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Resumen




En la especie humana la mayoria de los ovocitos obtenidos tras la realizacion de
un ciclo de estimulacion ovéarica controlada (mediante el empleo de gonadotropinas) se
encuentran en el estadio de metafase II (ovocito maduro). No obstante,
aproximadamente un 15-20% de los ovocitos recuperados se encuentran en los estadios
de metafase I y vesicula germinal y son normalmente descartados debido a su limitada
capacidad de desarrollo embrionario. Sin embargo, en algunos casos en los que se
recupera un numero limitado de ovocitos en estadio de metafase I, la maduracion in
vitro de los ovocitos inmaduros se presentaria como una opcion para aumentar el
numero de ovocitos a fecundar y por tanto, de embriones a transferir a la paciente.
Ademas de su aplicacion clinica, estos ovocitos suponen una fuente potencial para la
investigacion, tanto de la maduracién ovocitaria como para aplicaciones en medicina

regenerativa.

Pese a su posible utilizacion en reproduccion e investigacion, las condiciones de
cultivo existentes para ovocitos inmaduros denudados no han sido optimizadas. En el
presente trabajo se han evaluado diferentes medios de maduracion in vitro y se ha
investigado la competencia de los ovocitos inmaduros tras su maduracion in vitro. Para
ello se evaluaron los siguientes parametros: tasa de maduracion in vitro, configuracion
del huso meidtico/organizacion cromosomica, nimero de copias de ADN mitocondrial
y expresion de receptores hormonales y factores de crecimiento. Ademads, se valord su
capacidad de desarrollo embrionario tras activacion partenogenota. Para favorecer la
maduracion citoplasmatica de los ovocitos en vesicula germinal, se utilizaron dos
estrategias. Por un lado, se cultivaron los ovocitos en presencia del inhibidor de la
maduracion nuclear, cilostamida. Por otro lado, se cred una matriz tridimensional entre
el ovocito y las células del caimulo que permitio la reconstruccion del complejo cumulo-
corona-ovocito. Ademads, el co-cultivo tridimensional también se suplementd con
cilostamida para potenciar el efecto de ambas opciones. Y finalmente, se evalu6 la
competencia ovocitaria segun su capacidad para generar células madre embrionarias

partenogenotas humanas.
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Most of the human oocytes collected after a controlled ovarian stimulation
treatment (using gonadotropins) are at the metaphase II stage (also called matured
oocytes). Nonetheless, approximately 15-20% of collected oocytes are classified as
metaphase | and germinal vesicle stages. These oocytes are usually discarded due to
their reduced developmental competence. Nevertheless, in cases where a limited
number of mature oocytes are recovered, in vifro maturation may provide an
opportunity to increase the number of oocytes to be fertilized and, therefore, the
embryos for transfer to the patient. Besides its clinical application, these oocytes
represent a potential source both for oocyte maturation and regenerative medicine

applications.

In spite of its possible clinical and research use, maturation conditions for these
type of oocytes (immature and from ovarian stimulation treatments) have not been
optimized yet. In the present study the oocyte’s competence after in vitro maturation
under different maturation conditions has been evaluated. In particular, the following
parameters have been assessed: in  vifro maturation rate, spindle
configuration/chromosome organization, mitochondrial DNA copy number and the
expression of hormone and growth factor receptors. In addition, embryo developmental
competence after parthenogenetic activation was evaluated. In order to improve
germinal vesicle oocyte’s cytoplasmic competence two different strategies were tested.
On the one hand, oocytes were culture in the presence of cilostamide, a nuclear
maturation inhibitor. On the other hand, a three-dimensional matrix was created
between the oocyte and cumulus cells that allowed the reconstruction of the cumulus
oocyte complex. Furthermore, the three-dimensional co-culture was supplemented with
cilostamide in order to strengthen both effects. Finally, oocyte competence was

determined by its ability to generate human parthenogenetic embryonic stem cells.
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I. Introduccion

I. Gonadogénesis, ovogénesis y foliculogénesis en la especie humana

1.1 Gonadogénesis ovarica

Al inicio de la 4* semana de desarrollo embrionario aparece la primera
manifestacion de las gonadas en forma de un par de eminencias longitudinales o crestas
genitales, situadas entre el mesonefros y el mesenterio dorsal (Figura la). Estas se
desarrollan por la condensacion del mesénquima subyacente y la proliferacion del
epitelio celémico que lo recubre. Por su parte, las células germinales primordiales, que
ya han quedado determinadas en el estadio de morula (4° dia después de la
fecundacion), se localizan en el extremo caudal del embrion. Entre la 4* y la 6* semana
de embarazo y siguiendo el trayecto del mesenterio dorsal del intestino posterior,
migran mediante movimientos ameboideos hasta alcanzar las crestas genitales (Figura
la). Aqui, experimentan divisiones mitoticas sucesivas. De forma simultanea, el epitelio
celomico penetra el mesénquima subyacente para formar los cordones sexuales
primitivos. Se forma asi, la gonada indiferenciada, que no pasard a diferenciarse en
ovario o testiculo hasta la 7* semana de vida fetal. Por defecto, y en ausencia del factor
determinante testicular (TDF), codificado por el gen SRY (sex-determining region) del

cromosoma Y (Tho et al., 1992), la gonada indiferenciada formara el ovario.

/(a) (b) \

Tubo neural

Cresta genital

Corteza suprarrenal Médula suprarrenal
Aorta

Cresta genital

Mesonefros

pitelio celémico

Rete ovarii

i ) ) ) esenterio dorsal Células germinales
Células germinales primordiales primordiales Cordones sexuales

secundarios
\ Embrién de 5-6 semanas Godnada semana 8-10

Figura 1: Formacion de las gonadas y colonizacién de las células germinales. a) Localizacién de la
cresta genital. Trayecto de las células germinales hasta alcanzar la cresta genital. b) Formacion de la
rete ovarii 'y cordones sexuales secundarios (Reproducido de Sadler TW. Langman’s Medical
Embryology. 6™ Ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1990: 373; modificado).

Introduccion-1



Entre la 6 y la 8" semana de desarrollo, se observan los primeros signos de
diferenciacion hacia el ovario. Las células germinales, denominadas ya ovogonias, se
siguen propagando por mitosis. Entre la 8" y la 10 semana de desarrollo, los cordones
primitivos penetran en la médula para formar la rete ovarii que pronto se reserva en el
interior del ovario. Al mismo tiempo, se forman los cordones sexuales secundarios, que
incorporan, mientras proliferan, nuevas ovogonias, iniciando su diferenciacion a
foliculos primordiales (Figura 1b) (ver capitulo 1.2 Foliculogénesis. Foliculo primordial-

primario).

1.2 Ovogénesis y foliculogénesis
La ovogénesis y la foliculogénesis ocurren de forma simultanea, sin embargo,
con el fin de describirlos con mayor detalle se abordan a continuacion de forma

independiente.

Ovogénesis

La ovogénesis comienza con la diferenciacion de las células germinales en
ovogonias y finaliza con su diferenciacion en ovocitos. Cada ovogonia se divide
mediante mitosis y alrededor de la 6* semana de gestacion cada ovario contiene cerca de
26.000 ovogonias, alcanzando las 250.000 ovogonias en la semana 9, momento en el
que algunas ovogonias comienzan a dividirse por meiosis. Sin embargo, la mayoria de
las ovogonias contintian su division mitotica, que termina aproximadamente hacia la
semana 20 de gestacion, llegando a alcanzar casi 7 millones de ovogonias en ambos
ovarios (Lutterodt et al., 2009).

Durante el desarrollo fetal, la rete ovarii secreta un factor desconocido
desencadenante de la entrada en meiosis de las ovogonias (Byskov, 1974; Bowles y
Koopman, 2007). Al comenzar la primera division meiodtica (meiosis 1) las ovogonias
pasan a denominarse ovocitos primarios.

El ovocito primario, que tiene una dotaciéon cromosdmica diploide (2n), no
completa la meiosis I y queda detenido en el diploteno de la profase. La progresion de la
meiosis hasta el estadio de diploteno transcurre durante la gestacion y se completa en el
momento del nacimiento. En este estadio, los cromosomas estdn descondensados y
protegidos por la membrana nuclear, configuracion conocida como vesicula germinal
(VG). Los ovocitos VG estdn rodeados por una capa de células de la granulosa

aplanadas y compactas, conformando el foliculo primordial.
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A pesar del arresto meiotico, la actividad transcripcional es activa, resultando en
la acumulacion de grandes cantidades de ARNm (4cido ribonucleico mensajero) y
ARNr (4cido ribonucleico ribosémico) que, posteriormente, seran empleados para
producir las proteinas necesarias durante la maduracion ovocitaria, la fecundacion, asi
como para el desarrollo del embrion una vez que el ovocito es fecundado (Johnson y
Everitt, 2000).

Los ovocitos se mantienen en estadio de ovocito primario hasta la llegada de la
pubertad. En ese momento, y en respuesta al pico preovulatorio de gonadotropinas en
cada ciclo menstrual, unos pocos ovocitos primarios (en torno a 20-25 por ciclo) son
reclutados para completar la meiosis I, generando dos células hijas: un ovocito
secundario (n, 2 cromatidas) y un corpusculo polar (CP) que no es funcional. Los
ovocitos secundarios inician la meiosis Il pero quedan detenidos de nuevo en metafase
(MII), momento en el que se produce la ovulacion. De entre todos los ovocitos
primarios que reinician la meiosis, s6lo uno de ellos proseguirad con éxito hasta MII y
sera ovulado. Este ovocito no finalizard la meiosis II y extruird el segundo CP (2CP)

hasta que se produzca la fecundacion (Figura 2).

Qestre gestacion 2° Trimestre gestacion Vida adulta \
Mitosis
—> —>> —>—>

Ovogonia Ovogonia Ovocito prlmarlo Ovocito secundano Ovocito maduro
Mitosis (46 cromosomas, 2 cromatidas) 6)23 cromosomas, 2 cromatidas) @ (23 cromosomas, 1 cromatida)
1CP 2CP
(23 cromosomas, 2 crométidas) (23 cromosomas, 1 crométida)

Ovogonia .. ..
Meiosis | Meiosis Il
Fecundacion

Figura 2: Ovogénesis. Durante la ovogénesis, a partir de una célula diploide (ovocito primario) se
produce una célula haploide funcional (ovocito maduro) y dos células haploides no funcionales
(corpusculos polares, CP).

Foliculogénesis

Del total de foliculos primordiales (contienen ovocitos primarios) tan solo un
10% es reclutado para entrar en el pool de foliculos en crecimiento y desarrollarse como
foliculos primarios, preantrales y antrales (Eppig, 2001; Gougeon, 2010). Se desconoce

cuales son los mecanismos que regulan dicho reclutamiento, pero parece tratarse de
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sefiales no gonadotropicas (Eppig, 2001; Gougeon, 2010). EI 90% restante de los
foliculos primordiales degenerara por apoptosis. Asi pues, los ovarios pasan de tener
aproximadamente 7 millones de foliculos primordiales con ovocitos primarios a 1-2
millones en el momento del nacimiento (Fabregues et al., 2009). Durante la infancia
muchos de estos foliculos degeneran por atresia folicular, llegando el ovario a la
pubertad con alrededor de 400.000 foliculos primordiales. Muchos de ellos siguen
sufriendo atresia a lo largo de la vida reproductiva y solo de 300 a 400 pasardn a
foliculos antrales y seran ovulados (Franchi et al., 1962). Cuando finalmente la reserva

folicular es pequefia o ausente se alcanza la menopausia (Figura 3).

/ 1.000.000 5~ \

800.000

600.000

400.000

200.000

0

/Numero de foliculos

Nacimiento Pubertad Menopausia /

Figura 3: Descenso en el nimero de foliculos primordiales desde el nacimiento hasta la menopausia.

Foliculos primordial-primario

El incremento del tamafio del ovocito y la transformacion de las células de la
granulosa aplanadas a células cuboidales (Figura 4), transforman al foliculo primordial
en foliculo primario (que sigue conteniendo al ovocito primario detenido en diploteno
I). En este momento comienzan a establecerse uniones tipo gap entre el ovocito y las
células de la granulosa que actuan a modo de canales para permitir el intercambio de

nutrientes, iones y moléculas reguladoras.

Foliculo preantral

Una vez que el crecimiento de las células de la granulosa se ha acelerado,
alcanzando de 3 a 6 capas (Gougeon, 1996), el foliculo progresa hasta el estadio
preantral. En este estadio la capa de células de la granulosa se separa del resto del
estroma mediante una membrana basal denominada ldmina basal y las células del

estroma circundante se diferencian en capas celulares concéntricas denominadas teca
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interna (las capas mas cercanas a la lamina basal) y teca externa (las capas mas lejanas)
(Figura 4). Ademas, el ovocito, que ha aumentado de tamafio se rodea de una membrana
denominada zona pelucida (ZP; Figura 4). Se trata de una sustancia acelular compuesta
por glicoproteinas secretadas por el ovocito que alcanza un grosor de unas 7 um. Las
funciones de cada tipo de glicoproteinas son diferentes (asi como sus patrones de
glicosilacion) e incluyen la receptividad al espermatozoide, la induccion de la reaccion
acrosomica y el bloqueo que tiene lugar una vez que el espermatozoide ha penetrado en
el ovocito. La ZP permanecerd rodeando al ovocito primero y al embrion después, hasta
el momento de la implantacion.

Es en el estadio de foliculo preantral, cuando las células de la granulosa se dotan
de los receptores especificos para la hormona foliculo estimulante (FSH) (Oktay et. al,
1997). La union de la FSH a sus receptores activa la cascada de sefalizacion de la
adenilato ciclasa (AC) responsable de: 1) la produccion de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), necesaria para mantener al ovocito detenido en profase I; 2) estimular la
proliferacion de las células de la granulosa y 3) activar el sistema enzimatico de la

aromatasa responsable de convertir los androgenos en estrogenos.

Foliculo antral

El efecto sinérgico de estrogenos y FSH es responsable de la secrecion del fluido
folicular por parte de las células de la granulosa. La acumulacion del mismo en los
espacios intercelulares fuerza la separacion de las células, forméandose el antrum. Este
estadio se conoce como foliculo antral, que continua conteniendo un ovocito primario
detenido en diploteno I (Figura 4).

El fluido folicular estd compuesto por una fraccion del plasma sanguineo y por
la secrecion de las propias células de la granulosa y contiene una amplia variedad de
proteinas, citoquinas y factores de crecimiento, asi como hormonas, electrolitos y
precursores metabolicos. Los componentes y sus proporciones cambian en funcion de la
actividad metabolica de las células de la granulosa y del ovocito a lo largo del desarrollo
folicular. En foliculos de pequefio tamafio la concentracion de proteinas es menor que
en el plasma. No obstante, a medida que el antrum va creciendo, aumenta la
permeabilidad de las células de la granulosa e incrementa la composicion de sales
minerales, de ciertos precursores metabolicos (como el lactato), de aminoacidos (a
excepcion de la cisteina) y de 4cido linoleico. Este estimula la actividad de la AC y la

produccion de AMPc, contribuyendo al arresto meidtico.
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Con la formacién del antrum folicular, las células de la granulosa se diferencian

en dos tipos celulares anatomica y funcionalmente distintos: las células de la granulosa
mural, que revisten la pared folicular y cuya principal funcion es esteroidogénica y las

células del cumulus oophorus (camulo), que se encuentran rodeando al ovocito. La capa

mas interna constituye la corona radiada.

&
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+
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L
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( , - N
-
- T ,
:Q) { Lamina basal Células de la teca externa Células del camulo
-5 Células de la teca intema Antrum
| Foliculo Disminucion FSH y atresia del resto de foliculos
Foliculo primordi | Foliculo primario Foliculo preantral l Foliculo antral
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Fase independiente de gonadotropina% Fase que responde a gonadotropina% Fase dependiente de gonadotropinas

Figura 4: Etapas y control hormonal del desarrollo folicular. En la figura se esquematizan el
desarrollo y crecimiento folicular desde el estadio de foliculo primordial hasta el estadio de foliculo
antral.

Para salvar la distancia entre las recién diferenciadas células del cimulo y el
ovocito, estas células desarrollan unas proyecciones citoplasmaticas transzonales
altamente especializadas que penetran la ZP y lindan con la membrana ovocitaria. Al
final de estas proyecciones las células del camulo mantienen uniones tipo gap con el
ovocito (Albertini y Anderson, 1978) (Figura 5, Gilchrist, 1996). Esta red de uniones de
membrana agrupa al ovocito con las células del caimulo en una estructura funcional que
es esencial para el crecimiento ovocitario, el complejo cimulo-corona-ovocito (CCO)

(Eppig, 1977).
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Figura S: Emparejamiento cumulo-ovocito mediante
proyecciones transzonales y uniones tipo gap. Micrografia de
transmision electronica de un complejo CCO de primate a nivel
de la interfase cumulo-ovocito. La ilustracién representa una
proyeccién transzonal (TZP) que penetra en la ZP y forma una
estructura denominada foot-process (FP) que linda con el
oolema. La imagen insertada representa un aumento del FP que
muestra la presencia de organelas al final de la TZP, asi como la
asociacion intima entre las dos membranas y el lugar de las

uniones tipo gap (GJ). (Reproducido de Gilchrist, 1996).

1.3 Comunicacion entre el ovocito y las células del cimulo

El mantenimiento de un adecuado didlogo entre el ovocito y las células de la
granulosa y del camulo, sobre todo durante el periodo preantral y antral temprano, es
crucial para el correcto acompasamiento de los procesos de maduracion nuclear y
citoplasmatica. Esta comunicacion no solo permite la nutriciéon del ovocito sino también
la regulacidon de la transcripcion y traduccion de ARNm y proteinas que el ovocito
necesitara para sustentar el inicio del desarrollo embrionario. No es de sorprender pues
que las uniones gap sufran un cambio dinamico (en forma y numero) a lo largo del
desarrollo folicular para satisfacer las necesidades puntuales del ovocito. Asi, son mas
abundantes durante el periodo preantral, y durante ciertos picos de crecimiento
ovocitario se invaginan mas profundamente en el ovocito, probablemente favoreciendo
un mayor aporte de moléculas. El complejo CCO acaba formando una especie de

sincitio que permanecera hasta las ultimas etapas de la foliculogénesis.

1.3.1 Moléculas que se intercambian a través de las uniones gap

Las uniones gap estan formadas por conexinas (Cx) y permiten el intercambio
de moléculas de hasta 1.000 Da con muy baja resistencia eléctrica entre las células del
cumulo y el ovocito, asi como también entre las propias células del camulo (Eppig,
1994). Las moléculas que pasan via las uniones gap incluyen iones, metabolitos y
aminoacidos necesarios para el crecimiento ovocitario (Colonna et al., 1989), asi como
pequeiias moléculas reguladoras como el AMPc, guanosin monofosfato ciclico (GMPc)

0 purinas que controlan la maduracion nuclear (Racowsky, 1985).
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Las uniones gap facilitan el aporte crucial de glucosa al ovocito

El metabolismo de la glucosa es crucial para los procesos de maduracion
ovocitaria (capitulo II) y posterior desarrollo embrionario (Sutton-McDowall et al.,
2010). La captacion de glucosa desde el fluido folicular requiere de la presencia de
transportadores de glucosa (GLUT) en la membrana celular (Dan Goor et al., 1997). El
ovocito solo presenta una de las isoformas del transportador de la glucosa (GLUT-1).
Ademas, los ovocitos tienen una menor cantidad de la enzima glicolitica
fosfofructoquinasa (Cetica et al., 2002), limitando su capacidad para utilizar este
sustrato (Sutton-McDowall et al., 2010). Por otro lado, las células del cumulo expresan
las cuatro isoformas del transportador de glucosa (Dan-Goor et al., 1997), con mayor
afinidad por este sustrato y con mayor actividad fosfofructoquinasa que, de forma
eficaz, convierte la glucosa en otros sustratos energéticos que si pueden ser utilizados
por el ovocito (Sutton-McDowall et al., 2010; Songsasen, 2012).

Las células del camulo metabolizan la glucosa a través de la glicolisis y la via de
las pentosas fosfato (PPP) (Songsasen, 2012). La mayor parte de la glucosa es
metabolizada en la via glicolitica para producir adenosin trifosfato (ATP), piruvato y
lactato. El piruvato y lactato entran en el ovocito y son metabolizados para producir
nuevas moléculas de ATP (Songsasen, 2012). En la via de las PPP se obtiene
dinucledtido adenina nicotinamida (NADH, forma reducida), esencial para la
produccion de glutation (Sutton-McDowall et al., 2010; Garcia et al., 2010) y ribosa-5-
fosfato, necesaria para la sintesis de dacido desoxirribonucleico (ADN) y 4acido

ribonucleico (ARN) (Sutton-McDowall et al., 2010).

1.3.2 Factores paracrinos secretados por el ovocito
Ademas de las uniones tipo gap, la comunicacién ovocito-células del cimulo
esta también mediada por factores paracrinos (Eppig, 1994).

El ovocito secreta factores de crecimiento conocidos como factores de secrecion

ovocitaria (OSFs) que actiian directamente sobre las células de la granulosa mural y del
cumulo, regulando gran variedad de sus funciones. Dos de los OSFs mas importantes
son el factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9) y la proteina morfogenética
osea 15 (BMP15). Estos factores pertenecen a la familia de los factores de crecimiento
transformadores beta (TGFP) que, ademas de ser esenciales en la foliculogénesis

temprana, regulan la diferenciacion de las células de la granulosa mural y las células del
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cumulo. Ambas proteinas, GDF9 y BMP15, son expresadas por el ovocito de forma
progresiva a lo largo del crecimiento folicular (Kathirvel et al., 2013).

Las células de la granulosa/cumulo expresan gran parte del sistema de
sefializacion de la familia TGFp, incluyendo la mayoria de los receptores Tipo I
(quinasas tipo activina, ALK), los receptores Tipo II, co-receptores como el betaglicano,
proteinas de unién como la folistatina y mensajeros celulares como las moléculas
transductoras de sefal intracelular (SMAD) (Juengel y McNatty, 2005). La union de los
factores paracrinos a ambos receptores (Tipos I y II) resulta en la heterodimerizacion
del receptor, en la fosforilacion de ALK y SMAD (Figura 6), que en ultima instancia

modifica la expresion génica.

Figura 6: Cascada de sefializacion de los
factores paracrinos entre el ovocito y las células
del cumulo (Reproducido de Gilchrist, 1996). El
receptor de BMPs normalmente utilizado por los
OSFs es de Tipo 11 (BMPsRII). La uniéon del GDF-
9 al heterodimero BMPRII/ALKS activa al ALKS,
que seguidamente fosforila SMAD2-3, que al
asociarse con SMAD4 forma un complejo que
actia a nivel nuclear activando la expresion de
genes especificos. Por su parte, la union de BMP15
(también BMP6) al heterodimero BMPRII/ALK6
activa al ALK6 que fosforila SMADI-5-8 que, al
asociarse con SMAD4, forma un complejo que
actia a nivel nuclear activando la expresion de
genes que preparan al foliculo para la ovulacion
(Russell y Robker, 2007).

"SMAD4’

_—

Entre las funciones que regulan los OSFs destacan las siguientes:

1) Regulacion del ligando Kif (tirosin quinasa) de las células de la granulosa. El

ligando Kit (Kitl) es producido por las células de la granulosa del foliculo preantral y al
unirse al receptor Kit localizado en el oolema ovocitario estimula el crecimiento del
ovocito (Packer et al., 1994). Estudios in vitro indican que la expresion del Kitl en
células de la granulosa es inhibida por GDF9 y estimulada por BMP15 (Joyce et al.,
2000). Asi, mientras el co-cultivo de ovocitos en crecimiento con células de la
granulosa preantrales estimula la expresion de Ki#/, cuando el ovocito ha alcanzado su

tamafio definitivo este estimulo queda suprimido (Joyce et al., 2000).
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2) Estimulacién de la proliferacion de células de la granulosa/cumulo. A través
de los OSFs, los ovocitos son potentes estimuladores de la sintesis de ADN y de la
proliferacion celular de la granulosa mural y del cimulo (Gilchrist et al., 2008).

3) Prevencién de la apoptosis de las células del cimulo. La eliminacion

microquirtrgica del ovocito del complejo CCO incrementa la apoptosis en las células
del cimulo, mientras que la exposicion del CCO ovocitectomizado a OSFs la revierte
(Hussein et al., 2005).

4) Inhibicién de la luteinizacion de las células del ctimulo. La principal

caracteristica de la luteinizacion de las células foliculares es la produccion
esteroidogénica, en particular de progesterona. En ausencia del ovocito (mediante
eliminacion microquirurgica) la FSH estimula la produccion in vitro de progesterona en
las células de la granulosa mural y del cimulo, pero este efecto se revierte cuando los
CCOs ovocitectomizados son co-cultivados con ovocitos (Li et al., 2000).

5) Regulacion del metabolismo de las células del camulo. Pese a los diferentes

requerimientos y actividades metabolicas de los compartimentos celulares del complejo
CCO (Thompson et al., 2007), el ovocito dirige el metabolismo de las células del
cumulo para que le aporten los metabolitos que es incapaz de generar por si mismo
(Gilchrist et al., 2008).

6) Estimulacion de la expansion y mucificacion de las células del cumulo. El

inicio de la expansion de las células del cumulo depende de dos senales: a)
gonadotropinas o factores tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) y b) factores
activadores de la expansion del cumulo (CEEFs) liberados de forma paracrina por el
ovocito. Estos permiten que las células del cumulo respondan a la sefial
gonadotropica/EGF y sinteticen moléculas de la matriz extracelular (ECM). Mientras
que en raton la expansion de las células del camulo depende exclusivamente de la
secrecion de los CEEFS por parte del ovocito, en la especie humana todavia se
desconoce si la expansion del cimulo requiere la secrecion de dichos factores (Gilchrist

et al, 2008).

1.3.3 Interrupcion de la comunicacion celular

Cuando el foliculo alcanza el estadio antral y contiene un ovocito en MII, las
uniones gap quedan inutilizadas mediante su fosforilacion (capitulo II.2.1 Procesos
desencadenados por el pico preovulatorio de LH). La ruptura de la comunicacion

intercelular es un requisito para que tenga lugar la ovulacion. A partir de este momento,
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las células del camulo s6lo quedan unidas al ovocito mediante microvellosidades
apicales capaces de proporcionar a la ZP un esqueleto citoplasmatico y suficientes para
el suministro de nutrientes y la retirada de catabolitos del ovocito maduro (Makabe et

al., 2006).

1.4 Control hormonal de la fase folicular

Las gonadotropinas FSH y LH (hormona luteinizante), producidas en la
adenohipofisis son esenciales para el desarrollo y funcionamiento normal de las
génadas. Ambas coordinan y regulan el crecimiento gonadal, su diferenciacion, la
funcion endocrina y la gametogénesis en ambos sexos (Moyle y Campbell, 1996).

Los foliculos primordiales y primarios son insensibles a las gonadotropinas
(debido a la ausencia de receptores, Figura 4). Con la llegada a la pubertad, la FSH se
une a sus receptores (RFSH) localizados en las células de la granulosa de foliculos
preantrales y en las células de la granulosa mural y del camulo en foliculos antrales
(Peters, 1979; Caixeta et al., 2009) estimulando el desarrollo folicular. La FSH
interviene también en el proceso de reclutamiento, crecimiento folicular, seleccion y
desarrollo del foliculo dominante.

En la fase antral temprana, la FSH estimula la produccion de estrogenos en las
células de la granulosa. Este aumento intrafolicular de estrogenos incrementa la
sensibilidad del foliculo a la FSH. En la mitad de la fase folicular, uno de los foliculos
reclutados habra producido un nivel de estrogenos mayor que los demas de la cohorte
(foliculo dominante), y éste sera el que se transforme en el foliculo ovulador. Ademas,
el aumento de los niveles de estrogenos estimula la aparicion de receptores para la LH
(RLH) en las células de la granulosa (DiZerega et al., 1980; Zeleznik et al., 1981), de la
teca y luteales (Yamoto et al., 1992). En las células de la teca, la LH estimula la
produccion de androgenos aromatizables (aromatizacion estrogénica) (Hillier et al.,
1994). La mayor parte de estos androgenos pasaran al sistema vascular del ovario,
mientras que una parte mas pequefia pasara a las células de la granulosa, donde seran
transformados en estrogenos. Al final de la fase folicular disminuye la concentracion
creciente de estrogenos (Fritz y Speroff, 1982) e inhibina B producida por las células de
la granulosa, inhibiendo la secrecion hipofisiaria de FSH y resultando en la atresia del
resto de los foliculos de la cohorte, asegurando que solo el foliculo dominante sea

ovulado (Figura 4). Ademés, la LH desencadena el reinicio de la meiosis y la
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luteinizacion de las células foliculares (formacion del cuerpo luteo) (Richards y Hedin,

1988), que sintetizan prostaglandinas necesarias para la ruptura folicular y la ovulacion.
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I1. Arresto y reanudacion de la meiosis ovocitaria

I1.1 El arresto meidtico

El ovocito primario permanece detenido en la profase de la primera division
meiodtica hasta la llegada de la pubertad (capitulo I). Son los elevados niveles
intraovocitarios de AMPc los responsables de este arresto meidtico (Bornslaeger et al.,
1986; Mehlmann et al., 2002). La concentracion intraovocitaria de AMPc depende del
ratio de sintesis y metabolismo a nivel ovocitario, que a su vez depende de la sintesis de
GMPec en las células de la granulosa, asi como del mantenimiento de las uniones tipo
gap.

En la Figura 7 se resume el mecanismo de regulacion del arresto meiotico del

ovocito en el foliculo antral.
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Figura 7: Via de regulacion del arresto meiético del ovocito en el foliculo antral. La union del NPC al
NPR2 presente en las células del caimulo resulta en la produccion de GMPc, que difunde hacia el ovocito
inhibiendo la actividad de la PDE3A, manteniendo el arresto meiotico del ovocito. AC: adenilato ciclasa.
AMPc: adenosin monofosfato ciclico. CC: célula del cimulo. CG: célula de la granulosa mural. Cx:
conexina. GMPc: guanosin monofosfato ciclico. GPR3: receptor ligado a proteina G. Gs: Proteina G.
NPC: péptido natriurético C. NPPC: precursor péptido natriurético C. NPR2: receptor péptido natriurético
2. 00: ovocito. PDE: fosfodiesterasa. RLH: receptor LH.

0

El precursor del péptido natriurético C (NPPC) producido en las células de la
granulosa mural es metabolizado en péptido natriurético C (NPC), que se acumula en el
espacio extracelular. El NPC se une al receptor del péptido natriurético 2 (NPR2,
también conocido como guanilil ciclasa B, GC-B) presente de forma mayoritaria en las

células del camulo, aunque también, en menor medida, en las células de la granulosa
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mural (en proximidad a las células del cumulo) (Zhang et al., 2010). El estradiol
producido por las células de la granulosa estimula la expresion de receptores NPR2
(Zhang et al., 2011), no obstante se desconoce cual es la sefal que induce la sintesis de
NPPC.

La union del NPC al receptor NPR2 estimula la produccion del GMPc a partir
del guanosin trifosfato (GTP) (mediado por la guanilato ciclasa). EIl GMPc difunde a
través de la uniones gap llegando hasta el ovocito donde inhibe la PDE3A
(fosfodiesterasa 3A), que degrada el AMPc cuando esta activa (Conti et al., 2012).

Al mismo tiempo, la estimulacion del receptor de membrana ovocitario GPR3
(receptor ligado a proteina G) por un ligando desconocido procedente de las células
foliculares activa la proteina Gs, que a su vez estimula a la AC, que hidroliza el ATP
sintetizando AMPc. La presencia de GMPc procedente de las células del camulo impide
su degradacion y el AMPc activa la proteina quinasa A (PKA) (Mehlmann et al.,
2005) (Figura 8). La PKA es una proteina dependiente de AMPc que, en su forma
inactiva, es un tetramero constituido por dos subunidades reguladoras (RI y RII) y dos
subunidades cataliticas idénticas (C) (Skalhegg y Tasken, 2000). En funciéon de la
subunidad reguladora existen dos tipos de PKA; PKA Iy II. Las dos isoformas poseen
diferentes caracteristicas estructurales y bioquimicas que se traducen en diferentes
funciones (Di Benedetto et al., 2008). A pesar de que ambas utilizan el mismo
mensajero intracelular, su mecanismo de accion todavia es desconocido (D1 Benedetto
et al., 2008). Ambos tipos de PKA estan presentes en ovocitos y en células de la
granulosa (Brown et al., 2002). La unién del AMPc a la subunidad reguladora (dos
moléculas de AMPc por subunidad) libera las subunidades cataliticas activando la PKA.
La PKA activa, por un lado induce (directa o indirectamente) la fosforilacion e
inactivacion de la fosfatasa cdc25b (Zhang et al., 2008; Pirino et al., 2009) y por otro,
estimula la actividad de la quinasa Weel/Mytl (Figura 8).

Estas dos moléculas (fosfatasa cdc25b y quinasa Weel/Mytl) actian sobre las
subunidades que constituyen el factor promotor de la maduracion (MPF; Masui y
Markert, 1971), la quinasa dependiente de ciclina (CDK1 6 p34cdc2) y la ciclina B1. En
particular, la cdc25b inactiva deja de defosforilar la CDK1 y la Weel/Mytl activa
fosforila la CDK1 en sus residuos treonina 14 y tirosina 15. En ltima instancia, el MPF
queda inactivo, impidiéndose el reinicio de la meiosis (Mehlmann et al., 2005) (Figura

8).
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GPR3 AC Figura 8: Cascada de
sefializacion responsable del
arresto meidtico del ovocito en
el foliculo antral. El GMPc
procedente de las células del
cimulo actia evitando la
degradacion del AMPc (por
inhibicion de la actividad de la
PDE3A), lo que resulta en la
activacion de la PKA, que a su
vez impide el reinicio meidtico
(por inactivacion del MPF). AC:
adenilato ciclasa. AMPc:
adenosin monofosfato ciclico.
ATP: adenosin trifosfao. CC:
célula del camulo. Cx:
conexina. GMPc:  guanosin
monofosfato  ciclico. GPR3:
receptor ligado a proteina G. Gs:
proteina  Gs. MPF: factor
promotor de la maduracion.
PDE3A: fosfodiesterasa 3.
PKA: proteina quinasa A. VG:

Ovocito VG vesicula germinal.

Weel/Myt1 cdc25b- .
(activa) (inactiva)

fosforilacion l % defosforilacion
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I1.2 Reanudacion de la meiosis

Una vez alcanzada la pubertad, el pico preovulatorio de LH desencadena la
reanudacion de la meiosis. Mientras que la presencia de RLH en las células del camulo
y en el ovocito es controvertida (Amsterdam et al., 1975; Dekel et al., 1988; Patsoula et
al., 2001; Park et al., 2004; Papamentzelopoulou et al., 2012), las células de la granulosa
mural y las de la teca expresan estos receptores (Ye et al., 2009; Ding et al., 2011),

mediando asi la accion de la LH sobre el ovocito.

I1.2.1 Procesos desencadenados por el pico preovulatorio de LH
La estimulacion de los RLH en las células de la granulosa mural activa la AC y
en consecuencia se produce AMPc en estas células. A continuacion se describen las

consecuencias de este incremento de AMPc:

- Disminuciéon de GMPc¢

La LH, mediante un mecanismo no bien conocido, reduce los niveles de GMPc¢

en las células de la granulosa y, por extension en el ovocito.
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- Activacion de la red de EGFs

En respuesta al aumento de AMPc, las células de la granulosa mural expresan
factores tipo EGF como la anfirregulina (areg), epirregulina (ereg) y beta-celulina
(BTC) (Park et al., 2004; Zamah et al., 2010; Ben-Ami et al., 2011). Estos factores de
crecimiento, por un lado, actian de forma autocrina/yuxtacrina sobre las células de la
granulosa mural y por otro activan las células del cimulo (mediante su union a
receptores EGF [REGF]) induciendo su expansion (Conti et al., 2006). La activacion de

los REGF contribuye a la disminucion de los niveles de GMPc en las células de la

granulosa, a la fosforilacién de la Cx 43 (bloqueando las uniones tipo gap entre las

células de la granulosa mural y el camulo) y a la fosforilacion de la proteina quinasa

activadora de la mitosis (MAPK) (Conti et al., 2012) (Figura 9).

Insl-3 (Teca
‘/ Areg, Ereg, BTC > ( )

0 09 o DisminuciénGMPc
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0 GMPc @ AMPc O Inactiva O Activa

Figura 9: Cascada de seializacion desencadenada por el estimulo preovulatorio de LH. La
estimulacion de los RLH es responsable de: 1) aumento del AMPc y disminucién de los niveles de GMPc
en las células de la granulosa, 2) activacion de la red de EGFs que resulta en la fosforilacion de la Cx 43 y
en la activacion de la MAPK, 3) produccion de Insl-3 en las células de la teca que al unirse al receptor
ovocitario LGRS inhibe la actividad de la AC y 4) aumento de los niveles de Ca®" intraovocitarios que
inhiben la actividad de la AC. AC: adenilato ciclasa. AMPc: adenosin monofosfato ciclico. Areg:
anfirregulina. BTC: beta celulina. Ca”": calcio. CC: célula del cimulo. CG: célula de la granulosa mural.
Cx: conexina. Ereg: epirregulina. Gi: proteina G inhibitoria. GMPc: guanosin monofosfato ciclico. GPR3:
receptor ligado a proteina G. Gs: Proteina G. Insl-3: factor de Leydig tipo insulina 3. IP;: inositol 1,4,5
trifosfato. LGRS8: receptor de unién a la proteina G rico en leucina. LH: horoma luteinizante. MAPK:
proteina activadora de la mitosis. NPPC: precursor péptido natriurético C. NPR2: receptor péptido
natriurético 2. OO: ovocito. PDE: fosfodiesterasa. PIP,: fosfatidil inositol 4,5 bifosfato. RLH: receptor
LH.
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- Activacion de la MAPK

La fosforilacion y activacion del sistema MAPK en las células de la granulosa
estd mediada por la LH de manera indirecta. Asi, de un lado la activacion de PKA y
proteina quinasa C (PKC) mediada por el aumento en AMPc y de otro lado la
estimulacion de los REGF resultan, en ultima instancia, en la activacion del sistema
MAPK.

Se han descrito dos isoformas de la MAPK (también denominada ERK, quinasa
de regulacion extracelular), ERK1 (p44) y ERK2 (p42) (Sun et al., 1999). La quinasa
MEK]1 (también denominada MAP quinasa quinasa) activa a la MAPK mediante la
fosforilacion de sus residuos treonina 183 y tirosina 185 (Crews y Erikson, 1992). En
las células somaticas, la fosforilacion y activaciéon de MEK1 es catalizada por la quinasa
Rafl (Seger y Krebs, 1995). A su vez, la MAPK activa fosforila a la p90rsk (quinasa
ribosdmica S6) en sus residuos serina 369 y treonina 577 (Dalby et al., 1998) (Figura

10), ejerciendo ésta las funciones de la cascada de las MAPKSs.

(o . )
os (ovocito)
MEK1—> MAPK——> p90rsk

Raf1 (cél. somatica) / ® mies- @) serses- @)
Tyr185- ’ Thr577--’
\- J

Figura 10: Cascada de activacion de la MAPK. La fosforilacion (activacion) de la MEK1 resulta en la
fosforilacion (activacion) de la MAPK que finalmente fosforila y activa a la p90rsk. MAPK: proteina
quinasa activadora de la mitosis. MEK1: MAP quinasa quinasa. p90rsk: quinasa ribosémica S6.

La activacion de la cascada MAPK en el compartimento somatico del foliculo y
no en el ovocito, es indispensable para que se produzca la reanudacion de la meiosis
ovocitaria (Liang et al., 2007). La MAPK (mediada por la LH) induce la fosforilacion
de la Cx 43 en sus residuos serina (Norris et al., 2008) bloqueando la comunicacion
entre las células somaticas (Figuras 9 y 1la). Tal y como se ha mencionado
anteriormente, la activacion de los REGF (mediada por la LH) es también necesaria
para la fosforilacion de la Cx 43 y el cierre de las uniones gap (Norris et al., 2010). Esta
interrupcion parece ser suficiente para inducir el reinicio meidtico, presumiblemente
mediante el bloqueo en el paso de sefiales inhibitorias hacia el complejo CCO (GMPc)

(Conti et al., 2012).
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- Liberacion del factor de Leydig tipo insulina 3 (Insl-3)

Tras el estimulo de la LH las células de la teca expresan Insl-3 (Bathgate et al.,
1999) que se une al receptor de union a la proteina G rico en leucina (LGRS8) presente
en la superficie del ovocito. Esta unidon activa la proteina Gi (proteina G inhibitoria),
que a su vez inhibe la AC intraovocitaria, disminuyendo los niveles de AMPc

(Kawamura et al., 2004) (Figura 9).

. N 24\ - . .
- Aumento de los niveles de calcio (Ca*") intraovocitarios

Ademas de los procesos descritos hasta el momento, como respuesta al pico de
LH se produce un aumento de los niveles de Ca®" intraovocitarios. La LH estimula la
hidrdlisis del fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP,) en las células de la granulosa mural,
generando inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (Flores et al., 1998). Antes de que se produzca
la interrupcion de las uniones gap, las células de la granulosa mural/camulo transfieren
IP3 al ovocito. El IP3 se une a sus receptores localizados en organelas que actian como
puntos de almacenaje del Ca>", como el reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias e
induce la liberacion del Ca®" intraovocitario. El Ca®" participa en la inactivacion de la

AC, disminuyendo los niveles de AMPc (Wang y Storm, 2003) (Figura 9).

En resumen podemos decir que los mecanismos moleculares mediante los cuales
la LH induce la reanudacion de la meiosis en el foliculo preovulatorio implican la
eliminacion de factores inhibidores y/o el acimulo o la activacion de moléculas
estimuladoras (Conti et al., 2002; Eppig et al., 2004). En consecuencia, la disminucion
del GMPc y AMPc intraovocitarios, ya sea por menor difusion desde las células del
cumulo (GMPc) o por disminucién de su produccion a nivel intraovocitario (AMPc),
conlleva la defosforilacion (mediado por la inactivaciéon de la PKA) del CDKI1
(componente del MPF) en su treonina 14 y tirosina 15 activando el complejo MPF y
permitiendo el reinicio de la meiosis. La activacion del MPF en el ovocito permite la
formacion del mos (producto del proto-oncogen c-mos) (Sagata et al., 1988) que cataliza
la fosforilacion y activacion de MEK1, y resulta en la activaciéon de la via de la MAPK

en el ovocito (Josefsberg y Dekel 2002; Lazar et al., 2002) (Figuras 10 y 11b).
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Figura 11: Activaciéon de la MAPK y MPF en las células foliculares/ovocito como respuesta al
estimulo ovulatorio. a) La MAPK (mediada por la LH) induce la fosforilacion de la Cx 43 impidiendo la
comunicacion entre las células somaticas b) La ausencia de GMPc/AMPc en el ovocito resulta en la
inactivacion de la PKA y en la activacion de la MAPK y MPF. AMPc: adenosin monofosfato ciclico. Cx:
conexina. GMPc: guanosin monofosfato ciclico. LH: hormona luteinizante. MAPK: proteina quinasa
activadora de la mitosis. MPF: factor promotor de la maduracion. PKA: proteina quinasa A. PKC:
proteina quinasa C. VG: vesicula germinal. VGBD: disolucion de la vesicula germinal.

La cascada de la MAPK intraovocitaria estd relacionada con procesos post
GVBD (disolucion de la vesicula germinal), como la organizacion del aparato meidtico
(Yu et al., 2007; Xiong et al., 2008; Sun et al., 2008) (capitulo 11.2.2 Etapas de la
reanudacion de la meiosis. 3. Formacion del aparato meidtico) o como su funcién como
factor citostatico (CSF) responsable del segundo arresto meidtico (Sagata et al., 1989)

(capitulo I1.2.2 Etapas de la reanudacion de la meiosis. 6. Re-arresto meiotico).

I1.2.2 Etapas en la reanudacion de la meiosis

Seguidamente se detallan los procesos especificos que acontecen durante la
reanudacion de la meiosis.
1. Reinicio meidtico

La GVBD (Figura 12) es el indicador visual del reinicio de la meiosis. La
membrana nuclear consiste en una red de proteinas filamentosas conocidas como

lamininas nucleares. La hipofosforilacion de estas proteinas mantiene la integridad de
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la membrana, mientras que su fosforilacion resulta en su disolucion (Stuurman et al.,
1998).

El aumento de la concentraciéon de MPF es responsable de la fosforilacion e
inactivacion de la proteina fosfatasa 1 (PP1) nuclear, que a su vez permite la
fosforilacion de las lamininas nucleares (Dessev et al., 1991) y en consecuencia se
produce la GVBD (Figura 13).

Ademas de la PP1 se han identificado la PP2A, PP2B y PP2C (Yao et al., 2004)
en base a la especificidad de sustrato y sensibilidad a determinados inhibidores.
También, se han identificado 4 isoformas de la subunidad catalitica PP1: PP1a, PP19,

PP1yl y PP1y2 (Tognarini y Villa-Moruzzi, 1998).

Figura 12: Disoluciéon de la VG. a) Ovocito VG (presencia de envoltura nuclear). b) Ovocito MI

(disolucién de la envoltura nuclear). Imagenes cedidas por la Unidad de Reproduccion Asistida Humana
del Hospital Universitari i Politecnic la Fe de Valencia.

/ ¥Gintacta GVBD \

l Actividad MPF

1 Y Actividad MPF
O )
t Actividad PP1 { ¥ Actividad PP

Laminas nucleares

Figura 13: Mecanismo de regulacion de la fosforilacion de las lamininas nucleares y de la
integridad de la membrana nuclear durante la GVBD. El aumento de la actividad del MPF inactiva la
PP1 permitiendo la fosforilacion de las lamininas nucleares y la disolucion de la membrana nuclear.

MPF: factor promotor de la maduracion. PP1: proteina fosfatasa 1. VG: vesicula germinal. GVBD:
disolucién de la vesicula germinal.
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2. Condensacion de la cromatina

En ausencia de membrana nuclear, el ADN que hasta el momento se encontraba
relajado y accesible a factores reguladores nucleares, se asocia ahora con proteinas,
adquiriendo una estructura compacta (cromosomas en metafase I [MI]). Durante la
condensacion del ADN, éste se enrolla alrededor de un octdmero de histonas (H2A,
H2B, H3 y H4; dos moléculas de cada histona) (Alberts, 1994). Cada una de estas
unidades estructurales de ADN con histonas se conoce como nucleosoma. La histona
H1 se une a la base de cada nucleosoma imprimiéndole un mayor grado de
compactacion. Cabe resaltar que los ovocitos presentan una isoforma especifica de H1,
conocida como Hlo, que confiere un mayor grado de compactacion (Tsapali et al.,
2000). La Hlo parece desempefiar un papel clave en el control de la expresion génica
durante la ovogénesis y embriogénesis temprana, presumiblemente modificando la
estructura de la cromatina durante el desarrollo ovocitario (Tanaka et al., 2001).

El aumento del MPF inactiva la PP1, permitiendo la fosforilacion de la H3 en
sus serinas 10 y 28 (Goto et al., 1999). La fosforilacion de las histonas recluta otros
factores reguladores de la condensacion (Hirano, 2000). A su vez, el MPF fosforila la

Hlo, sellando el nucleosoma.

3. Formacion del aparato meiético

Una vez que el ADN ha condensado en cromosomas, éstos deben asociarse a
proteinas estructurales que permitan su organizacion y aseguren su correcta separacion
durante la division meidtica. La estructura resultante de dicha union se conoce como
aparato meiotico (o spindle). Los componentes proteicos del aparato meiodtico son los
microtibulos (formados por la asociacién de tubulina o y ), junto con otras proteinas
estructurales (Figura 14). La organizacion de los cromosomas con los microtibulos
resulta en una estructura bipolar en forma de barril que contiene en cada uno de sus
polos los centros organizadores de microtibulos (microtubule organizing centers,
MTOCs) (Schatten, 1994). Es importante sefialar que los ovocitos carecen de
verdaderos centrosomas. Asi, los centriolos que conforman el centrosoma degeneran
durante la ovogénesis, aunque el ovocito mantiene las proteinas centrosomicas (Sun et
al., 2007). Los microtibulos emanan de los MTOCs para buscar y unirse a los
cromosomas. La funcion de los MTOCs estéd regulada por el estado de fosforilacion de
sus componentes (Vandre et al., 1984), principalmente y-tubulina y pericentrina

(Combelles y Albertini, 2001).
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Figura 14: Imagen de microscopia confocal de un ovocito humano MII. Los microtubulos aparecen
tefiidos en verde (o y P tubulina) y la cromatina condensada en azul (DAPI). Se listan las moléculas
implicadas en la formacion del aparato meidtico y su posible localizacion. GSK-3: glucégeno sintasa
quinasa-3. MAPK: proteina quinasa activadora de la mitosis. Plk-1: polo-like quinasa 1. PP2A: proteina
fosfatasa 2A.
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Las MAPK ovocitarias, ERK1 y ERK 2, se activan tras la GVBD y permanecen
activas durante la transicion de MI a MII (Sobajima et al., 1993) (Figura 19). Estas
quinasas estan asociadas a los MTOCs y contribuyen a la correcta polimerizacion de los
microtibulos. Los elevados niveles de MPF inactivan la PP2A (Li et al., 2013), que
regula el estado de fosforilacion de las proteinas asociadas a microtibulos-1 y -2,
proteina tau y oncoproteina 18, ademds de otras proteinas pendientes de identificar
(Cassimeris, 1999; Lu et al., 2002A). Los niveles de la polo-like quinasa 1 (Plk1)
parecen estar regulados por MEK1/2 (componente de la cascada de activacion de la
MAPK ovocitaria) (Xiong et al., 2008) y aumentan coincidiendo con la GVBD. Se trata
de una serina/treonina quinasa que se localiza en los polos del aparato meidtico de
ovocitos MI y MII (Wianny et al., 1998) y regula la formacion y funcion del mismo. La
aurora quinasa (Aurk) es otra proteina quinasa asociada al aparato meiodtico (Kufer et
al., 2002; Terada et al., 2003) y desempefia un papel importante en su formacion y en la
dinadmica cromosémica (Yao et al., 2004; Ding et al., 2011). Los ovocitos de mamiferos
expresan las tres isoformas de esta proteina (Aurk A, B y C) durante la meiosis, aunque
la predominante es la Aurk A. La Aurk A esta presente en ovocitos inmaduros (GV), en
maduracion (GVBD y MI) y en ovocitos maduros (MII). No obstante, sus niveles
incrementan ligeramente entre los estadios VG y GVBD y se mantienen entonces
constantes entre MI y MII (Saskova et al., 2008). La Aurk A se localiza en los MTOCs
y su activacion en estadios de maduracion posteriores queda limitada esencialmente a
este nivel (Saskova et al., 2008). Estudios in vitro demuestran que la activacion inicial

de la Aurk A estd mediada por la expresion de factores tipo EGF en respuesta a la
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estimulacion ovulatoria (Solc et al., 2012). Por ultimo, pese a que se desconoce el
mecanismo de regulaciéon de la glicogeno sintasa quinasa-3 (GSK-3), ésta es una
serina/treonina quinasa que regula la polimerizacién de los microtiibulos y la formaciéon
y funcion del aparato meiotico (Jope y Jonson, 2004).

No es de extrafiar que anomalias en cualquiera de los componentes del aparato
meiodtico resulten en anomalias morfoldgicas y funcionales del mismo, y en ultima
instancia, en errores durante la segregacion de los cromosomas (Figura 15). Asi, la
inactivacion de las MAPK (ERK 1 y 2) resulta en una polimerizacion de los
microtibulos andmala, en la ausencia de aparato meidtico y en consecuencia, una
condensacion cromosdmica aberrante (Lu et al., 2002B). Por otra parte, la inactivacion
de la Plk1 (mediante el uso de anticuerpos) resulta en alteraciones en la formacion del
aparato meidtico en ovocitos MI y en la incapacidad de los mismos para alcanzar el
estadio de MII (Fan et al., 2003) y la inhibicion de la GSK-3 conlleva a la alteracion de
la organizacion de los microtubulos y, por consiguiente, en una separaciéon anomala de

cromosomas (Wang et al., 2003).

-
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Figura 15: Imagen de microscopia confocal de ovocitos humanos. a) Cromosomas no alineados en el
aparato meidtico (color azul/tincion DAPI) b) Placa metafasica de morfologia andémala (color
verde/tincion o y P tubulina). Notese como los microtiibulos no estan organizados en un barril, y como
los cromosomas no estan alineados en el mismo plano focal.

4. Separacion y segregacion de cromosomas homoélogos

En la primera division meidtica el ovocito contiene pares de cromosomas
homologos (materno y paterno), que deberan separarse para generar ovocitos haploides.
Los cromosomas homologos tienen el mismo tamafo y posicion del cinetocoro (punto
de unién de ambas cromatidas hermanas), lo que permite que alineen de forma
especifica. A continuacién, se forma el complejo sinaptonema que mantiene unidos

ambos homologos. Es entonces cuando tiene lugar la recombinacion homdloga.
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Durante este proceso, cromatidas no hermanas de cromosomas homodlogos se unen
formando los denominados quiasmas. Estos, son puntos de intercambio genético entre
cromatidas no-hermanas, que permiten generar ovocitos con combinaciones genéticas
distintas.

Las cromatidas hermanas se mantienen unidas a través del complejo cohesina,
que las abraza en una estructura en forma de anillo (Nasmyth y Haering, 2005). Este
complejo se encuentra formado por las proteinas SMClb, SMC3, REC8 y STAG3
(Jones, 2008) y presenta una doble funcién. De un lado, asegura que ambas cromatidas
hermanas se mantengan estrechamente unidas hasta y durante la separacion de los
cromosomas homologos (Lee y Orr-Weaver, 2001) (Figura 16). De otro lado, estabiliza
los quiasmas durante este periodo de gran tension mecanica ejercida por los

microtubulos y permite que la recombinacion homologa se produzca correctamente.
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Figura 16: Regulacion de la separacion y segregacion de cromosomas homdlogos durante la meiosis
ovocitaria. a) La activacion de la GSK-3 aumenta la actividad de la PP1 (por inhibicién de su regulador
12) que permite la normal separacion y segregacion de cromosomas homoélogos (por hipofosforilacion de
la histona H3 y del complejo cohesina). b) La disminucién de la actividad resulta, por el contrario, en una
separacion y segregacion de cromosomas homologos alterada. GSK-3: glucogeno sintasa quinasa-3. 12:
Inhibidor 2. PP1: proteina fosfatasa 1.

Son varias las moléculas implicadas en la cohesion y separacion de los
cromosomas homologos. La PP1 controla el estado fosforilativo y la funcion de las
cohesinas. La PP1d y su regulador endogeno, el inhibidor-2 (I-2), se han identificado en
la cromatina condensada de ovocitos de raton. La GSK-3 activa fosforila el I-2 en su
residuo treonina 72, aumentando la actividad de la PP18. Como consecuencia,

disminuye la fosforilacion de la histona H3 y del complejo cohesina, proceso requerido
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para una normal separacion y segregacion cromosomica (Wang et al., 2003) (Figura
16).

Al mismo tiempo, el MPF regula la fosforilacion y la actividad de la separasa
(responsable de la degradacion de la cohesina) en el control de la segregacion
cromosomica (Madgwick et al., 2004). Cuando se alcanza la anafase, el complejo
promotor de anafase (anaphase-promoting complex, APC) o ciclosoma (Herbert et al.,
2003), induce la protedlisis de la securina y la ciclina Bl (componente del MPF)
(Herbert et al., 2003), lo que resulta en la fosforilacioén y activacion de la separasa y en
la consiguiente degradacion de la cohesina y de los quiasmas, y en ultima instancia, en
la separacién de los cromosomas homologos (Lee y Orr-Weaver, 2001; Terret et al.,

2003; Peters, 2006) (Figura 17).

( a) Cohesion de homélogos b) Separacion de homélogos \

Securina ‘) Securina

R
PC Proteolisis J—

1 .
MPF —_— Separasa’ » MPF — Separasa.
Figura 17: Mecanismo de control de la cohesion y separacion de cromosomas homélogos durante la
meiosis I. MPF: factor promotor de la maduraciéon. APC: Complejo promotor de anafase. a) La actividad
del MPF y de la securina impiden la actividad de la separasa, manteniéndose los cromosomas homoélogos

cohesionados. b) La activacion del APC durante la anafase induce la separacion de los cromosomas
homologos al degradar la securina y la ciclina B1.

Resultados recientes indican que al alcanzar los estadios finales de la vida
reproductiva femenina (alrededor de los 50 afios) se produce una disminucidon en
cohesina, que resulta en una reduccion en el numero de quiasmas y en alteraciones en la
segregacion cromosOmica, que en ultima instancia se traducen en la alta tasa de

aneuploidias detectadas en mujeres de edad avanzada (Kurahashi et al., 2012).

5. Extrusion del primer CP (1CP)

La maduracion meidtica se caracteriza por la sucesion de dos divisiones
asimétricas, en cada una de las cuales se genera un pequefio CP. Esta division asimétrica
asegura que la mayoria de los componentes maternos queden retenidos en el ovocito,

puesto que seran necesarios para el desarrollo embrionario. Para que esta division
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ocurra de forma correcta, los cromosomas migran al cortex ovocitario y se ensamblan
con el complejo proteico formina-2. Se trata de uno de los centros nucleadores de la
actina, responsable de la creacion de nuevos filamentos (Azoury et al., 2009).

Aunque el mecanismo por el cual se lleva a cabo esta division asimétrica no es
del todo conocido, estudios recientes sugieren que son los cromosomas los que inducen
la formacion de un capuchon de actina rodeado de un anillo de miosina II en el cortex

ovocitario (Wang et al., 2011) (Figura 18).

[Formacién del capuchdn/anillo \

inducido por los cromosomas

Protusion del Surco unilateral inducido por la Surco bilateral y escision del

capuchon zona media aparato meiético Rotacion aparato corpusculo polar

meiético
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Figura 18: Representacion de la protusion del capuchoén cortical y la induccion del surco mediado
por el aparato meiotico (zona media) durante la extrusion del CP. Los cromosomas inducen la
formacion del capuchoén/anillo de actomiosina a nivel cortical. La region rectangular del capuchén/anillo
cortical se muestra en la parte superior, un capuchon de actina (color rojo) rodea a un anillo de miosina II
(color verde).

Durante la transicion de metafase a anafase el capuchdén de actina/anillo de
miosina Il protruye en el cortex formando un cono (Deng y Li, 2009). Simultdneamente,
la zona media del aparato meidtico en anafase induce la formacion de un surco
unilateral en el cortex mas cercano, que, coordinado con el capuchédn de actina protuido
produce la rotacion del aparato meidtico. Es necesario que el aparato meidtico se sitie
de forma perpendicular al cortex para que el 1CP sea extruido, de forma que un polo
roce el cono cortical y el otro se posicione en el citoplasma (Figura 18). A continuacion
la zona media del aparato meidtico induce la formaciéon de un surco bilateral que
desencadena la escision del CP (Wang et al., 2011) (Figura 18).

Hasta el momento se han identificado dos vias de regulacion de la migracion y
extrusion cortical del aparato meiodtico; mediante la tirosina quinasa 2 rica en prolina
(Pyk2; Azoury et al., 2009) y la formina-2. La Pyk2 es sensible al aumento de la

s 2+ . . .y .
concentracion de Ca” (desencadenado por el pico de LH) y su activacion induce, a su
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vez, la cascada de sefializacion de la MAPK. De otro lado, la formina-2 es una de las
dianas de la MAPK (Dumont et al., 2007).

Ademas de las proteinas anteriores, en respuesta al pico preovulatorio de LH las
células de la granulosa mural y del cimulo liberan el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF). Este se une a los receptores TrkB (trompomyosin related kinase B),
expresados exclusivamente en ovocitos, y es esencial para que se produzca la extrusion

del 1CP (Kawamura et al., 2005).

6. Re-arresto meidtico

Una vez que finaliza la meiosis I el ovocito inicia la meiosis II, pero queda
detenido en MII, estadio en el que es ovulado in vivo. Dicho arresto esta mediado por el
CSF (Masui y Markert, 1971; Sagata, 1997; Madgwick y Jones, 2007) al impedir la
disminucién de los niveles de MPF. De forma fisiologica, esta disminucion se produce
tras el aumento de los niveles de Ca’" inducidos por el espermatozoide tras la
fecundacion. En este momento, los niveles elevados de Ca®" activan el complejo APC
que a su vez degrada la subunidad reguladora del MPF (ciclina B1) (Madgwick y Jones,
2007).

Actualmente, se desconoce la identidad del CSF, aunque debido a la relacion
funcional existente entre MPF y el APC, se ha asumido que el CSF actuaria como un
inhibidor del APC (Tunquist y Maller, 2003). Asi pues, se han propuesto varios
candidatos a CSF, como c-mos/MEK/MAPK/p90rsk/Bubl, Madl y Mad2, ciclina
El/cdk2 y Emi2 (early mitotic inhibitor 2) (Tunquist y Maller, 2003). Puesto que la
proteina ovocitaria Emi2 mantiene el arresto meidtico mediante la inhibicion del
complejo APC y su degradacién es Ca*"-dependiente (Hansen et al., 2006), es un buen
candidato a CSF.

Mientras que el arresto en MII se debe a la inhibicion del APC mediada por el
CSF (Emi2), su mantenimiento se debe tanto al CSF como a la cascada de sefializacion
c-mos/MAPK.

En ultima instancia, los cambios en los niveles de MPF y MAPK regulan el ciclo
celular ovocitario. La actividad de la MAPK presenta un pico de actividad en el
momento de la GVBD y se mantiene elevada hasta que el ovocito queda detenido en
MII (Figura 19). Por otro lado, la actividad del MPF varia a lo largo de la progresion
meiotica. Durante el estadio de VG, el MPF se encuentra en su forma inactiva. Cuando

se reanuda la meiosis y se produce la GVBD, el MPF inicia un incremento en actividad,
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que alcanza un pico cuando el ovocito alcanza el estadio de MI. Seguidamente,
disminuye drasticamente durante anafase [ y telofase I, para alcanzar de nuevo un pico
cuando el ovocito queda detenido en MII (Naito y Toyoda, 1991) (Figura 19). Parece
ser que es la MAPK, que se mantiene elevada durante el arresto en MII, la causante de
la reactivacion de la actividad del MPF (Gordo et al., 2001), posiblemente
disminuyendo la degradacion de la ciclina B1 (Minshull et al., 1994). Una vez
alcanzado el pico de actividad, el MPF se mantiene en estos niveles gracias al equilibrio

constante entre la sintesis y degradacion de ciclina B1 (Zubiak et al., 1993).

a MAPK )

— MPF/ —v—
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Figura 19: Representacion de la variacion de los niveles de MAPK y MPF a lo largo de la
progresion meidtica ovocitaria. Mientras que la MAPK presenta un pico de actividad alrededor de la
GVBD y se mantiene elevada hasta que el ovocito queda detenido en MII, el MPF varia su actividad a lo
largo de la progresion meidtica. MI: metafase I. MII: metafase II. MAPK: proteina quinasa activadora de
la mitosis. MPF: factor promotor de la maduraciéon. VG: vesicula germinal. GVBD: disolucion de la
vesicula germinal.

El ovocito permanecera detenido en este estadio hasta que reciba un estimulo
que le indique que puede proseguir con la meiosis II. En condiciones in vivo, y en la
aplicacion de técnicas de Reproduccion Asistida, este estimulo es aportado por el
espermatozoide durante la fecundacion. En condiciones in vitro, este estimulo puede
mimetizarse por medio de la aplicacion de pulsos eléctricos o bien con el tratamiento
quimico del ovocito (capitulo VI.2 Activacion ovocitaria artificial). La
fecundacion/activacidon ovocitaria resultara en la disminucion de la actividad del MPF,
permitiendo al ovocito liberarse del arresto en MII (Kikuchi et al., 1995) y proseguir
con el desarrollo embrionario. Si no hay fecundacion/activacion ovocitaria, el ovocito se

mantiene detenido en MII y, en ultima instancia, degenera.
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I1I. El ovocito competente

II1.1 Competencia ovocitaria

La competencia ovocitaria, definida como la capacidad del ovocito para
completar el desarrollo embrionario tras la fecundacion, es adquirida gradualmente a lo
largo de la maduracion ovocitaria hasta quedar detenido en MII. Podemos dividir la
maduracion ovocitaria, y asi pues la adquisicion de competencia ovocitaria, en nuclear,
citoplasmatica y molecular. La maduracion nuclear refleja la progresion meiotica del
ovocito hasta alcanzar el estadio de MII. La maduracion citoplasmatica comprende
los cambios en la distribucion y organizacion de las organelas citoplasmaticas.
Finalmente, la maduracion molecular es la acumulacién del legado de instrucciones
que controlan tanto la maduracion nuclear como la citoplasmatica, asi como la
capacidad de desarrollo posterior, al menos hasta la activacion del genoma embrionario

(EGA) (Sirard, 2001).

III.1.1 Maduracion nuclear

La competencia meidtica depende de la adquisicion y correcto funcionamiento
de las proteinas que regulan la progresion de la meiosis, principalmente componentes
del citoesqueleto y de la placa metafasica (Eppig, 1993). Dichos componentes se han

descrito extensamente en el capitulo II.

II1.1.2 Maduracion citoplasmatica

La competencia ovocitaria requiere de la presencia de una adecuada maquinaria
de transcripcion y traduccidn que permita la maduracion ovocitaria y el desarrollo
embrionario posterior. Ello exige la generacion de nuevas organelas y la modificacion y
redistribucion de las ya existentes (Picton et al., 1998; Assou et al., 2006) acorde con
los diferentes estadios evolutivos de la maduracion ovocitaria.

A continuacion se describen dichos cambios en ovocitos humanos:

Ovocito VG: mientras que las mitocondrias se agregan en torno al nucleo, el
aparato de Golgi (AG) se localiza en posicion mas o menos central y los filamentos
intermedios (en forma de grandes agregados) quedan relegados al coértex. EI RE, los
granulos corticales, los microfilamentos y los microtubulos se distribuyen

uniformemente por todo el citoplasma (Figura 20). En el momento de la GVBD, las
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mitocondrias abandonan la region perinuclear, el AG se fragmenta y forma agregados
en el centro ovocitario, el RE se localiza en la region cortical y los microtibulos se
condensan alrededor de los cromosomas mientras que los microfilamentos se acumulan

en la region subcortical (Mao et al., 2013) (Figura 20).

Ovocito MI: el AG continta fragmentdndose y queda disperso por todo el
ovocito, el RE se concentra en el polo vegetal y los granulos corticales migran hacia el
cortex citoplasmatico. Los filamentos intermedios se dispersan en forma de multiples y
pequefias “manchas” y los microtibulos se organizan completamente en el aparato

meiotico (Mao et al., 2013) (Figura 20).
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Figura 20: Resumen de la distribucion de las organelas citoplasmaticas y del citoesqueleto durante
la maduracion ovocitaria (A) y redistribucion de las organelas citoplasmaticas en un ovocito MII
maduro nuclearmente pero inmaduro a nivel citoplasmatico (B). AG: aparato de Golgi. CP:
corpusculo polar. MI: metafase I. MII: metafase II. REL: reticulo endoplasmico liso. RER: reticulo
endoplasmico rugoso. VG: vesicula germinal. GVBD: disolucion de la vesicula germinal (Reproducido
de Mao et al., 2013; modificado).

Ovocito MII: cuando el ovocito alcanza este estadio presenta una mayor
complejidad citoplasmatica. Se caracteriza por la presencia de microvellosidades que se
interrelacionan con las capas internas de la ZP. El aparato meiotico se situa debajo del
recién extruido CP, orientado perpendicular a la superficie del ovocito. Las
mitocondrias, ocupan la mayoria del volumen ovocitario, formando agregados con el
RE liso y con vesiculas citoplasmaticas. Ademas, se observan grupos de RE rugoso por
todo el citoplasma y los granulos corticales se distribuyen a lo largo de la membrana

ovocitaria incluida la regiéon donde se ubica el aparato meiotico. Finalmente, los
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filamentos intermedios se distribuyen de forma uniforme por el citoplasma (Mao et al.,
2013) (Figura 20).

No obstante, ovocitos MII maduros nuclearmente pero inmaduros
citoplasmaticamente presentan 1) granulos corticales dispersos por el citoplasma en vez
de localizados debajo del oolema; 2) el AG persiste en forma de vesiculas corticales en
lugar de desaparecer casi completamente; 3) las mitocondrias, que deberian mostrar una
distribuciéon homogénea, estan ausentes del cortex; 4) el RE suele presentarse como una
gran vesicula sin mitocondrias asociadas y 5) se observan defectos en la disposicion de

los microtabulos y microfilamentos (Kim et al., 1998).

I11.1.2.1 Las mitocondrias en el ovocito

Una de las organelas de gran importancia en el ovocito, y por ello de las mejor
estudiadas, es la mitocondria. Se trata de una organela membranosa formada por una
membrana externa permeable que deja atravesar moléculas de hasta 10 kDa y una
membrana interna o matriz que contiene las enzimas implicadas en la cadena
respiratoria. Estas organelas contienen su propio ADN (ADNmt), una molécula de
doble cadena circular de 16.6 kb que codifica 13 de las proteinas de la cadena
respiratoria asociadas al proceso de fosforilacion oxidativa. Las mitocondrias se heredan
exclusivamente por via materna con independencia del genoma nuclear (Cummins,
2000). Las mitocondrias de origen paterno son especificamente eliminadas tras la

fecundacion y antes de alcanzar el estadio de 4 células (Kaneda et al., 1995).

1. Nimero de mitocondrias

A lo largo de la ovogénesis-foliculogénesis, los ovocitos de mamiferos
experimentan un incremento en el nimero de mitocondrias. Asi, en la especie humana,
las células germinales primordiales pre-migratorias tienen aproximadamente 10
mitocondrias, al alcanzar el ovario, cuentan con aproximadamente 100 mitocondrias y
tras proliferar y diferenciarse en ovogonias, tienen unas 200 mitocondrias (Jansen,
2000). Esta proliferacion mitocondrial continta y los ovocitos de foliculos primordiales
tienen entre 6.000 y 10.000 mitocondrias (Jansen y de Boer, 1998) que contintian
replicindose durante la foliculogénesis alcanzando entre 100.000 y 400.000
mitocondrias en el ovocito maduro (Steuerwald et al., 2000). Es entonces cuando esta
replicacion exponencial parece quedar detenida (Jansen y de Boer, 1998) y no tiende a

aumentar de nuevo hasta después de la fecundacion, en el momento de la implantacion
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embrionaria (Pik6 y Taylor, 1987). Esto sugiere que las mitocondrias presentes en el
ovocito MII deben ser suficientes para sustentar los requerimientos energéticos
asociados al desarrollo embrionario preimplantacional (Dumollard et al., 2006). Es por
ello que, el nimero de mitocondrias en el ovocito maduro se considera un parametro
descriptivo de la competencia citoplasmatica. Ovocitos incapaces de madurar, o
embriones que detienen su desarrollo preimplantacional carecen del numero suficiente
de mitocondrias para proveer la energia necesaria en dichos estadios de desarrollo
(Reynier et al., 2001; Wai et al., 2010).

No es Gnicamente necesario tener un numero minimo de mitocondrias, sino que
ademds dichas mitocondrias tienen que ser funcionales. Aunque se desconoce con
exactitud el mecanismo de aparicion y transmision, se han descrito deleciones y
mutaciones puntuales en el ADNmt en ovocitos humanos (Steffann y Fallet, 2010) que
pueden comprometer la funcionalidad mitocondrial. Parece ser que la existencia de un
cuello de botella durante la migracion y especificacion de las células germinales, junto
con la replicacion exponencial de las mitocondrias durante la ovogénesis, son
responsables de la distribucion aleatoria de la poblacion mitocondrial en diferentes
ovogonias y de su posterior expansion homogénea (Shoubridge, 2000; Wai et al., 2008;
Lee et al.,, 2012). Asi pues, ovocitos que hayan heredado mitocondrias con alto
contenido en mutaciones en el ADNmt veran penalizada su maduracion, fecundacion
y/o desarrollo preimplantacional. No obstante, aquellos ovocitos que hayan heredado
mitocondrias con ADNmt sano o bien con un contenido en mutaciones que sea
compatible con el desarrollo embrionario, seran capaces de ser fecundados y generar
una nueva vida. Si las mutaciones heredadas son lo suficientemente predominantes, es
muy probable que la descendencia padezca alguna enfermedad mitocondrial, como por
ejemplo neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON), sindrome de Leigh de herencia
materna (MILS), sindrome de neuropatia con ataxia y retinitis pigmentaria (NARP), etc.

(DiMauro e Hirano, 2009).

2. Localizacion, distribucion y funcion de las mitocondrias

El aumento del nimero de mitocondrias coincide con un cambio en su
distribucion, probablemente como respuesta a la demanda energética en cada etapa de la
maduracion ovocitaria (Ramalho-Santos et al., 2009) (apartado III.1.2 Maduracion
citoplasmadtica). Tras la fecundacion, las mitocondrias se acumulan alrededor de los

pronucleos (PN) y se mantienen cerca del nucleo hasta el estadio de morula. No es de
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sorprender que una re-distribucion mitocondrial incorrecta, asi como la carencia del
nimero minimo de mitocondrias por blastomera (no hay replicacion mitocondrial hasta
el estadio de blastocisto) pueda comprometer la fecundacion y desarrollo embrionario
(Au et al., 2005; Van Blerkom et al., 2000).

La polaridad mitocondrial (AW)) también se asocia con la capacidad de
desarrollo tanto del ovocito como del embrion (Fujii y Funahashi, 2009). El potencial de
membrana mitocondrial aumenta de forma diferente durante la maduracién, resultando
en dos poblaciones mitocondriales con diferente potencial de membrana en el ovocito
MII (Ramalho-Santos et al., 2009). En humanos, las mitocondrias altamente polarizadas
se agrupan en el citoplasma pericortical probablemente para 1) asegurar que el aporte de
ATP sea suficiente para que se produzca la fecundacion y 2) regular la homeostasis del
Ca”" durante la activacion ovocitaria (Ramalho-Santos et al., 2009; capitulo VI). La
falta del potencial de membrana necesario disminuye la capacidad del ovocito para
formar el pronucleo tras la fecundacion y afecta al desarrollo embrionario posterior

(Fujii y Funahashi, 2009).

3. Papel de las mitocondrias en la produccion de energia

Las mitocondrias producen la energia (ATP) necesaria para todos los procesos
celulares y moleculares que acontecen durante la foliculogénesis, maduracion,
fecundacion y desarrollo embrionario preimplantacional. De hecho, existe una estrecha
asociacion entre la reorganizacion mitocondrial y el contenido de ATP a lo largo de la
maduracion ovocitaria (Stojkovic et al., 2001). La disfuncion de las mitocondrias
ovocitarias, expresada como una disminucion en la respiracion celular y en el transporte
de electrones, puede contribuir a una disminucion de la fertilidad al causar un retraso
y/o arresto del desarrollo embrionario (Ramalho-Santos et al., 2004).

La energia celular en forma de ATP puede obtenerse mediante diferentes rutas
metabolicas. La glucolisis permite la obtencion de 2 moléculas de ATP y piruvato a
partir de una molécula de glucosa. Cuando la disponibilidad de oxigeno es limitada o
bien tiene que conservarse para otros procesos, el piruvato y NADH producido en la
glucdlisis se utilizan por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) para obtener lactato
(Figura 21). A pesar de que la glucolisis anaerobia permite obtener ATP de forma
rapida, es una ruta ineficiente resultando en tan solo 10 moléculas de ATP.

No obstante, en condiciones aerobias las 2 moléculas de piruvato producidas en

la glucolisis (citoplasma) entran en la membrana interna de la mitocondria y se
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metabolizan en la glucdlisis aerdbica generando didxido de carbono y agua. El
rendimiento energético a partir de una molécula de glucosa es de 38 moléculas de ATP.
Se calcula que hasta el 90% de la energia celular en forma de ATP se produce por esta

via (Chen et al., 2009; Figura 21).
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Figura 21: Representacion esquematica de las vias de produccion de energia en el ovocito. En la
glucolisis la glucosa es oxidada para convertirse en 2 moléculas de piruvato, que seguirdn otras vias
metabdlicas (glucoélisis anaerobia y aerobia) para la obtencion de energia en forma de moléculas de ATP.

Como ha sido previamente comentado (I.3.1 Moléculas que se intercambian a
través de las uniones gap), el ovocito presenta una menor cantidad de GLUT en la
membrana celular y de enzima fosfofructoquinasa, por lo que depende del aporte de

piruvato por parte de las células del cimulo.
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Las mitocondrias actiian como reservorios de Ca” y participan en la generacion
. . 2+ . . . .
de las oscilaciones del Ca”" intracelular inducidas por el espermatozoide (Ramalho-

Santos et al., 2009).

5. Especies reactivas de oxigeno (ROS) y apoptosis ovocitaria

Como consecuencia de la glucolisis aerdbica, se generan especies reactivas del
oxigeno (ROS), como el anioén superoxido (O), el perdxido de hidrégeno (H,O,) y el
radical hidroxilo (H). Mientras que niveles fisiologicos de ROS son necesarios en
sefalizacion celular, los ovocitos de mamiferos son muy sensibles al estrés oxidativo
(exceso de ROS) (Liu et al., 2000). Niveles demasiado elevados de ROS dafian el ADN
nuclear y mitocondrial, proteinas y lipidos, provocando una inestabilidad estructural y
funcional que puede derivar en apoptosis. EI ADNmt es particularmente vulnerable al
estrés oxidativo (Kowaltowski y Vercesi, 1999) dada 1) su proximidad a la cadena de
transporte de electrones, 2) ausencia de histonas (Wallace et al., 1987) y 3) ausencia de
mecanismos de defensa y reparacion (Avise, 1991). Ademas, el genoma mitocondrial
basicamente consiste de exones, lo que le hace particularmente vulnerable a las
mutaciones, presentando una tasa de mutaciones 20 veces mayor que la del ADN
nuclear (Wallace et al., 1987). Como consecuencia del dafio oxidativo, la apoptosis
mitocondria-dependiente parece ser la responsable del descenso de la poblacion de
células germinales femeninas tras el nacimiento (Tilly, 2001), de la atresia folicular
(Kim y Tilly, 2004), de anomalias en el desarrollo embrionario (Yang et al., 1998) y de
la disminucion en la funcion mitocondrial con la edad materna (Van Blerkom et al.,

1995; Wilding et al., 2001; Tarin et al., 2002).

I11.1.3 Maduracion molecular

El ovocito es la tinica célula en un organismo adulto con la capacidad de generar
un nuevo individuo (tras la fecundacion), propiedad conocida como totipotencia. Dicha
propiedad se adquiere durante la maduracion ovocitaria, cuando el ovocito acumula los
ARNm y proteinas necesarios para sustentar las ultimas etapas de la maduracion, la
fecundacion y la fase temprana de desarrollo embrionario, justo hasta el momento de
EGA, que en humanos ocurre en el estadio de 4-8 células (Telford et al., 1990; De

Sousa et al., 1998; De la Fuente y Eppig, 2001).
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Se calcula que los ovocitos humanos contienen aproximadamente 55pg de ARN
(la cantidad de ARN potencialmente traducible es mucho mayor en ovocitos que en
células somaticas) del cual aproximadamente un 8% estd provisto de colas Poly 4. Las
actividades de transcripcion y traduccion quedan practicamente detenidas en su
totalidad cuando el ovocito VG reinicia la meiosis (Bouniol-Baly et al., 1999). Pese a
que se ha detectado actividad transcripcional hasta que se alcanza el estadio MII, ésta es
minima (Assou et al., 2006). Este mecanismo de silenciamiento transcripcional esté
mediado por el secuestro de factores de transcripciéon y de ARN polimerasas en
complejos inactivos, asi como por la condensacioén de la cromatina y la desacetilacion
de histonas (De la Fuente et al., 2004).

Tras la fecundacion, una de las principales funciones del ovocito es conseguir
que ambos dos conjuntos de ADN, materno y paterno, altamente condensados y
actividad transcripcional nula, adquieran una organizacion relajada (remodelacion), que
permita el acceso de las proteinas presentes en el citoplasma que regulen el patron de
expresion génica embrionario (reprogramacion) y que serd necesario a partir del
momento de la EGA. La remodelacion de la cromatina es dependiente de ATP, y
resulta en cambios en el estado de fosforilacion y acetilacion de las histonas. Mientras
que la reprogramacion depende de cambios en el estado de metilacion de dinucledtidos
CpG especificos, ademéas de otras modificaciones epigenéticas, permitiendo la
expresion de genes necesarios para el desarrollo embrionario. Ambos dos procesos,
remodelacion y reprogramacion, dependen de modificadores epigenéticos presentes
en el citoplasma ovocitario (el espermatozoide pierde la mayoria de estos factores
durante la espermatogénesis). Entre ellos destacan el PTTG3 (securina) y AURKC
(aurora quinasa), cdc25, PCNA y SOCS27 (Assou et al., 2006), HDAC (histona
deacetilasa), HP (proteinas de union a heterocromatina), TOPO (topoisomerasa), TBP
(proteina de unioén a fata-box), factor de transcripcion TFII (Gioa et al., 2005; Zheng et
al., 2008), OCT4, SOX2, C-MYC y KLF4 (Takahashi y Yamanaka, 2006; Yan et al.
2010). Ademas, se han postulado otros candidatos como factores de reprogramacion
ovocitaria, como ARID2, ASF1A, ASF1B, DPPA3, ING 3, MSL3, HIFOO y KDM6B
(Awe y Byrne, 2013).

I11.2 Aplicaciones del ovocito maduro
La totipotencia del ovocito maduro se ha explotado en el laboratorio con

diferentes finalidades. En técnicas de Reproduccion Asistida, la fecundacion del
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ovocito maduro ha permitido preservar la fertilidad en pacientes estériles. En aquellas

pacientes con ovocitos con deficiencias citoplasmaticas (como un reducido nimero de
mitocondrias), la transferencia de citoplasma de ovocitos “sanos” ha permitido
preservar su fertilidad (Barritt et al., 2001). Recientemente, se ha propuesto que
sustituyendo por completo el citoplasma de un ovocito (transfiriendo el material
genético a un ovocito enucleado) podria evitarse la transmision de mutaciones del
ADNmt (terapia de reemplazo de genes mitocondriales) (Tachibana et al., 2012). No
obstante, la eficacia clinica de esta técnica no se ha demostrado con ovocitos portadores
de mutaciones mitocondriales.

La totipotencia del ovocito maduro no se limita Unicamente a
remodelar/reprogramar al nucleo espermdtico, sino a la capacidad de
remodelar/reprogramar nucleos somaticos (Campbell et al., 1996a). En este sentido, los
factores citoplasmaticos presentes en el ovocito maduro (MII) confieren la habilidad
unica de “resetear” la identidad del ntcleo somaético transplantado a un estado
embrionario. Desde su descubrimiento en anfibios (Gurdon, 1962), la transferencia

nuclear de células somaticas (SCNT) se ha logrado con €éxito en numerosas especies de

mamiferos y ha permitido demostrar que la actividad reprogramadora de ovocitos
enucleados es universal (Campbell et al., 1996b; Solter, 2000; Wilmut, 2002). Sin
embargo, la naturaleza y el mecanismo de accion de los factores de reprogramacion
ovocitarios son todavia desconocidos (Tachibana et al., 2013). En la especie humana,
esta técnica ha permitido la derivacion de lineas de células madre embrionarias,

abriendo las puertas a la terapia celular individualizada (Tachibana et al., 2013).
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IV. Maduracion ovocitaria en Reproduccion Asistida

El nacimiento de la primera nifia (Louise Brown) mediante fecundacion in vitro
(FIV) (Steptoe y Edwards, 1978) en un ciclo natural, sent6 las bases para el desarrollo
de protocolos de estimulacion ovarica (EO) que han permitido reclutar mas foliculos
primarios y, en consecuencia, obtener mas embriones, poder hacer una mejor seleccion
en la transferencia embrionaria, y en definitiva, incrementar las posibilidades de

embarazo.

IV.1 Tratamientos de estimulacion ovarica multiple

La inmensa mayoria de pacientes que se someten a ciclos de Reproduccion
Asistida reciben un protocolo de EO para lograr un desarrollo folicular multiple (DFM).
Los protocolos de EO permiten controlar, de forma bastante fiable, el momento en que
los ovocitos han alcanzado su madurez y pueden ser recuperados del foliculo, como se

ha indicado anteriormente, mejorando de forma significativa los resultados.

IV.1.1 Protocolos de estimulacion ovarica en Reproduccion Asistida
Existen diferentes protocolos de EO pero, por norma general, en todos ellos se
realiza frenado hipofisario (desensibilizacion hipofisaria), estimulacion del

desarrollo folicular ¢ induccion de la ovulacion.

1. Frenado hipofisario

Los andlogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) se usan de
forma rutinaria para bloquear el pico endégeno de LH que provocaria la luteinizacion
prematura de los foliculos, ovulacién espontanea y por tanto la cancelacion del ciclo.
Los andlogos de la GnRH se obtienen por modificaciones con respecto a la molécula
original consiguiéndose analogos con accion agonista (a-GnRH) 6 con accion

antagonista (ant-GnRH) (Fujino et al., 1972).

Agonistas de la GnRH

Los a-GnRH son moléculas mas potentes que la propia GnRH y presentan una
elevada afinidad por su receptor. Su mecanismo de accidon se produce en dos etapas.
Inicialmente, la unién de los agonistas a sus receptores hipofisarios induce la liberacion

de gonadotropinas que deplecionan el pool hipofisario de FSH y LH (efecto flare up).
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Alrededor de una semana después se observa un efecto supresor debido a la
desensibilizacién de los receptores hipofisarios (down regulation), resultado de la
administracion continua no pulsatil, desencadenando un bloqueo reversible de la
liberacion hipofisaria de FSH y LH (estado hipogonadotropico).

En funcion del momento del ciclo en que comienzan a administrarse los a-GnRH
y la duracion de tratamiento distinguimos 3 protocolos (Cohen, 2003). El mas utilizado

es el protocolo largo de a-GnRH en el que el agonista comienza a utilizarse diariamente

en la mitad de la fase lutea del ciclo anterior y se mantiene hasta el momento de inducir

la ovulacion. En el protocolo corto de a-GnRH la administracion del agonista se inicia

desde los dias 1-3 del ciclo y se mantiene igualmente hasta el momento de la descarga
ovulatoria. En ambos protocolos la administracién de gonadotropinas se inicia en los
primeros dias del ciclo, simultaneamente con el empleo de los agonistas. En el

protocolo ultracorto de a-GnRH el agonista es administrado unicamente durante los tres

primeros dias de ciclo (Figura 22).

a) a-GnRH. Protocolo largo
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Figura 22: Protocolos de administracion de los a-GnRH. a) Protocolo largo. El a-GnRH se inicia en la
mitad de la fase lutea del ciclo previo y se mantiene hasta la induccidon de la ovulacion. b) Protocolo
corto. El a-GnRH se inicia los dias 1-3 del ciclo y se mantiene hasta la induccién de la ovulacién. c)
Protocolo ultracorto. E1 a-GnRH se administra unicamente durante los 3 primeros dias del ciclo.
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En los tres protocolos la dosis de a-GnRH varia en funcion del a-GnRH
empleado:
* 0.1-0.05 mg/dia (triptorelina)
* 0.2-0.1 mg/dia (leuprorelina)
* 800-400 ug/dia (nafarelina)

Los protocolos cortos/ultracortos suelen emplearse en raras ocasiones en
pacientes con baja reserva ovdrica, ya que permiten unir al efecto de flare up inicial la
ausencia de una supresion hipofisaria prolongada. Es opinion generalizada que los
mejores resultados se obtienen con el protocolo largo, siendo con mucho el mas

empleado.

Antagonistas de la GnRH

Los ant-GnRH actian de forma competitiva uniéndose al receptor de la GnRH,
bloqueéandolo y causando asi una supresion hipofisaria profunda e inmediata, sin efecto
flare up. Esto permite que los ant-GnRH puedan administrarse una vez ha comenzado la
estimulacion del desarrollo folicular multiple con gonadotropinas lo que condiciona una
menor duracion del tratamiento.

Los ant-GnRH pueden ser administrados en dosis multiple, es decir, de forma
diaria a partir del sexto dia de estimulacion ovarica con gonadotropinas y hasta el dia de
la hCG incluido, dosis de 0.25 mg/dia (Diedrich et al., 1994); o en dosis unica,
administrada cuando el foliculo de mayor tamafio ha alcanzado 14 mm de diametro,

dosis de 3 mg (Figura 23).
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Figura 23: Protocolos de administracion de los ant-GnRH. a) Protocolo de dosis multiple. El ant-
GnRH se administra desde el sexto dia de estimulo hasta la induccion de la ovulacion. b) Protocolo de
dosis tnica. El ant-GnRH se administra cuando el foliculo de mayor tamafio alcanza 14 mm de diadmetro.
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El uso de analogos de la GnRH anula practicamente los picos endogenos de LH,
disminuyendo el nimero de ciclos que deben ser cancelados por ovulaciones endogenas
extemporaneas. Sin embargo, la utilizacion de estos farmacos provoca, por un lado,

insuficiencia del cuerpo luteo, obligando al soporte de la fase latea con progesterona y,

por otro, una mayor incidencia del sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO); al

requerirse dosis elevadas de gonadotropinas. EI SHO se presenta como una respuesta
exagerada al tratamiento exdgeno con gonadotropinas. Normalmente se trata de un
trastorno autolimitante que se resuelve de forma espontdnea en pocos dias. E1 SHO
presenta un gran abanico de manifestaciones clinicas desde trastornos leves como
distension abdominal a severos como ascitis o hidrotorax, requiriendo en algunas
ocasiones la hospitalizacion de la paciente (Practice Committee of the American Society
for Reproductive Medicine, 2008). Como ha sido indicado, con el uso de ant-GnRH se
requiere un menor numero de dias de tratamiento y una menor dosis de gonadotropinas,
por lo que disminuye la presentacion del SHO (Ludwig et al., 2001; Al-Inany y
Aboulghar, 2001; Kurzawa et al., 2008; Firouzabadi et al., 2010). Pese a que ambos
protocolos (agonistas y antagonistas) se han mostrado eficaces en su capacidad de
frenado hipofisario, los resultados en cuanto al nimero y calidad ovocitaria se muestran
contradictorios. Algunos autores observan un mayor numero de ovocitos totales asi
como un mayor numero de ovocitos MII en los tratamientos con agonistas (Depalo et
al., 2009), mientras que otros no observan diferencias (Firouzabadi et al., 2010). En
cuanto a las tasas de gestacion/implantacion, algunos autores defienden que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos (Kurzawa et al., 2008;
Firouzabadi et al., 2010; Al-Inany et al., 2011; Gilliam, 2011), mientras que otros
mantienen la superioridad de los a-GnRH (Orvieto et al., 2010; Orvieto y Pasquale,
2013). La eficacia de la implantacion embrionaria se ha convertido en el caballo de
batalla de los ant-GnRH para consolidarse como la primera opcion. Existe preocupacion
por su actividad inhibidora sobre el ciclo celular (Moretti et al., 1996). La interaccion
del antagonista con el receptor de la GnRH presente en localizaciones
extrahipotaldmicas, como el foliculo ovarico, el embrion o el endometrio, podria
comprometer la mitosis celular y penalizar procesos como la foliculogénesis, la
maduracion ovocitaria, la formacion de blastomeras o el desarrollo endometrial

(Hernandez, 2000; Impicciatore y Tiboni, 2012).
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2. Estimulacion del DFM: empleo de gonadotropinas

Las gonadotropinas se han utilizado desde los afios sesenta como método de
estimulacion folicular y en FIV a partir de la década de los ochenta (Jones et al., 1982).
En general, existen dos pautas basicas de tratamiento segun las dosis utilizadas. En
ambos casos se comenzara el segundo o tercer dia de ciclo. En la primera pauta,
denominada pauta de dosis fija, el tratamiento se inicia con una dosis fija de
gonadotropinas, que se mantiene durante 5 dias y, tras el primer control
ecografico/hormonal puede modificarse en funcion de la respuesta ovarica (numero y
tamafo folicular) (Figura 24). En la segunda pauta, denominada pauta descendente, el
tratamiento se inicia con una dosis de gonadotropinas de reclutamiento que se mantiene
durante 2-3 dias, reduciéndose a una dosis de mantenimiento los dias posteriores

(Figura 24).
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Figura 24: Protocolos de administracion de gonadotropinas. a) Protocolo de dosis fija. La dosis de
gonadotropinas es fija durante 5 dias y posteriormente se ajusta en funcién de la respuesta ovarica. b)
Protocolo de dosis descendente. La dosis de gonadotropinas se mantiene durante 2-3 dias y
posteriormente se reduce.

Entre las gonadotropinas empleadas para la estimulacion del DFM se encuentran

la gonadotropina menopausica humana (hMG), FSH y LH.

Gonadotropina menopausica humana

La hMG se obtiene mediante purificacion de la orina de mujeres
postmenopdusicas. Su componente FSH permite reclutar foliculos y estimular su
crecimiento, y su componente LH facilita la maduracion del foliculo. La proporcion de

FSH/LH es 1/1.
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Hormona foliculo estimulante

La FSH actia de forma similar al componente FSH de la hMG. El continuo
avance de la industria farmacoldgica ha permitido obtener una FSH recombinante
altamente purificada (FSHr). En general, en las pacientes normorespondedoras no es

necesario asociar LH a la FSH para provocar el DFM.

Hormona luteinizante

La LH purificada también obtenida mediante tecnologia recombinante se utiliza
en combinacién con FSHr en pacientes con hipogonadismo hipogonadotropo, en las que
la hipofisis no secreta la cantidad suficiente de LH para estimular el ovario, o en algunas
pacientes con supresion hipofisaria profunda por el uso de analogos de la GnRH. Por el
contrario, no debiera utilizarse LH en pacientes con hiperestrogenismo o con niveles

elevados de LH.

3. Induccion de la ovulacion

La ovulacion puede inducirse con hCG (gonadotropina coridonica humana) 6 a-
GnRH.

El momento para inducir la ovulacion viene indicado a nivel ecografico por la
presencia de, al menos, 2-3 foliculos en torno a 18 mm de didmetro medio y a nivel
analitico mediante la valoracidén del estradiol plasmatico, teniendo en cuenta que por
cada foliculo que alcance un didmetro medio de 18 mm se producen sobre 200-300
pg/mL de estradiol. Mediante el uso de inductores de la ovulacién se consigue la

liberacion del ovocito en el liquido folicular y la maduracion (nuclear) final del mismo.

Gonadotropina corionica humana
La hCG posee una estructura y actividad bioldgica similar a la de la hormona
natural del embarazo (BhCG), actuando sobre los receptores para la LH e induciendo la
ovulacion. Se sabe que ésta tiene lugar 36 horas después de la administracion de la
hCQG, realizdndose entonces la aspiracion folicular (Nader y Berkowitz, 1990).
Actualmente, ademas de la hormona urinaria, se dispone también de hCG

recombinante.
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Agonistas de la GnRH
Los a-GnRH so6lo pueden utilizarse como inductores de la ovulacion cuando se
usa un ant-GnRH para el frenado hipofisario. Su uso con este fin ha mostrado un perfil

hormonal mas fisioldgico que otros agentes y entre sus ventajas estaria la disminucion

del SHO (Tay, 2002).

IV.1.2 Técnicas de inseminacion ovocitaria
Los ovocitos recuperados tras la EO y puncion folicular pueden ser inseminados
utilizando dos técnicas: a) FIV convencional o técnica de microgota y b) la inyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).

1. FIV convencional o técnica de microgota

La FIV se instaura como tratamiento de infertilidad asociada a patologia tubarica
bilateral, esterilidad por factor masculino no severo, fallos repetidos tras ciclos de
inseminacion artificial, disfunciéon ovdrica, endometriosis o esterilidad de origen
desconocido. La esencia de la técnica es la fecundacion del ovocito en condiciones de
cultivo in vitro (CIV) previa obtencidn y preparacion de los gametos. Tras la puncion-
aspiracion folicular, los complejos CCOs recuperados se clasifican en funcion del
aspecto morfoldgico y del grado de expansiéon del camulo, reflejando el estado
aproximado de maduracion nuclear. Una vez clasificados, los complejos CCOs son
colocados en microgotas de medio de cultivo donde se ha depositado una concentracion
determinada de la muestra de semen capacitada. Tras 18-22 horas, los ovocitos son

liberados (denudados) de las células del cimulo para valorar la fecundacion.

2. Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides

La ICSI aparece como solucion a los casos en los que la FIV convencional no
puede aplicarse, mayoritariamente en casos de factor masculino severo. Sin embargo,
actualmente existe un amplio abanico de indicaciones para esta técnica, como factor
masculino grave/azoospermia (ausencia de espermatozoides en el eyaculado),
infertilidad de causa inmunitaria, fallos de fecundacion tras FIV, diagndstico genético
preimplantacional (DGP), etc. La ICSI consiste en la microinyeccion de un
espermatozoide viable e inmovilizado en el citoplasma de un ovocito MII que ha sido

previamente denudado (Palermo et al., 1992).
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IV.2 Maduracion in vitro de ovocitos procedentes de ovarios no estimulados

El coste de los tratamientos de EO supone casi el 50% del valor total de los
tratamientos de infertilidad (alrededor de 2.000 euros). Pero ademds del coste
econdmico, pueden desencadenar el SHO. A falta de que se puedan reducir estos costes
econdmicos y biologicos, la forma mas fiable para prevenir ambas desventajas seria
evitar los protocolos de EO (Buckett et al., 2005).

La maduracién in vitro (MIV) de ovocitos fue estudiada por primera vez por
Pincus y Enzmann (1935) y su utilizacion clinica en la especie humana se inicia en la
década de los 60 con los trabajos realizados por Robert Edwards en Reino Unido
(Edwards, 1965). Sin embargo, no es hasta entrados los afios 90 cuando se consiguen las
primeras gestaciones y nacimientos con esta técnica (Cha et al., 1991; Trounson et al.,
1994; Barnes et al., 1995; Jaroudi et al., 1997; Russell et al., 1997; Jaroudi et al., 1999).
Hasta el afio 2008 mas de 1.000 nifios han nacido mediante el empleo de la MIV (Son y
Tan, 2010). Sin embargo, esta tecnologia es considerada todavia experimental y por
razones que se discutirdn a continuacion, su aplicacion clinica esta muy limitada
actualmente.

Las pacientes con sindrome de ovario poliquistico (SOP) son las candidatas
naturales para tratamientos de MIV. En los ultimos afios el rango de aplicaciones
clinicas de la MIV se ha extendido ademas a pacientes normovuladoras (que reglan
regularmente y tienen ovarios normales) con un recuento de foliculos antrales elevado
(Fadini et al., 2009a) y niveles elevados de la hormona antimiilleriana (AMH) (Fadini et
al., 2011). Ademas la MIV podria estar indicada para preservar la fertilidad en pacientes
con cancer en las que la estimulacion hormonal esté contraindicada (Holzer y Tan,

2005).

IV.2.1 Pacientes con sindrome de ovario poliquistico

El SOP es una disfuncion metabdlica frecuente con desorden endocrino
heterogéneo en mujeres en edad reproductiva (Toulis et al., 2009). Se caracteriza por la
presencia de hiperandrogenismo, hiperinsulinemia, hipersecrecion de LH, disfuncion
menstrual, hirsutismo, infertilidad y complicaciones durante el embarazo asi como
neonatales (Toulis et al., 2009). Los ovarios de pacientes con SOP se caracterizan por la
presencia de numerosos foliculos antrales en la corteza ovarica asi como la ausencia de
un foliculo dominante. La mayoria de estos foliculos, de aproximadamente 5 mm, se

caracterizan por permanecer bajo un ambiente androgénico (LH) debido a un aumento
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de la secrecion por parte de las células de la teca y a un bloqueo de la aromatizacioén por
parte de las células de la granulosa. Como consecuencia, las pacientes con SOP pueden
ser extremadamente sensibles a las gonadotropinas exdgenas y corren el riesgo de
presentar con frecuencia el SHO, incluso con concentraciones relativamente bajas de
gonadotropinas (Barnes et al., 1996). La respuesta ovarica exagerada tras la EO se
caracteriza por el desarrollo de una gran cohorte de foliculos de calidad dispar y una
recuperacion de ovocitos normalmente inmaduros. En estos ciclos las tasas de
fecundacion, division e implantacion son menores y hay un aumento en la tasa de aborto

(Sahu et al., 2008; Boomsma et al., 2008; Siristatidis et al., 2009).

IV.2.2 Protocolos de MIV

El ovario contiene numerosos foliculos antrales, tanto en la fase folicular como
en la fase lutea en cada ciclo ovulatorio. La forma mas genuina de la MIV se caracteriza
por la ausencia total de gonadotropinas artificiales y en consecuencia, todos los ovocitos
recuperados de los foliculos antrales visibles en la corteza ovarica son inmaduros (VG).
Seguidamente se usan medios de MIV para estimular su maduracion a MII en el
laboratorio. En ciclos en los que no se realiza ningun tipo de estimulacion ovarica existe
una relacion proporcional entre el nimero de ovocitos inmaduros recuperados y la tasa
de embarazo tras MIV, alcanzando un 28% en pacientes con mas de 10 ovocitos
inmaduros recuperados (Tan et al., 2002). No obstante, estos resultados son subdptimos
si los comparamos con los protocolos de EO (37,8% gestacion/transferencia [Registro
Sociedad Espafiola de Fertilidad [SEF] 2011]). Por esta razon, y con objeto de mejorar
la calidad y cantidad de los ovocitos, se realiza una imprimacién o priming con
gonadotropinas, tanto FSH como hCG antes de la recuperacion de los ovocitos (Chian

et al., 2000).

1. FSH priming

Bajos niveles de FSH son capaces de estimular las células de la granulosa,
permitiendo la recuperacion de un mayor numero de ovocitos VG y de mejor calidad
(Coticchio et al., 2012). Por lo general suelen administrarse 150 Ul de FSH durante 3
dias, comenzando el dia 3 de ciclo, seguido de 2-5 dias sin administracion de FSH
(coasting) antes de la recuperacion de los ovocitos (Mikklesen et al., 2003). Se ha
comprobado que la deprivacion hormonal tras la imprimacion con FSH mejora la

calidad de los ovocitos (Nivet et al., 2012).
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En pacientes con ciclos regulares el priming con FSH no parece influir en la tasa
de gestacion (Fadini et al.,, 2009b) (Tabla 1). En el caso de pacientes con SOP el
priming con FSH resulta en tasas de gestacién variables, ya que mientras algunos
autores observan su efecto beneficioso (Mikkelsen y Lindenberg, 2001), otros no

encuentran diferencias (Son et al., 2006) (Tabla 2).

2. hCG priming

En el caso de pacientes con ciclos regulares, los resultados son controvertidos,
habiendo estudios que observan una mayor tasa de gestacion/implantacion (Lim et al.,
2009), mientras que otros no observan ningun beneficio (Fadini et al., 2009a) (Tabla 1).
En pacientes con SOP, hay autores que observan un aumento en la tasa de maduracion
ovocitaria cuando se realiza un priming con hCG (Chian et al., 2000), mientras que
otros no describen diferencias significativas (Soderstrom-Anttila et al., 2005). Varios
estudios muestran la tendencia a una mayor tasa de gestacion, aunque las diferencias no

alcanzan niveles significativos (Chian et al., 2000; Son et al., 2006) (Tabla 2).

3. FSH + hCG priming

Mientras que en pacientes con SOP no se ha observado un efecto beneficioso
(Lin et al., 2003), una combinacion de FSH y hCG incrementa de forma significativa la
tasa de gestacion clinica en pacientes con ciclos regulares, en comparacién con el

priming de FSH o hCG por separado (Fadini et al., 2009a) (Tablas 1 y 2).
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Autores (Aiio) Ciclos (N)  Ciclos con TE (%) Priming N° Ovos Rec Horas CIV Tasa de MIV (%) TI (%) Tasa GC/TE (%)

Mikkelsen et al., 1999 10 10 Ninguna 3,7 36 76 18,8 30,0
Mikkelsen et al., 1999 10 10 FSH 4,0 36 85 11,8 20,0
Mikkelsen et al., 2000 87 63 Ninguna 6,1 28-36 61,1 8,8 17,4
Mikkelsen et al., 2001 132 83 Ninguna 3,8 28-36 60,1 NA 18,0
Child et al., 2001 56 50 hCG 5,1 48 78,4 1,5 4,0
Yoon et al., 2001 63 51 Ninguna 9,0 56 74,3 6,5 17,6
Sdderstrom-Anttila et al., 2005 91 58 (IVF) Ninguna 6,3 24-36 66,9 22,6 31,0
Sdderstrom-Anttila et al., 2005 100 86 (ICSI) Ninguna 6,5 24-36 54,5 15,0 21,0
Dal Canto et al., 2006 207 164 Ninguna 4,7 26 56,4 8,8 15,2
Fadini et al., 2009a 256 197 Ninguna 4,1 26 56,2 8,5 14,7
Lim et al., 2009 140 138 hCG 12,1 48 66,6 17,8 40,4
Fadini et al., 2009b 100 73 Ninguna 53 30 48,4 9,2 15,3
Fadini et al., 2009b 100 66 hCG 53 30 57,9 4,0 7,6
Fadini et al., 2009b 100 75 FSH 48 30 50,8 10,6 17,3
Fadini et al., 2009b 100 87 FSH + hCG 5,4 30 77,4 16,4 29,9

Tabla 1: Resultado de los ciclos de MIV en pacientes con ciclos regulares (Son WY, Tan SL. Laboratory and embryological aspects of hCG-primed in vitro maturation
cycles for patients with polycystic ovaries. Hum Reprod Update 2010, 16 (6): 675-89). CIV: cultivo in vitro. MIV: maduracioén in vitro. N: nimero. N° Ovos Rec: numero de
ovocitos recuperados. TE: transferencia embrionaria. TI: tasa de implantacion. GC: gestacion clinica.
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Autores (Aiio) Ciclos (N) Ciclos con TE (N) Priming N° Ovos Rec Horas CIV Tasa de MIV (%) TI (%) Tasa GC/TE (%)

Cha et al., 2000 94 85 Ninguna 13,6 48 75,1 6,9 27,1
Chian et al., 2000 11 11 Ninguna 7.8 48 69,1 14,8 27,3
Chian et al., 2000 13 13 hCG 7.4 48 84,3 16,7 38,5
Mikkelsen y Lindenberg, 2001 12 9 Ninguna 6,8 28-36 44,0 0 0

Mikkelsen y Lindenberg, 2001 24 21 FSH 6,5 28-36 59,0 21,6 333
Child et al., 2001 PCOS 68 68 hCG 11,3 48 77,0 9,6 29,9
Child et al., 2002 107 107 hCG 10,3 48 76,0 9,5 21,5
Lin et al., 2003 35 35 FSH + hCG 21,9 48 76,5 9,5 31,4
Lin et al., 2003 33 33 hCG 23,1 48 71,9 11,3 36,4
Cha et al., 2005 203 187 Ninguna 15,5 48 NA 5,5 21,9
Le Du et al., 2005 45 40 hCG 11,4 48 63,0 10,9 22,5
Soderstrom-Anttila et al., 2005 PCO 13 9 (IVF) Ninguna 9,3 24-36 60,6 13,3 22,2
Soderstrom-Anttila et al., 2005 PCO 7 5 (ICSI) Ninguna 9,3 24-36 49,2 0 0

Soderstrom-Anttila et al., 2005 PCOS 18 17 (IVF) Ninguna 14,3 24-36 54,3 34,5 52,9
Soderstrom-Anttila et al., 2005 PCOS 10 9 (ICSI) Ninguna 14,3 24-36 53,2 12,5 22,2
Son et al., 2006 27 27 Ninguna 18 48-52 74,8 6,5 22,2
Son et al., 2006 12 12 hMG 16,6 48-52 70,7 6,8 25,0
Son et al., 2006 23 23 hCG 17,6 48-52 73,0 12,2 39,1
Son et al., 2007b 415 415 hCG 14,1 48-52 74,0 9,7 28,4
Son et al., 2007b 106 106 (blastocistos) hCG 24,4 48-52 78,2 26,8 51,9
Wei et al., 2008 36 36 FSH + hCG 9,4 48 70,4 6,2 16,7
Wei et al., 2008 34 34 Metformina + FSH + hCG 12,4 48 76,7 15,3 38,2
Son et al., 2008¢ 171 171 hCG 18,9 48 65,3 11,9 29,8
Ge et al., 2008 89 89 Ninguna 17,0 48 67,1 16,5 41,6
Benkhalifa et al., 2009 332 289 hCG 9,0 48 79,7 6,4 (ongoing) 19,7

Tabla 2: Resultado de los ciclos de MIV en pacientes con SOP (Son WY, Tan SL. Laboratory and embryological aspects of hCG-primed in vitro maturation cycles for
patients with polycystic ovaries. Hum Reprod Update 2010, 16 (6): 675-89). CIV: cultivo in vitro. MIV: maduracion in vitro. N: nimero. N° Ovos Rec: numero de ovocitos
recuperados. TE: transferencia embrionaria. TI: tasa de implantacién. GC: gestacion clinica.
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La eficiencia de la MIV continua siendo inferior a la obtenida en los protocolos
de EO. De hecho, son pocas las clinicas que utilizan esta técnica de forma rutinaria. Las
principales razones son, por un lado, que las pacientes que cumplen los requisitos para
someterse a protocolos de MIV representan un porcentaje minimo del total de pacientes
que se someten a FIV, 5-10% pacientes con SOP (Gémez et al., 2010). Por otro lado,
los datos actuales indican que los ovocitos que maduran in vifro presentan tasas de
maduracion menores y un potencial de desarrollo reducido si se compara con ovocitos
madurados in vivo (Coticchio et al., 2012). Con independencia del tratamiento
gonadotropico empleado durante el priming, los ovocitos VG recuperados maduran en
una proporcion que raras veces excede el 50-55% (Fadini et al., 2009b). Esta proporcion
es menor a la de ovocitos MII que se recuperan tras un ciclo de EO (aproximadamente
un 80%). Sin embargo, la tasa de fecundacion obtenida en ciclos de MIV es similar a la
de ciclos de EO (70-75%) (Fadini et al., 2009b; Dal Canto et al., 2012). La tasa de
gestacion en pacientes con SOP sometidas a MIV se aproxima al 20%, mientras que
para este mismo grupo de pacientes la tasa de gestacion es considerablemente mayor
(50.5%) cuando se emplean tratamientos de EO (Gremeau et al., 2012).

Asi pues, para que la técnica de MIV, ya sea acompafiada o no de priming,
pueda considerarse como un tratamiento de eleccion para las pacientes que opten por la
MIV, es necesario que la tasa de embarazo se asemeje a la que se obtiene en ciclos

estimulados.

IV.2.3 Condiciones de cultivo in vitro

Las condiciones de cultivo, incluyendo la formulacion del medio base y su
suplementacion asi como el ambiente in vitro (la tension de oxigeno o la presencia de
células del camulo), afectan a procesos de vital importancia durante la maduracion
ovocitaria y el desarrollo embrionario posterior (Sutton et al., 2003). Las condiciones de
cultivo no solo regulan el metabolismo ovocitario (Roberts et al., 2002) sino también la
cinética del ciclo celular, la organizacion del aparato meidtico/cromatina (Cekleniak et
al., 2001; Trounson et al., 2001), la expresion génica (Coté et al., 2011; Plourde et al.,
2012) y la regulacion epigenética.

La tendencia actual en MIV es el uso de medios con suplementos definidos,
restringiendo asi la presencia de factores desconocidos que puedan interferir en la
regulacion de los procesos en estudio (Abeydeera, 2002). La composicion del medio de

cultivo que se utiliza para la MIV de ovocitos en la especie humana, con independencia
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de su origen (ciclo estimulado o no estimulado) deriva, principalmente, de la
experiencia acumulada de MIV de ovocitos procedentes de ovarios no estimulados en
animales domésticos.

La LH suele adicionarse al medio de cultivo debido a su papel promotor de la
maduracion ovocitaria y ovulacion in vivo. Sin embargo, estudios recientes demuestran
que dicha suplementacién podria ser irrelevante por presentar las células del cimulo
muy pocos RLH (Maman et al., 2012). No obstante, dicha suplementacion se sigue
manteniendo por precaucion. En algunos protocolos de MIV la hCG es empleada como
sustituto, sin embargo, hay que tener en cuenta que estas hormonas no son idénticas y
que con la hCG se obtiene una respuesta celular diferente (a nivel de expresion génica)
(Segers et al., 2012). A diferencia de lo que sucede con la LH, la FSH debe incluirse
siempre en los sistemas de MIV por mejorar la funcion de las células del cimulo
(Hillier et al., 1995). Sin embargo, no existen evidencias de que la concentracion de
FSH empleada habitualmente en los medios de MIV (10" UI/mL) sea la apropiada
(Coticchio et al., 2012). Estudios recientes han demostrado que la dosis de FSH puede
influir notablemente en la funcion in vitro del complejo CCO. Asi, una concentracion
relativamente elevada de FSH (10" UI/mL) es incapaz de asegurar el mantenimiento de
las uniones tipo gap entre las células del cimulo y el ovocito, mientras que
concentraciones inferiores (10 UI/mL) preservan el mantenimiento de las mismas
(Coticchio et al., 2012). Otras hormonas, como estradiol, hMG (Zhang et al., 1993),
PMSG (gonadotropina sérica de yegua gestante; Cha et al., 1998) también son
adicionadas a los medios de MIV.

Con el fin de suplementar el aporte de las células de la granulosa mural (que
estan ausentes en los complejos CCOs), los sistemas MIV se suplementan con EGF (ver
capitulo I1.2.1 Procesos desencadenados por el pico preovulatorio de LH. Activacioén de
la red de EGFs), TGFa, BDNF, PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas),
insulina e IGF-I (factor de crecimiento insulinico tipo I). El BDNFa es un factor de
crecimiento similar al EGF que estimula la maduracion nuclear y citoplasmatica en el
ovocito (Reeka et al., 1998). Tanto el EGF como el TGFa se unen al mismo receptor
(EGFR) (Schlessinger, 1986). EL BDNF estimula la maduracion citoplasmatica del
ovocito, mejorando en consecuencia, la competencia ovocitaria y el desarrollo
embrionario posterior (Martins da Silva et al., 2005; Anderson et al., 2010; Yu et al.,

2012).
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Pese a la tendencia actual de utilizar medios definidos, se sigue utilizando (en
algunos casos) suero materno como fuente de proteinas en los medios de MIV, a pesar
de que existe evidencia de que la albumina sérica humana recombinante (HSAr) o el
sustituto sintético del suero (SSS) no penalizan los resultados (Coticchio et al., 2012;
Dal Canto et al., 2012).

Son diversos los estudios que demuestran que los componentes de los medios de
maduracion involucrados en el metabolismo ovocitario desempefian un papel
importante desde la maduracién del ovocito hasta el desarrollo embrionario (Rose-
Hellekant et al., 1998; Watson et al., 2000; Zheng et al., 2001). El piruvato es la
principal fuente de energia del ovocito durante el proceso de maduracion y, en
condiciones fisiologicas, es producido por las células del cumulo (Leese y Barton,
1985), siendo el metabolismo de la glucosa minimo. Ha sido demostrado el efecto
beneficioso, a nivel de maduracion ovocitaria, de aminodcidos esenciales y no
esenciales (Rose-Hellekant et al., 1998; Watson et al., 2000) por actuar como sustratos
energéticos, reguladores de pH, quelantes de metales pesados y precursores de la
sintesis proteica (Gardner et al., 1996).

La adicién de insulina, transferrina y selenio al medio de maduracion en forma
de ITS (complejo insulina-transferrina-selenio) favorece el crecimiento folicular, la
maduracion ovocitaria in vitro y la competencia ovocitaria (Raghu et al., 2002; Kim et
al., 2005; Jeong et al., 2008). En concreto, la insulina esta implicada en el metabolismo
energético y en el transporte de aminoacidos a las células (Chian et al., 2002). Otros
autores han observado que la insulina incrementa la actividad de la MAPK y de la
histona H1 (Sakaguchi et al., 2002), asi como de los niveles de ciclina B1 (componente
esencial del MPF) (Cérdova et al., 2010).

Otros suplementos del medio, como inhibina y activina, mejoran las tasas de
maduracion, fecundacion y desarrollo embrionario (estadio de blastocisto) (Zhang et al.,
2012).

La experiencia acumulada con la MIV en especies animales ha permitido
perfeccionar el disefio de medios para ovocitos humanos (Tabla 1), facilitando el
desarrollo de medios comerciales (Medicult IVM® System, Origio; SAGE® In Vitro
Maturation Media). Pese a que los resultados han mejorado considerablemente, en muy
pocos estudios se describe el impacto del medio de cultivo (y de sus componentes)
sobre la maduracion del ovocito (Coticchio et al.,, 2012) y sobre la calidad de los

embriones resultantes, principalmente por la baja disponibilidad de material biologico.
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Los resultados obtenidos hasta la fecha sugieren que los protocolos de MIV no proveen
las condiciones necesarias para dar soporte a los cambios nucleares y citoplasmaticos
que tienen lugar de forma fisioldgica en respuesta al estimulo ovulatorio (Coticchio et
al., 2012). En especies como el vacuno, se ha descrito un incremento en la incidencia de
anomalias congénitas (Li, 2002; Farin et al., 2006) en la descendencia obtenida con
ovocitos madurados in vitro (miv). Sin embargo, en especies como el raton estas
anomalias no se han observado (Eppig et al., 2008). En la especie humana existen
resultados contradictorios respecto a la incidencia de anomalias genéticas en
comparacion con los ciclos de FIV convencional (Soderstrom-Anttila et al., 2006;
Buckett et al., 2007; Fadini et al., 2012), aunque cabe mencionar que las tasas de
embarazo son menores. Es muy probable que la falta de conocimiento del proceso de
maduracion ovocitaria in vivo en la especie humana sea el responsable de los resultados
mas limitados en MIV. A pesar de sus limitaciones reproductivas, la MIV supone un
reto atractivo en clinica, no solo por evitar los costes econdomicos y bioldgicos de los
tratamiento de EO, pero también para el desarrollo de lineas de investigacion
encaminadas a conocer en profundidad el proceso de maduracién ovocitaria y que
permitan desarrollar sistemas de MIV sofisticados capaces de reproducir de forma

fisiologica y eficiente la maduracion ovocitaria.
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V. Maduracion in vitro de ovocitos procedentes de ciclos de estimulacion ovarica

V.1 MIV de ovocitos procedentes de ovarios estimulados

Tras los tratamientos de EO la mayoria de los ovocitos recuperados han
alcanzado el estadio de MII. No obstante, un 15-20% son todavia inmaduros (Smitz et
al., 2004; Shu et al., 2007) estando en los estadios de VG y MI. En la mayoria de los
casos, el nimero de MII recuperados es suficiente para satisfacer las necesidades
reproductivas de las pacientes (aproximadamente 6-8 MII), haciendo innecesario el uso
de ovocitos inmaduros. No obstante, en pacientes con baja respuesta, de edad avanzada
o aquellas que presentan una cohorte folicular asincronica, donde la presencia de
ovocitos inmaduros tras la estimulacion es frecuente (Smitz et al., 1999), el empleo de
ovocitos miv de tratamientos de EO (EO-miv) y de buena calidad incrementaria el
numero de embriones obtenidos en cada ciclo y las probabilidades de embarazo a
término. Ademas, existen aplicaciones de investigacion (capitulo VI.3 Aplicaciones de
la activacion ovocitaria artificial) que se beneficiarian de la MIV de estos ovocitos. Pese
a su posible uso, las escasas gestaciones viables obtenidas (De Vos et al., 1999;
Strassburger et al., 2004) los ha relegado a la categoria de incompetentes y en su
correspondiente eliminacion de los ciclos de Reproduccion Asistida.

Aunque se han planteado diferentes hipdtesis, se desconoce con exactitud por
qué algunos ovocitos no responden al tratamiento de EO. Cuando se inicia el
tratamiento de EO, los foliculos se encuentran en diferentes etapas del desarrollo
folicular, dando lugar a ovocitos en distintos estadios de maduracién. Cuando los
foliculos son aspirados, previamente a la ruptura de los mismos, los ovocitos
recuperados proceden de un pool heterogéneo de foliculos, incluyendo foliculos antrales
de menor tamafo y foliculos atrésicos y degenerados (Stouffer y Zelinski-Wooten
2004). Ademas, la tasa de ovocitos inmaduros puede depender de las caracteristicas de
la propia paciente (causa de infertilidad, edad o reserva ovarica) y de los tratamientos de

EO empleados.

V.2 Avances en la MIV de ovocitos MI

El periodo de tiempo necesario para que los ovocitos MI completen la
maduracion meidtica es variable. Asi pues podemos clasificar los ovocitos MI en dos
grupos, aquellos que alcanzan el estadio MII tras tan solo unas horas de CIV, y aquellos

que necesitan periodos mas prolongados de tiempo.
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Ovocitos MI de maduracién rapida:

El proceso de extrusion del 1CP puede ser relativamente rapido, pudiendo
observarse tras 0.5-3 horas de CIV (Tabla 3; Balakier et al., 2004). En base a ello, la
valoracioén de la maduracion (extrusion del 1CP de forma espontdnea) suele realizarse
entre 2 y 4 horas tras la recuperacion ovocitaria, momento en el que ademas se realiza la
ICSI de los ovocitos MII recuperados in vivo. Dicho periodo de incubacion se ha
llegado a extender hasta las 7 horas en algiin caso (Vanhoutte et al., 2005). Las tasas de
MIV obtenidas por diferentes grupos durante los distintos periodos de tiempo evaluados

se muestran en la Tabla 4.

Tiempo de CIV 0.5 horas 1 hora 2 horas 3 horas

Tasa de MIV 90/468 (19%) 182/468 (39%) 168/468 (36%) 28/468 (6%)

N°MI a CIV: 604. N° MI miv: 468.

Tabla 3: Tasa de MIV de ovocitos MI obtenidos tras tratamientos de EO en funcion del periodo de
CIV. CIV: cultivo in vitro. MIV: maduracion in vitro. miv: madurados in vitro) (Balakier et al., 2004).

Autor Tiempo de CIV Tasa de MIV Medio CIV

De Vos et al., 1999 4 horas 26,7% Ménézo B2
Chen et al., 2000 3 horas 16,4% HTF (Irvine Scientific)
Strassburger et al., 2004 4 horas 45,1% G1.2 (Vitrolife)
Vanhoutte et al., 2005 2-4 horas 41% Sydney IVF (Cook)
Vanhoutte et al., 2005 4-7 horas 42% Sydney IVF (Cook)
Shin et al., 2013 3-4 horas 62,8% -

Tabla 4: Tasa de MIV de ovocitos MI obtenidos tras tratamientos de EO tras diferentes periodos de
CIV. CIV: cultivo in vitro. HTF: human tubal fluid. MIV: maduracioén in vitro.

La calidad de los embriones obtenidos tras la fecundacion de los ovocitos en
funcion del momento de extrusion del 1CP indica que entre 3 y 6 horas tras la extrusion
la incidencia de multinucleacién es menor (Tabla 5; Balakier et al., 2004). Esto parece
sugerir que la maduracion nuclear no se completa solamente con la extrusion del 1CP y
que es necesario un periodo de tiempo adicional para que el aparato meidtico (spindle)
se forme y funcione correctamente. No obstante, un periodo demasiado prolongado en
CIV puede resultar en envejecimiento ovocitario y detencion del desarrollo
embrionario. Por esta razon, es necesario encontrar el intervalo que asegure normalidad

cromosOmica y competencia citoplasmatica.
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Momento ICSI tras extrusion CP 2PN 1PN/3PN Embriones con DDE Embriones con BMN

1-1.5 horas 25% 10% 47% 36%
2-2.5 horas 43% 12% 38% 17%
3-6 horas 62% 8% 37% 23%
Control MIT T7% 5% 17% 13%

Tabla 5: Tasa de fecundacién tras la microinyeccion de ovocitos MI miv. BMN: blastomeras
multinucleadas (mas de un nucleo por célula). CP: corpusculo polar. DDE: detencion del desarrollo
embrionario en 1-4 células. ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides. PN: prontcleos.
(Balakier et al., 2004).

Ovocitos MI de maduracién lenta:

El cultivo de ovocitos MI durante 24 y 36 horas resulta en tasas de maduracion
de 73% y 84% respectivamente (Chen et al., 2000). A pesar de que la tasa de division al
estadio de 2-4 células (dia +2 de desarrollo) no difiere respecto a la de los ovocitos
recuperados en MII (95.3% vs. 94.6%; respectivamente), la tasa de embriones de buena
morfologia es significativamente inferior (24.4% vs. 62.5%; Chen et al., 2000).
Ademas, los embriones resultantes muestran un incremento en la incidencia de
anomalias en la organizacion del citoesqueleto y alteraciones cromosdmicas. Se
argumenta que el envejecimiento celular (a nivel citoplasmatico) que los ovocitos
experimentan tras periodos prolongados de CIV aumenta su susceptibilidad para
activarse de forma espontanea (Krisher, 2004; Vanhoutte et al., 2005; Miao et al.,
2009), resultando en mayores tasas de maduracion y de division temprana (justo hasta
alcanzar la EGA), pero generando embriones de calidad defectuosa y pobre desarrollo
tras la EGA.

Con independencia del periodo necesario para completar la meiosis, la mayoria
de estudios muestran unas tasas de fecundacion con ovocitos MI miv inferiores a las
obtenidas con ovocitos MII in vivo (Strassburger et al., 2004: 44% vs. 68%; Vanhoutte
et al., 2005: 52% vs. 68%; Shin et al., 2013: 37 vs. 72%; Alvarez et al., 2013: 56% vs.
71%). También se observa una mayor proporcion de embriones de mala calidad, con
mayor detencion de la division y un mayor nimero de blastomeras multinucleadas,
ademas de un menor desarrollo al estadio de blastocisto. Ademas, la tasa de
implantacion es menor respecto a la alcanzada con ovocitos MII in vivo (De Vos et al.,
1999) y el desarrollo a término queda limitado a muy pocos casos (De Vos et al., 1999;

Chen et al., 2000; Strassburger et al., 2004). Es por esta razén, que los ovocitos MI
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procedentes de ciclos estimulados son normalmente descartados para fines

reproductivos.

V.3 Avances en la MIV de ovocitos VG

La tasa de recuperacion de ovocitos VG tras los tratamientos de EO es
aproximadamente del 9% (datos no publicados). Al igual que con los ovocitos MI, los
ovocitos VG son capaces de madurar in vitro con unas tasas que oscilan entre el 35% y
el 45% (Reichman et al., 2010; McElroy et al., 2010; Farsi et al., 2011). No obstante,
estos ovocitos generan embriones con una capacidad de desarrollo in vitro seriamente
comprometida, con defectos en numero de células, simetria y fragmentacion (Reichman
et al., 2010). Ademas, los ovocitos VG miv muestran una expresion génica dos veces
mayor que los ovocitos MII in vivo (Reichman et al., 2010; Jones et al., 2008). Este
conjunto de defectos unido a una mayor proporcion de anomalias cromosomicas (Magli
et al., 2006) resulta en un potencial de implantacion y gestacion a término muy limitado
y en mayor riesgo de aborto (Chen et al., 2000; Balakier et al., 2004; Strassburger et al.,
2004). Razones por las que los ovocitos VG se descartan, de forma automadtica, con
fines reproductivos.

Con los sistemas de cultivo actuales, derivados de la maduracion de ovocitos de
ciclos no estimulados (ovocitos incluidos en complejos CCOs) y desarrollados en otras
especies animales (ver capitulo 1V.2.3 Condiciones de cultivo in vitro), los progresos
han sido muy limitados, por no decir inexistentes. Es probable que los ovocitos
inmaduros posean defectos irreversibles (Trounson et al., 2001; Strassburger et al.,
2004; Li et al., 2006), aunque también es posible que los sistemas de MIV actuales sean
incapaces de proveer las condiciones in vitro adecuadas. Asi pues, son necesarios
estudios que investiguen el potencial real de estos ovocitos (sin camulo) para desarrollar
sistemas de cultivo que provean sus requerimientos y permitan obtener ovocitos

competentes (Tan y Child, 2002).

V.4 Empleo de inhibidores meioticos

Una de las posibles causas de las anomalias de los ovocitos miv es que dichos
ovocitos comienzan el proceso de maduracion nuclear de forma precoz mientras todavia
deben adquirir la maquinaria citoplasmatica y molecular (capitulo I1I.1 Competencia
ovocitaria) necesaria para sustentar el desarrollo embrionario preimplantacional (Sirard

et al., 2006; Gilchrist y Thompson 2007). En este sentido, se ha tratado de mejorar la
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competencia ovocitaria mediante la inhibicion temporal de la maduracion meiotica
(Anderiesz et al., 2000; Ponderato et al., 2001).

Los sistemas de cultivo con inhibidores de la meiosis constan de dos pasos: un
pre-cultivo inicial en presencia de inhibidores reversibles de la reanudacion meidtica,
para posteriormente transferirse al medio de maduracion definitivo, carente de
inhibidores (Nogueira et al., 2003a).

Existen diferentes inhibidores meioticos, entre los fisiolégicos encontramos el
cultivo con fluido folicular (Sirard y First, 1988), células de la granulosa mural (Kalous
et al., 1993) y c¢lulas de la teca (Richard y Sirard, 1996) entre otros; mientras que entre
los inhibidores quimicos encontramos la dibutyryl AMPc, butirolactona, cicloheximida
(CHX), 6-dimetil amino purina (6-DMAP), citocalasina B, roscovitina y los inhibidores

especificos de la fosfodiesterasa (cilostamida [CT], milrinona, Org9935).

Inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 3 (IPDE3)

La presencia de elevados niveles de AMPc es necesaria para mantener el arresto
meiodtico (capitulo II.1 El arresto meidtico). En ausencia de células del cumulo (en
ovocitos VG procedentes de EO), y por tanto de GMPc (inhibidor natural de la
PDE3A), la PDE3A esta activa, degradando el AMPc intraovocitario, y facilitando la

reanudacion de la meiosis.

Empleo de IPDE3 en ovocitos procedentes de ovarios no estimulados

La adicién de IPDE3 al medio de cultivo mantiene al ovocito, tanto en
complejos CCOs como denudados, en profase I de forma reversible (Mayes y Sirard
2002; Thomas et al., 2002). Ademas, la exposicion combinada de los complejos CCOs a
CT (IPDE3) y forskolina (activador de la AC) mejora la tasa de fecundacion tras MIV
(Shu et al., 2008). Mas alla del efecto sobre la maduracion, el cultivo “previo” de los
complejos CCOs en presencia de IPDE3 ejerce un efecto positivo sobre la capacidad de
desarrollo (Nogueira et al., 2003b; Thomas et al., 2004). Sin embargo, estos resultados
son todavia suboptimos en comparacion con los MII in vivo, indicando la necesidad de
continuar con la mejora de la MIV. Para explotar el potencial de los IPDE3, y prolongar
la comunicacién entre el ovocito y las células del camulo, se han cultivado los
complejos COCs durante 24 o 48 horas en presencia del inhibidor (Nogueira et al.,

2006). A pesar de que no se encontraron diferencias en la tasa de maduracion tras 48
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horas de MIV sin inhibidor (74 y 73% respectivamente), el cultivo durante 24 horas

resultd en embriones de mejor calidad (Nogueira et al., 2006).

Empleo de IPDE3 en ovocitos procedentes de ovarios estimulados

El pre-cultivo con IPDE3 de complejos CCOs y ovocitos denudados procedentes
de EO es también capaz de mantener al ovocito en profase I de forma reversible (Jensen
et al., 2002; Nogueira et al., 2003a). En la especie humana, el cultivo de los complejos
CCOs presumiblemente inmaduros (basandose en el grado de expansion vy
compactacion del cimulo) con el IPDE3 Org9935 durante 24 y 48 horas mejora la tasa
de maduracién nuclear, aunque el cultivo durante 24 horas da lugar a embriones con una
menor tasa de fragmentacion (Nogueira et al., 2006).

El pre-cultivo de ovocitos VG denudados procedentes de ciclos de ICSI con
inhibidores meiodticos mejora la sincronizacion entre la maduracion nuclear y
citoplasmatica (Vanhoutte et al., 2007). Estos autores demostraron que cuando se
cultivan ovocitos VG con CT (concentracion 1 umol/L), la tasa de maduracion tras 48
horas es similar a la de los ovocitos cultivados en su ausencia (control). Sin embargo, la
proporciéon de ovocitos con configuraciones normales del aparato meiodtico y
cromosomas correctamente alineados fue superior respecto al grupo de VG miv y no
tratadas con el inhibidor, sin mostrar diferencias con los ovocitos MII in vivo
(Vanhoutte et al., 2007).

Pese a los avances realizados hasta la fecha, no existe una clara evidencia del
efecto beneficial del cultivo previo con IPDE3 en cuanto a la capacidad de desarrollo

de ovocitos humanos VG procedentes de EO (denudados previamente).

V.5 Co-cultivo de ovocitos VG procedentes de EO con células del caimulo

La estrecha relacion entre las células del camulo/granulosa y el ovocito (ver
capitulo [.3 Comunicacidon entre ovocito y células del ctimulo) sugiere que la
denudacion ovocitaria previa a la finalizacion de la maduracion del ovocito puede ser
detrimental para la calidad ovocitaria (Nogueira et al., 2006). En un intento por
restablecer el apoyo de las células del cimulo al ovocito denudado y para estudiar la
interaccion entre los dos compartimentos celulares algunos investigadores han intentado
establecer sistemas de co-cultivo en diferentes especies. El co-cultivo de ovocitos VG
denudados de raton (procedentes de ovarios no estimulados) sobre monocapas de

células del cimulo mejora la maduracion ovocitaria (Ge et al., 2008). Luciano y
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colaboradores (2005) observaron que mientras el co-cultivo de ovocitos VG bovinos

denudados (procedentes de ovarios no estimulados) con cé€lulas del camulo disgregadas

no mejoraba su competencia, si lo hacia cuando éstos eran co-cultivados con complejos
CCOs intactos. En la especie humana el co-cultivo de ovocitos EO-VG denudados con
células del cumulo disociadas (Héberle et al., 1999; Johnson et al., 2008; Zhu et al.,
2008) no mejoro las tasas de MIV de forma significativa, probablemente por la ausencia
de conexiones directas entre ambos tipos celulares. En un intento por establecer una
situacion mas fisioldgica se introdujo el concepto de co-cultivo en presencia de una
ECM (matriz extracelular) (Combelles et al., 2005; Torre et al., 2006). La ECM
confiere al co-cultivo una estructura tridimensional (3D) que regula la morfogénesis,
supervivencia, migracion, proliferacion, comunicacion, metabolismo y respuesta a
estimulos externos (Bissell, 1998). De esta forma un ambiente 3D resulta en un
comportamiento celular y en unos perfiles de expresion génica similares a los
observados en cultivos vivos (Cukierman et al., 2002). Pero ademads, la ECM regula la
supervivencia, proliferacion y esteroidogénesis de las células de la granulosa (Huet et
al., 2001). Asi, el cultivo de foliculos y complejos CCOs en geles de colageno demostrd
que los foliculos requieren de una ambiente fisico rigido para sobrevivir y crecer in
vitro y, que el cultivo con el gel de coldgeno incrementd el nimero de capas de células
de la granulosa y el tamafio del ovocito (Abir et al., 1999; Hornick et al., 2012).

Estos resultados sugieren que el co-cultivo 3D con células del caimulo en
presencia de inhibidores de la progresion meidtica podria mejorar la MIV de ovocitos

humanos VG denudados.
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VI. Activacion ovocitaria

VI.1 Activacion ovocitaria mediada por el espermatozoide

Tras la ovulacidn, los ovocitos tinicamente proseguirdn con la division meidtica
si son fecundados. Es en este momento cuando el espermatozoide, por medio de sefiales
no bien conocidas, genera oscilaciones periodicas de Ca** (Kline y Kline 1992) que
reducen los niveles de MPF (propios del ovocito en arresto meidtico, ver capitulo 11.2.2
Etapas de la reanudacion de la meiosis. 6. Re-arresto meidtico) e inducen la liberacion
del arresto meidtico y el desarrollo embrionario posterior. Las oscilaciones de Ca®"
deben ser elevadas en momentos puntuales para que la reanudacion y finalizacion de la
meiosis, el establecimiento del bloqueo de la poliespermia y la correcta utilizacion de
los ARNm maternos necesarios para la EGA (Ducibella et al., 2006) se produzcan de
forma adecuada (Toth et al., 2006). La habilidad del ovocito para generar oscilaciones
de Ca®" se adquiere de manera progresiva durante la maduracién meidtica. Asi, los
ovocitos fecundados en profase I generan menos oscilaciones de Ca®” que aquellos
fecundados en MII (Cheung et al., 2000). Ademés, el primer pico de Ca’" es de mayor
amplitud y duracion en ovocitos maduros que en inmaduros (Jones et al., 1995). Esto se

debe a la adquisicion de los siguientes cambios citoplasmaticos (Figura 25):

1) Reorganizacion del RE, principal almacén de Ca>" del ovocito.
2) Incremento de la concentracion de iones de Ca*" en el RE.

3) Redistribucion de las proteinas de unién al Ca**en el RE.

4) Incremento del nimero de receptores de IP; (RIP3).

5) Cambios en las propiedades bioquimicas de los RIPs.

No obstante, esta capacidad para generar oscilaciones de Ca>" no es un indicador
absoluto de competencia ovocitaria. De hecho, ovocitos bloqueados en MI generan
oscilaciones de calcio continuas y similares a las generadas por los ovocitos maduros
(Jones et al., 1995).

Las oscilaciones de Ca*" producidas durante la activaciéon ovocitaria no son solo
necesarias en la fecundacién ovocitaria sino que también afectan el desarrollo
embrionario y posterior implantacion (Toth et al., 2006; Ozil et al., 2006; Borges et al.,
2009). Se desconoce el mecanismo molecular exacto, pero se ha postulado que las

oscilaciones de Ca”" podrian regular la expresion génica (Borges et al., 2009).
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Figura 25: Cambios acontecidos en el RE durante la maduracion ovocitaria que permiten la
activacién del ovocito tras la fecundacién. El primer pico de Ca®" (amplitud y duracion) asi como el
namero de oscilaciones de Ca®" varia en funcion del estadio de maduracién ovocitario. Ca®": calcio. MII:
metafase II. RE: reticulo endoplasmico. R11P3: receptor 1 del inositol 1, 4, 5 trifosfato. VG: vesicula
germinal.

, . . . ., 2+
Se han propuesto 3 teorias para explicar el mecanismo de liberacion de Ca

desencadenado por el espermatozoide durante la fecundacion (Whitaker, 2006):

Teoria del conducto espermatico: el Ca*" fluye a través de un canal desde el

espermatozoide al ovocito durante la fusion de gametos (Jaffe, 1983). Sin embargo, no
existe evidencia que soporte el incremento en la concentracién de Ca”" en el lugar de
fusion. Ademas, la activacion no se impide al disminuir los niveles de Ca** (Jones et al.,

1998).

4 . . . . . s 2+
Teoria del receptor: diversos estudios indican que la liberacion de Ca™ durante el

proceso de fecundacion estd mediado por el IP; (Parrington et al., 2007). El ovocito
presenta un receptor de membrana, probablemente la tetraspanina CD9 (Miyado et al.,
2000; Li et al., 2004; Ziyyat et al., 2006; Zhou et al., 2009), donde se une el ligando
[ZUMOI1 (Inoue et al., 2013) presente en el espermatozoide. Dicha union activa a la
CD9 que se une a una proteina G o a una proteina tirosina quinasa (PTK) que activa a
su vez a la fosfolipasa C (PLC). Esta induce la hidrolisis del PIP, en diacilglicerol
(DAG) e 1Ps. El IP3 generado se une al receptor RIP; presente en la superficie del RE.
La produccion constante y elevada de IP3; es responsable del incremento periddico de

los niveles de Ca*" (Lee et al., 2010) (Figura 26).
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Figura 26: Activaciéon ovocitaria mediada por

/ Fertilina §? \ el espermatozoide. Teoria del receptor. La
CD9 unién del ligando espermatico [IZUMOI1 al

receptor de membrana ovocitario CD9 resulta en

Memb . .
Be o la cascada de liberacion de Ca*" del RE. Ca’":
PIP2 calcio. CD9: tetraspanina CD9. IP3: inositol 1, 4,
5 trifosfato. MPF: factor promotor de la

PTK
maduracién. PG: proteina G. PIP2: fosfatidil
inositol 4, 5 bifosfato. PLC: fosfolipasa C. PTK:

) \ proteina tirosina quinasa. R: receptor. RIP3:
Reticulo

endoplasmi  \RIP3 receptor inositol 1, 4, 5 trifosfato.

Exocitosis granulos

\Caz" Caz"__é corticales /

, . . .y 2+
Las dos teorias anteriores asumen que la liberacion de Ca” es absolutamente

dependiente de la interaccion fisica entre el espermatozoide y el ovocito. Sin embargo,

la ICSI merma su credibilidad.

Teoria del factor espermético: sugiere que el espermatozoide al fusionarse con el

ovocito introduce un factor citosolico soluble (factor espermdtico) que provoca la
liberacién de Ca®". Se trata de una PLC especifica del espermatozoide, denominada
PLCE, con una elevada sensibilidad al Ca*” comparado con otras isoformas (Wu et al.,
2001; Saunders et al., 2002). La liberacion de la PLCT al citoplasma ovocitario activa la
enzima que hidroliza el PIP, en DAG e IP;. El IP; se une al receptor RIP; presente en la

superficie del RE, provocando el incremento periédico de los niveles de Ca*" (Ito et al.,

2010) (Figura 27).

~

spermatico (PLCTA_S ¢
rpz |P3

Reanudacién de la meiosis (inhibicion MPF)

c r€— RE Bloqueo poliespermia (exocitosis granulos corticales)

~

RE Utilizacion ARNm maternos (activaciéon genoma embrionario)

Desarrollo embrionario posterior /

Figura 27: Activacion ovocitaria mediada por el espermatozoide. Teoria del factor espermatico. La
fusion del espermatozoide con el ovocito es responsable del aumento de los niveles de Ca®’
citoplasmatico, que, a su vez, activan al ovocito. Ca”": calcio. IP3: inositol 1, 4, 5 trifosfato. MPF: factor
promotor de la maduracion. PIP2: fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato. PLCC: fosfolipasa C zeta. RE: reticulo
endoplasmatico. RIP3: receptor inositol 1, 4, 5 trifosfato.
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Una vez el Ca®” es liberado al citoplasma ovocitario, éste activa el complejo
APC con la consiguiente degradacion de ciclina Bl y disminucion de los niveles de
MPF (Figura 17; capitulo 11.2.2 Etapas en la reanudacion de la meiosis. 4. Separacion y
segregacion de cromosomas homologos). Al mismo tiempo se produce una disminucion
progresiva de la MAPK, permitiendo la replicacion del ADN, la aposicion pronuclear,
la desaparicion de la envoltura nuclear, la condensacion de la cromatina en cromosomas
y la reorganizacion de los mismos en la placa metafésica, preparandose para la primera

division mitotica (Miao et al., 2012).

V1.2 Activacion ovocitaria artificial (activacion partenogenota, AP)

Ciertos estimulos artificiales son capaces de activar al ovocito sin la
contribucion del espermatozoide, proceso conocido como partenogénesis (Kaufman,
1979). La partenogénesis ha sido empleada como modelo para el estudio de los eventos
bioquimicos y morfologicos que tienen lugar durante el desarrollo embrionario
temprano (Collas et al., 1993). La mayoria de los métodos de activacion artificial
empleados se basan en la utilizacion de agentes inductores del incremento del Ca*
intracelular combinados con inhibidores de la sintesis o fosforilacién proteica (Koo et
al., 2000; Garcia-Mengual et al., 2008) que aseguran que la reduccion en los niveles de

MPF se mantenga hasta que se consiga la activacion completa.

VI.2.1 Agentes activadores inductores del incremento del Ca®** intracelular

Se han empleado diferentes procedimientos para incrementar los niveles de Ca*”
intracelular, incluyendo estimulos mecanicos, quimicos y fisiologicos. El agente ideal es
aquel que consiga mimetizar el patron de oscilaciones de Ca®" desencadenado por el

espermatozoide.

La rotura mecanica de la membrana ovocitaria mediante una fina aguja es
suficiente para generar un influjo de Ca”" procedente del medio extracelular (siempre y
cuando el medio contenga Ca®"), capaz de iniciar el desarrollo en ovocitos de rana
(Kawamura, 1939). Del mismo modo, la microinyeccion de Ca*" se ha planteado como
otro método para la activacion ovocitaria.

. .y, ;. . c ey . I 2
La activacion quimica mediante la exposicion a ionéforo de Ca™", 7% etanol,

cloruro de estroncio, forbolester y timerosal (Machaty et al., 1998) induce un aumento

., 2+ . . .
de la concentracién de Ca™ en el citoplasma ovocitario.
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- Tonéforo A23187: modifica la permeabilidad de la membrana plasmatica, facilitando
el transporte de Ca®", y a su vez potencia la liberacion del Ca*" intracelular almacenado
(Kline y Kline, 1992). La ionomicina es otro ion6foro de Ca*" mas potente.

- 7% Etanol: tras 5-7 minutos en medio suplementado con 7% etanol se estimula la
formacion de IP; y el flujo del Ca®" extracelular (Presicce y Yang, 1994).

Tanto el ionéforo como el 7% etanol inducen una unica oscilacion de Ca®" en el
ovocito.

. . . . . 2+ ..
- Cloruro de estroncio: induce oscilaciones repetidas de Ca” de una forma similar a la

producida durante la fecundacion (Ma et al., 2005), probablemente mediante su unién a
los RIP; del RE (Tomashov-Matar et al., 2005). Este compuesto se ha utilizado en la
especie humana de forma eficaz (obtencion de nacidos vivos) para la activacion de
ovocitos en casos de fallos de fecundacion repetidos o fecundacion suboptima cuando
se utilizan espermatozoides testiculares criopreservados en ICSI (Kim et al., 2012).

- Forbolester: imita el DAG endogeno, activando la PKC (Nishizuka, 1984), induciendo
las oscilaciones de Ca®" y la formacion pronuclear en ovocitos de raton (Cuthbertson y
Cobbold, 1985). Sin embargo, la tasa de activacion es menor al compararla con la del
ionoforo de Ca®" (Uranga et al., 1996).

- Timerosal: induce miltiples oscilaciones de Ca’" aumentando la sensibilidad de los
RIP; y ha sido utilizado satisfactoriamente en la activacion de ovocitos de la especie
bovina (Fissore et al., 1992). Sin embargo, debido a su capacidad oxidante, puede
alterar el citoesqueleto disminuyendo el desarrollo embrionario (Rogers et al., 2004).

La activacion eléctrica se basa en la aplicacién de pulsos eléctricos sobre los

ovocitos. Esto resulta en la formacion de poros en la membrana plasmadtica que facilitan
el paso de Ca*" extracelular al interior del ooplasma. El éxito de este procedimiento
depende del tamafio del poro formado (que depende de la intensidad/duracién del pulso)

asi como del contenido i6nico del medio utilizado para la activacion.

VI1.2.2 Agentes inhibidores de la sintesis o fosforilacion proteica: inhibidores del
MPF

Los resultados obtenidos hasta la fecha indican que la reduccién inicial en los
niveles de MPF desencadenados por los inductores de Ca®" es temporal e insuficiente
para conseguir la activacion completa del ovocito. Es por ello, que estos estimulos

iniciales deben acompanarse por tratamientos adicionales que impidan un aumento de
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MPF y el consiguiente arresto ovocitario en metafase III (MIII) (Paffoni et al., 2007).

Para ello se utilizan inhibidores de la sintesis o de la fosforilacion proteica.

1. Inhibidores de la sintesis proteica
Los inhibidores de la sintesis proteica como la cicloheximida (CHX) y la

puromicina inhiben la sintesis de ciclina B1 (Balakier y Casper, 1993). No obstante,

estos agentes no son especificos, y la CHX no solo reduce las proteinas que mantienen
la actividad del MPF, sino que también inhibe la expresion de proteinas responsables
del inicio de la replicacion del ADN, que puede traducirse en un retraso de la divisién

embrionaria (Alberio et al., 2001).

2. Inhibidores de la fosforilacion proteica

El 6-DMAP inhibe la fosforilacion de la fosfatasa cdc25, inhibiendo por tanto,
la actividad MPF. A pesar de que en especies como la porcina el 6-DMAP induce la
reanudacion meidtica sin que sea necesaria la liberacion previa de Ca>" (Rickords et al.,
1992), en otras, como ratoén, bovinos y humana, la activacion requiere de la liberacion
previa de Ca®" (Liu et al., 1998a; Paffoni et al., 2007). La combinacién de iondforo de
Ca”>" con 6-DMAP resulta en tasas elevadas de activacion y desarrollo a blastocisto
tanto en ovinos (Loi et al., 1998) como bovinos (Liu et al., 1998b). Sin embargo, los
embriones resultantes presentan alteraciones de la ploidia como resultado de un patréon
alterado de la cariocinesis durante el primer ciclo celular (De la Fuente y King, 1998).
En la especie humana se han utilizado varias combinaciones para la activacion
partenogenota (Tabla 6). La variabilidad de los resultados observados puede depender
del tratamiento de activacion empleado asi como de la calidad ovocitaria (Heindryckx et
al., 2005). Los resultados obtenidos hasta la fecha sugieren que el tratamiento
combinado de ionoforo y 6-DMAP activa de forma eficiente ovocitos humanos,
asegurando el estado de diploidia del embrion (se impide la extrusion del 2CP) y
resultando en la obtencion de lineas de células madre embrionarias humanas

partenogenotas (hpESC) (Tabla 6).
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Autor Protocolo de activacion N MII Ovos Act. BT Lineas hpESC Lineas hpESC
(%) (Ovos) (%) (BT) (%) (Ovos) (%)

Paffoni et al., 2007  5' 5uM Inm + 3h 2mM 6-DMAP 104 70 (67) 909 - -

Mai et al., 2007 Eléctrica + 5' 5uM Inm + 5h 2mM 19 16 (84) 421) 2 (50) 2 (10)
6-DMAP

Revazova et al, 5'5uM Inm +4h ImM 6-DMAP 44 40 (91) 23 (52) 6 (26) 6 (14)

2007

Brevini etal., 2009 5'5 uM Inm + 3h 2mM 6DMAP 20 - - 3 3(15)

Lietal., 2009 2x 1.1 kV/cm 80 usec 9 8 0 - -
2x 1.2 kV/em 80 usec 9 8(89) 2(22) - -
2x 1.3 kV/cm 80 usec 9 9 (100) 1(11) - -

Nuestros resultados 5'5 uM Inf A23187 + 3h 2mM 6- 11 11 (100) 4 (36) - -

(no publicados) DMAP

Tabla 6: Resumen de los distintos protocolos de activacion empleados en la especie humana. 6-
DMAP: 6 dimetil aminopurina. Act: activados. BT: blastocisto. Inf: Iondéforo. Inm: ionomicina. N:
numero de efectivos. Ovos: ovocitos.

V1.3 Aplicaciones de la activacion ovocitaria artificial
VI1.3.1 Aplicaciones en clinica

El fallo de fecundacion total con la técnica de ICSI ronda el 1-3% (Moomjy et
al., 1998) y en la mayoria de los casos es debido al gameto masculino, posiblemente por
una deficiencia en el factor PLCT (Heytens et al., 2009; Taylor et al., 2010; Tesarik et
al., 2002). En un intento por rescatar estos ciclos, se ha combinado la ICSI con
diferentes agentes activadores, como pulsos eléctricos (Yanagida et al., 1999), la ICSI
modificada (el espermatozoide se deposita a las 9 horarias en el ovocito, basandose en
la existencia a nivel pericortical de mitocondrias altamente polarizadas [mayor AWy]
que aportan, tedricamente, mayor cantidad de energia) (Ebner et al., 2004), la inyeccion
de PLCT (Yoon et al.,, 2008) o la activacion quimica con ionomicina, calcimicina
(A23187) o cloruro de estroncio (Terada et al., 2009; Isachenko et al., 2010; Kim et al.,
2012). No obstante, a pesar de mejorar los resultados (activacion ovocitaria), dichas
estrategias no se han traducido a la clinica diaria por tratarse de técnicas mas invasivas
que la micromanipulacion convencional con consecuencias desconocidas en la calidad
embrionaria posterior.
VI1.3.2 Aplicaciones en investigacion

El interés de la transferencia nuclear (NT; nuclear transfer) en medicina
regenerativa esta intimamente unido al potencial de las células madre embrionarias
humanas (hESC; human embryonis stem cells) para el tratamiento de enfermedades
incurables hoy dia (enfermedad de Parkinson, Diabetes tipo 1) o cuyo tratamiento

depende de la disponibilidad del tejido a transplantar.
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Las ESC han despertado un gran interés en medicina regenerativa desde que
fueron aisladas (Thompson et al., 1998) debido a sus caracteristicas intrinsecas. Se trata
de células indiferenciadas que poseen la capacidad de autorenovarse permaneciendo en
estado indiferenciado o bien diferenciarse hacia cualquiera de los tipos celulares
representativos del mesodermo, endodermo y ectodermo, en presencia de factores
especificos o bien por manipulacion genética (Thompson et al., 1998; Reubinoff et al.,
2000; Stojkovic et al., 2004).

En general, las hESC se obtienen de preembriones sobrantes de ciclos de
Reproduccion Asistida, en estadio preimplantatorio (Thompson et al., 1998; Stojkovic
et al., 2004; Zhang et al., 2006), que han sido donados voluntariamente por las parejas
que ya no los necesitan. Se han derivado lineas de hESC con éxito tanto de embriones
normales (2n) como de cigotos con fallo de fecundacion (Suss-Toby et al., 2004; Chen
et al., 2005; Zhang et al., 2006). Son de gran utilidad experimental también, los
preembriones desechados tras DGP (Verlinsky et al., 2005) ya que se han utilizado
satisfactoriamente para derivar hESC y en este caso, la importancia estriba en que se
han obtenido lineas de hESC especificas de la enfermedad detectada por DGP (Cervera
y Stojkovic, 2007). Esta opcidon ofrece, ademads, una oportunidad tnica para investigar
el potencial de establecer lineas de hESC en funcion del genotipo. Ademas, a partir de
estos preembriones, también seria posible derivar hESC de cariotipo normal, debido a la
alta tasa de mosaicismo detectada en los preembriones resultantes de FIV (Baart et al.,
2006).

Una fuente adicional de ovocitos para la obtencion de hESC son los llamados
partenogenotas o bien preembriones derivados de la activacion artificial de ovocitos. La
disponibilidad de este tipo de hESC (pESC, parthenogenetic embryonic stem cell)
permitiria obtener células autdlogas para terapia de las mujeres donantes, a la vez que,
el propio proceso de activacion, permitiria identificar factores determinantes para la
eficaz consecucion de la activacion de ovocitos humanos. De hecho este abordaje ha
sido aplicado con éxito tanto en raton (Allen et al., 1994), primates (Cibelli et al., 2002)
y humanos (Mai et al., 2007; Revazova et al., 2008). Puesto que a través de la SCNT
(somatic cell nuclear transfer) es posible reprogramar genes con imprinting, la
combinacion de pESC con SCNT, ha resultado en la obtencion de NT-pESC con mayor
capacidad de diferenciacion tanto in vitro como in vivo (Hikichi et al., 2007). En la
especie humana solamente un grupo ha conseguido ESC mediante SCNT (NT-ESCs) a
partir de fibroblastos fetales (Tachibana et al., 2013).
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I1. Objetivos

El objetivo general del presente trabajo de tesis es evaluar la competencia de
ovocitos humanos inmaduros metafase I (MI) y vesicula germinal (VG) obtenidos tras
un tratamiento de estimulacion ovarica controlada y madurados in vitro en distintos

medios de maduracion.

El objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos parciales:

1. Determinar la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos MI y VG en diferentes

medios de maduracion.

2. Determinar la configuracion del aparato meidtico (spindle) de ovocitos MI y VG tras

ser madurados in vitro en diferentes medios de maduracion.

3. Determinar la tasa de activacidon partenogenota y posterior desarrollo embrionario de

ovocitos MI y VG tras ser madurados in vitro en diferentes medios de maduracion.

4. Determinar el nimero de copias de ADN mitocondrial en ovocitos MI y VG antes y

después de ser madurados in vitro en diferentes medios de maduracion.

5. Determinar la expresion de los receptores para la FSH, LHy EGF y para los ligandos

de este ultimo, TGFa y EGF en ovocitos VG madurados in vitro utilizando diferentes
medios de maduracion.

6. Determinar el efecto del inhibidor de la fosfodiesterasa 3 cilostamida sobre la tasa

de maduracién, la configuracion del aparato meidtico (spindle) y la tasa de activacion
partenogenota y posterior desarrollo embrionario de ovocitos VG tras ser madurados in
vitro en diferentes medios de maduracion.

7. Determinar el efecto del co-cultivo con células del cimulo sobre la tasa de

maduracion, la tasa de activacion y posterior desarrollo embrionario de ovocitos VG
tras ser madurados in vitro.

8. Evaluar la competencia y potencial de desarrollo de los ovocitos inmaduros tras ser
madurados in vitro mediante la derivacion de células madre embrionarias

partenogenotas.
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II1. Material y Métodos

I. Obtencion y recuperacion de ovocitos

I.1 Protocolo de estimulacion ovarica

Este trabajo de investigacion queda incluido en el proyecto “Derivation of
human stem cell lines using nuclear transfer and parthenogenetically activated
oocytes” aprobado por el Instituto de Salud Carlos III y que fue llevado a cabo en el
Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF, Valencia, Espafia). Ademas recibio la
aprobacion del Comité de Etica e Investigacion del Hospital Universitari i Politécnic La
Fe de Valencia. Las pacientes incluidas dentro del Programa de FIV de la Unidad de
Reproduccion  Asistida (Servicio de Ginecologia) firmaron el correspondiente
consentimiento informado de participacion en el citado proyecto.

Las pacientes incluidas en el estudio fueron tratadas siguiendo los protocolos de
EO controlada para FIV, utilizando tanto agonistas como antagonistas de la GnRH. En
el grupo de agonistas, se administrd una dosis diaria de agonista desde la mitad de la
fase lutea previa (acetato de nafarelina, 200 mg/3 veces/dia via intranasal ¢ triptorelina
0.1 mg/dia via subcutanea) seguida de la inyeccion diaria de gonadotropinas (urinarias o
recombinantes). En el grupo de antagonistas, la estimulacion ovérica se realizod
mediante la inyeccion diaria de gonadotropinas seguida de una dosis diaria de 0.25 mg
de un antagonista de la GnRH (Cetrotide, Merck-Serono 6 de Orgalutran, Organon) una
vez se observd un foliculo dominante de 14 mm o los niveles séricos de estradiol
alcanzaron los 400 pg/mL.

Los criterios de finalizacion del tratamiento fueron los mismos para ambos
grupos. Se administré6 hCG cuando, al menos, se observaron en ecografia 2-3 foliculos
en torno a 18 mm de didmetro medio. La aspiracion folicular se realizd bajo sedacion
general y mediante puncion transvaginal guiada por ecografia 36 horas después de la
administracion de hCG (Ovitrelle, Merck-Serono; 250 ug/0.5 mL, equivalente a 6.500
UI aproximadamente).

La técnica empleada para la inseminacion de los ovocitos fue la ICSI en todos

los casos.
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1.2 Recuperacion de los ovocitos

Los tubos con el fluido folicular aspirado en el quirdéfano de FIV fueron
remitidos al laboratorio de FIV, situado junto al quiréfano con el fin de reducir el
tiempo desde la aspiracion hasta su cultivo. Una vez en el laboratorio, los complejos
CCOs fueron localizados bajo estereomicroscopio y mantenidos en medio IVF
(Universal IVF Medium, Medicult, Jyllinge, Denmark) a 37° C y 5% de CO, durante al
menos 2 horas (protocolo estandar establecido en el laboratorio). A continuacion, los
complejos CCOs fueron incubados durante un tiempo inferior a 30 segundos (tiempos
de exposicion superiores son perjudiciales para el ovocito) en 80 Ul/mL de
hialuronidasa (Hyadase, Medicult, Jyllinge, Denmark) seguido del pipeteado mecanico
de los ovocitos para eliminar las células del cimulo y determinar el estadio madurativo
de los mismos. Los ovocitos fueron entonces evaluados en un microscopio invertido
(200x). Los ovocitos MII, se caracterizan por la presencia del 1CP y por presentar los
cromosomas condensados y desprovistos de envoltura nuclear. Los ovocitos inmaduros
en MI carecen del 1CP pero presentan los cromosomas condensados sin envoltura
nuclear y los ovocitos en profase I, que también carecen del 1CP, presentan los
cromosomas descondensados dentro de la VG (Figura 28). Los ovocitos inmaduros (VG
y MI) fueron distribuidos de forma aleatoria en los diferentes medios de maduracion
(descritos en 1.1 Experimento 1.1 Medios de maduracion in vitro) y los ovocitos MII in

vivo sirvieron como grupo control en todos los experimentos del estudio.

Figura 28: Ovocitos en estadio de a) MII, b) MI y ¢) VG. Imégenes cedidas por la Unidad de
Reproduccion Asistida Humana del Hospital Universitari i Politécnic la Fe de Valencia.

Para la realizacion del presente estudio se incluyeron un total de 1751 ovocitos,

de los cuales 76 fueron ovocitos MII, 771 ovocitos MI y 904 ovocitos VG.
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I1. Disefio experimental

Todos los reactivos quimicos utilizados en el estudio son de Sigma (Sigma-

Aldrich, Madrid, Espafia), a menos que se indique lo contrario.

I1.1 Experimento 1.1: Competencia nuclear y citoplasmatica en ovocitos VG y MI

tras su maduracion in vitro en diferentes medios de maduracion

En este experimento se compard el efecto que tres medios de maduracion (IVF,
199s y HOM) tienen sobre:

1. Tasa de maduracion in vitro.

2. Volumen citoplasmatico.

3. Configuracion del aparato meiotico (spindle).

4

Tasa de activacion y desarrollo embrionario tras activacion partenogenota.

Medios de maduracion in vitro

Los ovocitos inmaduros fueron sometidos a MIV utilizando tres medios de
maduracion: 1) IVF (Universal In Vitro Fertilization Medium, Origio 1031), 2) TCM-
199 (Tissue Culture Medium, Sigma-Aldrich M4530) suplementado (199s) y 3) HOM
(Human Oocyte Maturation Medium, preparado en el laboratorio). La composicion del
IVF, 199s (Heindryckx et al., 2007) y HOM (Trounson et al., 2001) se describe en la
Tabla 7.

IVF 199s HOM
Sustituto
o Agua para transferencia embrionaria
sintético del i
suero (SSR®) Descrito en la informacion (Sigma; W1503)
, del producto (M4530;
Earle’s
Sigma-Aldrich
Balanced Salts 1gma tich)
Sales inorganicas ) 1.8 mM CaCl,.2H,0 (Sigma; C7902)
Solution
(EBSS)

5.5 mM KCl (Sigma; P5405)

1.0 M MgS0,.7H,0 (Sigma; M1880)
105 mM NacCl (Sigma; S5886)

25.0 mM NaHCOs (Sigma; S5761)

0.5 mM NaH,PO,.H,O (Sigma; S9638)
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Descrito en la informacion

1X Aminoacidos esenciales (Sigma;

Aminoacidos del producto (M4530;
) ) B6766)
Sigma-Aldrich)
2X Aminoacidos no esenciales
(Invitrogen; 11140)
0.1 mM Taurina (Sigma; T8691)
0.1 mM Cisteina (Sigma; C7602)
0.5 mM Cisteamina (Sigma; M9768)
Descrito en la informacion
Vitaminas - del producto (M4530; 0.1X Vitaminas (Sigma; M6895)
Sigma-Aldrich)
Glucosa desconocido 5.5 mM 5.5 mM (Sigma; G6152)

Piruvato de sodio

desconocido

0.3 mM (Sigma 490709)

0.3 mM (Sigma 490709)

Lactato de sodio

3 mM (Sigma; L7900)

Bicarbonato de sodio

desconocido

Glutamina

1 mM (Invitrogen; 35050)

1 mM (Invitrogen; 35050)

Albumina sérica

humana (HSA)

desconocido

0.8% (Sigma; A1653)

0.2% (Sigma; A1653)

Acido etilendiamino

tetra acético (EDTA)

0.1 mM (Sigma; E6511)

ITS (Insulina,

transferrina y selenio)

1 uL/mL (Gibeo; 1299)

Factor de crecimiento

epidérmico (EGF)

10 ng/mL (Sigma; E9644)

10 ng/mL (Sigma; E9644)

0.075 UI/mL (Gonal-a,,

0.1 UI/mL (Gonal-a., Serono, Madrid,

r-FSH -
Serono, Madrid, Spain) Spain)
1 ug/mL (Progynova, 1 ug/mL (Progynova, Schering, Madrid,
Estradiol -
Schering, Madrid, Spain) Spain)
0.5 Ul/mL (hCG-Lepori,
hCG - ) -
Farma Lepori, Barcelona)
0.5 UI/mL (Luveris, Serono, Madrid,
r-LH - _ ‘
Spain)
Rojo fenol + + -
1%
50 mg/L o . 1% Penicilina/Estreptomicina
Antibioticos Penicilina/Estreptomicina

Estreptomicina

50.000 IU/L

Penicilina

(Invitrogen; 15070063)

50 ug/mLGentamicina
(Sigma; G1397)

(Invitrogen; 15070063)

Tabla 7: Composiciéon de los medios IVF, 199s y HOM.
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1. Tasa de maduracion in vitro

El momento en el que los ovocitos fueron transferidos al medio de maduracion
se consider6 como el punto de partida de la MIV. Los ovocitos se cultivaron en grupos
(por estadio de maduracidon) en gotas de aproximadamente 50 uL de medio cubiertas
por aceite mineral (sistema de microgota). Los ovocitos inmaduros fueron clasificados
en tres grupos: a) VG, b) MI 4 horas (MI 4h), definidos como aquellos ovocitos que
maduran en las primeras 4 horas de CIV y c¢) MI 24 horas (MI 24h), definidos como
aquellos ovocitos que maduran tras 24 horas de CIV. Se realizaron observaciones
seriadas de los ovocitos a intervalos aproximados de 4 (en el caso de MI), 24 (en el caso
de MI y VG) y 48 horas (en el caso de VG), para verificar la maduracion nuclear,

evaluada por la extrusion del 1CP.

2. Volumen citoplasmatico

Se evalu6 el volumen citoplasmatico de ovocitos inmaduros tanto antes como
tras su MIV en los diferentes medios de maduracién, y se compar6 con el de ovocitos
MII. Para ello, se determino6 el didmetro ovocitario individual (D) (mediante la media de
dos diametros) y el volumen ovocitario (V) fue calculado utilizando la siguiente

formula estandar: V= 4/3 &t (D/2)’.

3. Configuracion del aparato meidtico (spindle)

Para el estudio de microtubulos y microfilamentos de los ovocitos se utilizo el
protocolo de tincidn inmunocitoquimica descrito por Lin y colaboradores (2008) con
algunas modificaciones. La composicion de las soluciones empleadas se muestra en la

Tabla 8.
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SOLUCION FIJADORA

- MTSB, 5-X

(Tampon de estabilizacion de microtubulos)

- DTT (Ditiotreitol) (D9760) 1 mM
- Oxido de deuterio (364312) 50%

- Paclitaxel (T7191) 1 uM
- Tritén X-100 (X-100) 0.1%
- Formaldehido (F8775) 2%

- Aprotina (A1153) 0.01%

EGTA (Acido tetraacético etilenglicol)

Cloruro de Magnesio (M4880)
PIPES (Piperacina-1,4-bis acido 2-etilenglicol) (P6757)

Hidroxido de sodio (72068)

12.5 mM

25 mM
0.5M

IM

SOLUCION DE LAVADO CON PVA

PBS (Tampoén fosfato salino) (Gibco 14190)
PVA (Polivinil alcohol) (P8136) 0.1%

SOLUCION DE LAVADO BASE

PBS (Tampoén fosfato salino) (Gibco 14190)
BSA (AlbGimina sérica bovina) (A9647) 2%
Acida sodica (S8032) 0.2%

SOLUCION DE LAVADO (se prepara a partir de la solucion de lavado base a la que se adiciona)

Leche en polvo (70166) 0.2%
Suero de cabra (G9023) 2%
Triton X-100 (X-100) 0.1%

SOLUCION DE ANTICUERPOS

Anticuerpos primarios:

Anticuerpo monoclonal Anti a-Tubulina producido en ratoén (T-6074).

Anticuerpo monoclonal Anti 3-Tubulina producido en raton (T-5293).

Anticuerpos secundarios:

Alexa Fluor 488 Anti-IgG de raton producida en pollo (H+L) (Invitrogen; A21200).

Dilucién 1/400 en solucion de lavado

Dilucioén 1/400 en solucion de lavado

Dilucioén 1/200 en solucion de lavado

TINCION DE MICROFILAMENTOS

Solucion de rodamina-faloidina (Invitrogen; R415)

Tabla 8: Soluciones empleadas para la tincion

microfilamentos.

Protocolo:

inmunocitoquimica de microtibulos y

Los ovocitos intactos (sin eliminar la zona pelucida) fueron incubados durante 1

hora a 37° C en la solucidon de fijacion. Posteriormente, fueron lavados tres veces, 5

minutos cada vez, en la solucion de lavado suplementada con 0.1% de PVA y se
mantuvieron a 4° C hasta la tincion inmunocitoquimica. Para ello, los ovocitos fueron
permeabilizados en solucion de lavado con tritobn X-100 al 0.5% durante 30 minutos a
temperatura ambiente (TA) y posteriormente lavados durante 30 minutos a TA. Para la
tincion, los ovocitos fueron expuestos a una solucidon con anticuerpos primarios anti-o. y

anti-f} tubulina (1/400) durante 90 min a 37° C, seguido de tres lavados de 5 minutos a
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TA. Los ovocitos fueron entonces incubados en el anticuerpo secundario (1/200)
durante 2 horas a 37° C, seguido de tres lavados de 5 minutos. Los microfilamentos
fueron tenidos con rodamina-faloidina durante 1 hora a TA y posteriormente lavados
tres veces.

Finalmente, los ovocitos fueron montados sobre cubreobjetos a los que se les
habia colocado una arandela de papel autoadhesiva de un grosor aproximado de Imm
con medio de montaje con DAPI (ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI,
Invitrogen; P36931). De esta manera, quedaba formada entre cubre y portaobjetos una
camara (Figura 29) del tamafio adecuado para mantener la estructura 3D del ovocito. En
el centro de cada arandela se colocaron un maximo de 3 ovocitos. Durante el montaje se
puso especial cuidado en no producir presion mecanica sobre la muestra que pudiese
alterar su morfologia.

Los cubreobjetos se sellaron con laca de uflas y se mantuvieron a 4° C
protegiéndolos de la luz hasta su observacion. Para la observacion de los microtibulos y
cromatina se utilizd un microscopio confocal (Leica DM IRE 2) equipado con un laser

de argon perteneciente al Servicio de Microscopia del CIPF.

Laca ufias

Arandela papel .
Ovocito Porta sL{aIA S—
; ; ;Medio de montaje
-
Cubreobjetos

Figura 29: Montaje de los ovocitos para el estudio del aparato meiético.

Evaluacion de la configuracion del aparato meidtico y de los cromosomas:

El complejo aparato meidtico/cromosomas puede mostrar diferentes
configuraciones normales (Cobo et al., 2008). Asi, si el complejo se encuentra orientado
paralelo al plano focal, el aparato presenta una forma tipica de barril con los
cromosomas alineados en el ecuador de la estructura (Figura 30a y 30d). Por el
contrario, si el complejo se orienta de forma perpendicular al plano focal, los
microtubulos del aparato meidtico se asocian con los cromosomas en una estructura
circular (Figuras 30b y 30e). En algln caso intermedio, los complejos se localizan de
forma oblicua al plano focal, de forma que los cromosomas aparecen en una formacion
oval. En estos casos, el aparato meidtico se observa como una estructura en forma de

barril con los polos acortados (Figuras 30c y 30f). Los aparatos meidticos ligeramente o
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completamente alterados se muestran desorganizados o algo mas cortos de lo habitual

en un grado moderado o severo respectivamente (Figuras 31ay 31b).

Se considera que la configuraciéon cromosdmica es normal cuando los

cromosomas quedan alineados en una placa metafasica compacta en el ecuador de la

estructura o formando un circulo perfecto en funcion del plano focal (Figura 30). Si

alglin cromosoma se localiza ligeramente desplazado de esta placa compacta, esta

configuracidon se considera como ligeramente andémala (Figura 31c). Finalmente, una

organizacion cromosémica andmala incluye una dispersion cromosdémica 0 cromosomas

con una apariencia menos condensada o incluso aberrante (L1 et al., 2006) (Figuras 31d

y 3le).

Figura 30: Imagenes de microscopia
confocal que muestran una
configuracion normal del complejo
aparato meidtico/cromosomas tanto
de ovocitos MII in vivo (a, b y ¢) como
ovocitos MII miv (d, e y f). El aparato
meiodtico aparece teflido de color verde y
los cromosomas de color azul.

Figura 31: Imagenes de microscopia
confocal que muestran una
configuracion alterada del complejo
aparato  meidtico/cromosomas en
ovocitos MII miv. El aparato meidtico
aparece teflido de color verde y los
cromosomas de color azul. En la figura
se muestra la distribuciéon de los
microfilamentos de actina en ovocitos
miv.

4. Tasa de activacion y desarrollo embrionario tras activacion partenogenota

La capacidad de desarrollo de los ovocitos MII miv fue evaluada tras AP. Se

evaluaron tanto la presencia de estructuras pronucleares (tasa de activacién) como el

desarrollo embrionario posterior.
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Activacion partenogenota:

Los ovocitos miv y los MII in vivo fueron activados utilizando 5 uM ionéforo de
calcio A23187 (C7522) en medio IVF durante 5 minutos a 37° C y 5% de CO, vy,
posteriormente lavados dos veces e incubados en 2mM 6-DMAP (D2629) en IVF
durante 3 horas a 37° C y 5% CO,. Tras la incubacion, los ovocitos se lavaron tres veces
en medio IVF fresco y cultivados separadamente en gotas de 50 uL de ISM1 (Medicult,
Jyllinge, Denmark) cubiertas de aceite mineral (OVOIL™, Vitrolife, Kungsbacka,
Sweden) a 37° C y 5% de COa.

Tras 18-20 horas de la activacion, los ovocitos que mostraron un s6lo PN de
gran tamafio y sin extrusion del 2CP se consideraron activados (activacion diploide)

(Figura 32).

Figura 32: Ovocitos activados partenogenotamente. Se puede observar un unico PN de gran tamafio y
un solo CP (Izquierda 20X; Derecha 40X). Iméagenes cedidas por la Unidad de Reproduccién Asistida
Humana del Hospital Universitari i Politécnic la Fe de Valencia.

Los ovocitos activados se lavaron dos veces y fueron cultivados en medio ISM 1
fresco durante 3 dias, seguido de otros dos dias mas en medio ISM2 (Medicult, Jyllinge,

Denmark). Aquellos que no mostraron signos de activacion fueron descartados.

Calidad embrionaria

Los embriones fueron evaluados en dia 2 (48 horas después de la activacion) y
en dia 3 (72 horas tras la activacion) en funcion del estadio de desarrollo y de la calidad
morfologica, siguiendo los criterios establecidos por la Sociedad Espafiola de Biologia
de la Reproduccion (ASEBIR) (Herrero et al., 2007). La calidad del blastocisto en dia 5
y 6 fue evaluada en base a la morfologia del blastocisto, el grado de expansion del
blastocele, la masa celular interna (MCI) y el desarrollo del trofectodermo. Los mismos

parametros se evaluaron en ovocitos MII in vivo (grupo control).
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I1.1 Experimento 1.2: Efecto del ITS sobre la maduracion nuclear

En este experimento se evalud el efecto de la suplementacion del medio de
maduracion 199s con ITS (Gibco; 1299) (10 uL/10 mL) sobre:

1. Tasa de MIV.

2. Configuracion del aparato meiotico (spindle).

En este experimento se utilizaron Unicamente ovocitos VG. La tasa de MIV y la
configuracion del aparato meidtico fueron evaluadas de igual manera que en el
experimento 1.1. Los resultados fueron comparados con ovocitos madurados en 199s y

HOM.

I1.2 Experimento 2: Cuantificacion del numero de copias de ADN mitocondrial
tras la maduracion in vitro en diferentes medios de maduracion

En este experimento se determind el contenido de ADNmt en ovocitos
inmaduros (VG y MI) y en ovocitos VG y MI miv en cada uno de los medios de
maduracion establecidos (IVF, 199s y HOM). Los ovocitos MII in vivo sirvieron como

grupo control.

1. Extraccion del ADN total

El ADN fue extraido de cada ovocito de forma individual. Para ello, cada
ovocito fue depositado en un tubo de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de 0.2
mL con 20 uL de tampoén de lisis (2.5% Triton [X-100], 100 ug/mL Proteinasa K
[P2308] y tampon PCR 1X [Promega; M890A]) y fue sometido a un ciclo de 60
minutos a 65° C seguido de un ciclo de 10 minutos a 95° C utilizando un Controlador
Térmico Programable (PTC-100, MJ Research). Los ovocitos lisados fueron entonces

almacenados a -20° C hasta su utilizacion.

2. Preparacion de los estandar externos

Siguiendo el protocolo descrito por Reynier et al., 2001, se gener6 un producto
de PCR de 158 pares de bases (pb) como estandar externo. Para el aislamiento del ADN
de fibroblastos humanos se utilizo el kit de Invitrogen Easy-DNA™ y el ADN aislado
fue cuantificado con el espectrofotometro Nanodrop ND-1000 V 3.7.1. Las reacciones

de la PCR se realizaron bajo condiciones estdndar con 100 ng de ADN total en un
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volumen de 50 uL (2 ng/ul): 1.5 mM MgCl, (Promega; A351H), tampon 1X
(Promega; M890A), 0.2 mM dNTPs (Promega; U151B), 0.04 Ul/uL Taq Pol (Promega;
MS830B), 0.2 uM de cada primer o cebador (D41 y D56). Las posiciones de los
nucleotidos de los primers en el ADNmt fueron: D41 (nucledtido 3254-3277:
cgaaaggacaagagaaataagg) y D56 (nucledtido 3126-3147: ctgtaaagttttaagttttatgcg). Las
condiciones de la reaccion fueron las siguientes: 1 ciclo a 94° C durante 2 minutos
seguido de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 58° C y 30 segundos a 72° C durante 30
ciclos y finalmente, un ciclo a 72° C durante 10 minutos. Los estandar fueron
purificados utilizando el gel Promega Wizard® SV vy el sistema Clean-Up de PCR
siguiendo las recomendaciones del fabricante y posteriormente, fueron cuantificados
bajo espectrofotometria (Nanodrop ND-1000 V 3.7.1). La calidad de la purificacion se
evalu6 mediante medias de la absorbancia en ratios 260/280 considerandose valores de
entre 1.8 y 2.0 como aceptables.

Como ya ha sido descrito previamente (Reynier et al., 2001), se asume que 1 ng
de un producto de 158 pb contiene 5.8x10° moléculas de ADN de doble hebra
(http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html). Con sumo cuidado se hicieron diluciones seriadas

del orden de 10 (100-1.000.000 copias) que se conservaron a -20° C hasta su utilizacion.

3. Cuantificacion del numero de copias de ADNmt mediante PCR a tiempo real

Las mitocondrias de los ovocitos maduros contienen 1 o 2 copias de ADNmt
(Ferreira et al., 2009), por lo que la cuantificacion del ADNmt es una medida bastante
fiable del nimero de mitocondrias ovocitarias. Para determinar el nimero inicial de
copias para cada ovocito, las muestras fueron sometidas a cuantificacion mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR).

Para determinar el nimero de copias de ADNmt se empled el termociclador
LightCycler® 480 (Roche). La mezcla patron (master mix) para cada RT-PCR estaba
compuesta por (en un volumen total de 20 uL/pocillo): 10 ul de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems; 4309155) y 0.75 uM de cada primer (D41 y D56),
suplementado con agua estéril (DEPC treated water. Invitrogen; 46-2224).

Se adiciond de forma individual 1 ul de cada muestra total de ADN a un pocillo
de una placa de 96 pocillos de PCR (Roche-Biotest 4729692001), a los cuales fueron

adicionados 19 ul de la mezcla patrén. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
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1 ciclo a 95° C durante 3 minutos seguido de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 58° C
y 30 segundos a 72° C durante 40 ciclos. Cada reaccion se corrid por triplicado.

Para cada PCR se gener6 una curva estandar utilizando cinco diluciones seriadas
del orden de 10 (100-1.000.000 copias) del producto de la PCR del ADNmt blanco
(target), con los mismos primers que los empleados para la amplificacion del ADNmt
ovocitario. El software del termociclador (version 1.5.0.39) generd una curva estandar,
que sirvio para determinar el nimero inicial de copias de ADNmt de cada muestra.
Como control negativo para los primers, muestras libres de ADN fueron sometidas a la

misma reaccion de RT-PCR.

I1.3 Experimento 3: Efecto del medio de maduracion in vitro sobre la expresion
génica en ovocitos VG

En este experimento se evaluo si los receptores para la FSH (RFSH), LH (RLH),
EGF (REGF), y para los ligandos de éste ultimo, 7TGFa y EGF, son expresados en
ovocitos VG miv utilizando los tres medios de maduracion establecidos (IVF, 199s y
HOM; N= 5 respectivamente). Para ello, se utiliz6 la reacciébn en cadena de la
polimerasa nidada (nested PCR).

Los ovocitos VG intactos (no madurados; N= 5) y los ovocitos MII in vivo

(N=7) sirvieron como grupo control.

1. Extraccion del ARN ovocitario

Los ovocitos VG (madurados y no madurados) y los MII in vivo fueron
introducidos individualmente en tubos de PCR de 0.2 mL que contenian 2 uL de
tampon de lisis: 0.8% Igepal (18896), DTT 5 mM (D9760) y 1 UI Inhibidor RNasa
(20UI; Applied Biosystems KP 1632) en PBS. Las muestras se almacenaron a -80° C

hasta su utilizacion.

2. Transcripcion reversa

2.1 Obtencion del ADN complementario (ADNCc)

La transcripcion reversa (TR) se realizd con el Kit Superscript™ III Reverse
Transcriptase (Invitrogen 56575).
La desnaturalizacion del ARN se consigui6 incubando las muestras a 80° C

durante 5 minutos. La mezcla para la reaccion de la TR estaba compuesta por 2 uL. del

Material y Métodos-84



ARN extraido, 1 ul de primers aleatorios (50 ng) (random primers), 1 uL de mezcla de
dNTP (10 mM de cada ANTP: dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro) y completada
hasta un volumen total de 13 uL con agua destilada estéril. La mezcla se calentd a 65° C
durante 5 minutos (para desnaturalizar los primers y evitar la formacion de estructuras
secundarias) y posteriormente incubada en hielo durante al menos 1 minuto. El
contenido de los tubos se recuperd tras una breve centrifugacion y se anadieron al
mismo un volumen de 7 uL, compuesto por: 4 uL de tampon First-Strand 5X, 1 uL
DTT 0.1 M, 1 uLL RNase Out™ Recombinant RNase Inhibitor y 1 uL. de Superscript III
RT (200 U/uL). El volumen total para la reaccion de la RT fue de 20 uL. La reaccion se
inici6 mediante incubacién a 25° C durante 5 minutos (annealing o alineamiento),
seguido de 60 minutos a 50° C (sintesis de ADNc) y finalizada mediante el
calentamiento a 70° C durante 15 minutos (terminacion de la reaccion). Las muestras se
conservaron a -80° C hasta que se realiz6 la nested PCR.

2.2 PCR encadenada.

Para la primera PCR, se afiadieron 2 uLL del ADNc a la primera mezcla patron
(master mix) compuesta por: 5 uL. tampon 5X (Promega; M890A), 1.5 mM MgCl,
(Promega; A351H), 0.2 uM de cada primer externo 3"y 5" especifico (Tabla 9), 0.2 mM
de cada ANTP (Promega; U151B) y 0.04 Ul/uL de Tag ADN polimerasa (Promega;
MS830B). El volumen total de la reaccion fue de 25 uL. Con el objetivo de
desnaturalizar el ADNc, cada reaccion fue sometida a 94° C durante 5 minutos. Las
condiciones del ciclo de la PCR fueron: desnaturalizacion a 94° C durante 30 segundos,
la temperatura de annealing, especifica en funcion de los primers, durante 30 segundos
(Tabla 9) y una extension de 72° C durante 1 minuto. Se realizaron 35 ciclos y la
reaccion finaliz6 a 72° C durante 10 minutos. Como control negativo, se corrieron
muestras libres de ADNc. La primera ronda de productos de la PCR fue enfriada a 4° C

y posteriormente almacenada a -20° C hasta que se realizo la segunda PCR.
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PCR Temparatura Tamafio

Gen Primers 5°-3" Secuencia primer
par primers annealing (° C) (bp)
HPRT Outer 5’end CTCCGCCTCCTCCTCTGCT 50
3’end GCCTGACCAAGGAAAGCAAAG 50 528
Inner 5’end GCCGGCTCCGTTATGGCG 55
3’end AGCCCCCCTTGAGCACACAGA 55 226
RFSH Outer 5’end CATCATCGGATCTGTCACTG 55
3’end CAGCCCCACGAAAGAATTTC 55 318
Inner 5’end GAGAGCAAGGTGACAGAGATTCC 55
3’end CTTTTTGGAGAGAATGAATCTT 55 175
RLH Outer 5’end CACTTGCCTACCTCCCTGTCA 55
3’end CTGATGCCTGTGTTACAGAT 55 451
Inner 3’end TGCTCCGGGCTCAATGTATCT 55 313
EGF Outer 5’end TGCCAACTGGGGGAGCACAG 58
3’end CTGCCCGTGGCCAGCGTGGC 58 339
Inner 5’end TGCCAGCTGCACAAATACAGAGGG 58
3’end CATCGTGGGACAGGGGACATTCA 58 167
TGF-a Outer 5’end CCTGCTGCCCGCCCGCCCGT 61
3’end GCTGGCAGCCACCACGGCCA 61 305
Inner 5’end CTGCCCGCCCGCCCGTAAAA 61
3’end CCGCATGCTCACAGCGTGCA 61 275
REGF Outer 5’end GGACGACGTGGTGGATGCCG 61
3’end GGCGCCTGTGGGGTCTGAGC 61 208
Inner 5’end CCTCATCCCACAGCAGGGCTTC 61
3’end GCTGTATCGCTGCAAGAAGCTGTC 61 163

Tabla 9: Secuencia de oligonucledtidos de los primers utilizados para la RT-PCR.

2.3 PCR cuantitativa (Q-PCR)
Para determinar la expresion de los genes en estudio (RFSH, RLH, REGF, EGF

y TGFa) se empled como gen de referencia el HPRT (hypoxanthine phosphoribosyl
transferase). La mezcla patron (master mix) para cada PCR estuvo compuesta por: 10
uL SYBR® Green PCR Master MIX (Applied Biosystems; 4309155) y 0.75 uM de
cada primer (HPRT, RFSH, RLH, REGF, EGF y TGFa; Tabla 9) completado con agua
estéril. El volumen total de la reaccion de PCR fue de 20 uL/pocillo.

De forma individual, se afiadié a cada uno de los pocillos de una placa de PCR
de 96 pocillos (Roche-Biotest) 1uL del producto de la primera PCR diluido 8 veces, al
que se le afiadieron 19 uL de la mezcla patron. Las reacciones se realizaron en el
termociclador LightCycler® 480 (Roche) bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo a 95°
C durante 3 minutos seguido de 94° C durante 30 segundos, 56° C durante 30 segundos
y 72° C durante 30 segundos en un total de 40 ciclos. Todas las reacciones se corrieron

por triplicado.
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I1.4 Experimento 4: Efecto del bloqueo temporal de la maduracion nuclear sobre
la competencia citoplasmatica y capacidad de desarrollo de ovocitos VG

En este experimento se comparé el efecto del inhibidor de la fosfodiesterasa 3
cilostamida (CT; C7971) sobre:

1. Tasa de maduracion in vitro.

2. Configuracion del aparato meidtico (spindle).

3. Tasa de activacion y desarrollo embrionario tras activacion partenogenota.

Se empled6 como material biolégico ovocitos VG y se limitaron los medios de

maduracion al HOM y 199s.

1. Adicion de la CT al medio de maduracion

Con el medio que mejor tasa de maduracion habia generado hasta el momento
(HOM), se ensayaron dos concentraciones de CT: 0.5 y 1 uM durante 24 horas,
basandonos en las concentraciones empleadas por otros autores (Vanhoutte et al., 2007).
En funcion de la tasa de maduracion se seleccion6 la concentracion de CT 0.5uM y se
compararon sus efectos bajo dos medios de CIV: 199s y HOM.

Los ovocitos se distribuyeron en los dos medios de maduracion (HOM y 199s)
sin presencia de inhibidor (control in vitro) y con 0.5 uM de CT durante 24 horas. La
CT fue eliminada del medio a las 24 horas de cultivo mediante el lavado de los ovocitos
en medio fresco sin presencia del inhibidor. En ese momento se valord la eficacia del

inhibidor en funcion del porcentaje de ovocitos detenidos en VG.

2. Tasa de maduracion in vitro

La reversibilidad de la CT se valord tras el CIV de los ovocitos durante un
periodo maximo de 48 horas. Se comprobo el estadio madurativo a las 24 y a las 48
horas y se clasifico en VG, MI o MII.

Cuando los ovocitos se cultivaron en ausencia de CT, la tasa de maduracion se
valor¢ tras 24-48 horas de CIV.

La configuracion del aparato meidtico en presencia/ausencia de CT, asi como la
tasa de activacion y desarrollo embrionario tras AP fueron evaluadas de igual manera

que en el experimento 1.1.
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I1.5 Experimento S: Co-cultivo de ovocitos VG con células del caimulo

En este experimento se disenid un sistema de co-cultivo 3D con células del
cumulo para la MIV de ovocitos VG. Se compar¢ la capacidad para progresar a MII en
funcion del sistema de cultivo: microgota o co-cultivo en microgota pero con células del
cumulo (ver apartado 2. Co-cultivo tridimensional). Ademas, se evaluaron las tasas de
activacion partenogenota y de desarrollo embrionario de aquellos ovocitos que
maduraron in vitro.

Posteriormente, se combind el co-cultivo tridimensional con células del caimulo
con la adicion durante un periodo de 24 horas de CT. Por un lado, la CT inhibe la
maduracion espontadnea precoz, mientras que las células somaticas que rodean al ovocito
lo proveen de un microambiente que favorece los procesos de maduracion ovocitarios.

Se evaluaron los mismos parametros que en la primera parte del experimento.

A continuacion se detallan los pasos seguidos para la preparacion del co-cultivo:

Composicion de las soluciones:

Tampon de lisis: compuesto por 8.29 g/l NH4CI (A0171), 1.0 g/L KHCOs3 (P9144), 0.58

g/l EDTA (acido etilendiaminotetraacético, E6511). Todo ello disuelto en agua para
transferencia de embriones (W1503) y pH ajustado a 7.2.

Solucién de matriz extracelular (ECM): compuesta por colageno humano 1% (3,53

mg/ml; Human Collagen Type 1, 354243, BD Biosciences). Para llevarla a una fuerza
i6nica neutra y pH 7.4 se mezclan 8 volumenes de colageno 1%, 1 volumen de medio
concentrado TCM 199 10X (M0650) y 1 volumen de NaOH 0.05 N (35249) que
contiene 22 mg/mL de NaHCO; (S5761).

1. Aislamiento y tratamiento de las células del cimulo

Las células del cimulo fueron recuperadas tras su eliminacion enzimatica y
mecanica de los ovocitos en su preparacion para la técnica de ICSI. Para obtener un
numero suficiente se hizo un pool con las células del cimulo de diferentes pacientes. Se
centrifugaron durante 3 minutos a 300g. El pellet resultante fue resuspendido (500 uL)
y expuesto durante 5 minutos a 37° C a un buffer de lisis para eliminar la posible
presencia de células sanguineas. A continuacion las células del cumulo fueron
centrifugadas (300g 3 minutos) y resuspendidas en 1 mL de PBS (libre de
calcio/magnesio; Gibco; 14190) atemperado y suplementado con un 5% de HSA

(A1887) para eliminar los restos de hialuronidasa y los debris celulares. La mezcla fue
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centrifugada (300g, 3 minutos) y el pellet resultante resuspendido en 1 mL de PBS
(libre de calcio/magnesio) sin HSA. Se centrifugé de nuevo (300g, 3 minutos) y el
pellet resultante se resuspendié suavemente en 100uL de solucion de tripsina (Gibco
12563) y se mantuvo durante 5 minutos a 37° C para dispersar los agregados celulares.
Finalmente, se mezclo6 con 1 mL de PBS sin calcio/magnesio atemperado y
suplementado con 5% HSA y la mezcla se centrifugd a 300g durante 3 minutos. El
pellet resultante se resuspendidé en 0.5mL de PBS sin calcio/magnesio suplementado
con 5% HSA. Con la ayuda de un hemocitometro se determind la concentracion celular
y mediante una tincion vital con eosina se estim6 la viabilidad celular, que ha de ser
superior al 80%. Se realizd una ultima centrifugacion (300g, 3 minutos) y el pellet
obtenido se resuspendid en 10-20 uLL de PBS sin calcio/magnesio suplementado con 5%

HSA.

2. Co-cultivo tridimensional

El co-cultivo se prepard siguiendo el protocolo descrito por Combelles y
colaboradores, 2005, con ligeras modificaciones.

Una vez preparada la solucion de ECM se mantuvo en hielo hasta su uso.

Las células del camulo recuperadas y purificadas se mezclaron con la solucion
ECM para obtener una concentracion final de 4x10° células/mL. Se sembraron
microgotas (4 uL) de esta suspension en placas de Petri de 35mm (Nunc) consiguiendo
un total de 8000 células del cimulo por gota, aproximadamente. En cada gota se coloco
un ovocito con el menor volumen de medio posible. Se permitio la polimerizacion del
gel a 37° C durante 10 minutos y a continuacién se adicionaron de 50-80 uL de medio

de maduracion que fueron cubiertas con aceite mineral.

3. Medio de cultivo para la maduracion ovocitaria

El medio de maduracion empleado fue el 199s, cuya composicion fue detallada
en la Tabla 7.

Para el cultivo previo de los ovocitos con el inhibidor de la fosfodiesterasa se

adicion6 CT 0.5 uM al medio 199s.
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Los ovocitos VG fueron distribuidos de la siguiente manera:

(1) MIV convencional: los ovocitos fueron cultivados en microgotas de
aproximadamente 50 uL de medio de maduracion 199s. Se evalud la tasa de
MIV tras 48 horas de cultivo.

(i) MIV en un co-cultivo 3D con células del ctimulo. Tras 48 horas de
permanencia en la matriz se evaluo la tasa de MIV.

(i11))  MIV en un co-cultivo 3D con células del cimulo y presencia de CT. Tras 24
horas de co-cultivo con presencia de CT, se elimind el medio, se hicieron
dos lavados (durante 5 minutos a 37° C cada uno) y se cultivaron los
ovocitos en medio 199s sin CT por un periodo de 48 horas, tras el cual se

evalud la tasa de MIV.

4. Activacion y desarrollo embrionario tras AP

La tasa de activacion y desarrollo embrionario tras AP se evalud de igual manera
que en el experimento 1.

En la Figura 33 se muestra la evolucion del proceso de co-cultivo de ovocitos
inmaduros VG con células del cumulo y posterior activacion partenogenota y desarrollo

embrionario.

|2

Figura 33: Evolucion del proceso de co-cultivo de ovocitos inmaduros VG con células del caimulo y
posterior AP y desarrollo embrionario. (a) Ovocito VG. (b) Ovocito VG en co-cultivo con células del
cumulo. (c): Ovocito MII tras co-cultivo con células del cumulo. (d) Ovocito activado (1PN1CP). (e)
Embrion en 4 células. (f) Embrion en 8 células. (g) Blastocisto.

I1.6 Experimento 6: Derivacion de lineas de células madre embrionarias
partenogenotas humanas (hpESC)

En este experimento se emple6 la AP de ovocitos humanos para la obtencion de
blastocistos y la derivacion de lineas de células madre especificas de paciente.

Para ello se utilizaron tanto MII in vivo como ovocitos inmaduros (MI 4h, MI

24h y VG) miv en medio 199s (Tabla 10).
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Tratamiento de activacion Ovocito N

Medio

VG 10
199s Ton6foro Ca®" + 6-DMAP MI 4h 11
MI 24h 22
VG 13
199s lon6foro Ca®* + 6-DMAP + De MI 4h 10
MI 24h 32
Tonéforo Ca®" + 6-DMAP MII 15

MII in vivo i 2
Ion6éforo Ca”" + 6-DMAP + D¢ MII 8

Tabla 10: Numero de efectivos incluidos en los grupos de activacion. 6-DMAP: 6-
dimetilaminopurina; Dc: demecolcina. MI: metafase I. MII: metafase II. N: numero de ovocitos activados
(1PN 1CP) destinados a derivacion. VG: vesicula germinal.

1. Activacion partenogenota
Se ensayaron dos protocolos de AP:
a) Ionoforo de calcio (A23187) 5 uM durante 5 minutos seguido de una
incubacion con 6-DMAP 2mM durante 3 horas.
b) Ionoforo de calcio (A23187) 5 uM durante 5 minutos seguido de una
incubacion con 6-DMAP 2mM y Demecolcina 0.4 ug/mL durante 3 horas y
finalmente una ultima incubacion en Demecolcina 0.4 ug/mL durante 1 hora.

Las condiciones de cultivo fueron siempre a 37° C y 5% de CO..

La demecolcina (Dc) es un inhibidor de la polimerizacion de los microtabulos,
concretamente, se une firmemente a los dimeros de tubulina (Ibafiez et al., 2003; Song
et al., 2009) evitando la formacién del aparato meidtico y la extrusion del 2CP (Song et
al., 2009) durante la AP.

Tras la activacion, los ovocitos fueron lavados tres veces en medio IVF fresco y
cultivados separadamente en gotas de 50 uL de ISM1 (Medicult, Jyllinge, Denmark)
bajo aceite mineral a 37° Cy 5% de COa.

Las tasas de activacion y desarrollo embrionarias fueron valoradas de igual

manera que en el Experimento 1.

2. Aislamiento y cultivo de las células madre
Tanto los embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto, como aquellos que

detuvieron su desarrollo durante el CIV (embriones en los que no hubo division durante
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24 horas) fueron cultivados sobre una capa de feeders de HFFs (human foreskin
fibroblasts, mitdticamente inactivados con mitomicina C). En el caso de embriones
detenidos la ZP fue eliminada con pronasa 0.5 % (P5147).

Cuando el blastocisto quedd unido a la capa de feeders y las células del
trofoblasto estuvieron expandidas, la MCI se hizo visible. Tras un cultivo adicional de 3
0 4 dias, una porcion de la MCI se separd del trofoectodermo de forma mecanica,
mediante una pipeta de vidrio fina y fue cultivada sobre una nueva capa de HFFs
durante 3-4 dias mas. En la Tabla 11 se detalla la composicion de los medios de cultivo
para los HFFs y para la MCI/hpESC. Los sucesivos pases se realizaron tras 5-6 dias de
cultivo. Mientras que en los pases iniciales las colonias fueron divididas en grupos
(clumps) de forma mecdnica, en pases posteriores se combind colagenasa IV
(Invitrogen, 17104019) con disociacion mecanica. El cultivo se realiz6é a 37° C 'y 5% de

CO,.

HFFs MCI/hpESC

90% DMEM (Invitrogen, 31966047) VitroHES (Vitrolife)

10% Suero cordon umbilical humano 4 ng/mL hr-bFGF (Chemicon, GF003)
Penicilina-Esterptomicina (100 U/100 ug) (Invitrogen) 5 ng/mL hrLIF (Chemicon, LIF1005)

10% Suero corddén umbilical humano

Tabla 11: Composicion de los medios de cultivo de HFFs y MCI/hpESC. DMEM: Dulbecco’s
Modified Eagle Medium. HFF: human foreskin fibroblast. hpESC: células madre embrionarias humanas
partenogenotas. hr-bFGF: human recombinant-basic fibroblast growth factor. hr-LIF: human
recombinant-leukemia inhibitory factor. MCI: masa cellular interna. Antes de preparar el medio se
descartd la presencia de VIH (virus inmunodeficiencia humana), VHB (virus hepatitis B), VHC (virus
hepatitis C) y sifilis en el suero de cordon umbilical.

3. Caracterizacion de las hpESC

3.1 Deteccion de marcadores de totipotencia mediante inmunofluorescencia

a) Marcadores SSEA-1 (Stage Specific Embryonic Antigen-1), SSEA-4 (Stage Specific
Embryonic Antigen-4), NANOG, OCT-4 (Octamer Transcritiopn Factor-4), TRA-1-60

(Keratan sulfate antigen-1-60) y TRA-1-81 (Keratan sulfate antigen-1-81).

Se fijaron las colonias con paraformaldehido 4% (P6148) durante 20 minutos a
TA y se lavaron dos veces en tampdn de lavado (1% BSA, 0.05% acida sodica y 0.1%
Tween 20 [P9416] en PBS). La permeabilizacion de las colonias se realizd con Triton
X-100 al 0.1% en PBS durante 20 minutos, seguida de un lavado y una incubacion de 1

hora en solucion de bloqueo (5% BSA y 0.05% acida sodica en PBS). Posteriormente,
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las colonias se incubaron, por separado para cada uno de los marcadores, toda la noche
a 4° C con los anticuerpos primarios. Las concentraciones de anticuerpos utilizadas
fueron las siguientes: SSEA-1 (IgM, 5-10 ug/mL; Invitrogen, 411200), SSEA-4 (IgG,
5-10 ug/mL; Invitrogen, 414000), NANOG (IgG, Dilucion 1:100; Chemicon,
MABD24A4), OCT-4 (IgG, Dilucion 1:100; Chemicon, MAB4419C3), TRA-1-60
(IgM, 5-10 ug/mL; Invitrogen, 411000) y TRA-1-81 (IgM, 5-10 ug/mL; Invitrogen,
411100). El anticuerpo no unido especificamente se elimindé mediante lavado y las
muestras se incubaron entonces 1 hora con el anticuerpo secundario correspondiente,
Alexa Fluor 546, (fluorescencia naranja) (IgG, 1-10 ug/mL Invitrogen, A21089) y 488
(fluorescencia verde) (IgG, 1-10 ug/mL Invitrogen, A11013). Los nucleos se tifieron
con DAPI.

b) Fosfatasa alcalina (PA)

Para determinar la expresion de la PA las muestras se fijaron en metanol
(322415): formaldehido (dilucion 9:1) durante 2 minutos y se incubaron durante 15
minutos, a TA y en oscuridad con la mezcla de PA, segun instrucciones del fabricante
(Alkaline phosphatase detection kit; Chemicon, SCR004). Las colonias positivas se

tifien de color rojizo mientras que las negativas aparecen mas tenues o sin color.

3.2 Analisis del perfil de expresion génica

La expresion de los marcadores génicos de pluripotencia se analiz6 mediante
RT-PCR. Para la extraccion del ARN se utilizé TRIzol (Invitrogen, 15596018). El
ADNCc fue sintetizado a partir de aproximadamente 1 ug del ARN total mediante el Kit
Superscript™ [l Reverse Transcriptase (Invitrogen 56575) y posteriormente
amplificado mediante PCR con los primers GADPH, GDF3, ESGI, hTERT, OCT-4,
REX-1, SOX-2, NANOG y FGF4 (Tabla 12). Los HFFs sirvieron como control negativo.
Los productos de la PCR fueron separados por tamafio mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 1% y visualizados mediante tinciéon con bromuro de etidio y analizados
mediante un analizador de imégenes. Como control de expresion constitutiva se utilizo
la expresion del GADPH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). La linea hESC H9

sirvi6 como control positivo.
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Tamaifio

Gen Sentido (5°-3") Antisentido (5-3")

(pb)

GADPH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 450
GDF3  AGACTTATGCTACGTAAAGGAGCT CTTTGATGGCAGACAGGTTAAAGTA 150
ESGI GATGGTGGTGGTGACTCAGAG CCTCCATTGCCTCTATATCAG 560
HTERT GCTTCCTCAGGAACACCAAGA TGCAACTTGCTCCAGACACTC 298
OCT-4  CTTGCTGCAGAAGTGGGTGGAGGAA CTGCAGTGTGGGTTTCGGGCA 198
REX-1 GCTGACCACCAGCACACTAGGC TTTCTGGTGTCTTTGCCCG 298
50X-2 GCCTGGGCGCCGAGTGGA GGGCGAGCCGTTCATGTAGGTCTG 443
NANOG ~ CAGCTGTGTGTACTCAATGATAGATTT CAACTGGCCGAAGAATAGCAATGGTGT 142
FGF4 CTACAACGCCTACGAGTCCTACA GTTGCACCAGAAAAGTCAGAGTTG 370

Tabla 12: Secuencia de oligonucleétidos de los primers utilizados para la PCR.

3.3 Cariotipado

Las colonias de hpESC se incubaron en 0.2 ug/mL de colchicina (Invitrogen,
234115) durante 2 horas a 37° C. A continuacion, las células fueron tripsinizadas
(solucion de tripsina durante 1 minuto), lavadas en PBS e incubadas en una solucion de
cloruro potésico 0.075 mol/L durante 10 minutos a 37° C y finalmente fueron fijadas en
metanol:acido acético glacial (1005706) (dilucién 1:3) y depositadas en portas de
cristal.

La extension cromosomica fue bandeada con Giemsa y fotografiada. Se realizd
el cariotipado de las ESC cada 10 pases, evaluandose 50 metafases II. Se considerd un

cariotipo normal si el nimero de cromosomas y el patron de bandas G fueron correctos.

3.4 Capacidad de diferenciacion in vitro e in vivo

Las hpESC se aislaron con colagenasa IV 1 mg/mL durante 5 minutos,
seguidamente se cultivaron en microgotas invertidas permitiendo que formasen cuerpos
embrioides (EB). El medio de cultivo estuvo compuesto por: 80% knockout DMEM
(Gibco, 10829-018) suplementado con 20% SSS, 0.1 mM 2-mercaptoetanol (Invitrogen,
21985023) y 1% de aminoacidos no esenciales. Tras un cultivo de 14-15 dias, los EB se
tifieron con marcadores de ectodermo, mesodermo y endodermo. Para la deteccion de

marcadores ectodérmicos se emplearon anticuerpos monoclonales de ratdén anti-

B tubulina I1I (IgG; Invitrogen, 480011). Para la deteccion de marcadores mesodérmicos

se emplearon anticuerpos monoclonales de raton antidesmina (IgG; Invitrogen,

180016). Finalmente, para la deteccion de marcadores endodérmicos se usaron

anticuerpos monoclonales de raton anti-a fetoproteina humana (IgG; Invitrogen,
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180003). Los anticuerpos secundarios fueron Alexa Fluor 546 y Alexa Fluor 488. Los
nucleos se tifieron con DAPI.

Para determinar la capacidad de diferenciacion in vive se evalué la formacion de
teratomas en ratones macho SCID (con inmunodeficiencia combinada severa) adultos.
Para ello, se inyectaron alrededor de 5-6 millones de hpESC (recuperadas de los pases
10, 15 y 20) en los testiculos. El sacrificio de los animales se realizo a los tres meses y
se diseccionaron varios tejidos del teratoma, que fueron fijados, procesados,
seccionados y tefiidos con hematoxilina/eosina. Las secciones fueron examinadas con

microscopio de campo claro.

3.5 Actividad telomerasa
Para determinar la actividad telomerasa se empled el kit TRAPEZE RT
Telomerase (Chemicon). Tanto el control positivo, control negativo, control H,O y

control Chaps se incluyen en el kit. La linea H9 se usé como control positivo.
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II1. Analisis de los resultados

Los datos fueron analizados mediante los test estadisticos de Chi-cuadrado y

Anova. Los valores inferiores a 0.05 se consideraron como significativos.
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IV. Resultados

Experimento 1.1 Competencia nuclear y citoplasmatica en ovocitos VG y MI tras
su maduracion in vitro en diferentes medios de maduracion
1. Tasa de maduracion in vitro

La tasa de maduracion de los ovocitos VG fue significativamente mas elevada
en el medio HOM, tanto a las 24 (p=0.001) como a las 48 horas (p=0.039), en
comparacion con los otros dos medios (Figura 34). Es interesante resaltar que, del
nimero total de ovocitos VG madurados en el medio HOM (HOM-miv VG), una gran
proporcion de ellos alcanzo el estadio de MII tras tan solo 24 horas de cultivo (HOM:
28/80 (35%) vs. IVF: 25/138 (18%) (p=0.008) y 199s: 5/47 (11%) p=0.003; Figura 34),
mientras que en el resto de grupos la maduracion se alcanzé de forma mayoritaria a las
48 horas.

Respecto a los ovocitos MI, no hubo diferencia en la tasa de maduracién en

funcién de los medios de maduracion empleados, ni para el cultivo de 4 horas ni para el

de 24 horas (Figura 34). Con independencia del medio utilizado, la mayoria de los
ovocitos MI alcanzaron el estadio de MII tras 24 horas de CIV (24 horas: 91-95% vs. 4
horas: 36-42%) (Figura 34).

0
N=110

S
IVF 1995 HOM IVF 1995 HOM IVF 1995 HOM IVF 195 HOM
K VG 24h VG 48h MI 4h MI 24h /

Figura 34: Tasa de maduracion in vitro de ovocitos VG y MI tras el cultivo en los tres medios de
maduracién. MI: metafase I. N: numero de efectivos por grupo. VG: vesicula germinal; Valores entre
columnas con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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2. Volumen citoplasmatico

En la especie humana el estadio de MII se adquiere cuando los ovocitos, dentro
del foliculo antral alcanzan un didmetro aproximado de 110-120 um (Veeck, 1999;
Cavilla et al., 2008). En nuestro caso, y de acuerdo a lo esperado, el didmetro medio de
los ovocitos recuperados en MII fue de 114 um, que se corresponde con un volumen de
783.499,9 um’ (Tabla 13).

Los ovocitos MI no difirieron en volumen respecto a los ovocitos MII in vivo
(Tabla 13). Pese a que el volumen de los ovocitos VG se encuentra dentro del rango
esperado para un ovocito dentro del foliculo antral, nuestros resultados indican que su
volumen (y didmetro) es significativamente inferior al del resto de estadios de
maduracion (p=0.023) (Tabla 13).

Respecto al efecto que el medio de maduracioén tiene sobre el volumen, los
ovocitos VG madurados en el medio IVF (IVF-miv VG) no consiguieron alcanzar un
volumen estadisticamente similar al de los ovocitos MII (control; p=0.028) (Tabla 13).

Mientras que no se observaron diferencias para los ovocitos MI 4h (Tabla 13),
los ovocitos MI 24h madurados en IVF y HOM (IVF-miv MI 24h y HOM-miv MI 24h)
alcanzaron un volumen mayor que los ovocitos MI 24h madurados en 199s (199s-miv
MI 24h) (IVF, HOM vs. 199s; p=0.037), aunque en todos los casos el volumen fue
comparable al del grupo control (Tabla 13).

VG 0h (N=41) MI 0h (N=41) Control (N=43)

114,243,7°
783.499,9+80.989,1°

113,943,7°
775856,3+75.790,8"

D 111,9+4,6"
736.873,3£88.445,5"

IVF-miv VG (N=34)
112,343,6°
743.929,6+71.953,3°

199s-miv VG (N=31)
112,7+3,3%
752.116,9+£65.732,4%°

HOM-miv VG (N=34)
113,0+5,4%
761.154,4+107.819,8%

Control (N=43)
114,243,7°
783.499,9+80.989,1°

IVF-miv MI 4h (N=22)
113,6+5,1
772.845,7+103.845,8

199s-miv MI 4h (N=24)
112,3+4,1
745.321,3+83.245,8

HOM-miv MI 4h (N=31)
113,643,3
768.522,0£66.581,8

Control (N=43)
114,2+3,7
783.499,9+£80.989,1

IVF-miv MI 24h (N=54)
115,443,1°
805.998,3+65.089,5°

199s-miv MI 24h (N=38)
113,0+4,8°
760.022,9+94.073,3°

HOM-miv MI 24h (N=45)
115,3+4,6°
805.579,7+95.851,2*

Control (N=43)
114,243,7%
783.499,9+80.989,1%°

Tabla 13: Didmetro/Volumen ovocitarios en diferentes estadios de maduracion y tras maduracién
in vitro en los tres medios de maduracion ensayados. 199s-miv: ovocitos madurados en 199s. Control:
MII in vivo. D: diametro (expresado en um). HOM-miv: ovocitos madurados en HOM. IVF-miv:
ovocitos madurados en IVF. MI Oh: metafase I intacto. N: niimero de efectivos por grupo. V: volumen
(expresado en wum’). VG Oh: vesicula germinal intacta. Valores en la misma fila con diferentes
superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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3. Configuracion del aparato meidtico (spindle)

Tras ser procesados mediante tincion inmunocitoquimica, 112 de los 127 (88%)
ovocitos pudieron ser correctamente evaluados para la tincion de microtibulos y
cromosomas. De los 112 ovocitos, 74 fueron ovocitos MI miv, 32 fueron VG miv y 6
ovocitos fueron MII in vivo (control). El resto de ovocitos (n=15) no pudieron ser
analizados, bien por un fallo en la tincion (n=12) o por la pérdida del ovocito durante el
proceso (n=3).

La proporcion de ovocitos MII in vivo que mostraron una morfologia normal del
aparato meidtico y una alineacion correcta de los cromosomas en la placa metafasica
fue del 100% en ambos casos. En el grupo de ovocitos HOM-miv VG, que mostrd la
tasa de maduracion mas elevada (Figura 34), resultdé en configuraciones del aparato
meiodtico y alineacion cromosOmica notablemente alteradas cuando se compar6 con el

resto de grupos de maduracion y con el grupo control (p=0.006; Tabla 14) (Figura 35).

Configuracién aparato meiético Configuracién cromosémica Microfilamentos

Nm LA A Nm LA A Nm %

Medio N N % N %[N % | N % N % | N %
IVF 12 | 10 8% |0 0|2 179 75| 1 8 | 2 17 12 100
199s 10 9 90* 0 0 1 10 9 90° 0 0 1 10 10 100
HOM 10 2 20° 1 10 | 7 70 4 40 0 0 6 60 10 100
Total 32 21 66 1 3 10 31 22 69 1 3 9 28 32 100
Control 6 6 100* 0 0 0 0 6 100" 0 0 0 0 6 100

Tabla 14: Analisis del aparato meiotico y de la configuracién cromosémica en ovocitos VG
madurados in vitro con los tres medios de maduraciéon ensayados. A: alterada. LA: ligeramente
alterada. N: nimero de efectivos por grupo. Nm: normal. Valores en la misma columna con diferentes
superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

A

Figura 35: Imagen de microscopia
confocal de un ovocito HOM-miv
VG que muestra una configuraciéon
alterada del complejo aparato

meiotico/cromosomas.
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En el grupo de ovocitos MI 4h se encontrdé una elevada proporcion de los

mismos en estadio de anafase, con independencia del medio de maduracion empleado

(50-88%; Tabla 15) (Figura 36). No se encontraron diferencias significativas en el

grupo de ovocitos MI 24h en los diferentes grupos experimentales (Tabla 16). Sin

embargo, es de destacar que en el grupo 199s no se observaron anomalias en la

configuracion del aparato meiodtico en ninguno de los ovocitos.

Configuracién aparato meiético

Medio N
IVF
199s 12
HOM 8
Total 28
Control 6

N
1/2
3/6
0/1
4/9

6

Nm
%
Soab
50°
o
44
100°

N
0
0
0/1
0
0

LA

S o © o O

1/2
3/6
111
5/9

A

%
50
50
100
56

12
3/6
0/1
4/9

Configuracion cromosémica Microfilamentos
Anafase A Nm %
% N % N %
50 6/8 75 1/2 50 8 100
50" 6/12 50 3/6 50 12 100
0? 7/8 88 1/1 100 8 100
44 19/28 68 5/9 55 28 100
100° 0 0 0 0 6 100

Tabla 15: Analisis del aparato meidtico y de la configuracion cromosémica en ovocitos MI 4h
madurados ir vitro con los tres medios de maduracion ensayados. A: alterada. LA: ligeramente
alterada. N: nimero de efectivos por grupo. Nm: normal. Valores en la misma columna con diferentes
superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

-

\_

~

J

Figura 36: Imagen de
microscopia confocal de wun
ovocito MI 4h que muestra una
configuracion del complejo
aparato meidtico/cromosomas
en anafase.

La distribucion de los microfilamentos mostré una localizaciéon normal en todos

los grupos de maduracion estudiados, incluyendo el grupo control.
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Configuracién aparato meiético Configuracién cromosémica Microfilamentos

Nm LA A Nm LA A Nm %

Medio N N % N %N % | N % N % | N %
IVF 14 10 71 1 7 3 21 10 71 1 7 3 21 14 100
199s 13 13 100 0 0 0 0 10 77 1 8 2 15 13 100
HOM 19 14 74 2 11| 3 16 16 84 1 5 2 11 19 100
Total 46 37 80 3 7 6 18 | 36 78 3 7 7 15 46 100
Control 6 6 100 0 0 0 0 6 100 0 0 0 0 6 100

Tabla 16: Analisis del aparato meiotico y de la configuraciéon cromosémica en ovocitos MI 24h
madurados in vitro con los tres medios de maduracion ensayados. A: alterada. LA: ligeramente
alterada. N: nimero de efectivos por grupo. Nm: normal. Valores en la misma columna con diferentes
superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

4. Tasa de activacion y desarrollo embrionario tras activacion partenogenota

Los ovocitos HOM-miv VG alcanzaron una tasa de activacién partenogenota
(evaluada por la formacion pronuclear) estadisticamente similar al grupo control y
significativamente superior (p=0.02) que la obtenida en el resto de grupos de
maduracion (Tabla 17). Aunque se observo una menor tasa de activacion en el grupo de
las VG maduradas en 199s (199s-miv VG; 43%), la tasa de division tras 48 horas de
CIV fue estadisticamente similar (p=0.24) a la observada en el grupo HOM-miv VG y
en el grupo control, mientras que en el grupo IVF-miv VG fue significativamente
inferior (p=0.015) (Tabla 17). Tras 72 horas de CIV, la tasa de division para los grupos
IVF-miv VG y 199s-miv VG (13% y 0%) fue estadisticamente inferior (p=0.001) a la
observada en el grupo control (73%), mientras que esta tasa de division en el grupo
HOM-miv VG (40%) no presentd diferencias con ninguno de ellos. A pesar de los
resultados favorables obtenidos en el grupo HOM-miv VG, los embriones resultantes no
fueron capaces de alcanzar el estadio de blastocisto, a diferencia de lo observado en el
grupo control. Es muy probable que las anomalias observadas en la morfologia del
aparato meiotico contribuyan a este déficit en el desarrollo embrionario.

La calidad embrionaria evaluada por el ntimero, asimetria de blastomeras y
grado de fragmentacion fue peor en los tres grupos de ovocitos VG madurados en los
tres medios de maduracion comparados con el grupo control (los datos no se muestran).
Debido al bajo numero de efectivos, no se realizo andlisis estadistico en relacion a la

calidad embrionaria.
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Medio N | Activacion 48h CIV 72h CIV BT
N°PN % N° Divididos/N° PN % N° Divididos/N° PN % | N°BT/N°PN %
IVF 29 15 50° 715 47° 2/15 13 0/15 0
199s 30 13 43° 10/11 91° 0/11 0 0/11 0
HOM 32 25 78° 20/25 80° 10/25 40® 0/25 0
Total 91 53 58 37/51 73 12/51 24 0/51 0
Control 11 11 100° 11/11 100° 8/11 73° 4/11 36

Tabla 17: Tasa de activacion partenogenota y desarrollo embrionario de ovocitos VG madurados in
vitro en los tres medios de maduracion ensayados. BT: Blastocisto. CIV: cultivo in vitro. N: nimero de
efectivos por grupo. PN: pronucleos. Valores en la misma columna con diferentes superindices son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

En el grupo de ovocitos MI 4h no se observaron diferencias significativas en la
tasa de activacion para los tres medios de maduracidon ensayados, aunque cabe destacar
que el grupo de MI 4h madurados en 199s (199s-miv MI 4h) es el inico que mostr6 una
tasa de activacion estadisticamente similar a la del grupo control (p=0.062) (Tabla 18),
probablemente debido a que el porcentaje de ovocitos en anafase fue inferior que en el
resto de grupos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos de
maduracion y el control para la tasa de division, tanto a las 48 como a las 72 horas.
Ademas, se obtuvieron blastocistos en todos los grupos de maduracion. Aunque no se
alcanzaron niveles de significancia, la tasa de blastocistos fue inferior que en el grupo
control (Tabla 18). Tras el CIV, la calidad embrionaria fue similar entre los grupos de

maduracion y el grupo control, aunque no se realizé analisis estadistico.

Medio N | Activacion 48h CIV 72h CIV BT
N°PN % | N°Divididos/N°PN % | N°Divididos/N°PN % | N°BT/N°PN %
IVF 24 12 50° 11/12 92 9/12 75 1/12 8"
199s 27 20 74 17/20 85 9/20 45 1/20 5
HOM 26 13 50° 12/13 92 7/13 54 1/13 8
Total 77 45 58 40/45 89 25/45 56 3/45 7
Control 11 11 100° 11/11 100 8/11 73 4/11 36°

Tabla 18: Tasa de activacion partenogenota y desarrollo embrionario de ovocitos MI 4h madurados
in vitro en los tres medios de maduracion ensayados. BT: Blastocisto. CIV: cultivo in vitro. N: nimero
de efectivos por grupo. PN: pronucleos. Valores en la misma columna con diferentes superindices son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

En el caso de los ovocitos MI 24h, la tasa de activacion fue significativamente
superior (p=0.018) en el grupo HOM vy en el control en comparacion con el resto de

grupos (Tabla 19). Sin embargo, esta tendencia desaparecié tras 72 horas de CIV (Tabla
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19), cuando la tasa de division disminuy6 drasticamente en este medio. Aunque en el
grupo IVF-miv MI 24h, las tasas de activacion y division a las 48h de cultivo fueron
inferiores a la del grupo control, un embrion (4%) alcanzo el estadio de blastocisto. Tras
48 y 72 horas de cultivo, los embriones de los diferentes grupos de maduracion

mostraron una peor calidad embrionaria al ser comparados con el grupo control.

Medio N | Activacion 48h CIV 72h CIV BT
N°PN % | N°Divididos/N°PN % | N°Divididos/N°PN % [ N°BT/N°PN %
IVF 35 24 69° 15/24 63* 11/24 46™ 1/24 4
199s 36 26 72 23/25 92° 14/25 56° 0/25 0
HOM 23 22 96° 17/22 77" 522 23° 0/22 0
Total 94 72 77 55/71 78 30/71 42 1/71 I
Control 11 11 100° 11/11 100° 8/11 73° 4/11 36°

Tabla 19: Tasa de activacion partenogenota y desarrollo embrionario de ovocitos MI 24h
madurados in vitro en los tres medios de maduracién ensayados. BT: Blastocisto. CIV: cultivo in
vitro. N: numero de efectivos por grupo. PN: pronucleos. Valores en la misma columna con diferentes
superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Experimento 1.2: Efecto de ITS en la maduracion nuclear

Los resultados del experimento 1.1 sugieren que uno o varios de los
componentes del medio HOM son los responsables de la aceleracion de la maduracion
nuclear observada en los ovocitos VG. Tras comparar la composicion de los diferentes
medios, se sospechd que el ITS podia ser el causante. Asi, en este experimento se
evaluo el efecto del ITS (1 uL/ mL) en el medio 199s sobre la aceleracion de la tasa de
MIV de ovocitos VG. Se eligi6 el medio 199s (y no el IVF) porque ademas de ser un
medio empleado en la MIV de ovocitos, resultd en mejores tasas de division (48horas)
que el IVF. Como era de esperar, su adicion aument6 de forma significativa (p=0.004)
la tasa de maduracion a las 24 horas comparado con el medio 199s sin aditivar,
igualando lo sucedido con el medio HOM (199s-ITS: 28% y HOM: 24% vs. 199s: 6%;
Figura 37). Sin embargo, las diferencias a las 48 horas no alcanzaron niveles de

significacion estadistica, probablemente debido al reducido niimero de efectivos.
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Figura 37: Tasa de maduracion in vitro de ovocitos VG cultivados en los medios HOM y 199s,
suplementado o no con ITS. N: nimero de efectivos por grupo. VG: vesicula germinal. Valores entre
columnas con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

La adicion de ITS también resultd6 en una disminucion estadisticamente
significativa (p=0.011) en la proporcion de configuraciones normales del aparato

meiodtico/organizacion cromosémica (Tabla 20).

Configuracién aparato meiético Configuracién cromosémica Microfilamentos

Nm LA A Nm LA A Nm %
Medio N | N 9% [N %[N %[N % | N %[N %

199s 10 ] 9 90" [0 0 | 1 10 |9 90 0 0| 1 10 10 100
199s +ITS 11 4 36" [0 0| 7 64 | 4 36 0 0| 7 64 11 100
HOM 10 2 20 1 10| 7 70 | 4 40 0 0| 6 60 10 100
Control 6 6 100° |0 0| 0 0 6 100°| 0 0| o 0 6 100

Tabla 20: Analisis del aparato meiodtico y de la configuracion cromosémica en ovocitos VG tras su
maduraciéon in vitro en el medio HOM y 199s, suplementado o no con ITS. A: alterada. LA:
ligeramente alterada. N: nimero de efectivos por grupo. Nm: normal. Valores en la misma columna con
diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Experimento 2: Cuantificacion del numero de copias de ADN mitocondrial tras la
maduracion in vitro en diferentes medios de maduracion

Se aislaron un total de 81 muestras de ADNg (gendmico) procedentes tanto de
ovocitos inmaduros (n=13) como de ovocitos miv en los tres medios ensayados (n=59).
Los ovocitos MII (n=9) sirvieron como grupo de referencia en cuanto a contenido de

ADNmt.
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La calidad del ADNg obtenido se evalué mediante el ratio de absorbancia
260/280 (en promedio 1.91).

El nimero medio de copias de ADNmt en los ovocitos MII in vivo fue de
118.307+14.385,53, mostrando una elevada variabilidad inter-ovocitaria (de 65.030,81 a
204.055,18). Es interesante destacar que los ovocitos inmaduros (VG y MI) presentaron
un numero de copias de ADNmt estadisticamente similar al de los ovocitos MII in vivo
(VG: de 60.255,94 a 183.823,27; MI: de 82.641,14 a 362.981,44). No obstante, hay que
tomar estos resultados con cautela debido al reducido niimero de efectivos en estos
grupos. Tras la MIV de los ovocitos, con independencia del medio de MIV (IVF, 199s u
HOM) ni del tiempo de CIV (4h 6 24h en el caso de MI), el nimero medio de copias de
ADNmt se mantuvo estadisticamente similar (VG miv: 137.781£10.669; MI miv:

134.491+£11.244) al namero previo a la MIV, asi como al del grupo control (Figura 38).
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Figura 38: Comparacion del nimero de copias de ADNmt en ovocitos inmaduros VG y MI antes y
después de su MIV. Como grupo control se utilizaron los MII in vivo. MI: metafase 1. MI miv: MI
madurados in vitro. MII: metafase II in vivo. N: nimero de efectivos por grupo. VG: vesicula germinal.
VG miv: VG maduradas in vitro. Valores entre columnas con diferentes superindices son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

En cuanto al efecto que el medio de maduracion pudiera tener sobre el nimero
de copias de ADNmt, en el caso de ovocitos VG y MI 4h los medios de maduracion no
afectaron estadisticamente a la cantidad de ADNmt (Figura 39). Sin embargo, los
ovocitos [VF-miv MI 24h presentaron una cantidad de ADNmt inferior que el resto de

grupos, y notablemente inferior al rango esperado para un ovocito MII (Figura 39).
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Figura 39: Nimero de copias de ADNmt en ovocitos miv en los tres medios de maduracion
establecidos. MI: metafase I. MII: metafase II in vivo. N: nimero de efectivos por grupo. VG: vesicula
germinal. Valores entre columnas con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).
Dentro de cada grupo (VG, MI 4h y MI 24h) se utilizaron los ovocitos sin madurar (VG y MI) como
control, asi como los MII in vivo.

I1.3 Experimento 3: Efecto del medio de maduracion in vitro sobre la expresion
génica en ovocitos VG

Puesto que el estudio de la expresion génica se realizd en ovocitos individuales,
se optd por realizar dos rondas de PCR encadenada (nested PCR) para asegurar la

deteccion de los ARNm.

Expresion del gen HPRT

El producto del gen constitutivo HPRT fue detectado en todos los ovocitos,
confirmando la integridad del ARN-ADNCc asi como la idoneidad del protocolo de PCR
(Figura 40). Ademas, la expresion de este gen se produjo alrededor del ciclo 8, con
independencia del estadio de maduracion y cultivo ensayados. Todas las reacciones de
PCR se corrieron por triplicado.

Las muestras blanco fueron sometidas también al mismo protocolo de PCR con
los primers especificos y no se detectdé amplificacion para ninguno de los genes en

estudio (Figura 40).
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Figura 40: Expresion del producto del gen HPRT y ausencia de expresion en el caso de las muestras
blanco. BLANK: muestra blanco. MII: metafase II. GV: vesicula germinal. VG IVF: ovocito VG
madurado en medio IVF.

Expresion génica en ovocitos MII

La expresion de cada uno de los genes en estudio se normalizd respecto a la
expresion del gen constitutivo para cada ovocito. Seguidamente, se utilizo la media de
los ovocitos MII como calibrador para cada gen en estudio. De modo que la expresion
de los genes diana se representa como el cambio en expresion respecto a la expresion en
los ovocitos MII.

Los ovocitos MII no expresaron los genes para los RFSH, RLH y REGF (Figura
41). Solamente uno de los ovocitos (que fue eliminado del analisis estadistico) mostrd
expresion para estos receptores, probablemente debido a la contaminacion cruzada por
parte de alguna célula del caimulo remanente, que si expresan estos receptores (ver

capitulo 1.4 Control hormonal de la fase folicular).
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Figura 41: Expresién génica en
ovocitos MII in vivo para RFSH,
1,00 RLH, REGF, EGF y TGFa. EGF:

N=7 =7 factor de crecimiento epidérmico.
HPRT: hypoxanthine phosphoribosyl
transferase. REGF: receptor EGF.

0,50 RFSH: receptor FSH. RLH: receptor
LH. TGF-a: factor de crecimiento
N=6 N=6 N=6 transformador a.
0,00
HPRT RFSH RLH REGF EGF TGFa j

Expresion génica en ovocitos VG v VG miv

Para valorar la expresion génica en ovocitos VG (no sujetos a maduracion y tras
MIV) se utilizé como calibrador los ovocitos MII, de forma que se compar6 la
expresion de los genes de estudio con este grupo. Aquellos valores que se alejaron de la
expresion media de cada gen (probablemente debido a una contaminacion cruzada por
parte de alguna célula del cimulo remanente) no fueron incluidos en el anélisis

estadistico.

Expresion de los genes RFSHy RLH
Basandonos en la expresion de RFSH y RLH en ovocitos MII como referencia,

no se observo expresion para estos receptores en ovocitos VG.

Expresion del gen REGF

Los tnicos ovocitos que presentaron expresion para el gen del REGF fueron los
HOM-miv VG (Figura 42). De los 5 ovocitos HOM-miv VG solo 1 no expreso el gen
para el REGF. Este resultado sugiere la existencia de alguna alteracion en la expresion

génica causada probablemente por el medio HOM.

/ REGF \ Figura 42: Expresion de REGF en

12 N=4 ovocitos VG no sujetos a maduracion
10 y miv utilizando los tres medios de
maduracién ensayados. 199s: ovocito
VG madurado en medio 199s. HOM:
ovocito VG madurado en medio HOM.
IVF: ovocito VG madurado en medio
IVF. MII: metafase II. REGF: receptor
EGF. VG: vesicula germinal intacta
(sin madurar).

N=6 N=3 N=5 N=4

. [
MII VG IVF  199s HOM /

ﬂwbom
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Expresion del gen EGF

Aunque todos los ovocitos estudiados expresaron EGF, los ovocitos VG miv

mostraron una expresion estadisticamente superior (p<0.01) que los ovocitos MII

(control in vivo) y similar a los VG intactos (no sometidos a MIV) (Figura 43). Estos

resultados sugieren de nuevo anomalias en la regulacion génica durante la MIV.

EGF
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k MII VG IVF 199s HOM

Expresion del gen 7TGFa

Figura 43: Expresion de EGF en
ovocitos VG no sujetos a maduracion y
miv utilizando los tres medios de
maduracién ensayados. 199s: ovocito
VG madurado en medio 199s. EGF': factor
de crecimiento epidérmico. HOM: ovocito
VG madurado en medio HOM. IVF:
ovocito VG madurado en medio IVF. MII:
metafase II. VG: vesicula germinal intacta
(sin madurar). Valores entre columnas con
diferentes superindices son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

Aunque todos los ovocitos estudiados expresaron 7GFa, los ovocitos VG miv e

intactos (no sometidos a MIV) mostraron una expresion estadisticamente superior

(p<0.01) que los ovocitos MII (control in vivo) (Figura 44).

e rere .\

1 N=5
N=5

IVF 199s HOM /

Figura 44: Expresion de 7GFa en
ovocitos VG no sujetos a maduracion
y miv utilizando los tres medios de
maduracién ensayados. 199s: ovocito
VG madurado en medio 199s. HOM:
ovocito VG madurado en medio HOM.
IVF: ovocito VG madurado en medio
IVF. MII: metafase II. TGFa: factor de
crecimiento  transformador a. VG:
vesicula germinal intacta (sin madurar).
Valores entre columnas con diferentes
superindices son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
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I1.4 Experimento 4: Efecto del bloqueo temporal de la maduracion nuclear sobre
la competencia citoplasmatica y capacidad de desarrollo de ovocitos VG
4.1 Efecto de la concentracion de cilostamida (CT) sobre la maduracion nuclear

Se ensay¢ la capacidad de dos concentraciones de CT para bloquear, de forma
reversible, la progresion meiotica en ovocitos VG. Para ello se optd por el medio que
asegurase mejores tasas de maduracion y desarrollo para VG, el medio HOM. Ambas
concentraciones de CT ensayadas (0.5 y 1 uM) fueron capaces de mantener al ovocito
detenido en VG (Tabla 21). Pese a que tras la eliminacién de la CT del medio, los
ovocitos fueron capaces de reanudar la meiosis en ambas condiciones (ovocitos que tras
24 horas de cultivo sin inhibidor alcanzaron el estadio de MI o MII), la tasa de VG
detenidas tanto a 24 horas como a 48 horas fue mayor cuando se emple6 1 uM de CT.

Por esta razon, se eligid la menor concentracion de inhibidor para el resto del

experimento.
Medio HOM 199s
Sin CT CT 0.5 uM CT 1uM Sin CT CT 0.5 uM
N° VG tras inhibicién (%) 120/127 (94.5) 26/26 (100) 79/108 (73.1)
N° VG a MIV 118 120 26 109 79
Maduracion tras 24h de MIV (%)
VG (%) 41 (34.8) 23 (19.2) 10 (38.5) 29 (26.6) 28 (35.4)
MI (%) 49 (41.5) 91 (75.8) 16 (61.5) 73 (67) 45 (57)
MII (%) 28 (23.7%) 6(5) 0 7(6.4) 6 (7.6)
MI + MII (%) 77 (65.2) 97 (80.8) 16 (61.5) 80 (73.4) 51 (64.6)
Maduracion tras 48h de MIV (%)
VG (%) 22 (18.6) 18 (15) 9 (34.6) 24 (22) 20 (25.3)
MI (%) 16 (13.6) 42 (35) 7(26.9) 16 (14.7) 12 (15.2)
MII (%) 80 (67.8) 60 (50) 10 (38.6) 69 (63.3) 47 (59.5)

Tabla 21: Progresibn meidtica en ovocitos VG arrestados temporalmente con diferentes
concentraciones de CT seguida de miv durante 48 horas en los medios HOM y 199s. CT:
cilostamida. MI: metafase I. MII: metafase II. MIV: maduracién in vitro. VG: vesicula germinal. Valores
en la misma fila con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05). El recuadro rojo
indica el numero/porcentaje de ovocitos que reinician la meiosis tras 24h de MIV.

4.2 Efecto de la CT sobre la tasa de maduracion nuclear en funcion del medio de
maduracion ensayado

El 94.5% de los ovocitos expuestos a 0.5 uM CT en HOM y el 73.1% en 199s
quedaron eficazmente detenidos en estadio de VG (p=0.001). Cabe resaltar que el
bloqueo de la meiosis no es tan efectivo en el medio 199s. Una vez eliminado el

inhibidor del medio de maduracién, los ovocitos fueron capaces de reiniciar la meiosis
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(ovocitos que tras 24 horas de cultivo sin inhibidor alcanzaron el estadio de MI o MII)
(80.8% para los HOM-miv VG y 64.6% para los 199s-miv VG, p=0.01) (Tabla 21).

La tasa de extrusion del 1CP se compar6 con la de los grupos sin CT tanto a las
24 horas como tras 48 horas de cultivo sin inhibidor. Como era de esperar, la presencia
de ITS en el medio HOM sin CT aceler¢ la tasa de MII tras 24 horas de CIV (p=0.001;
Tabla 21), mientras que la mayoria de ovocitos permanecieron en MI en 199s sin CT.
La presencia de CT en el medio HOM sincroniza la progresion meiotica, de modo que
tras 24 horas de CIV, aquellos ovocitos que se recuperan del bloqueo se encuentran en
MI. No obstante, la tasa de MII tras 48h es inferior a la del resto de grupos, quedando
gran parte de ellos detenidos en MI. Por el contrario, los ovocitos en el medio 199s con
CT se comportan de forma similar a aquellos sin CT, sugiriendo que la CT no tiene

ningln efecto negativo remanente.

4.3 Efecto de la CT sobre la morfologia del aparato meio6tico

La tasa de ovocitos que mostraron un aparato meidtico normal con los
cromosomas alineados correctamente en el ecuador de la estructura fue del 100% para
el control in vivo, sin que se observaran diferencias con el grupo 199s, con o sin CT. En
el grupo HOM la tasa de ovocitos con un aparato meidtico normal fue estadisticamente
inferior frente al resto de grupos (p=0.001), no obstante la presencia de CT mejord
ligeramente estos resultados. No se encontraron diferencias significativas respecto a la
alineacion cromosOdmica normal entre los ovocitos del grupo HOM con CT vy el resto de

grupos (Tabla 22).

Medio HOM 199s
MII Sin CT CT 0.5pM Sin CT CT 0.5pM
N° ovocitos MII evaluados 6 10 8 10 13
Aparato mei6tico normal 6 (100)* 2 (20)° 3(37.5)° 9 (90)° 12 (92.3)"
Cromosomas alineados 6 (100)* 4 (40)° 5(62.5)® 9 (90)* 13 (100)*

Tabla 22: Organizacion de microtibulos y cromosomas en ovocitos madurados in vivo (control in
vivo) y en ovocitos VG que extruyen el 1CP tras una miv de 48 horas en los medios HOM y 199s con
y sin presencia del inhibidor CT. CT: cilostamida. MII: metafase II. Valores en la misma fila con
diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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4.4 Efecto de la CT sobre la activacion partenogenota y desarrollo embrionario

En la Tabla 23 se muestran los resultados de activacion y desarrollo embrionario
tras activacion partenogenota de ovocitos HOM-miv VG y 199s-miv VG en presencia o
no del inhibidor CT. Mientras que la CT no mejord las tasas de division cuando fue
adicionada en el medio HOM, en el grupo 199s mejord la tasa de activacion y la de
division a las 72 horas de CIV (p=0.04). No se obtuvieron blastocistos en ninguno de

los cuatro grupos de MIV.

MII HOM HOM 0.5 uM CT 199s 1995 0.5 uM CT
N 11 28 33 30 30
N° MII activados (%)  11(100)* 25 (89.3) 16 (48.5)° 13 (43.3)° 19 (63.3)°
Divisién 48 horas (%)  11(100)* 20 (80)™ 13 (81.2)® 10 (76.9)™ 10 (52.6)°
Division 72 horas (%) 8 (72.7)* 11 (44) 5(31.2) 0 5 (26.3)*
Blastocistos (%) 4(36.4) 0 0 0 0

Tabla 23: Tasa de activacion partenogenota y desarrollo embrionario en ovocitos VG miv en HOM
y 199s, con y sin presencia de inhibidor CT. CT: cilostamida. MII: Metafase II. N: namero de efectivos
por grupo. Valores en la misma fila con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Experimento 5: Co-cultivo de ovocitos VG con células del camulo
5.1 Influencia del co-cultivo 3D sobre el comportamiento y morfologia de las
células del camulo

Se sabe que las células del cimulo se comportan de forma diferente en funcion
de las dimensiones del cultivo (Combelles et al., 2005). Asi, en un cultivo 2D, las
células se adhieren a la superficie de cultivo y adquieren una morfologia elongada. No
obstante, cuando se cultivan en un microambiente de coldgeno 3D adquieren una
morfologia redondeada y estrechamente organizada, colonizando gran parte del cultivo

3D (Figura 45).
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Figura 45: Morfologia de las células del cimulo cultivadas en matriz de colageno 3D (Izquierda 10X
Derecha 100X). Imégenes cedidas por la Unidad de Reproduccion Asistida Humana del Hospital
Universitari i Politécnic la Fe de Valencia.
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Lo mas interesante del co-cultivo 3D de células del cimulo y ovocitos, es que
las células del cumulo se organizan alrededor del ovocito rememorando la estructura del
complejo CCO (Figura 46). Ademas, pueden apreciarse proyecciones citoplasmaticas

procedentes de las células del camulo hacia el ovocito (Figura 47).

Figura 46: Co-cultivo de células del cimulo en matriz de colageno 3D (Izquierda 10X; Derecha 20X).
Imagenes cedidas por la Unidad de Reproduccion Asistida Humana del Hospital Universitari i Politécnic
la Fe de Valencia.

Figura 47: Detalle de proyecciones citoplasmaticas entre células del cimulo vecinas (Izquierda 20X;
Derecha 100X). Imégenes cedidas por la Unidad de Reproduccion Asistida Humana del Hospital
Universitari i Politécnic la Fe de Valencia.

Tras la realizacién del co-cultivo en ningin caso se observo degeneracion

celular, ni en las células del camulo ni en los ovocitos.

5.2 Tasa de maduracion y desarrollo embrionario tras activacion partenogenota en
el sistema de co-cultivo 3D

El medio de maduracion empleado en este experimento fue el medio 199s. No se
observaron diferencias significativas en la tasa de maduracion de ovocitos VG
madurados en presencia de células del cumulo (co-cultivo 3D) o en su ausencia (sistema
de microgota), aunque la proporcion de ovocitos que maduraron fue superior en el co-

cultivo 3D (Tabla 24).
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Medio 199s Co-cultivo 3D Sistema microgota  MII (control)

MII 48h MIV 41/54 (75.9%) 69/109 (63.3%) -
N° Ovocito VG 39 30 11
N° MII activados (%) 28 (71.8)° 13 (43.3)° 11(100)°
Divisién 48 horas (%) 24 (85.7) 10 (76.9) 11(100)
Divisién 72 horas (%) 12 (42.8)" 0° 8 (72.7)°
Blastocistos (%) 0 0 4 (36.4)

Tabla 24: Tasa de maduracion, activacion partenogenota y desarrollo embrionario de ovocitos VG
tras su miv en co-cultivo 3D 6 en su ausencia (sistema microgota). MII: metafase II. MIV: maduracién
in vitro. VG: vesicula germinal. Valores en la misma fila con diferentes superindices son estadisticamente
diferentes (p<0.05).

La tasa de activacion fue significativamente mayor cuando los ovocitos VG
fueron madurados en co-cultivo 3D frente al sistema de microgota (p=0.017) (Tabla
24). La mayoria de los embriones se dividieron tras 48 horas de CIV, sin existir
diferencias significativas entre grupos. A pesar de que no se obtuvieron blastocistos en
ninguno de los dos sistemas de maduracion, los ovocitos VG madurados en co-cultivo
3D se dividieron tras 72 horas de la activacion, sin mostrar diferencias significativas
con el grupo control (aunque las tasas fueron mas bajas; Tabla 24). Nuestros resultados
sugieren que la presencia de células del cimulo en un co-cultivo 3D durante la
maduracion de ovocitos VG mejora su competencia citoplasmatica, aunque ésta todavia

es deficitaria.

5.3 Adicion de CT al sistema de co-cultivo 3D. Tasa de maduracion y desarrollo
embrionario tras activacion partenogenota en el sistema de co-cultivo 3D en
presencia o ausencia del inhibidor meiético CT

En este experimento se combinaron los efectos beneficiales del co-cultivo 3D
(experimento 5) y de la CT (experimento 4). La presencia del “cumulo artificial” en el
co-cultivo imposibilit6 visualizar la progresién meiotica de los ovocitos VG. Asi, la tasa
de maduracion se evalu6 tras 48h de eliminar la CT del medio (Tabla 25). La tasa de
extrusion del 1CP fue significativamente superior cuando los ovocitos fueron cultivados
en ausencia del inhibidor CT (p=0.010). No obstante, la tasa de activacion y de division
tras 48 y 72 horas de cultivo no difiri6 entre ellos. Pero ademas, la presencia de CT en
el co-cultivo parece mejorar la competencia citoplasmatica, permitiendo el desarrollo

hasta blastocisto (Tabla 25).
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Medio 199s Co-cultivo 3D sin CT Co-cultivo 3D con CT  MII (control)
MII 48h MIV 41/54 (75.9%)" 23/45 (51.1%)° -

N° Ovocito VG 39 21 11

N° MII activados (%) 28 (71.8)° 13 (61.9)* 11(100)°
Divisién 48 horas (%) 24 (85.7) 10 (76.9) 11(100)
Division 72 horas (%) 12 (42.8) 7 (53.8) 8 (72.7)
Blastocistos (%) 0 1 (10)® 4 (36.4)

Tabla 25: Tasa de maduracion, activacion partenogenota y desarrollo embrionario de ovocitos VG
tras su miv en co-cultivo 3D, en presencia o no del inhibidor meidtico CT. CT: cilostamida. MII:
metafase II. MIV: maduracion in vitro. VG: Vesicula germinal. Valores en la misma fila con diferentes
superindices son estadisticamente diferentes (p<0.05).

I1.6 Experimento 6: Derivacion de lineas de células madre embrionarias
partenogenotas humanas (hpESC)

Se obtuvo una linea de hpESC (RiMil) a partir de ovocitos MII in vivo
activados con el protocolo convencional (Ion6foro + 6-DMAP) (Tabla 26). La adicion
de Dc no facilitdo la obtencion de hpESC. Los embriones obtenidos tras la AP de
ovocitos miv s6lo fueron capaces de unirse e iniciar la proliferacion (Figura 48), pero no

se obtuvieron lineas hpESC a partir de ellos (Tabla 26).

Tratamiento Blast Arr Uni Crec/Uni hpESC/no Arr hpESC/Uni
Medio Ovocito
de activacion (%) (%) (%) (%) (%) (%)
VG 1/37 (2.7) 10 9 (90) 9 (90) 0(0) 0(0) 0(0)
Tonoforo Ca** +
199s MI 4h 3/17 (17.6) 11 8(72) 8(72) 1(12) 0(0) 0(0)
6-DMAP
MI 24h 1/53 (1.9) 22 21 (95) 18 (81) 0(0) 0(0) 0(0)
VG 1/18 (5.5) 13 12 (92) 13 (100) 0(0) 0(0) 0(0)
Ton6foro Ca*™ +
199s MI 4h - 10 10 (100) 10 (100) 0(0) 0(0) 0(0)
6-DMAP + Dc
MI 24h 2/48 (4.1) 32 30 (93) 32 (100) 2 (6) 0(0) 0(0)
Tonoforo Ca*™ +
MII 9/16 (56.2) 15 8(53) 11(73) 4 (36) 1(14) 109
MIl in 6-DMAP
vivo Tonoforo Ca** +
MII 4/9 (44,4) 8 4 (50) 8 (100) 0(0) 0(0) 0(0)

6-DMAP + Dc

Tabla 26: Derivacion de hpESC a partir de ovocitos miv y MII in vive. 6-DMAP: 6-
dimetilaminopurina. Arr: nimero de embriones con desarrollo embrionario detenido cuando fueron
sembrados sobre la capa de feeders. Blast: nimero de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto
respecto al nimero total de ovocitos activados. Crec/Uni: embriones que crecen respecto a los que se han
unido. Dc: demecolcina. MI: metafase I. MII: metafase II. N: nimero de ovocitos activados (1PN 1CP)
destinados a derivacion. Uni: nimero de embriones que se unen (“pegan”) a la placa. VG: vesicula
germinal.
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Figura 48: Union y crecimiento primario de un embrion procedente de la activacion de un ovocito
MI 4h miv.

La linea hpESC obtenida, RiMil, al igual que el resto de lineas hpESC mostro la
propiedad de auto-renovacion al mismo tiempo que mantuvo la morfologia tipica de una

linea hpESC (Figura 49).

—

Figura 49: Primeros estadios de la derivacion de la linea RiMil. Las flechas indican el crecimiento de
la masa celular interna (MCI) y del trofoectodermo (TE).

Ademas, las células de RiMil expresaron los marcadores de totipotencia
tradicionales OCT-4, NANOG, SSEA-4, TRA-1-60 y TRA-1-81 (no expresaron SSEA-
1; marcador positivo en las ESC de raton) (Figura 50), asi como elevados niveles de

fosfatasa alcalina (PA) y actividad telomerasa y cariotipo normal (46, XX) (Figura 51).
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Figura 50: Caracterizacion de la linea hpESC RiMil para marcadores especificos evaluados
mediante inmunocitoquimica (a) y PCR semicuantitativa (b).
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Otro requerimiento critico de una linea de hESC es su amplio potencial para
diferenciarse. RiMil fue capaz diferenciarse en las tres capas germinales, ectodermo,
mesodermo y endodermo, tanto in vitro (formacion de cuerpos embrioides) (Figura 52)

como in vivo (desarrollo de teratomas) (Figura 53).

Endoderm

Ectodenn
b

4
.

Figura 52: Técnica de inmunocitoquimica para identificar marcadores de ectodermo (B-tubulina

III), mesodermo (desmina) y endodermo (o-fetoproteina) tras la diferenciacion del cuerpo
embrioide de RiMil (barra escala 100 um).
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Figura 53: Imagen histolégica de los teratomas. Las estructuras identificadas de forma positiva
incluyeron: (ne) neuroepitelio; (in) epitelio intestinal, (c) cartilago, (cn) tejido conectivo, (cy) quistes y
(gl) cavidades llenas de liquido con un epitelio tipo glandular. Tincién hematoxilina/eosina (barras escala
150 um).

Ademas se realizo un perfil de ADN de la linea RiMil, comparandolo con
células somaticas de la donante (del ovocito), asi como con los feeders, para confirmar

la similitud genética entre RiMil y las células somaticas de la donante.
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V. Discusion

En la especie humana, la mayoria de los ovocitos recuperados tras un ciclo de
EO se encuentran en el estadio de MII. Sin embargo, en determinadas ocasiones se
observa una cohorte folicular asincronica con menos del 50% de ovocitos en MII. En
estos casos, la MIV se presenta como una opcion para aumentar el numero de ovocitos a
microinyectar, y en consecuencia el nuimero de embriones a transferir. Ademas de su
finalidad reproductiva, los ovocitos inmaduros suponen una fuente muy valiosa de
material biologico para la investigacion del proceso de maduracidon ovocitaria, asi como
en medicina regenerativa.

Pese al potencial teorico de estos ovocitos, los resultados obtenidos hasta la
fecha sugieren que los ovocitos procedentes de ciclos de EO y miv muestran una mayor
incidencia de aneuploidias embrionarias (Strassburger et al., 2004), una menor
competencia de desarrollo (Trounson et al., 2001; Escrich et al., 2011) y una menor tasa
de implantacion (Li et al., 2006) que los ovocitos madurados in vivo (y procedentes de
EO). Se ha asumido que dichas deficiencias se deben a anomalias intrinsecas e
irreversibles. No obstante, hay que tener en cuenta que dichas conclusiones proceden de
la MIV en medios de cultivo definidos para ovocitos de ciclos no estimulados. Aun en
dichos medios, algunos de estos ovocitos tienen la capacidad de desarrollarse hasta el
estadio de blastocisto (el maximo estadio que se puede alcanzar bajo condiciones in
vitro), lo que sugiere que al menos parte de ellos tienen potencial de desarrollo. Es mas,
se han obtenido gestaciones y nacidos vivos a partir de ovocitos inmaduros recuperados
tras un tratamiento de EO (en su mayoria MI), aunque queda limitado a muy pocos
casos (De Vos et al., 1999; Chen et al., 2000; Strassburger et al., 2004; Vanhoutte et al.,
2005; Farsi et al., 2011).

En el presente trabajo de tesis, se pretende evaluar la competencia de ovocitos
inmaduros obtenidos tras tratamientos de EO con el fin de disefiar medios de cultivo
acordes a sus necesidades. Para ello, se utilizaron ovocitos en distintos estadios de
maduracion: VG, MI (4h y 24h) y MII in vivo (grupo control) y tres medios de cultivo
(IVF, 199s y HOM). El HOM es un medio disefiado para cumplir con las necesidades
nutricionales y de maduracion de ovocitos procedentes de pacientes con SOP y ha sido
evaluado a nivel de maduracion, fecundacion y desarrollo embrionario (Trounson et al.,

2001). El medio 199s ha sido empleado (pero no disefiado) para la MIV de ovocitos
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humanos VG (Combelles et al., 2005) y para el desarrollo embrionario tras SCNT
(Heindryckx et al., 2007). El IVF es un medio simple utilizado de forma rutinaria en los
laboratorios de FIV para cultivar los ovocitos, tanto maduros como inmaduros, durante
breves periodos de tiempo. Este ultimo medio se usé como la condicién base de
maduracion cuando no se suplementa el medio. Tanto el HOM como el 199s fueron
suplementados con gonadotropinas, estradiol, ITS (solo el HOM), EGF y HSA. La
eleccion de estos medios cubrid el abanico de posibilidades existentes para la MIV en
humanos y sirvié como punto de partida para los objetivos del presente trabajo de tesis.
La habilidad para dar soporte a la maduracion ovocitaria de cada medio de
maduracion se evalud por la capacidad de los ovocitos para miv, por la configuracion
del aparato meiotico, desarrollo embrionario tras AP, niimero de copias de ADNmt y
expresion de receptores para FSH, LH y EGF. Ademas, se evaluo el efecto del arresto
meidtico mediado por un inhibidor de la fosfodiesterasa 3 con el fin de prolongar y
mejorar la competencia citoplasmatica. Se ensayd también el efecto del co-cultivo con
células del camulo sobre la competencia de los ovocitos VG. Finalmente, se evalud su
competencia y potencial de desarrollo en base a su capacidad para generar células

madre embrionarias partenogenotas.

Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la competencia nuclear de
ovocitos inmaduros procedentes de ciclos de EO.

Cuando el foliculo en crecimiento alcanza el estadio antral (>15 mm de diametro
medio), se asume que el ovocito ha alcanzado su tamafio definitivo y es capaz de
responder al estimulo ovulatorio (descarga de LH) y finalizar la meiosis II in vivo. En
base a ello se espera que los ovocitos recuperados tras tratamientos de EO tengan el
mismo tamafio y se encuentren en el mismo estadio madurativo (MII). Puesto que es
frecuente recuperar un porcentaje variable de ovocitos inmaduros, una de las primeras
cuestiones a resolver fue determinar si los estadios inmaduros no han finalizado aun el
crecimiento citoplasmatico. El didmetro de los ovocitos VG, MI (sin ser sometidos a
MIV) y MII, se evalu6 justo tras su denudacion, estando los ovocitos en medio IVF
(medio de rutina del laboratorio), con el fin de evitar cualquier efecto inducido por el
medio de maduracion o por ligeras variaciones en la osmolaridad de los distintos
medios. Nuestros resultados sugieren que los ovocitos MI y MII proceden de foliculos

de mayor tamafio que han alcanzado su plateau de crecimiento (alrededor de 114 wum de

diametro y 779 x10° um? de volumen). Sin embargo, los ovocitos VG (alrededor de 112
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um de didmetro y 736 x10° um® de volumen) probablemente proceden de foliculos de
menor tamafio, que todavia no han alcanzado su tamafio definitivo (ni su maduracion).
Pese a que la diferencia en didmetro es pequefia (2 um), los resultados son consistentes
y significativos, abogando por una razon biologica para tal diferencia de tamaiio.

Dado el avanzado estado de maduracion en el que se encuentran los ovocitos
MI, habiendo ya alcanzado su tamano definitivo, salido del bloqueo meiotico y
dirigiéndose hacia el estadio de MII, no es de sorprender que practicamente la totalidad
de ellos (91-94%) alcancen el estadio de MII tras 24h de CIV, con independencia del
medio de MIV. No obstante, los ovocitos VG siguen en proceso de crecimiento y
maduracion molecular, siendo pues de esperar que sean mdas susceptibles a la
composicion del medio de MIV. Nuestros resultados sugieren que pese al menor tamafio
de los ovocitos VG, éstos son capaces de responder a las condiciones de cultivo y si
éstas son favorables, son capaces de alcanzar el mismo tamafio que los ovocitos MII
control. Resultados obtenidos por Cavilla y colaboradores (2008) corroboran la
viabilidad de los ovocitos VG. Todos los medios presentaron una osmolaridad de 297
mOsm, descartando cualquier efecto sobre el tamafio ovocitario. Es interesante destacar
que los ovocitos IVF-miv VG presentaron un menor tamafio que el resto de ovocitos. Es
probable que la ausencia de factores de crecimiento en el medio IVF les impida
proseguir con el crecimiento ovocitario.

Son diversos los estudios que han demostrado que la adicion de insulina y
selenio en forma de ITS favorece el crecimiento folicular, la maduracién ovocitaria y la
capacidad de desarrollo (Eppig et al., 1992; Raghu et al., 2002; Kim et al., 2005; Jeong
et al., 2008) de ovocitos VG incluidos en complejos CCOs. Dado que todos estos
estudios utilizaron ovocitos rodeados por células del cumulo (CCOs), se desconoce el
efecto directo que el ITS pueda tener sobre el ovocito denudado. Uno de los hallazgos
del presente trabajo fue que el suplemento con ITS, tanto el medio HOM como el 199s,
no solo facilit6 la maduracion nuclear sino también su aceleracion en ovocitos
denudados. Ademas, dicho efecto seria por accion directa sobre el ovocito, sin
necesidad de ser mediado por las células del caimulo como ocurre con gran parte de
factores de crecimiento (Sakaguchi et al., 2000). La aceleracion en la cinética de la
maduracion nuclear observada en nuestro trabajo sugiere que el ITS, probablemente a
través de un efecto combinado de la insulina y el EGF, podria estar aumentando los
niveles de componentes moleculares clave para la reanudacion de la meiosis (Sakaguchi

et al., 2002; Cordova et al., 2010). Resultados relativamente recientes demuestran que,
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ademas de su presencia en las células del cumulo (Qu et al., 2000), los receptores para
insulina (RI) e IGF-1 (RIGF-1) también estan presentes en ovocitos (Butler et al., 2002;
Nuttinck et al., 2004; Acevedo et al., 2007). La union de la insulina o IGF-1 a los RI o
RIGF-1 ovocitarios activa la cascada de sefalizacion de la proteina quinasa B (PKB 6
Akt) mediada, a su vez, por la activacion de la fosfatidil inositol quinasa 3 (PIK3) (Han
et al., 2006; Kalous et al., 2009; Cecconi et al., 2012). La activaciéon de la senal
PIK3/PKB regula la expresion de la ciclina B y la activacion del CDK1 (ambos
componentes esenciales del MPF), asi como la MAPK (Kalous et al., 2009) (capitulo
II.2 Reanudacion de la meiosis). Ademads, la PKB activa fosforila y activa la PDE3A,
disminuyendo en consecuencia los niveles de AMPc y permitiendo el reinicio de la
meiosis (Han et al., 2006; Kalous et al., 2009).

Es importante destacar que el efecto acelerador de la meiosis observado cuando
el ITS esta presente en el medio de cultivo solo se present6d en ovocitos VG y no en MI.
Esto puede deberse a que éstos ultimos ya han salido del arresto meiotico, y en
consecuencia, las proteinas diana del ITS (6 insulina) ya han sido activadas a su debido

tiempo.

Efecto de la composicion del medio de maduracion sobre la organizacion del aparato
meidtico.

Alteraciones en la organizacion de la placa metafasica pueden resultar en una
segregacion cromosomica andémala y en consecuencia, en un desarrollo embrionario
posterior comprometido (Vanhoutte et al., 2007). Son numerosas la referencias
bibliograficas que indican que los ovocitos miv procedentes de EO presentan una
morfologia del aparato meidtico/organizacion cromosdmica subdptima en comparacion
con los ovocitos madurados in vivo (Li et al., 2006; Trounson, 2006; Piquette, 2006;
Vanhoutte et al., 2007; Barcelos et al., 2009; Barrett y Albertini, 2010). Pese a que, con
independencia del medio de maduracion, un 20-30% de ovocitos miv (VG y MI 24
horas) presentaron anomalias en el aparato meidtico/cromosomas, es de resaltar que la
mayoria de ellos mostraron una organizacion normal. Nuestros resultados indican que la
presencia de alteraciones cromosdmicas en ovocitos miv no es tanto una caracteristica
absolutamente intrinseca de los mismos, sino que esta, en gran medida, condicionada
por la composicion del medio de maduracion. Asi, la presencia de ITS resulta en una
tasa de anomalias a nivel cromosémico y de configuracion del aparato meidtico en

ovocitos VG significativamente superior que en su ausencia. El incremento temprano de
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la actividad quinasa de la histona H1 (sustrato de la CDK1) y de la MAPK (Sakaguchi
et al., 2002) en respuesta a la insulina (componente de ITS), provoca la fosforilacion (e
inactivacion) de la quinasa GSK-3 (capitulo II.2.2 Etapas de la reanudacion de la
meiosis. 3. Formacion del aparato meiotico), asi como la fosforilacion temprana de gran
parte de las proteinas implicadas en la formacion de la membrana nuclear
(produciéndose la disolucion de la misma), en la condensacion de la cromatina y en la
reorganizacion de microtubulos (Verde et al., 1992). En consecuencia, se producen
alteraciones en la formacion del aparato meidtico que en combinacién con un progreso
meiodtico acelerado, resultan en un incremento significativo de la segregacion anomala

de los cromosomas homologos durante la meiosis (Acevedo et al., 2007) (Figura 55).

Gesencia de ITS en el medio de cultivo: \

Disolucion membrana nuclear Condensacién de los cromosomas

. MPF (prematuro)

Fosforilacién GSK-3 (inactivacion) Reorganizacion anomala

de los microttbulos del huso

\ Ovocito VG Ovocito GVBD J

Figura 54: Efecto de la presencia de ITS en el medio de cultivo sobre la maduracién ovocitaria
nuclear (VG). GSK-3: glicégeno sintasa quinasa 3. GVBD: disolucién de la vesicula germinal. ITS:
complejo insulina-transferrina-selenio. MPF: factor promotor de la maduracién. VG: vesicula germinal.

Al contrario de lo observado en ovocitos VG, en los ovocitos HOM-miv MI 24h
no se observd un aumento del porcentaje de alteraciones del aparato
meiotico/organizacion cromosoémica respecto al resto de medios, sugiriendo que, en este
tipo de ovocitos, que ya han abandonado el arresto meiotico, el ITS no tiene este efecto

dafiino a nivel de la placa metafasica.

Efecto del medio de maduracion sobre el numero de copias de ADN mitocondrial.
Durante el crecimiento ovocitario tiene lugar la amplificacion ininterrumpida de
una poblacion inicial muy restringida de mitocondrias. Se cree que dicha expansion
mitocondrial cesa cuando el ovocito alcanza su tamafio definitivo (Mahours et al.,
2012), y no variara a lo largo del resto del proceso de maduracion. A diferencia de lo
que ocurre con las células somaticas, las mitocondrias de los ovocitos maduros

contienen 1 o 2 copias de ADNmt (Ferreira et al., 2009) por lo que se puede inferir con
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bastante precision la cantidad de mitocondrias en base al nimero de copias de ADNmt.
Aunque existe variabilidad entre los distintos estudios, los datos mas recientes indican
que un ovocito MII fecundable alberga entre 100.000-200.000 copias de ADNmt
(Steuerwald et al., 2000; Reynier et al., 2001; Barritt et al., 2002, May-Panloup et al.,
2005, Santos et al., 2006; Zeng et al., 2007; Wai et al., 2010; Mahrous et al., 2012). En
el presente trabajo de tesis los ovocitos MII in vivo presentan valores dentro de dicho
rango, (MII in vivo, 118.000 copias en promedio).

La adquisicion de un nimero adecuado de ADNmt en el ovocito persigue un
proposito clave: tener un numero suficiente de mitocondrias para asegurar el desarrollo
pre- y post-implantacional. Durante los estadios de division temprana no se produce
replicacion del ADNmt y no serd hasta el momento proximo a la implantacion cuando
se reinicie la expansion mitocondrial (May-Panloup et al., 2007; St John et al., 2010).
Al mismo tiempo, el ADNmt codifica componentes de la cadena respiratoria
mitocondrial responsables de la produccion de ATP (fosforilacion oxidativa) asi como
de ARNt (ARN de transferencia) y ARNr implicados en la transcripcion y traduccion de
productos génicos (Dumollard et al., 2007; St John et al., 2010; Van Blerkom, 2010).
Todo ello implica que el ovocito en el momento de la fecundacion debe haber
acumulado una cantidad de ADNmt que asegure que cada célula del embridon hereda un
numero suficiente de moléculas que lo hagan viable hasta, pero también después, de la
implantacion. Estudios realizados en raton indican que pese a que los ovocitos con
4.000 copias de ADNmt son fecundables y capaces de alcanzar el estadio de blastocisto,
detienen su desarrollo durante la organogénesis. Estos autores postulan que en el
ovocito maduro son necesarios elevados niveles de ADNmt para poder compensar la
disminucién exponencial que se produce en los estadios de desarrollo embrionario
temprano (puesto que el embridn continua con la division pero la replicacion del
ADNmt esta detenida) y asegurar el desarrollo embrionario post-implantacional. Este
hecho permitiria ademds la dilucion de mutaciones en el ADNmt que puedan ser
deletéreas para el embrion. Asi pues, se considera que, en raton, un ovocito maduro
debe tener un umbral critico de 40.000-50.000 copias de ADNmt para ser compatible
con un desarrollo post-implantacional viable (Wai et al., 2010). En humanos se ha
estimado el rango de numero de copias de ADNmt necesarias para asegurar la
fecundacion (100.000-200.000; Reynier et al., 2001), y se estima que dicho nimero
debe ser ademas suficiente para asegurar el desarrollo post-implantacional (aunque no

existen datos al respecto).
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Se desconocen los mecanismos moleculares que regulan la acumulacion de
ADNmt en los ovocitos asi como la razéon por la cual los niveles de ADNmt se
mantienen constantes (o disminuyen) durante las tltimas etapas de la maduracion y
durante los estadios preimplantatorios (Mahrous et al., 2012). No obstante, se sabe que
cuando el ovocito alcanza su tamaio definitivo, hay una disminucién en la cantidad de
ARNm de POLGA (polimerasa-y, subunidad-o), POLG2 (POLGB) (polimerasa-y,
subunidad-f) y TFAM (factor de transcripcion asociado a la mitocondria). Los dos
primeros constituyen la polimerasa especifica del ADNmt, mientras que el TFAM se
combina con la molécula de ADNmt recién formada estabilizandola.

Nuestros resultados confirman la ausencia de replicacion de ADNmt desde VG a
MII. Pese a tratarse de ovocitos inmaduros (MI y VG) procedentes de tratamientos de
EO, su nimero de copias de ADNmt fue similar al de los ovocitos madurados in vivo.
Esto también sugiere que el nimero de copias de ADNmt no es uno de los defectos
causantes del fallo en su maduracion. Pero ademas, con independencia del medio de
maduracion empleado, la cantidad de ADNmt se mantuvo constante después de su
MIV. En base a los resultados anteriores, no se espera que el medio de maduracion
tenga ningin efecto sobre el nimero de copias de ADNmt. No obstante, nuestros
resultados indican que tanto los ovocitos IVF-miv VG como IVF-miv MI 24h
presentaron un numero de copias de ADNmt inferior al resto. Teniendo en cuenta que
no hay replicacion mitocondrial durante estos estadios, la causa del menor niimero de
ADNmt podria residir en su degradacion. La duracion prolongada del CIV (IVF-miv
VG y IVF-miv MI 24 h) podria conllevar envejecimiento ovocitario. Este fendomeno se
caracteriza por el acaimulo de ROS en el ovocito y la aparicion de estrés oxidativo. El
estrés oxidativo puede afectar directamente la funcidon mitocondrial, no solo por su
proximidad con el lugar de produccion de las ROS (cadena de transporte electronico)
sino también por la ausencia de mecanismos reparadores del ADN. Esta pérdida de
integridad mitocondrial puede resultar en una pérdida de copias de ADNmt (Lord y
Aitken, 2013). El medio IVF carece ademés de agentes protectores frente a las ROS.
Mientras que €sto no supone un problema para ovocitos MI 4h (por la corta duracion de
cultivo), cultivos prolongados penalizarian el nimero de ADNmt. Por el contrario, la
presencia de glutation o de aminoacidos usados en su sintesis (cisteina, glicina y acido
glutamico) en el medio 199s y HOM respectivamente, podrian ejercer un efecto
protector frente a las ROS, y en consecuencia mantener constante el nimero de ADNmt

en estos medios. No obstante son necesarios mas estudios para corroborar esta hipotesis.
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Nuestros resultados sugieren que puesto que durante el desarrollo embrionario
preimplantacional no hay replicacion del ADNmt, aquellos ovocitos que contengan y
mantengan (en un medio de maduracion adecuado) un nimero suficiente de copias de
ADNmt contaran con madas oportunidades para desarrollarse hasta blastocisto y a
término. Pero ademas, dada la limitada capacidad de desarrollo de los ovocitos miv, el
nimero de copias de ADNmt no puede utilizarse como un indicador absoluto de
competencia ovocitaria. Otros estudios, han observado que ovocitos MII de fallo de
fecundacion pueden presentar un nuimero de copias de ADNmt dentro del rango
considerado fecundable (163.000 copias) (Reynier et al., 2001; Santos et al., 2006). Asi
pues, el estudio de la funcionalidad mitocondrial puede esclarecer la capacidad de
dichas mitocondrias para generar la energia necesaria durante el desarrollo embrionario

(Stojkovic et al., 2001).

Evaluacion de la competencia citoplasmadtica en base al desarrollo embrionario tras
activacion partenogenota.

La activacion partenogenota (AP) es el unico test para valorar la competencia
citoplasmatica de ovocitos humanos bajo condiciones in vitro en Espana (Ley 14/2007,
de 3 de Julio, de Investigacion Biomédica). Hay que tener en cuenta que el desarrollo
embrionario tras AP es inferior al de ovocitos de FIV, debido a 1) la ineficacia de los
protocolos de AP en comparacion a la activacion mediada por el espermatozoide
(capitulo VI.1 Activacion ovocitaria mediada por el espermatozoide) y 2) al fenomeno
de imprinting. Teniendo en consideracion estas limitaciones, los ovocitos MII
responden de forma eficaz a los protocolos de AP disponibles generando embriones
capaces de alcanzar el estadio de blastocisto (9-100%; Liu et al., 2003; Rogers et al.,
2004; Mai et al., 2007; Paffoni et al., 2007; Revazova et al., 2007; Brevini et al., 2009;
nuestros resultados).

Los primeros estadios de desarrollo hasta alcanzar la activacion del genoma
embrionario (EGA) son dependientes de los transcritos y proteinas maternas
(acumuladas en el ovocito durante la ovogénesis) (Latham y Schultz, 2001). En la
especie humana, la EGA tiene lugar entre los estadios de 4 y 8 células (dia 3 de
desarrollo embrionario) (Teldford et al., 1990). En este momento, concluye la
degradacion de los transcritos maternos, que son sustituidos por los nuevos transcritos
embrionarios tras la modificacion del patron de expresion génica embrionario (Schultz,

2002; Minami et al., 2007). Asi pues, la competencia citoplasmatica puede medirse por
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la capacidad del ovocito y, por extension, del embridén temprano, para alcanzar la EGA,
y mas importante aun, para poder superarla y proseguir con el desarrollo. No es de
sorprender que la maduracion citoplasmatica incompleta o inadecuada, como se
atribuye a los ovocitos miv, sea una de las principales causas del fallo para superar la
EGA (Schramm et al., 2003).

Con independencia del estadio de maduracion, nuestros resultados demuestran
que la tasa de division embrionaria previa a la EGA es similar entre los grupos 199s,
HOM Yy control (ovocitos MII in vivo) (89%, 81% y 100%, respectivamente; p=0.19).
Estos resultados sugieren que en medios disefiados para la MIV, las primeras divisiones
embrionarias son independientes de la competencia ovocitaria. Resultados similares han
sido obtenidos por otros autores (Trounson et al., 2001; McElroy et al., 2010). No
obstante, un medio simple como el IVF, penaliza las primeras divisiones embrionarias
(IVF 67% vs. resto de grupos; p=0.025), siendo las diferencias mas notables en los
ovocitos IVF-miv que pasan mdas tiempo en cultivo (VG y MI 24h). Es interesante
resaltar que estos ovocitos presentaron un numero de copias de ADNmt menor que el
resto de grupos (IVF: 95.555 vs. 199s: 153.020 y HOM: 131.316; p=0.027).

El efecto mas dramatico de déficits en la competencia ovocitaria se observa
después de la EGA, cuando se produce una disminucién marcada en la capacidad de
desarrollo de ovocitos miv (Division a las 72 horas: IVF 43%, 199s 41%, HOM 37% vs.
MII 73%). Dichas diferencias alcanzaron niveles de significancia para el medio HOM
en comparacion con el grupo control (p=0.026), probablemente debido al efecto
afiadido de las anomalias a nivel de la placa metafasica. Esto no es de sorprender pues
es en este momento cuando el desarrollo embrionario depende de la correcta activacion
de toda la maquinaria de transcripcion y traduccion del propio embrion. La
incompetencia citoplasmatica se traduce en este momento en anomalias en la expresion
génica de los factores implicados en la EGA (OCT-4; mater, factor de iniciacion de la
transcripcion, etc.) y en el desarrollo posterior (Schramm et al., 2003).

Es de esperar, y asi lo confirman nuestros datos, que la mayoria de los ovocitos
MI 4h miv sean capaces de superar la EGA. La tasa de divisién a las 72 horas y
desarrollo posterior no presentd diferencias significativas respecto al grupo control. Se
obtuvo un blastocisto en cada grupo de miv, no obstante esta tasa es inferior a la del
grupo control. Estos resultados indican que durante tan breve periodo de tiempo los
medios de MIV ejercen un efecto minimo, sino ausente, y que el desarrollo embrionario

depende exclusivamente del potencial intrinseco de cada ovocito.
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Una observacién llamativa es que con estos ovocitos se obtienen tasas de
activacion (formacion pronuclear) bajas en los medios de IVF y HOM. Basandonos en
los resultados de la configuracion del aparato meidtico obtenidos en este estudio,
encontramos que la mayoria de los ovocitos MI 4h madurados en IVF y HOM se han
activado estando todavia en anafase. Esta activacion precoz puede resultar en una
distribucion alterada de cromosomas y microtubulos, responsable de una tasa de
formacion pronuclear significativamente inferior a la de ovocitos MII. En el medio
199s, sold el 50% de los ovocitos se encontraron en anafase, lo que permitid obtener
una tasa de activacion similar a la del grupo control. Se trata de un hecho importante
puesto que en clinicas de FIV es una practica frecuente realizar la microinyeccion de MI
miv justo tras la extrusion del 1CP si no se obtienen suficientes ovocitos MII (sin
esperar unas horas de cultivo).

En los ovocitos MI 24h miv, con independencia del medio de maduracion
empleado, la capacidad de desarrollo embrionario tras EGA se encuentra seriamente
comprometida (23-56% todos los medios vs. 73% control). En base a lo observado en
nuestro trabajo, el nimero de copias de ADNmt o configuracion del aparato
meiotico/cromosomas no parecen explicar estos resultados. Es posible que estos
resultados se deban a un efecto combinado de “envejecimiento ovocitario” con unas
condiciones de cultivo desfavorables. En general, los cambios funcionales asociados al
envejecimiento ovocitario incluyen cambios en la estructura de la membrana
plasmatica, endurecimiento de la ZP, exocitosis parcial de granulos corticales (en
ausencia de estimulo activador), desplazamiento y degeneracion del 1CP (favorecido
por el aumento del espacio perivitelino), acortamiento del aparato meidtico y
segregacion prematura de cromosomas (asociado a la presencia posterior de
aneuploidias en el embridon) y disminucion del potencial de membrana mitocondrial
(revisado por Miao et al., 2009). Todos estos cambios se traducen en un desarrollo
embrionario alterado o retrasado. De esta forma, a pesar de que las primeras divisiones
embrionarias (hasta la EGA) son comparables a las de ovocitos MII, este potencial de
desarrollo podria disminuir drasticamente tras la EGA.

Cuando los ovocitos activados son VG miv solamente se consigue desarrollo
embrionario hasta el estadio de 8 células, de forma similar a lo obtenido por otros
autores (0-40% nuestros resultados; 10-15% McElroy et al., 2010). Es llamativo que el
medio HOM, causante de la mayor tasa de configuraciones del aparato

meiotico/cromosomas alterados, generd las mejores tasas de activacion y desarrollo
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embrionario. Pese a que embriones con un alto contenido en alteraciones cromosomicas
son inviables, cierto grado de mosaicismo cromosomico (fendmeno en el que no todas
las células del embrion presentan la misma dotacidbn cromosomica) puede ser
compatible con el desarrollo a término. Una revision reciente sobre mosaicismo
cromosomico en embriones sobrantes de FIV demuestra que tan solo el 22% de los
embriones presentaron todas sus blastomeras diploides, mientras que el 73% fueron
mosaicos y un 5% presentaron otras anomalias (Van Echten-Arends et al., 2011). Pese a
la elevada tasa de mosaicismo, el 80% fueron mosaicos diploide-aneuploide y
alcanzaron el estadio de blastocisto con mayor frecuencia que los aneuploides. Ello
puede deberse a que durante el desarrollo preimplantacional las blastdmeras
aneuploides degeneran (apoptosis) o detienen su desarrollo (Gonzalez-Merino et al.,
2003). Ademads, y ya en el estadio de blastocisto, la localizacion y proliferacion
preferencial de las células diploides en la MCI, la pérdida de células aneuploides
mediante apoptosis o el rescate de las mismas mediante “anaphase lagging” o
“chromosome demolition” (Los et al., 2004) aseguran el desarrollo a término en estado
diploide (Eggan et al., 2002). Siendo pues que la diploidia es el estatus deseado y que
cierto grado de mosaicismo durante el desarrollo temprano puede ser compatible con el
desarrollo viable (Van Echten-Arends et al., 2011), las anomalias cromosomicas en los
ovocitos HOM-miv VG (ITS) tiene su origen en el ovocito y por tanto podrian estar
distribuidas en practicamente todas las blastomeras del embrion, siendo asi
incompatibles con el desarrollo posterior (nuestros resultados). En el caso de los
ovocitos IVF-miv VG, el menor volumen ovocitario, asi como el menor nimero de

copias de ADNmt, podrian contribuir a las pobres divisiones embrionarias observadas.

Perfil de expresion génica en ovocitos VG antes y después de su MIV

Dado el pobre desarrollo embrionario post EGA obtenido con ovocitos VG miyv,
estudiamos la presencia de anomalias en la expresion de genes importantes durante la
maduracion ovocitaria.

Durante la fase de crecimiento folicular, los ovocitos acumulan una gran
cantidad de ARNm y proteinas que seran clave para concluir la maduracion (Stern et al.,
1972; Sirard y First, 1988; Sirard et al., 1989) asi como para sustentar la fecundacion y
regular el desarrollo embrionario preimplantatorio (De Sousa et al., 1998). Parece ser
que los ovocitos procedentes de foliculos de pequeiio tamafio todavia no han

completado la maduracion citoplasmatica (nuestros resultados) y ésto puede reflejarse
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en un acimulo deficiente de ARNm y proteinas (Lonergan et al., 1994) y en anomalias
en la regulacion génica (efectos que quedan reflejados en las pobres tasas de desarrollo
embrionario).

Nuestro objetivo se centré en evaluar la expresion de genes relacionados
directamente con la maduracion ovocitaria. La presencia de RFSH y RLH fue
demostrada en ovocitos denudados de raton (Patsoula et al., 2001). En consecuencia, las
hormonas FSH y LH se han adicionado por defecto a los medios de cultivo para
estimular la maduracion tanto de los complejos CCO como de ovocitos denudados. Sin
embargo, resultados mas recientes (McNatty et al., 2007; McElroy et al., 2010),
incluidos los nuestros, demuestran que no hay expresion para los RFSH y RLH en
ovocitos humanos, tanto VG como MII in vivo. Contrariamente a lo que ocurre con el
estradiol, para el que si hay receptores (RES! y RES2) en ovocitos humanos (McElroy
et al., 2010), las hormonas FSH y LH no ejercen sus efectos directamente sobre el
ovocito, sino a través de las células somaticas. Nuestros resultados también sugieren la
ausencia de REGF en ovocitos VG y MII in vivo, salvo en los ovocitos HOM-miv VG,
lo que podria sugerir alteraciones en la regulacion de la expresion génica en este medio.
Los ovocitos VG intactos y miv (con independencia del medio de maduracion)
presentaron una mayor expresion para los genes EGF y TGF-a respecto a los ovocitos
MII in vivo (p<0.01). En ambos casos, la expresion fue mayor en los ovocitos HOM-
miv VG, sugiriendo que la composicion del medio de cultivo afecta al grado de
expresion de estos genes a nivel ovocitario.

Nuestros resultados estan en la linea de lo observado por otros en ovocitos miv
(Jones et al., 2008; McElroy et al., 2010; Virant-Klun et al., 2013), pero introducen el
concepto de que las anomalias en la expresion génica en ovocitos miv pueden verse

potenciadas atin mas por la composicion del medio de maduracion empleado.
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En base a los resultados obtenidos hasta el momento, podemos concluir que los
ovocitos denudados procedentes de ciclos estimulados son susceptibles a la
composicion del medio de MIV, especialmente los VG. Mientras que los ovocitos MI
son capaces de desarrollarse hasta blastocisto, nuestros resultados demuestran que los
medios ensayados son incapaces de generar ovocitos VG miv competentes. Asi pues el
resto de experimentos se centraron en mejorar las condiciones de maduracion in vitro

de los ovocitos VG.

Arresto de la maduracion nuclear para potenciar la maduracion citoplasmadtica

La cilostamida es un IPDE-3 que ha sido utilizado con anterioridad para detener
la progresion de la meiosis en ovocitos humanos VG (Nogueira et al., 2003a, 2006). En
la mayoria de los estudios se han utilizado ovocitos dentro de complejos CCO con una
dosis de IPDE-3 entre 1-10 uM (Nogueira et al., 2003a; Nogueira et al., 2006;
Vanhoutte et al., 2008; Li et al., 2012). De estos estudios se concluye que una dosis de
1 uM de CT permite tanto la inhibicidon meidtica como su reversibilidad (Vanhoutte et
al., 2008; Li et al 2012). En otros estudios en los que se han utilizado ovocitos VG
denudados procedentes de EO utilizando un medio de MIV de composicion muy similar
a nuestro 199s, se han alcanzado las mismas conclusiones (Vanhoutte et al., 2007). No
obstante, estos autores no evaluan sus efectos sobre el desarrollo preimplantacional. Es
por esta razdn que en este experimento se ensayaron dos concentraciones, 0.5 uM y 1
uM, utilizando el medio HOM. Nuestros resultados confirman la habilidad de ambas
concentraciones (0.5 y 1 uM durante 24 horas) para bloquear la meiosis en ovocitos VG
(>90%). No obstante, la reversibilidad del bloqueo se vio seriamente mermada con 1
uM de CT, impidiendo la finalizacion de la meiosis del 35% de los ovocitos. Por otro
lado, la concentracion 0.5 uM de CT permitié que el 76% de los ovocitos saliesen del
arresto, y que lo hiciesen de forma sincronica (tras 24 horas de cultivo sin inhibidor). En
el caso de ausencia de CT, y tras ese mismo periodo de tiempo, la asincronia fue
notoria, estando los ovocitos distribuidos de manera similar en los tres estadios de
maduracion (VG: 35% MI: 41.5% y MII: 23.5%).

Tal y como se ha indicado con anterioridad, la insulina en el medio de cultivo
podria inducir el reinicio de la meiosis mediante la activacion del CDK1 (componente
del MPF), entre otros. No obstante, la CT en un medio con insulina (HOM) bloquea

completamente la activacion del CDK1 vy, por tanto, la reanudacion meidtica (Das et al.,
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2013). Estos resultados confirman que la PDE-3 es una diana potencial en la cascada de
senalizacion PIK3/PKB (Kalous et al., 2009; Das et al.,, 2013), cuya inhibicion
explicaria la supresion de la aceleracion de la meiosis observada en ovocitos VG
cultivados en HOM pre-cultivados con CT.

Tras 48 horas de CIV, el 50% de ovocitos pre-cultivados con CT 0.5 uM es
incapaz de alcanzar el estadio de MII. Pese a que este porcentaje es superior al obtenido
sin CT (32%), es posible que la CT actie como filtro para descartar los ovocitos VG
con dafios irreversibles en la maquinaria molecular implicada en la reanudacion
meidtica y que serian incapaces de proseguir con el desarrollo embrionario en
condiciones normales. No hay que olvidar que estamos utilizando ovocitos
potencialmente defectuosos, y que el objetivo es rescatar aquellos que son atin viables.

En base a estos resultados, podemos concluir que una concentracion de 0.5 uM
es efectiva para bloquear de forma reversible la meiosis en ovocitos VG. Ademas, esta
concentracion permitid mejorar ligeramente la morfologia del aparato meidtico y la
organizacion cromosoémica. Es posible que la CT esté bloqueando el efecto de la
insulina, inhibiendo la fosforilacion (e inactivacion) de la quinasa GSK-3 (Sakaguchi et
al., 2002). Desafortunadamente, esta mejoria no es suficiente para aumentar la tasa de
desarrollo embrionario.

Dada la elevada tasa de anomalias en el aparato meidtico observada en los
ovocitos HOM-miv VG, optamos por ensayar los efectos de la CT en el medio 199s.
Una de las primeras observaciones que nos sorprendieron fue que el efecto de la CT
parece ser especifico del medio de MIV. Mientras que 0.5 uM CT en el medio HOM
bloquea de manera efectiva la meiosis (94%), en el medio 199s el bloqueo es menos
eficiente (73%). Cuando se elimina la CT del medio 199s, las tasas de maduracion a
MII tras 48 horas de CIV son similares a las obtenidas en ovocitos cultivados en
ausencia de CT (60% vs. 63%; respectivamente).

La preincubacion en CT no ejerce ningun efecto sobre la morfologia del aparato
meiotico. Es importante resaltar que la adicion de CT al medio 199s parece mejorar la
calidad citoplasmatica, mejorando el desarrollo embrionario post EGA, pese a no ser
suficiente para alcanzar el estadio de blastocisto. En ovocitos no denudados de raton se
observo que tiempos de exposicion al inhibidor inferiores a 6 horas mejoran el

desarrollo embrionario (Jee et al., 2009). Es posible que el CIV prolongado utilizado en
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nuestro caso (24 horas con CT + 48 horas de MIV) sea deletéreo para el desarrollo

embrionario posterior.

Reconstruccion del complejo CCO in vitro

Una de las principales desventajas de los ovocitos VG procedentes de
tratamientos de EO es la ausencia del soporte ejercido por las células del cumulo
durante las ultimas etapas de la maduracion (Johnson et al., 2008).

Con el fin de paliar este déficit, en este experimento se disefid un sistema de co-
cultivo con células del cimulo que permitiera reconstituir las interacciones entre
poblaciones celulares aisladas utilizando un microambiente 3D que imitara las
condiciones fisioldgicas y la arquitectura 3D in vivo. En la especie humana se han
cultivado las células de la granulosa mural en matrices extracelulares, como el
colageno, observandose que mantienen una morfologia altamente diferenciada, poseen
un nivel de actividad esteroidogénica incrementada (Bussenot et al., 1993), producen
niveles de AMPc significativamente mas elevados (Furman et al., 1986) e inducen la
formacion de uniones gap de novo (Amsterdam et al., 1989).

En nuestro experimento tanto las células del cumulo como los ovocitos fueron
embebidos en una matriz extracelular para crear un ambiente 3D. La preparacion de la
matriz de colageno requiere un enfriamiento previo a su utilizacion con el fin de evitar
su polimerizacion temprana. Esto significa que las células son sometidas a una caida
brusca en la temperatura que podria ser perjudicial, especialmente para los ovocitos
(Vandevoort et al., 2008). Los resultados obtenidos no parecen revelar tales efectos
negativos. De esta forma, no se observé un efecto adverso sobre la morfologia celular,
formandose numerosos complejos de union entre células del ciimulo individuales.
Ademas, utilizando este mismo protocolo, las células del cumulo son capaces de
mantener su capacidad para secretar estradiol y progesterona (Vanhoutte et al., 2009a).

Un aspecto al que hay que prestar atencion es la fuente de células del cimulo
empleada. Estas células son recuperadas de complejos CCO procedentes de EO. Esto
implica que las células del caimulo estan luteinizadas (tras su exposicion a la hCG),
proceso que se asocia a una disminucion de su capacidad proliferativa y a un
incremento en la expresion de enzimas relacionadas con la sintesis de progesterona
(Paton y Collins, 1992). Es importante tener en mente este detalle, pues un estadio
celular diferenciado puede no ser el apropiado para inducir los procesos de maduracion

ovocitaria requeridos por estos ovocitos. Una solucion seria el empleo de células que
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todavia no han alcanzado la fase de luteinizacion, como el aspirado de fluido folicular
procedente de foliculos antrales en crecimiento durante ciclos de MIV, en los cuales las
pacientes no reciben hCG (Lindeberg et al., 2007). No obstante, al no realizar ciclos de
MIV en el hospital, dicho material no estuvo disponible para la elaboracion del presente
trabajo. A pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos en este experimento
sugieren que la presencia de células del cumulo, incluso en su forma luteinizada, ejerce
un efecto beneficial sobre la maduracion y competencia ovocitarias, evidenciado por el
aumento en las tasas de activacion y division embrionarias. Los mecanismos precisos
responsables de este efecto beneficioso no estan claros, aunque parece logico pensar que
se deben a la comunicacion reciproca entre el ovocito y las células del camulo
(Vanhoutte et al., 2009a), de forma similar a lo que ocurre en condiciones in vivo. En
este sentido, un estudio realizado por Nekola y Nalbandov (1971) demuestra que las
células del caimulo cuando son cultivadas en proximidad al ovocito parecen presentar
menos luteinizacion que cuando se cultivan en ausencia del mismo. Otro estudio
demuestra que el co-cultivo de ovocitos denudados de bovino con células del cimulo
induce una supresion dosis-dependiente de la apoptosis de las células del cumulo
(Hussein et al., 2005). Estos resultados demuestran que el ovocito no solo responde a
las sefiales de las células somaticas asociadas, sino que es capaz de regularlas mediante
la sintesis y secrecion de factores especificos como el GDF9 y BMPI15, que actuan
sobre las células del caimulo modificando su proliferacion, funcion y diferenciacion
(Gilchrist et al., 2008). Otra posibilidad que podria explicar la mejoria de los resultados
al utilizar co-cultivo con células del cimulo es el papel protector de éstas al reducir la
cistina (dimero de cisteina) a cisteina y favorecer la entrada de la misma en el ovocito
(Takahashi et al., 1993). Mediante esta via las células del cimulo podrian contribuir a la
neutralizacion del dafio producido por las ROS generadas durante la MIV (de Matos et
al., 1997).

Pese al efecto beneficial observado, el potencial de desarrollo de dichos ovocitos
es todavia muy limitado. Con la intencidon de potenciar la maduracion citoplasmatica, se
combino el co-cultivo con células del cimulo en una matriz 3D y el pre-cultivo con CT
(Nogueira et al., 2003b, 2006). Se ha observado que cuando se cultivan complejos
CCOs inmaduros (ovarios no estimulados) con CT la comunicacidon ovocito-cimulo se
mantiene y se retrasa el reinicio de la meiosis, mejorando la competencia de desarrollo
embrionario y aumentando la tasa de blastocisto (Dieci et al., 2013). En nuestro caso, el

co-cultivo de los ovocitos VG con células del camulo en presencia de CT durante 24h
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penaliza la tasa de maduracion cuando lo comparamos con ovocitos madurados en las
mismas condiciones de co-cultivo, pero en ausencia del inhibidor meidtico.
Contrariamente a lo realizado por otros grupos (Vanhoutte et al., 2009a y 2009b), en
nuestro caso se mantuvo el co-cultivo 3D durante un total de 72h (24h con CT + 48h de
MIV) para potenciar el efecto de las células de ciimulo. Es posible que la exposicion de
las células del cimulo a la CT impida la maduracion en algunos ovocitos. No obstante,
aquellos ovocitos que maduraron y fueron activados, mostraron una mayor capacidad de
desarrollo embrionario post EGA, llegando a alcanzar el estadio de blastocisto (co-
cultivo 3D con células del cimulo y pre-cultivo con CT).

Los resultados obtenidos sugieren que la aplicacién combinada del co-cultivo y
adicion de CT beneficia la competencia ovocitaria. Es probable que la CT al mantener
al ovocito arrestado, permita la transmision de los factores necesarios entre el ovocito y
las células del cimulo que mejoren la expresion génica y permitan el desarrollo
embrionario.

Nuestros resultados indican que al menos parte de los ovocitos VG presentan
potencial de desarrollo pero necesitan del soporte de las células del cimulo para poder
explotarlo. El co-cultivo con una matriz de colageno es esperanzador, no obstante es
obvia la necesidad de una mejora adicional en los sistemas de co-cultivo de ovocitos y
células del cimulo que incluya la utilizacion de matrices extracelulares diferentes a los
geles simples de colageno. El concepto de utilizar componentes en la matriz que se
encuentran normalmente en los sistemas celulares estd ganando interés (Rosso et al.,
2004), como por ejemplo proteoglicanos, lamininas, coldgeno tipo IV y fibronectinas
(Zhuo y Kimata, 2001).

Una alternativa al co-cultivo es la suplementacién del medio de MIV con una
serie de factores para los que el ovocito presenta receptores, tales como BDNF, IGF-I,
estradiol, GDNF (factor neurotrofico derivado de células de la glia), FGF2 (factor de
crecimiento fibroblastico 2) y leptina. Esta opcidon ha permitido que ovocitos Ml y VG
(denudados) alcancen el estadio de blastocisto tras AP (tasa de blastocisto conjunta para
Ml y VG 5%; McElroy et al., 2010). No obstante, esta estrategia se limita al efecto de
los factores afiadidos al cultivo, careciendo del resto de factores desconocidos atn que

aportan las células del cumulo.
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Derivacion de lineas de hpESC

La mayoria de las hESC disponibles actualmente (aproximadamente 400)
derivan de embriones de FIV  (Internacional Stem  Cell Registry
[http://www.umassmed.edu/iscr/index.aspx] y European Human Embryonic Stem Cell
Registry [http://www.hescreg.eu]). Para que estas células puedan utilizarse en terapia
celular se tienen que derivar, mantener y diferenciarse en condiciones completamente
definidas. Ademas, la diferenciacion de estas células en un tipo tisular concreto debe dar
lugar a células homogéneas que no formen teratomas ni provoquen cancer (Mountford,
2008). Por ultimo, deberia evitarse la respuesta inmune o rechazo producida por el
transplante alogénico (donante genéticamente similar pero no idéntico) de hESC o sus
derivados diferenciados.

Puesto que las hpESC derivan Unica y exclusivamente del ovocito, es interesante
sefalar que el empleo de estas células permitiria evitar el rechazo inmunoldgico,
convirtiéndose en potenciales candidatas a células madre especificas de paciente. La
simplicidad y la eficiencia de la AP, unido a una capacidad de desarrollo a término nula
(Paffoni et al., 2007) de los embriones obtenidos mediante AP facilita la generacion de
hpESC. Sin embargo, las hpESC estdn sujetas a la disponibilidad de ovocitos humanos.

En la especie humana, la calidad de los ovocitos empleados para AP esta
completamente condicionada por las peculiaridades de la paciente que los dona. Deberia
tenerse en cuenta, que en nuestro caso la media de edad de las pacientes que donaron
ovocitos para investigacion estaba por encima de los 30 afios y, ademas, se trata de
pacientes con problemas de fertilidad, lo que puede condicionar la calidad ovocitaria.
Por otro lado, en este experimento se utilizaron también ovocitos procedentes de MIV y,
a pesar de que se han obtenido blastocistos a partir de estos ovocitos (Chian y Tan,
2002; McElroy et al., 2010; datos no publicados), hasta la fecha las hpESC sélo han
sido obtenidas a partir de ovocitos MII in vivo.

La hpESC presentan una serie de limitaciones a tener en cuenta. El genoma
materno (ovocito) se modifica epigenéticamente en la linea germinal para contener
Unicamente “imprints” maternos y que normalmente tiene como resultado la supresion
de determinados genes maternos (fendmeno de imprinting). El genoma paterno
(espermatozoide) es, por tanto, esencial para “rescatar” al ovocito, ya que los genes
imprintados de origen materno son reciprocos a los paternos. Los genomas materno y
paterno son complementarios, pero no equivalentes, siendo ambos necesarios para un

correcto desarrollo embrionario (Smith y Kelsey, 2001). En la partenogénesis, el
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genoma materno haploide pasa a diploide, mientras que hay ausencia del imprinting
paterno. Teoricamente, los genes imprintados de origen paterno no son transcritos en las
pESC, mientras que los de origen materno estan sobre-regulados debido a la expresion
bialélica. Aunque la mayoria de las lineas hpESC disponibles son capaces de
diferenciarse en las tres capas germinales tanto in vivo como in vitro, algunos autores
sugieren que este perfil de imprinting alterado es responsable de un potencial de
diferenciacion limitado (Mai et al., 2007; Brevini et al., 2009). Otro hecho a tener en
cuenta es la homocigosidad de la lineas hpESC. La extension de la homocigosidad va
a depender del estadio ovocitario (MI o MII) en el momento de la activacion y de los
procesos de recombinacion. Asi, la activacion de ovocitos MI (antes de la extrusion del
1CP) da lugar a lineas pESC idénticas a la donante, puesto que contiene los dos set de
cromosomas homologos. Sin embargo, la mayoria de las lineas celulares obtenidas son
tetraploides o aneuploides (Drukker, 2008). La activacion artificial de MII permitiendo
la extrusion del 2CP da lugar a zigotos con 1PN haploide. Estos embriones pueden
diploidizarse y generar pESC aparentemente homocigotos (no se producen fendémenos
de recombinacion). Sin embargo, normalmente los ovocitos MII son activados
utilizando protocolos que previenen la extrusion del 2CP, dando lugar a embriones
diploides con mayores posibilidades para alcanzar el estadio de blastocisto (en
comparacion con los embriones hapliodes). A pesar de que este método permite obtener
pESC, las lineas son predominantemente heterocigotas (debido a procesos de
recombinacion tempranos) lo que limitaria su aplicacion como lineas celulares
autologas. Es interesante sefialar que, dependiendo de donde tenga lugar el fendmeno de
recombinacion en la region MHC (complejo mayor de histocompatibilidad), la
cigosidad afectara o no a la histocompatibilidad. Por ultimo, se ha sugerido que la
ausencia de centriolos (aportados por el espermatozoide durante la fecundacion) es
responsable de la segregacion alterada de los cromosomas en las lineas hpESC
(Brevini et al., 2009). Ademas, en presencia de centriolo (espermatozoide) la formacion
de centriolos de novo queda inhibida (Marshall et al., 2001), explicando la presencia de
estructuras multicentriolares en los partenotes. Sin embargo, estas anomalias no parecen
afectar el potencial de diferenciacion in vitro de las hpESC, al menos hacia la linea
hematopoyética (Brevini et al., 2009). Hay que tener en cuenta que estas anomalias no
se han observado en todas las hpESC descritas, lo que podria deberse mas al uso de
ovocitos procedentes de pacientes relativamente mayores que a una caracteristica

intrinseca de la hpESC.

Discusion-137



En resumen, la produccion de lineas hpESC puede suponer una de las
principales fuentes de lineas celulares terapéuticas histocompatibles para mujeres
fértiles, individuos relacionados genéticamente y ademas, ser una parte del banco de
c€lulas madre para el publico en general. Los ovocitos MII in vivo son la primera
opcion, sin embargo, su limitada disponibilidad para investigacion nos empuja
indudablemente hacia la mejora de los sistemas de MIV de ovocitos.

En el presente trabajo se obtuvo una linea de hpESC (RiMil) a partir de
ovocitos MII in vivo. Los ovocitos inmaduros, incluidos los MI (proximos a los MII)
fueron incapaces de generar lineas partenogenotas. La mejora de las condiciones de
MIV, podran incrementar la competencia citoplasmdtica de estos ovocitos y su

capacidad para generar hpESCs.
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VI. Conclusiones




V1. Conclusiones

En base a los experimentos planteados en el presente estudio de tesis, a los
resultados obtenidos y a la discusion de los mismos se han recogido las siguientes

conclusiones:

Conclusion 1:
- A diferencia de los ovocitos MI, los ovocitos recuperados en estadio de VG tras un

tratamiento de EO no han finalizado su crecimiento citoplasmatico.

- Los ovocitos inmaduros y denudados procedentes de EO son capaces de madurar
nuclearmente en condiciones in vitro. Dado el breve periodo de cultivo de los ovocitos
MI de maduracion rapida (MI 4h), el efecto del medio de maduracion es practicamente
nulo. No obstante, los ovocitos con mayor grado de inmadurez (VG y MI 24h)
responden a las condiciones de maduracidon, y mas importante aun, lo hacen de manera

diferente en funcion de la composicion del medio.

Conclusion 2:

- La presencia de ITS en el medio de maduracion parece causar la aceleracion de la
cinética de la maduracion nuclear observada en ovocitos VG, probablemente al
aumentar los niveles de componentes moleculares clave para la reanudacién de la

meiosis.

Conclusion 3:

- Un 20-30% de los ovocitos miv presentan anomalias en el aparato
meidtico/cromosomas.

- La composicion del medio de maduracion es uno de los factores causantes de
alteraciones cromosdmicas en ovocitos miv. Asi, la presencia de ITS podria causar
anomalias a nivel cromosémico y de configuracion del aparato meidtico en ovocitos

VG.
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Conclusion 4:

- Los ovocitos VG y MI miv presentan el mismo nimero de copias de ADNmt que los
MII in vivo.

- El ntimero de copias de ADNmt en ovocitos inmaduros no es determinante de
competencia citoplasmatica.

- Durante la MIV no incrementa el nimero de copias de ADNmt.

- La composicion del medio de maduracion puede ser crucial para la preservacion de la
integridad del ADNmt. La ausencia de agentes protectores frente a las ROS en el medio

de maduraciéon (IVF) podria favorecer la degradacion del ADNmt.

Conclusion 5:
- Los ovocitos MI miv poseen competencia suficiente para desarrollarse hasta el estadio
de blastocisto tras AP. Sin embargo, los medios ensayados fueron incapaces de generar

ovocitos VG miv competentes, quedando detenidos tras la EGA.

Conclusion 6:

- Los ovocitos MII in vivo y VG miv no expresan RFSH 'y RLH.

- El medio HOM parece producir alteraciones en la regulacion de la expresion génica
para el REGF.

- Los ovocitos VG miv presentan alterada la expresion de los genes EGF y TGF-a
respecto a los MII in vivo.

- La composicion del medio de cultivo afecta al grado de expresion de los genes EGF'y

TGF-o a nivel ovocitario.

Conclusion 7:

- Una concentracion del IPDE-3 CT de 0.5 uM permite tanto la inhibicion de la
progresion meiotica en el ovocito como la reversibilidad de la misma.

- El efecto de la CT difiere en funcién de la composicion del medio de maduracion. Asi,
a igual concentracion de CT, en el medio HOM la meiosis se bloquea de forma mas
efectiva que en el 199s.

- El arresto meidtico inducido por la CT en el medio 199s mejora ligeramente la calidad
citoplasmatica de los ovocitos VG denudados, permitiendo un aumento en el desarrollo

embrionario post EGA.
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Conclusion 8:

- El co-cultivo con células del camulo mejora la competencia citoplasmatica de ovocitos
VG miv, incrementando el desarrollo post EGA.

- La combinacion de co-cultivo con células el cumulo y adicion de CT es capaz de
producir ovocitos VG competentes que alcancen el estadio de blastocisto.

- La comunicacion entre el ovocito VG procedente de EO y las células del cimulo
parece fundamental para la adquisicion de la competencia citoplasmatica.

- Contrariamente a lo que ha sido previamente asumido, nuestros resultados demuestran
que al menos parte de los ovocitos VG procedentes de EO presentan potencial de

desarrollo, siendo capaces de responder a la composicion del medio de cultivo.

Conclusion 9:
- Se obtuvo una linea de hpESC (RiMil) a partir de ovocitos MII in vivo.
- Los ovocitos inmaduros (tanto MI como VG) fueron incapaces de generar lineas

partenogenotas.
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VII. Limitaciones

Durante el disefio y la realizacion del presente trabajo de tesis doctoral surgieron

una serie de limitaciones que consideramos de importancia mencionar.

- La investigacion con ovocitos de la especie humana presenta una limitacion técnica
muy importante, y es el reducido nimero de efectivos disponibles. En ultima
instancia, el numero de efectivos depende tanto de su disponibilidad como del
consentimiento de las pacientes que los donan. Todos los ovocitos incluidos en este
trabajo de tesis necesitaron el correspondiente consentimiento informado de la paciente
debidamente cumplimentado y firmado. En este sentido, quiero mostrar mi
agradecimiento a todas las pacientes que voluntariamente participaron en el estudio.

En el caso de los ovocitos inmaduros, su donacion fue practicamente absoluta. No es de
extrafar pues de otra forma dichos ovocitos son descartados. Aun asi, hay que tener en
cuenta que un 15-20% de los ovocitos recuperados tras un ciclo de estimulacion ovarica
controlada son inmaduros. Con lo que se necesitéd alrededor de 2 afios para reunir todos
los ovocitos inmaduros incluidos en este trabajo. En el caso de los ovocitos que
sirvieron como control in vivo (MII), el éxito de la donacion fue menor, y no es de
sorprender pues este hecho va en detrimento de los fines reproductivos de las propias

pacientes.

- Los ovocitos empleados para la elaboracion de la tesis procedieron de pacientes con
problemas de fertilidad, incluidos los ovocitos control. Esto implica que partimos de
un material que de por si puede presentar una calidad variable. Hubiera sido de gran
utilidad disponer de ovocitos de donantes jovenes sin problemas de fertilidad. No
obstante, dicho tratamiento (programa de donacion de ovocitos) no se realiza en el

Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia.

- En relacion a los dos puntos anteriores, los ovocitos incluidos en cada experimento no
se pudieron recoger simultdneamente, sino acorde a su disponibilidad. No obstante,
cuando hubo varios ovocitos disponibles el mismo dia se distribuyeron aleatoriamente
entre los distintos grupos experimentales. Ademas, para poder aprovechar su baja

disponibilidad, parte de los ovocitos se incluyeron en el experimento siguiente, sin
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haber concluido el anterior. En consecuencia, no se pudieron usar (en todos los casos)

las conclusiones del experimento previo para disefiar el posterior.
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VIII. Perspectivas de futuro

“Research is what I 'm doing when I don 't know what I 'm doing”
Wernher von Braun

La adquisicion de conocimiento de los factores que regulan la competencia
ovocitaria se traduce en una mejora progresiva de los medios de maduracion y, en
consecuencia, de la eficiencia de la MIV. El trabajo presentado en esta tesis representa

un paso mas en esta prometedora andadura.

A tenor de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, es evidente
que los ovocitos inmaduros procedentes de EO poseen potencial de desarrollo
preimplantatorio (al menos parte de ellos). Dicho potencial podria ser explotado en
aquellos casos en los que la disponibilidad de ovocitos MII es limitada,
comprometiendo el éxito de la reproduccion de la paciente. Hay que tener en cuenta,
que estas pacientes se ven obligadas a repetir un nuevo ciclo de EO cambiando la pauta
de medicacion en un intento por mejorar el resultado, aun sabiendo que puede ocurrir lo
mismo o a recurrir a la utilizacion de 6vulos de donante con la consiguiente pérdida de
vinculo genético. Desafortunadamente, los medios de maduracion disponibles
actualmente no han sido disefiados para satisfacer los requerimientos metabolicos y
moleculares de este tipo de ovocitos. En este sentido, no hay estudios que correlacionen
directamente las necesidades metabolicas requeridas por estos ovocitos y su
competencia de desarrollo. Los resultados presentados en este trabajo de tesis indican
que la composicion del medio de maduracion debe ajustarse, no solo a este tipo de
ovocitos (de EO) sino también a los requerimientos especificos los distintos estadios de
maduracion. Parece pues logico pensar que para que la aplicacion reproductiva de estos
ovocitos sea factible en el futuro, uno de los primeros objetivos deberia centrarse en el
estudio del proceso de maduracion para determinar cudles son sus deficiencias y poder
asi satisfacerlas en los sistemas de maduracion.

Conforme a los resultados de esta tesis, queda claro que la estrecha relacion
existente entre las células del cimulo y el ovocito VG es fundamental para mejorar la
competencia citoplasmatica. La identificacion de los factores moleculares expresados y
funcionales tanto en el cumulo como en el ovocito puede permitir el disefio de medios

de maduracion definidos. Con la llegada de la “era de la omica” (gendmica,
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protedémica, metabolomica) existen herramientas que nos permitiran alcanzar dicho
conocimiento.

Al mismo tiempo, la identificacion de factores presentes en las células del
cumulo directamente vinculados a la calidad ovocitaria ofreceria una herramienta no
invasiva muy potente para clasificar los ovocitos, no solo los miv sino también los MII
procedentes de EO. Asi, se ha identificado el transcriptoma de las células del camulo
en humano, no obstante falta por determinar su consistencia y su relacion con la

competencia ovocitaria.
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199s-miv MI 24h: ovocitos MI 24h que maduran in vitro en medio 199s.
199s-miv MI 4h: ovocitos MI 4h que maduran in vitro en medio 199s.
199s-miv VG: ovocitos VG que maduran in vifro en medio 199s.
1CP: primer corpusculo polar.

2CP: segundo corpuisculo polar.

3D: tridimensional.

a-GnRH: agonista de la GnRH.

AC: adenilato ciclasa.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

ADNCc: ADN complementario.

ADNg: ADN gendmico.

ADNmt: ADN mitocondrial.

AG: aparato de Golgi.

ALK: quinasa tipo activina.

AMH: hormona antimiilleriana.

AMPc: adenosin monofosfato ciclico.

ant-GnRH: antagonistas de la GnRH.

AP: activacion partenogenota.

APC: complejo promotor de la anafase.

Areg: anfirregulina.

ARN: 4cido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosémico.

ARNt: ARN de transferencia.

ASEBIR: Sociedad Espafiola para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion.
ATP: adenosin trifosfato.

Aurk: aurora quinasa.

BDNF: factor neurotrdfico derivado del cerebro.

BMP: proteina morfogenética 6sea.

BSA: albumina sérica bovina.

BTC: betacelulina.

Ca®": calcio.

CAK: quinasa activadora de ciclinas.

CC: célula del camulo.

CCO: ctimulo-corona-ovocito.

CDK1: quinasa dependiente de ciclina 1.

CEEF: factores activadores de la expansion del camulo.
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CG: célula de la granulosa mural.

CHX: cicloheximida.

CIPF: Centro de Investigacion Principe Felipe.
CIV: cultivo in vitro.

CP: corpusculo polar.

CSF: factor citostatico.

CT: cilostamida.

Cx: conexina.

D: didmetro.

DAG: diacilglicerol.

Dc: demecolcina.

DFM: desarrollo folicular multiple.

DGP: diagnostico genético preimplantacional.
DMAP: dimetil amino purina.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
DTT: ditiotreitol.

EB: cuerpo embrioide.

ECM: matriz extracelular.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

EGA: activacion del genoma embrionario.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EGTA: acido tetraacético etilenglicol.

Emi2: early mitotic inhibitor 2.

EO: estimulacion ovarica.

Ereg: betarregulina

ERK: quinasa de regulacion extracelular.

FADH2: flavina adenina dinucleétido forma reducida.
FGF: factor de crecimiento fibroblastico.

FIV: fecundacion in vitro.

FP: foot process.

FSH: hormona foliculo estimulante.

FSHr: hormona foliculo estimulante recombinante altamente purificada.
GADPH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
GC-B: guanilil ciclasa B.

GDF-9: factor de crecimiento y diferenciacion 9.
GDNF: factor neurotréfico derivado de células de la glia.
Gi: proteina G inhibitoria.

GJ: uniones tipo gap.

GLUT: transportador de glucosa.

GMPc: guanosin monofosfato ciclico.
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GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas.

GPR3: receptor ligado a proteina G.

Gs: proteina G.

GSK-3: glicogeno sintasa quinasa 3.

GTP: guanosin trifosfato.

GVBD: disolucion de la vesicula germinal.

H: radical hidroxilo.

H,0,: perdxido de hidroégeno.

hCG: gonadotropina coriénica humana.

HDAC: histona deacetilasa.

hESC: lineas de células madre embrionarias humanas.

HFF: human foreskin fibroblast.

hMG: gonadotropina menopausica humana.

HOM-miv MI 24h: ovocitos MI 24h que maduran in vitro en medio HOM.
HOM-miv MI 4h: ovocitos MI 4h que maduran in vitro en medio HOM.
HOM-miv VG: ovocitos VG que maduran in vitro en medio HOM.
HOM: Human Oocyte Maturation Medium.

HP: proteina de union a heterocromatina.

hpESC: lineas de células madre embrionarias partenogenotas humanas.
HPRT: hipoxantina fosforibosil transferasa.

Hr-bFGF: human recombinant-basic fibroblast growth factor.

hr-LIF: human recombinant-leukemia inhibitory factor.

HSA: albtimina sérica humana.

HSATr: albimina sérica humana recombinante.

1-2: inhibidor 2.

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides.

IGF-I: factor de crecimiento insulinico tipo I.

Insl-3: factor de Leydig tipo insulina 3.

IP;: inositol 1, 4, 5 trifosfato.

IPDE3: inhibidores de la fosfodietersa tipo 3.

ITS: complejo insulina-transferrina-selenio.

IVF-miv MI 24h: ovocitos MI 24h que maduran in vitro en medio IVF.
IVF-miv MI 4h: ovocitos MI 4h que maduran in vitro en medio IVF.
IVF-miv VG: ovocitos VG que maduran in vitro en medio IVF.

IVF: Universal In Vitro Fertilization Medium.

Kit: tirosin quinasa.

Kitl: ligando tirosin quinasa.

LDH: enzima lactato deshidrogenasa.

LGRS: receptor de unidn a la proteina G rico en leucina.

LH: hormona luteinizante.
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LHON: neuropatia optica hereditaria de Leber.
MAPK: proteina quinasa activadora de la mitosis.
MCH: complejo mayor de histocompatibilidad.
MCI: masa celular interna.

MEK1: MAP quinasa quinasa.

MI 24h: metafase I 24 horas.

MI 4h: metafase I 4 horas.

MI: metafase I.

MII: metafase II.

MIII: metafase III.

MILS: sindrome de Leigh de herencia materna.
MIV: maduracion in vitro.

miv: madurados in vitro.

MPF: factor promotor de la maduracion.

MTOC: centro organizador de microtubulos.
MTSB: tampén de estabilizacién de microtibulos.
NAD: nicotinamida adenina dinucleétido.
NADH: dinucleétido adenina nicotinamida, forma reducida.
NARP: sindrome de neuropatia con ataxia y retinitis pigmentaria.
NPC: péptido natriurético C.

NPPC: precursor del péptido natriurético C.
NPR2: receptor del péptido natriurético 2.

NT: transferencia nuclear.

O: anidn superoxido.

OCT-4: Octamer Transcritiopn Factor-4.

OO: ovocito.

OSF: factor de secrecion ovocitaria.

p90rsk: quinasa ribosémica S6.

PA: fosfatasa alcalina.

pb: pares de bases.

PBS: tampon fosfato salino.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
PDE3A: fosfodiesterasa 3A.

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.
pESC: célula madre embrionaria partenogenota.
PIK3: fosfatidil inositol quinasa 3.

PIP,: fosfatidil inositol 4,5 bifosfato.

PIPES: piperacina-1, 4-bis acido 2-etilenglicol.
PKA: proteina quinasa A.

PKB: proteina quinasa B.
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PKC: proteina quinasa C.

PLC: fosfolipasa C.

PIk1: polo-like quinasa 1.

PMSG: gonadotropina sérica de yegua gestante.
PN: prontcleos.

POLG (POLGA): polimerasa-y, subunidad-a.
POLG2 (POLGB): polimerasa-y, subunidad-f.
PP: proteina fosfatasa.

PPP: via de las pentosas fosfato.

Proteina Gi: proteina G inhibitoria.

PTK: proteina tirosina quinasa.

PVA: polivinil alcohol.

Pyk2: tirosina quinasa 2 rica en prolina.
Q-PCR: PCR cuantitativa.

RE: reticulo endoplasmico.

REGF: receptor EGF.

RES: receptor de estradiol.

RFSH: receptor FSH.

RI: receptor de insulina.

RIGF-1: receptor de IGF-1.

RIP3: receptor IP3.

RLH: receptor LH.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

RT-PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa a tiempo real.

SCID: inmunodeficiencia combinada severa.
SCNT: transferencia nuclear de células somaticas.
SEF: Sociedad Espafiola de Fertilidad.

SHO: sindrome de hiperestimulacién ovarica.
SMAD: moléculas transductoras de sefial intracelular.
SOP: sindrome de ovario poliquistico.

SRY: region de determinacion del cromosoma Y.
SSEA-1: Stage Specific Embryonic Antigen-1.
SSEA-4: Stage Specific Embryonic Antigen-4.
SSS: sustituto sintético del suero.

TA: temperatura ambiente.

TBP: proteina de unién a fata-box.

TCM: Tissue Culture Medium.

TDF: factor determinante testicular.

TE: trofoectodermo.

TFAM: factor de transcripcion asociado a la mitocondria.
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TGF: factor de crecimiento transformador.
TOPO: topoisomerasa.

TR: transcripcion reversa.

TRA-1-60: Keratan sulfate antigen 1-60.
TRA-1-81: Keratan sulfate antigen 1-81.
TrkB: trompomyosin related kinase B.
TZP: proyeccion transzonal.

V: volumen.

VG: vesicula germinal.

VHB: virus hepatitis B.

VHC: virus hepatitis C.

VIH: virus inmunodeficiencia humana.

ZP: zona pelucida.
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