fair, 2016). Serfa interesante prestar atencion a
esta fase del proceso debido a su baja eficiencia
y por ello a su margen de mejora. Los facto-
res que contribuyen a este problema incluyen
la calidad de los ovocitos, las condiciones de
maduracién de los ovocitos in vitro y las con-
diciones de cultivo del embrién (Lonergan &
Fair, 2008).

Los medios de CIV carecen de componentes
esenciales que permiten el correcto funciona-
miento de las vias fisiolégicas necesarias para
el desarrollo de embriones bovinos (Vh et al.,
2016). Para solventar este problema, comun-
mente se ha utilizado el suero fetal bovino (SFB)
en el medio de MIV y de CIV, para aumentar
la eficiencia de la maduracién de los ovocitos
y el cultivo embrionario. ElI SFB suministra
a los medios de cultivo nutrientes, vitaminas,
factores de crecimiento, hormonas y compues-
tos antioxidantes. Sin embargo, las actividades
bioldgicas del SFB varian dependiendo de cada
lote y hay riesgos de infeccién por virus o por
micoplasmas (Hoshi, 2003). Ademads, algunos
estudios han mostrado que la adicién del SFB al
medio de cultivo altera la morfologia y la ciné-
tica de los embriones (Van Langendonckt et al.,
1997). También, se ha sugerido que el uso del
SFB puede causar el sindrome del ternero gi-
gante en la especie bovina (Young et al., 1998),
en el cual se observa un crecimiento excesivo,
lengua agrandada, hernias umbilicales, malfor-
maciones musculares y esqueléticas, crecimien-
to anormal de érganos y desarrollo placentario
alterado (Li et al., 2019).

Debido a los problemas que presenta el SFB
en los medios de cultivo embrionario, se debe
buscar otra alternativa para que los embriones
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producidos in vitro tengan un ambiente lo mas
fisiolgico posible y para superar la baja efi-
ciencia que tienen las técnicas de reproduccion
asistida (Coy et al., 2022). De esta manera, el
ambiente al que se exponen en el laboratorio
seria menos estresante. Un modo de lograr este
objetivo serfa mediante la adicién de fluidos re-
productivos de fases especificas del ciclo estral
en los medios de cultivo. Los fluidos folicular,
oviductal y uterino contienen diversos elemen-
tos reguladores especificos, como hormonas,
factores de crecimiento y citoquinas (Block
et al., 2011; Cajas et al., 2021), carbohidratos,
iones, lipidos, fosfolipidos y proteinas (Avilés
et al., 2010), que, al ser agregados a los medios
de cultivo, son capaces de mejorar el desarrollo
de los embriones preimplantatorios obtenidos
por FIV (Hamdi et al., 2018).

Pero la composicién de esos fluidos repro-
ductivos depende del animal del que proceden,
de la fase del ciclo estral en la que esté este
animal, asi como de su perfil proteémico (Itze-
Mayrhofer & Brem, 2020; Pryce et al., 2004)
y metabolémico (Wang et al., 2022), entre
otros. Por ello, lo ideal seria realizar un pool
de fluidos reproductivos estandarizados y ho-
mogéneos. Para conseguir este objetivo, en los
ultimos afios se han desarrollado sistemas de
organoides tridimensionales (3D) del tracto re-
productor femenino, los cuales ofrecen modelos
experimentales cruciales que recapitulan la he-
terogeneidad celular y las propiedades fisiol6gi-
cas, anatémicas y funcionales del érgano in vivo
(Chumduri & Turco, 2021). Estos organoides
serian modelos fiables y reproducibles que evi-
tarfan la variabilidad individual anteriormente
comentada.

Durante el desarrollo preimplantatorio, el
embrién bovino pasa los primeros 4 dias en el
oviducto. Durante este periodo, ocurren cam-
bios morfolégicos y metabdlicos importantes,
incluyendo la primera divisién mitética y la
activacién del genoma embrionario (Duranthon
et al., 2008). Luego, el embrién ingresa al
utero y permanece flotando libremente en el

fluido uterino hasta el inicio de la implanta-
cion, aproximadamente en los dias 19-22 post
inseminacién (Bazer et al., 2009). Por ello, el
endometrio, que representa el revestimiento in-
terno del utero, juega un papel crucial en la
reproduccién de los mamiferos (Kobayashi &
Behringer, 2003).

El desarrollo de un sistema de organoides de
endometrio podria ser usado para la produccién
in vitro de embriones, ya que los organoides de
endometrio son capaces de recapitular fielmente
las caracteristicas morfolégicas y moleculares
de las glandulas endometriales in vivo y pue-
den diferenciarse en células ciliadas y secre-
toras (Chumduri & Turco, 2021), por lo que,
tedricamente, serian capaces de producir secre-
ciones similares al fluido uterino. Actualmente,
no se dispone de secreciones de organoides de
endometrio bovino para poder corroborar esta
hipétesis, pero, gracias a la colaboracién con
el grupo de investigacion “Mecanismos mo-
leculares de invasién placentaria”, del Centro
de Investigacion Principe Felipe de Valencia,
disponemos de sus homdlogos en la especie
humana. Por este motivo, en el presente trabajo
nos planteamos la realizacion de un estudio pre-
liminar para comprobar si las secreciones de or-
ganoides endometriales humanos tienen algtin
efecto beneficioso al emplearse como aditivos
en los medios de cultivo para la PIV de em-
briones bovina.

La hipétesis del estudio es que la adicién
de secreciones de organoides de endometrio
humano al cultivo embrionario in vitro bovino
mejora la tasa de produccién de blastocistos a
dia 7 y 8 post inseminacién. El objetivo central
era evaluar la eficacia de las secreciones de or-
ganoides de endometrio humano en un sistema
de produccién in vitro de embriones bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Todo el trabajo experimental se llevé a cabo
en las instalaciones de EmbryoCloud-Univer-
sidad de Murcia (Murcia, Espafia). Todos los
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reactivos que se mencionan fueron adquiridos
a Sigma Aldrich (Madrid, Espafa) salvo que se
especifique lo contrario.

Los medios de maduracion in vitro, swim-
up, fecundacioén in vitro y cultivo embrionario
in vitro fueron cedidos por EmbryoCloud S.L.
y empleados siguiendo sus instrucciones de
uso. Los medios empleados fueron NaturARTs-
COW-IVM-LYO, COW-SUM-LYO, COW-
IVF-LYO, y COW-IVC-LYO, respectivamente.

La tarde anterior a su uso, cada vial se re-
constituy6 con 10 ml de agua Milli-Q filtrada y
se dejé cerrado en el incubador de CO2 (C60,
Labotect GMBH, Gotinga, Alemania) a 38.5°C,
5% CO, y con una atmésfera saturada de hume-
dad toda la noche para su disolucién. Tres horas
antes de su uso, el medio se filtré con ayuda de
una aguja de 18G, una jeringa de 10 ml y un fil-
tro de tamafio de poro de 0.22 ym de didmetro y
los viales se dejaron abiertos (excepto el medio
de COW-SUM-LYO) en el incubador para que
se equilibrara el pH.

Toda la manipulacién de gametos y em-
briones se llevé a cabo en una cabina de flujo
laminar con mesa calefactada (IVFtech Clas-
sica 180, IVFtech ApS, Birkergd, Dinamarca)
a 38.5°C bajo el estereomicroscopio (Leica S9
E, Leica Microsistemas S.L.U., L’'Hospitalet de
Llobregat, Espafia).

Recogida de ovarios, seleccion de ovocitos y
maduracion in vitro de los complejos células
del cumulus — ovocitos (CCOs)

Los tractos reproductivos de novillas de 12
a 14 meses de edad fueron proporcionados por
mataderos locales (Matadero de Orihuela S.A.,
Orihuela, Espafia y Mercamurcia S.A., Murcia,
Espaiia). Se recogieron los ovarios, cortandolos
y separdndolos del resto del tracto reproduc-
tor, se introdujeron en un termo con solucién
salina fisiolégica (SSF, 0.9% NaCl) a 38.5°C,
y rdpidamente se transportaron al laboratorio
en un vehiculo apropiado para material “SAN-
DACH” (Subproductos Animales No Destina-

dos Al Consumo Humano). Una vez en el la-
boratorio, los ovarios se lavaron dos veces con
solucion de cetrimida al 0.04% (CETAB) atem-
perado a 38.5°C y tres veces con SSF atempe-
rada a 38.5°C.

En una placa calefactada (K Sistems T47,
CooperSurgical, Ballerup, Dinamarca) a
38.5°C se procedi6 a la aspiracién de los foli-
culos ovdricos de entre 2 y 7 mm de didmetro
con una aguja de 18G acoplada a una jeringa de
10 ml. El contenido aspirado (el fluido folicu-
lar y los complejos células del cumulus — ovo-
citos (CCOs)) se fue introduciendo en tubos
Falcon de 15 ml que contenfan 2 ml de medio
de recoleccion de ovocitos (OCM: TCM-199
(M0393), de Elabscience (Houston, EEUU)
suplementado con estreptomicina/penicilina
(S9137/P3032) y glutamina (G-5763)). Se dejo
decantar durante diez minutos, se eliminé el
sobrenadante y el pellet se resuspendié con
2 ml de OCM suplementado. El contenido se
volco a una placa Petri de 90 x 15 mm con una
cuadricula para que la busqueda de los CCOs
resultara mds sencilla y se seleccionaron los
CCOs inmaduros bajo el estereomicroscopio
en la cabina de flujo laminar. Se seleccionaron
s6lo aquellos CCOs que tenian tres, cuatro o
mds capas de células del cumulus compactas
alrededor del ovocito y cuyo citoplasma fue-
ra lo mas homogéneo posible (Aguila et al.,
2020; Telfer et al., 2020). Los CCOs selec-
cionados se pasaron a una placa Petri de 35 x
10 mm con 2 ml de OCM suplementado con
una pipeta Pasteur de vidrio estirada a la llama
acoplada a una cdnula de silicona. Posterior-
mente, se separaron grupos de 50-55 CCOs,
y se introdujeron en el primer pocillo de una
placa de cuatro pocillos que contenia 500 ul
de medio NaturARTs-COW-IVM-LYO para el
primer lavado. Después se pasaron al segundo
pocillo que también contenia 500 i1 de medio
NaturARTs-COW-IVM-LYO vy se incubaron
22 horas a 38.5°C, 5% de CO2 y en una at-
mésfera saturada de humedad en el incubador
(Astec AD-3100, Fukuoka, Japdn).
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Seleccion espermatica y fecundacion in vitro

Media hora antes de la fecundacién in vi-
tro, los CCOs que maduraron correctamente se
pasaron del medio de MIV al medio de FIV en
grupos de 50-55 ovocitos. Se introdujeron al
primer pocillo de una placa de cuatro pocillos
que contenia 500 ul de medio COW-IVF-LYO
para hacer un lavado. Luego se pasaron al se-
gundo pocillo con 500 y1 de medio COW-IVF-
LYO.

Para realizar la FIV se emple6 semen bovi-
no congelado de la raza Asturiana de los Valles
(ASEAVA, Gijo6n, Espaifia). En concreto se uti-
lizaron pajuelas de 0.25 ml de un semental lla-
mado “Chabolero”. Fueron descongeladas in-
troduciéndolas en un bafio maria a 38°C durante
30 segundos. En la cabina de flujo, se realizé
el swim-up para la selecciéon espermadtica. El
contenido de las pajuelas ya descongelado se
introdujo en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se
transfirieron cuidadosamente 160 ul de semen
en el fondo de un tubo Falcon de 15 ml que
contenia 1 ml de medio COW-SUM-LYO pre-
viamente preparado y equilibrado en la estufa,
y se dejé incubar con una inclinacién de 45 °
durante una hora a 38.5°C. Pasada la hora de
incubacién, se recogieron 750 ul de la parte
superior (aqui estardn los espermatozoides de
mejor motilidad), se introdujeron en otro tubo
Falcon y se centrifugaron a 300 g durante 7 mi-
nutos a temperatura ambiente en una centrifuga
Eppendorf (5720R, Hamburgo, Alemania). El
sobrenadante se descartd, dejando aproximada-
mente 200 ul1 del medio COW-SUM-LYO con
el pellet y se resuspendié cuidadosamente. Se
evaluaron la motilidad y concentracién de los
espermatozoides con la ayuda de una cdmara
Neubauer improved en un microscopio 6ptico
(Leica DM750). La concentracién se ajustd a 1
x 10® espermatozoides/ml para la FIV y se pro-
cedid a inseminar. Los gametos se coincubaron
durante 22 horas en 500 pl de medio COW-
IVF-LYO en una placa de cuatro pocillos, en
grupos de 50-55 CCOs por pocillo, bajo una

atmosfera de 5% de CO2 en el aire, saturada de
humedad y a una temperatura de 38.5°C.

Cultivo embrionario in vitro

Pasadas 22 horas tras la inseminacion (hpi),
los presuntos cigotos se colocaron en un tubo
Falcon de 15 ml con 2 ml de OCM suplementa-
doy se agitaron en un vortex (TopMix FB15024,
Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU) a una
potencia maxima de 20 Hz durante 4 minutos
para decumularlos. Los posibles cigotos se la-
varon una vez en OCM suplementado y otra
vez en medio de cultivo COW-IVC-LYO antes
de transferirlos a microgotas de 50 ul de medio
COW-IVC-LYO cubiertas con aceite mineral
NidOil (Nicadon, Mdélndal, Suecia) en grupos
de 25 embriones por gota. Las placas del culti-
vo embrionario se prepararon el dia anterior a
su uso y se dejaron equilibrando en el incuba-
dor. La incubacién de los cigotos se realizd a
38.5°C, 5% CO2 vy 5% O2 en una atmosfera sa-
turada de humedad durante 8 dias. Las primeras
divisiones mitéticas (estadio de 2-4 células) se
evaluaron a las 48 hpi y las tasas de desarrollo
hasta blastocisto se registraron los dias 7 y 8
después de la inseminacion (Lopes et al., 2019).
La clasificacién empleada para categorizar los
blastocistos en ambos dias fue la descrita por Bo
y Mapletoft en 2013 (B6 & Mapletoft, 2013):
blastocisto temprano (un embrién que ha for-
mado el blastocele y da una apariencia general
de un anillo de sello, el embrién ocupa del 70
al 80% del espacio perivitelino); blastocisto (di-
ferenciacion visual del trofoblasto y de la masa
celular interna, el blastocele es muy prominen-
te, con el embrién ocupando la mayor parte del
espacio perivitelino); blastocisto expandido (el
diametro del embrion aumenta dramaticamente,
con un adelgazamiento simultdneo de la zona
pelicida a aproximadamente un tercio de su
espesor original); blastocisto eclosionando (el
embrién comienza a salir de la zona pelicida)
y blastocisto eclosionado (el embrién ha salido
completamente de la zona peliicida) (Figura 1).
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Figura 1. Embriones bovinos: ejemplos de etapa de desarrollo. A, B, C, D y E, muestran, res-
pectivamente, un blastocisto temprano, un blastocisto, un blastocisto expandido, un blastocisto
eclosionando y un blastocisto eclosionado. Figura obtenida de B6 & Mapletoft, 2013.

Ademds, los blastocistos se fijaron y se tifieron
para determinar el nimero de células.

Siguiendo el disefio experimental, se intro-
dujeron 50 cigotos aleatorios en cada uno de los
tratamientos experimentales.

Fijacion y tincion de los posibles cigotos para
su evaluacién

La fijacién tuvo lugar a las 22 hpi. Los ci-
gotos se colocaron en un tubo Falcon de 15 ml
con 2 ml de OCM suplementado y se agitaron
en vortex a una potencia maxima de 20 Hz du-
rante 4 minutos para decumularlos. El conte-
nido se pasé a una placa Petri y los cigotos
se cambiaron a otra placa de Petri con 2 ml
de OCM suplementado limpio. Posteriormente
se transfirieron al primer pocillo de una placa
de cuatro pocillos que contenia 500 x1 de PBS
(D8662-500ML) para un primer lavado, luego
al segundo pocillo con 500 u1 de PBS y 10 ul de
glutaraldehido (G6257) para fijarlos y se deja-
ron durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después de fijarlos, los cigotos se pasaron al
tercer pocillo y se volvieron a lavar con 500 ul
de PBS. Por dltimo, se pasaron al cuarto pocillo
que contenia 500 y1 de PBS y Hoechst (33342;
1 pg/ml) y se tifieron durante 30 minutos en
oscuridad a 4°C. El medio de montaje utiliza-
do fue PBS con glicerol y Hoechst (1:1:0.001)
y los portaobjetos se sellaron con esmalte de
ufias. La evaluacidn se realizé con un microsco-

pio de epifluorescencia (Leica DM4000B LED)
con aumentos de X200 y X400.

Los pardmetros de FIV evaluados fueron
los siguientes: tasa de penetracion (porcentaje
medio de ovocitos penetrados por al menos un
espermatozoide); tasa de monospermia (por-
centaje medio de ovocitos penetrados por un
solo espermatozoide); formacién del pronticleo
masculino (PNM; evaluada por la presencia de
al menos dos prontcleos); y eficiencia de FIV
(porcentaje de ovocitos que fueron penetrados y
monospérmicos) (Lopes et al., 2019).

Tincion diferencial de los blastocistos

Mediante una tincién que diferenciaba las
células del trofectodermo y las células totales
de los blastocistos, se pudo determinar también
el nimero de células de la masa celular interna
(MCI).

Los blastocistos fueron fijados en 4% de
paraformaldehido (PFA) durante 20 minutos a
temperatura ambiente, tras lo que se mantuvie-
ron en 2% PFA a 4°C hasta el momento de
realizar la tincion.

A continuacion, los blastocistos fueron lava-
dos 3 veces en PBS con 0.5% de BSA (solucién
de lavado) y se permeabilizaron en PBS con
0.5% de BSA 'y 0.5% de Triton-X-100 y 0.05%
de Tween a 4°C durante toda la noche.

Tras realizar 3 lavados en solucién de la-
vado, se incubaron 20 minutos a temperatura



8 AN. VET. (MURCIA) 37: 1-18 (2023). SECRECIONES DE ORGANOIDES PARA CULTIVO DE EMBRIONES. MASEGOSA-DOMINGUEZ, A., ET AL

ambiente en 2N HCI. Pasado ese tiempo, se
incubaron otros 10 minutos a temperatura am-
biente en 100 mM de TrisHCI. Este paso se rea-
liz6 para inducir la exposicion de los epitopos.

Los blastocistos fueron posteriormente pa-
sados a solucién de lavado y bloqueados en
solucién de bloqueo (PBS suplementado con
10% suero de cabra + 0.05% de Tween) durante
toda la noche a 4°C.

Se dej6 un embrién como control negativo
en solucién de bloqueo. El resto, se lavaron
3 veces en solucién de lavado y se incuba-
ron con el anticuerpo primario de ratén anti-
CDX-2 (Biogenex ready to use, San Ramon,
EEUU) en solucién de bloqueo durante 24
horas a 4°C.

El control negativo y los embriones de prue-
ba se lavaron 3 veces en solucién de lavado.
Los embriones se incubaron 1 hora a tempera-
tura ambiente en una dilucién 1:100 del anti-
cuerpo secundario de cabra anti-ratén TRICT
(ab6786, Abcam plc, Cambridge, Reino Unido)
en solucién de bloqueo.

El dltimo paso se corresponde a la tincién
con Hoechst y al montaje. Estos procesos se
siguieron de la misma manera explicada en el
apartado anterior. La evaluacién se realiz6 con
un microscopio de epifluorescencia con aumen-
tos de X200 y X400 y diferentes longitudes de
onda de excitacién de 532 nm para el TRICT y
352 nm para el Hoechst.

Analisis estadistico

Se ha llevado a cabo el andlisis de los datos
utilizando el programa Microsoft Excel (v2306,
Redmond, EEUU) y SPSS (v.24.0, IBM Espafia
SA, Madrid, Espafia). Los datos se representa-
ron como media + error estdndar de la media.
Para analizar las diferencias entre los grupos
experimentales, se utilizé un ANOVA de un
factor y posteriormente un Test de Tukey debi-
do a la distribucién normal de las muestras. Se
consider6 que existian diferencias entre grupos
para un nivel de significancia de P < 0.05.

Diseiio experimental

El Centro de Investigaciéon Principe Felipe
(CIPF) de Valencia, colaboré proporcionando las
muestras con las que se ha llevado a cabo este
estudio: secreciones obtenidas de organoides de
endometrios humanos (ORGs); gota de matrigel
con medio de cultivo procesada de la misma for-
ma que los organoides humanos, pero sin células
(MGel), y por tltimo, el propio medio de cultivo
donde crecieron los organoides (ORGm), llamado
medio Boretto, ya que estd basado en una publica-
cién de este autor (Boretto et al., 2017) (Figura 2).

El experimento se realizé con el método
simple ciego.

Las muestras de las diferentes soluciones se
encontraban en criotubos de 2 ml congelados a
-80°C. Se descongelaron en hielo y se hicieron
3 alicuotas de 5 pl cada una para su posterior
uso en cada replicado.

El disefio experimental de este trabajo se
hizo sobre el cultivo embrionario, el cual se
dividié en 4 grupos:

* Grupo control. Los embriones se lleva-
ron a cultivo embrionario en el medio
COW-IVC-LYO.

* Grupo ORGs. El medio de cultivo em-
brionario COW-IVC-LYO se suplemen-
té con un 1% (v/v) de secreciones de
organoides de endometrio humano.

*  Grupo ORGm. El medio de cultivo em-
brionario COW-IVC-LYO se suplemen-
té con un 1% (v/v) de medio de cultivo
Boretto.

*  Grupo MGel. El medio de cultivo em-
brionario COW-IVC-LYO se suplement6
con un 1% (v/v) de fluido procedente de
la gota de matrigel con medio de cultivo
Boretto.

Para obtener un porcentaje del 1% (v/v) de
cada aditivo, se afadieron 247.5 ul de COW-
IVC-LYO y 2.5 pl de cada una de las muestras
a un tubo eppendorf. Una vez realizadas todas
las combinaciones, se prepararon las placas de
cultivo (Figura 3).
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Figura 2. A partir de muestras de endometrio humano se obtuvieron organoides. Los organoides
se desarrollaron en el medio de cultivo Boretto y se sembraron en gotas de matrigel. Al cultivo
embrionario bovino se afladieron secreciones de organoides de endometrio humano, una muestra
de matrigel con medio de cultivo procesado de la misma forma que los organoides humanos, pero
sin células, y por dltimo el propio medio de cultivo Boretto.
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Figura 3. Esquema del disefio experimental donde se muestran los distintos grupos experimentales
y el grupo control. Obsérvese que para cada tratamiento se prepard una placa de cultivo embriona-
rio con 4 gotas de 50 ul de medio de cultivo. Las dos primeras gotas se usaron para lavado y las
dos ultimas gotas para llevar a cultivo 25 embriones en cada una de ellas. Cada placa se rotulé con
su tratamiento correspondiente y la fecha.
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Se trabajé con una concentracion del 1% (v/v)
porque en el estudio de Lopera-Vasquez (Lopera-
Vasquez et al., 2017) se observé que el cultivo
de embriones con concentraciones de 5%, 10%
y 25% de fluido oviductal era perjudicial para el
desarrollo del embrion, con rendimientos de blas-
tocistos del 11%, 10% y 1% en el dia 9, respec-
tivamente, mientras que las concentraciones de
1.25% y 0.625% resultaron beneficiosas.

RESULTADOS

Se realizaron 3 replicados con un nimero
total de 600 ovocitos. Los ovocitos fueron so-
metidos a MIV, FIV y CIV.

Se realiz6 un control de FIV con 81 ovocitos,
fijindolos a las 24 hpi. Se obtuvo una tasa de
penetracion de 99%, una tasa de monospermia
de 87.7% y una tasa de eficiencia de 86.8%. Los
resultados de desarrollo embrionario a dia 2,7 y
8 post inseminacion, se muestran en la Tabla 1.

La tasa de divisién a 2-4 células a las 48 hpi,
fue igual en todos los grupos. Sin embargo, el
porcentaje de blastocistos a dia 7 y a dia 8 post
inseminacion, tanto si se calcula con respecto al
porcentaje de ovocitos totales como respecto al
porcentaje de ovocitos divididos, fue significa-
tivamente superior en el grupo ORGm respecto

del grupo control (con los valores mds bajos),
obteniéndose valores intermedios en los grupos
ORGs y MGel (Tabla 1).

En cuanto a la cinética del desarrollo hasta el
dia 7 (Figura 4), los resultados se expresan en la
Tabla 2. Como puede observarse, el grupo ORGm
tuvo una progresién mas avanzada a dia 7 post in-
seminacién que el resto de grupos y que el control,

¥

Figura 4. Ejemplo de como se visualizan los
blastocistos cultivados a dia 7 del grupo ORGm.
Se observan los embriones en diferentes etapas
de desarrollo. Las flechas azules sefialan blas-
tocistos bovinos.

Tabla 1. Porcentaje de blastocistos a dia 7 (D7) y dia 8 (D8) respecto al total de cigotos en cultivo
(% Total) y respecto a los cigotos divididos (% D2).

G N 2-4 células (%) D2 Blastocistos (%) D7 Blastocistos (%) D8
Tupo
P n % Total n % [Total % [/Divididos n % [Total % /Divididos
10.70 =
Control 150 122 8131+3.14 11 730+2.12*  9.00 +2.60* 16 5 540 13.15 £ 3.00*
1471
ORGs 150 130 86.74 +2.81 19 1272 £2.74% 1461 £3.19% 22 591 1691 +£3.32¢
2474
ORGm 150 117 7801347 28 1871328 2394+391® 37 3,500 31.66 +4.35°
16.00 +
MGel 150 129 8600281 22 1474x291® 17.00+3.31* 24 3.00% 18.62 + 3.40°

*Valores expresados como la media + error estandar. Nimero de replicados = 3. *°en la misma columna indican diferencias

estadisticamente significativas entre grupos (P < 0.05).
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Tabla 2. Cinética del desarrollo a blastocisto (D7). Evaluacién morfoldgica. Los datos proporcio-
nados muestran los resultados de la etapa de desarrollo de los embriones bovinos en los diferentes

grupos de tratamiento en el dia 7 de cultivo.

Blastocisto . Blastocisto Blastocisto
Blastocisto . .
Grupo N temprano expandido eclosionando
% Total % Total % Total % Total

Control 150 2.67+132 2.67 +1.32° 2.00+1.15* 0
ORGs 150 4.00 +1.61 4.00 = 1.61* 333+ 147® 1.33+0.94
ORGm 150 333147 6.67 £2.04® 8.00 £2.22° 0.67 +0.67
MGel 150 2.67+132 11.33 £2.60° 0.67 +£0.67° 0

*Valores expresados como la media + error estdndar. Nimero de replicados = 3. *? en la misma columna indican diferencias

estadisticamente significativas entre grupos (P < 0.05).

ya que el porcentaje de blastocistos expandidos
alcanz6 el 8%. Por su parte, el porcentaje de blas-
tocistos sin expandir fue significativamente mayor
en el grupo MGel que en los otros tres.

En el dia 8 post inseminacion, las diferencias
observadas en la cinética del desarrollo desapare-
cieron, siendo iguales todos los grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Cinética del desarrollo a blastocisto
(D8). Evaluacién morfolégica. Los datos propor-
cionados muestran los resultados de la etapa de
desarrollo de los embriones bovinos en los dife-
rentes grupos de tratamiento en el dia 8 de cultivo.

. Blastocisto  Blastocisto
Blastocisto . .
Grupo N expandido eclosionando
% Total % Total % Total

Control 150 6.67+2.04 133+094 2.67+132
ORGs 150 533+184 600195 333+147
ORGm 150 12.00+2.66 733+2.14 533+1.84
MGel 150 10.67+2.53 400+1.61 133+0.94

*Valores expresados como la media =+ error estdndar. Ntimero
de replicados = 3. *® en la misma columna indican diferen-
cias estadisticamente significativas entre grupos (P < 0.05).

En cuanto a los resultados de Ia tincién di-
ferencial (Figura 5), se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero

| 500 pm

Figura 5. Ejemplo de la tincién diferencial.
“A” y “B” muestran un blastocisto de dia 8
eclosionando del grupo ORGm. En “A” se ven
las células totales del blastocisto en azul; ndtese
que a la derecha de la imagen se ven las células
de la MCI. En “B” se observan las células de
trofectodermo de un color rojo.
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de células totales entre el grupo ORGm y los
grupos control y MGel, presentando el grupo
ORGs valores intermedios (Tabla 4). Del mis-
mo modo, pudo observarse que el grupo ORGm
tenfa un nimero de células del trofectodermo
significativamente mayor que los grupos con-
trol y MGel, y que el grupo ORGs presentaban
valores intermedios entre el control y el ORGm.

DISCUSION

Este estudio evalda la eficacia de las secre-
ciones derivadas de organoides de endometrio
humano en un sistema de produccién in vitro
de embriones bovinos. Se decidi6 utilizar te-
jido humano en lugar de bovino debido a que
las condiciones de cultivo y estudio para los
organoides humanos estin mds avanzadas y
estandarizadas (Rossi et al., 2018) en compa-
racién con las condiciones para los organoides
bovinos. Este estudio se llevd a cabo como una
investigacion preliminar que sienta las bases
para el futuro desarrollo de modelos de orga-
noides bovinos.

Los organoides son estructuras 3D comple-
jas que muestran arquitecturas y funcionalida-
des similares a las de los drganos in vivo. Se

desarrollan a partir de células madre o progeni-
toras especificas de 6rganos a través de un pro-
ceso de autoorganizacién (Rossi et al., 2018).
Hay numerosos estudios que han desarrollado
organoides de endometrio para entender mejor
su biologia, ya que juega un papel crucial en la
implantacion del embrién y el establecimien-
to de la gestacioén (Fitzgerald et al., 2021). En
el endometrio se liberan una gran cantidad de
factores en un momento especifico para sin-
cronizar el programa de diferenciacién tanto
del embrién como del endometrio (Massimiani
et al., 2019). Por ello, en este estudio se planted
la hipdtesis de afiadir secreciones derivadas de
organoides de endometrio humano al cultivo in
vitro bovino, para aumentar la tasa de eficiencia
de la obtencién de blastocistos.

En el fluido uterino se han detectado fac-
tores de crecimiento, incluyendo el factor esti-
mulante de colonias de granulocitos y macréfa-
gos (GM-CSF o factor estimulante de colonias
(CSF) 2), el factor activador de plaquetas (PAF)
y el factor de crecimiento derivado de hepa-
toma (HDGF). Todos estos elementos mejoran
el desarrollo de blastocistos in vitro y aumen-
tan el ndmero de células (Gémez et al., 2014;
Gopichandran & Leese, 2006). Tedricamente,

Tabla 4. Numero medio de células de blastocistos a DS. Los pardmetros evaluados incluyen el
nimero total de células, el nimero de células del trofectodermo y el nimero de células de la masa
celular interna (MCI) y la ratio de nimero de células de la masa celular interna/ nimero de células

del trofectodermo.

N° Células .
N° Células totales N° Células MCI Ratio MCI/TF
Grupo N trofectodermo
Media + error Media + error Media + error Media + error
Control 12 90.33 + 12.80* 67.60 £ 16.13* 43.20 £ 4.53® 0.72+0.13
ORGs 17 135.00 £ 22.19 160.71 £ 27.40% 64.33 £9.20° 0.79 £0.51
ORGm 21 167.90 + 20.89° 175.90 + 26.79¢ 62.30 £ 5.22® 047 +£0.11
MGel 18 80.72 + 6.26* 58.71 £ 6.90* 37.71 +£5.09 0.68 +0.11

*Valores expresados como la media + error estandar. Nimero de replicados = 3. *"¢ en la misma columna indican dife-

rencias estadisticamente significativas entre grupos (P < 0.05).
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estos organoides serian capaces de producir se-
creciones semejantes al fluido uterino y asi, al
afiadirselo al medio de cultivo embrionario, me-
joraria el cultivo in vitro de embriones imitando
las condiciones fisioldgicas que existen in vivo.

Sin embargo, los resultados de este estudio
no mostraron diferencias significativas entre el
tratamiento que contenia las secreciones deriva-
das de organoides respecto al control (medio de
cultivo COW-IVC-LYO). Una explicacién que
podria justificar la no confirmacién de nuestra
hipétesis en las condiciones de este trabajo es
la baja concentracién a la que se afiadieron las
secreciones al medio de cultivo embrionario.
Concretamente se afiadieron a una concentra-
cién del 1% (v/v). En estudios posteriores se
deberian probar estas secreciones a concentra-
ciones crecientes, por ejemplo, del 1.5%, 2% y
2.5%. Concentraciones mayores a las propues-
tas no estarian indicadas, ya que podrian resul-
tar nocivas para los embriones (Lopera-Vasquez
et al., 2017). Ademads, las secreciones corres-
ponden a organoides de endometrio humano y
no bovino. Aunque los humanos y los bovinos
son mamiferos y comparten algunas similitu-
des biolégicas bésicas, hay diferencias impor-
tantes en su fisiologia, metabolismo, anatomia
y respuesta a los tratamientos. Se requieren in-
vestigaciones futuras especificas y estudios en
embriones bovinos para comprender cémo se
comportan y responden a los tratamientos plan-
teados en este estudio.

No obstante, en los resultados si se obser-
v6 una mayor tasa de desarrollo de blastocis-
tos a dia 7 y 8 post inseminacién en los em-
briones bovinos que recibieron el tratamiento
ORGm, es decir, aquellos embriones en los
que al medio de cultivo embrionario COW-
IVC-LYO se suplementé con un 1% (v/v) de
medio de cultivo Boretto, en comparacién con
el resto de tratamientos. Ademaéas, hubo una
diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo control. También se observa
que el grupo ORGm tuvo un mayor porcen-
taje de blastocistos expandidos que el resto

de grupos, alcanzando un 8% de blastocistos
expandidos respecto al total de embriones que
se llevaron a cultivo, por lo que presentaba
una cinética del desarrollo mds avanzada. Esta
misma tendencia la podemos observar en el
ndmero de células de los blastocistos, donde
el grupo ORGm presenta el mayor niimero de
células. Estos datos nos sugieren que el medio
de cultivo Boretto debe estar compuesto por
elementos que estimulan el desarrollo de em-
briones preimplantatorios y las divisiones ce-
lulares. El medio de cultivo Boretto en el que
se desarrollaron los organoides de endometrio
humano (Boretto et al., 2017), estd suplemen-
tado con insulina-transferrina-selenio (ITS),
con Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)
y con Factor de Crecimiento Fibrobldstico 10
(FGF10). La insulina tiene efecto mitégeno
sobre el epitelio endometrial (Shiraga et al.,
1997). El EGF participa en las vias de sefiali-
zacién celular que controlan la multiplicacién
y supervivencia de las células (Wells, 1999).
Y los miembros de la familia FGF poseen
amplias actividades mitogénicas y de super-
vivencia celular, y estdn involucrados en una
variedad de procesos bioldgicos, incluidos el
desarrollo embrionario, el crecimiento celular,
la morfogénesis, la reparaciéon de tejidos, el
crecimiento tumoral y la invasién (Itoh, 2016).
La conexion entre la insulina-transferrina-se-
lenio (ITS), el EGF y los FGFs, radica en su
capacidad para promover el crecimiento y la
supervivencia celular. En los cultivos celula-
res, se pueden utilizar combinaciones de ITS
junto con EGF o FGFs para proporcionar un
entorno 6ptimo para el crecimiento y la pro-
liferacién de células especificas. Estos com-
ponentes juntos pueden actuar sinérgicamente
para mejorar la viabilidad y funcionalidad de
las células en cultivo. Esto puede explicar el
avanzado desarrollo que tienen los blastocistos
que fueron sometidos a este tratamiento (Me-
salam et al., 2019; Arias et al., 2022). Diferen-
tes estudios han mostrado que los embriones
con un desarrollo rdpido tenian mayores tasas
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de blastocistos que aquellos con un desarrollo
mas lento (Garcia et al., 2015). Otros estudios
también han demostrado que los embriones de
rapido desarrollo presentan mejor calidad que
embriones de desarrollo lento (Bastos et al.,
2008; van Soom et al., 1997). Sin embargo, un
desarrollo demasiado acelerado podria ser per-
judicial porque los genes relacionados con el
imprinting se ven alterados, como pasa con los
ratones (Market Velker et al., 2012). Por ello,
al afadir concentraciones bajas, por ejemplo,
del 1% del medio Boretto al medio de cultivo
embrionario mejoraria las tasas de blastocis-
tos, ya que tienen un desarrollo mds rdpido
que el resto de tratamientos, pero sin que esta
aceleracion llegara a ser excesiva y, por tanto,
perjudicial.

Se deben mencionar algunas limitaciones
que se han tenido a la hora de realizar este tra-
bajo. La eficiencia de obtencién de blastocistos
en ninguno de los tratamientos ha superado el
25% respecto al total de ovocitos. Sélo el tra-
tamiento ORGm alcanzé una tasa de blastocis-
tos del 24.74% en dia 8 de cultivo. Este dato
estd lejos de la tasa alcanzada en otros estudios,
donde la eficiencia ronda el 35-40% (Kepkova
et al., 2011; Lonergan & Fair, 2016). Una ex-
plicacion a estos resultados puede deberse a la
baja calidad de los ovocitos con los que se ha
trabajado, entre otras cosas debido a la época
del afo y al calor extremo que han soportado
los animales de los que se obtuvieron los ovo-
citos en el sureste espafiol. Por otra parte, los
ovocitos procedian de mataderos locales. Esto
tiene ciertas ventajas. Se puede conseguir un
gran nimero de ovocitos, ya que los mataderos
suelen ser fuente de grandes cantidades de ova-
rios de vacas, lo que proporciona una amplia
disponibilidad de ovocitos bovinos para su uso
en investigacién, reproduccion asistida o pro-
duccion de embriones. Ademas, obtener ovoci-
tos de mataderos puede resultar menos costoso
en comparacién con otras opciones, como la
OPU (Ovum pick up). Sin embargo, también
tiene ciertas desventajas, como la calidad y el

estado de los ovocitos. Aunque en los tdltimos
afios se ha avanzado mucho en el desarrollo de
la maduracion in vitro de ovocitos, la calidad
sigue siendo mds baja en comparacién con los
ovocitos madurados in vivo (Nagai, 2001).

Tras analizar las mejoras obtenidas en este
trabajo cabria la posibilidad de afiadir el medio
de cultivo Boretto o algunos de sus compo-
nentes principales al medio de cultivo bovino,
pero este hecho deberia ser evaluado desde las
perspectivas cientifica y econémica. El medio
de cultivo Boretto es prometedor para la inves-
tigacion, ya que sus componentes son ideales
para el cultivo de embriones bovinos. Sin em-
bargo, habria que evaluar su coste/beneficio,
ya que, los embriones bovinos se pueden con-
siderar un producto comercial porque el ob-
jetivo de la PIV bovina es generar embriones
para venderlos y transferirlos y este paso debe
de salir rentable a los ganaderos. Por ello, es
necesario seguir investigando con secreciones
de organoides especificas de bovino produci-
das a gran escala para poder disefiar un medio
que incremente el rendimiento de la PIV y que
sea rentable para todas las partes involucradas
en la industria bovina.

CONCLUSIONES

La adicién de secreciones de organoides de
endometrio humano al 1% (v/v) de concentra-
cion al cultivo embrionario in vitro bovino no
mejora la tasa de obtencion de blastocistos a dia
7y 8 post inseminacion.

La adicién del medio Boretto al 1% (v/v)
de concentracion al cultivo embrionario in vitro
bovino mejora la tasa de obtencién de blastocis-
tos a dias 7 y 8 post inseminacién respecto al
control, e incrementa la cinética de desarrollo
de los embriones a dia 7 post inseminacion, y el
nimero de células respecto al control.

La adicion de al 1% (v/v) de concentracion
de fluidos de gota de matrigel al cultivo embrio-
nario in vitro bovino no tiene ningtin efecto en
el desarrollo de los embriones bovinos.
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