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Efecto de células alimentadoras inactivadas de dos segmentos
del oviducto en el desarrollo in vitro de embriones bovinos

Effect of inactivated feeder cells of two segments of the oviduct on the in vitro
development of bovine embryos

Gleni T. Segura'?, Marigeidy Santiago?, Jenin V. Cortez!, Nilton L. Murga'

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de células alimentadoras inactivadas
(sistema feeder layer) provenientes de dos segmentos del oviducto bovino (istmo y
ampula) en el desarrollo in vitro de embriones bovinos. Se generaron lineas celulares de
segmentos del istmo y ampula para posteriormente ser inactivadas con mitomicina C
(40 pg/ml) para inhibir su capacidad de division y eliminar la competencia por nutrientes
con los embriones. Se maduraron in vitro ovocitos bovinos por 24 h y fueron fertilizados
por 18 h en cultivo convencional con semen bovino Brangus. Los ovocitos supuesta-
mente fertilizados fueron cultivados por siete dias en el sistema feeder layer con células
de istmo y &mpula separadamente a una concentracion de 1.44 x 10° células/ml. Se obtuvo
mejores resultados de produccion de embriones bovinos in vitro con células ampulares
(280/84; 30%) en comparacion con las células del istmo (278/75; 26.9%) y el grupo control
(275/73; 26.5%) realizado en un sistema convencional. Se concluye que las células del
oviducto pueden cumplir funciones similares a las que cumple el oviducto en el proceso
in vivo, mejorando la produccion in vitro de embriones.
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Células alimentadoras de oviducto en el desarrollo in vitro de embriones bovinos

The aim of this study was to evaluate the effect of inactivated feeder cells (feeder
layer system) from two segments of the bovine oviduct (isthmus and ampulla) in the in
vitro development of bovine embryos. Cell lines from segments of the isthmus and
ampulla were generated and subsequently inactivated with mitomycin C (40 pg/ml) to
inhibit their ability to divide and eliminate competition for nutrients with embryos. Bovine
oocytes were matured in vitro for 24 h and were fertilized for 18 h in conventional culture
with Brangus bovine semen. The expected fertilized oocytes were cultured for seven
days in the feeder layer system with isthmus and ampulla cells separately at a concentration
0f 1.44x 10 5 cells/ml. The best results in the production of in vitro bovine embryos were
obtained with ampullary cells (280/84, 30%) in comparison with the isthmus cells (278/75,
26.9%) and the control group (275/73,26.5%) in a conventional system. It is concluded
that the cells of the oviduct can fulfill functions like those that the oviduct fulfills in the
in vivo process, improving the in vitro production of embryos.
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INTRODUCCION

El cultivo con células alimentadoras,
también conocido como sistemas de feeder
layer es una idea atractiva de cultivar em-
briones tempranos en una monocapa de cé-
lulas oviductales o células uterinas. Este con-
cepto supone que la monocapa proporciona
algin estimulo especifico al desarrollo del
embridon o de alguna manera regula el am-
biente para el desarrollo (Ellington et al.,
1990). También sugiere que las células
monocapa en cultivo deberian reflejar la ac-
tividad del mismo tipo de célula in vivo
(Eyestone y First, 1989).

El uso de células alimentadoras en cul-
tivo de embriones proporciona un estimulo
para el desarrollo de los embriones, siendo
los mas utilizados el cultivo con vesiculas
extracelulares y células oviductuales (Hamdi,
2013), técnica que ha sido utilizado con célu-
las del tracto reproductivo para cultivar em-
briones in vitro no solo en bovinos sino tam-
bién en ovinos (Dashti et al., 2016).

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(2): 768-774

Existen estudios con células alimen-
tadoras de oviducto las cuales han sido utili-
zadas en ovinos y bovinos con el objetivo de
mejorar el desarrollo in vitro de los embrio-
nes y comprender los mecanismos de apoyo
que brindan las células en el desarrollo em-
brionario (Ellington et al., 1990). El cultivo
con células alimentadoras (sistema feeder
layer) puede disminuir el estrés oxidativo a
través de las funciones quimicas benéficas
que estas células producen (Mermillod ef al.,
1993). Es asi que el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de células alimentadoras
inactivadas provenientes de dos segmentos
del oviducto bovino (istmo y ampula) en el
desarrollo in vitro de embriones bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Estudio

El estudio se realizo en el Laboratorio
de Biotecnologia Animal, Reproduccién y
Mejoramiento Genético del Instituto en Ga-
naderia y Biotecnologia, Universidad Nacio-
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nal Toribio Rodriguez de Mendoza, region
Amazonas, Peru.

Recoleccion del Tejido

Lamuestra de tejido del istmo y ampula
del oviducto se recolectod del titero de una
vaca cruzada Brown Swiss x criollo, mayor
a dos partos, en condicion corporal 3 y con
actividad reproductiva (ciclando). El utero fue
retirado luego del beneficio del animal y fue
colocado en un recipiente isotérmico con so-
lucion salina 0.9% y a temperatura de 35-
37 °C para su transporte al laboratorio.

Obtencion de las células alimentadoras
(feeder layer)

Los productos quimicos y los medios de
cultivo utilizados fueron adquiridos de Sigma
Chemical Co. (EEUU) y los materiales de
plastico desechable de Nunc (Roskilde, Di-
namarca) a menos que se especifique lo con-
trario.

En el laboratorio se retird el tejido
conectivo de los dos segmentos. Cada extre-
mo del oviducto fue cerrado por una sutura
quirargica estéril. Se lavo y desinfectd con
etanol cada segmento del oviducto. Se retird
la capa externa de cada segmento y la capa
interna fue colocada en una placa petri den-
tro de la cabina de bioseguridad, donde se
realiz6 una digestion mecanica. Luego se pro-
cedio arealizar multiples lavados con buffer
fosfato salino (PBS) y antibidticos y se so-
metio a digestion enzimatica por 18 hen 10
ml de colagenasa (1 mg/ml en medio DMEM-
F12 suplementado con 0.025 mg/ml de
estreptomicina y 10% SFB) a 37 °C y con
agitacion orbital. Luego se agito vigorosamen-
te para desprender células que atin pudieran
encontrarse adheridas al mismo. Se dejo re-
posar por 3 min y se recuper6 el sobrena-
dante, siendo sembrado en placas petri de 35
mm estériles. El volumen del cultivo se com-
pleté a 2 ml con medio DMEM-F12 suple-
mentado con 1 mM de glutamina, 0.2 mM de
piruvato, 10 ng/ml de EGF (epidermal growth
factor) y 30% de suero fetal bovino (SFB) y
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fue puesto en una incubadora (CCL-170B-8,
ESCO) de CO, a 38 °C para el desarrollo de
las células.

Congelacion de las Células Alimen-
tadoras

Cuando el crecimiento de las células lle-
no6 toda la placa de cultivo, se procedio a la
identificacion de aquellas placas donde las
células tuvieron rapida division. Se inicio el
proceso de congelacion donde se sacéd todo
el medio de cultivo de las placas con células
y se lavo varias veces con PBS, luego se
agrego6 tripsina-EDTA al 0.025% para des-
pegar las células crecidas, y posteriormente
se inactivo la tripsina adicionando DMEN F12
suplementado con 10% SFB. Cuando las cé-
lulas se despegaron, todo el contenido fue
puesto en tubos de 15 ml y centrifugado por
489 g por 5 min; se cogio el pelet y se colocod
en una placa de 60 mm en medio DMEN
F12 suplementado con 10% de SFB y 8% de
DMSO (dimetil sulféxido). Luego se coloco
a razén de 1 ml en viales Nalgene de 2 ml
(Nalgene, Dinamarca) a una concentracion
de 3x10° células/ml. La congelacion se llevo
a cabo mediante un gradiente de -1 C°/min,
empleando el sistema Mister Frosty (Nalgene,
Dinamarca) en el interior de un congelador
comercial de -80 °C. Luego de 4 h los viales
fueron introducidos a un tanque de nitrogeno
liquido (-196 °C).

Recoleccion de Ovarios

Se recolectaron 20 ovarios por repeti-
cion por semana del centro de beneficio de
Chachapoyas, Amazonas. Las vacas eran
Brown Swiss x criollo, de dos a mas partos y
con condicion corporal de 2.5-4.0. Los ova-
rios fueron transportados al laboratorio en
cloruro de sodio (NaCl) al 0.9% (wt/vol) con
0.025 mg/ml de estreptomicina, temperado a
35-37°C.

Maduracién in vitro de Ovocitos (MIV)
Los foliculos de 2 a 6 mm fueron aspi-

rados con aguja 18 G acoplada a una jeringa.
Elliquido folicular fue colectado en tubos de
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15 ml y mantenido por 15 min a 37 °C para
sedimentar. Para la busqueda de los ovocitos
seretird el sedimento y se mezclo con medio
de manipulacion (TCM-199 suplementado
con 4 mM de bicarbonato, 18 mM de Hepes,
10% de SFB y 50 ug/ml de gentamicina).

Se seleccionaron los ovocitos en clasi-
ficacion 1y 2, que son aquellos que presen-
tan abundantes células de cimulos y colora-
cion homogénea del citoplasma (Liebfried y
First, 1979; Sato et al., 1990). Para la madu-
racion, se colocaron 25 ovocitos por pocillo
por 24 h en una atmoésfera humidificada con
5% CO, a 38.5 °C, en medio de maduracion
TCM-199 suplementado con 0.2 mM de
piruvato, 50 ng/ml de gentamicina, 0.01 Ul/
ml de hormona foliculo estimulante (FSH),
0.01 Ul/ml de hormona luteinizante (LH), 0.6
mM de glutamina, 10 ng/ml factor de creci-
miento epidermal (EGF), 1 pg/ml de estradiol
y 10% SFB (Vajta et al., 2000).

Fecundacion in vitro de Ovocitos (FIV)

Los ovocitos madurados fueron junta-
dos en una incubadora por 18 h en una
atmosfera humidificada a 38.5 °C 'y 5% CO,
con los espermatozoides lavados, seleccio-
nados y capacitados por el método de Percoll
(Parrish et al., 1995) de un toro Brangus en
medio de fecundacion TALP-FIV (Vajta,
2000), suplementado con 2 mM de piruvato
de sodio, 50 pg/ml de gentamicina, 0.03 mg/ml
de heparina y 3 mg/ml de BSA-FAF.

Inactivacion de Células Alimentadoras

Las células del istmo y ampula fueron
descongeladas bajo inmersion en bafio maria
a 37 °C, y se esperd a tener las células al
90% de confluencia (Figura 1), para ser
inactivadas mediante incubacion en una
atmosfera humidificada a 38.5 °C 'y 5% CO,
con 40 pg/ml de mitomicina C (MCC) du-
rante 5 h. Después de la inactivacion, se re-
tir6 el medio que contenia las placas y las
células se lavaron dos veces con PBS, para
luego ser disociadas con tripsina-EDTA al
0.025%. Luego se inactiv6 la tripsina adi-
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cionando DMEN F12 suplementado con 10%
SFB.

Cultivo de Células Alimentadoras
Inactivadas (sistema feeder layer)

Las células despegadas e inactivadas se
sembraron en placas de cuatro pocillos (Nunc,
Roskilde, Dinamarca), a una densidad de 1.44
x 10° células/pocillo (Goméz et al.,2010) en
medio DMEN F12. Pasadas las 24 h de cul-
tivo el medio DMEN F12 fue remplazado con
el medio SOF base (Vajta et al., 2000) suple-
mentado con 0.044 g/l de piruvato de sodio,
0.039 g/l de L-glutamina, 3.0 mg/ml de suero
albiumina bovina (BSA-FAF), 1X de amino
acidos esenciales, 1X de amino acidos no
esenciales, 10 mg/ml de EGF, 0.1 mg/ml de
acido citrico, 0.5 mg/ml de myo-inositol, 50
ug/ml de gentamicina y 2% de SFB.

Cultivo de Cigotos en el Sistema Feeder
Layer

Los presuntos cigotos fueron desnudados
por pipeteo y colocados en las placas de cua-
tro pocillos que contenian las células de ist-
mo y ampula inactivadas en el medio de cul-
tivo SOF mencionado anteriormente. Luego
fueron incubadas a 38.5 °C, 90% de hume-
dad y mezcla de gases (90% N, 5% CO,,
5% O,) en bolsas herméticas.

RESULTADOS

Se obtuvieron 500 ovocitos clasificados
como 1 y 2 por cada tratamiento, los cuales
pasaron por un proceso de maduracion y fe-
cundacion. La evaluacion a las 48 horas no
demostrd diferencia significativa en el por-
centaje de clivaje de embriones (Cuadro 1).
No obstante, en el desarrollo in vitro de los
embriones (Figura 2; Cuadro 2) se encontro
un porcentaje mayor de blastocistos al dia 7
con el uso células alimentadoras inactivadas de
ampula en la etapa de cultivo en comparacion
al cultivo con células alimentadoras inactivadas
de istmo y con el grupo control (p<0.05).
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Figura 1. Cultivo in vitro de células alimentadoras: A) Células de ampula crecidas; B) Células

del istmo crecidas

Figura 2. Blastocistos de 7 dias: A) células alimentadoras de ampula; B) células alimentadoras

de istmo; C) grupo control

DiscusioN

Las células utilizadas como capa
alimentadora (feeder layer) son unidades or-
ganicas que estan en constante division y para
lo cual consumen gran cantidad de nutrientes
del medio de cultivo por lo que es muy impor-
tante utilizar un método que detenga el creci-
miento de las células, pero que metabolicamente
sigan activas. En el presente trabajo se utilizo
mitomicina C como aditivo capaz de detener el
crecimiento celular (Llames et al., 2015).
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Se tenia la idea de que el embrion era el
unico responsable de su desarrollo; sin em-
bargo, actualmente se conoce que el ambiente
que le proporciona el oviducto en el transcur-
so de su desarrollo tiene fundamental impor-
tancia (Watkins et al., 2008), lo cual se pue-
de observar en los resultados del estudio, don-
de el uso de células que forman parte de la
estructura del oviducto (istmo y dampula) han
permitido obtener embriones por encima del
promedio (26.5%) del control en un sistema
convencional.
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Cuadro 1. Clivaje de embriones in vitro a las 48 horas de cultivo con células alimentadoras
inactivadas (istmo y ampula del oviducto)

Grupo Ovocitos N.° de ovocitos Ovocitos N° de clivados (%)
(n) madurados (%) fecundados (n) alas 48 h
Ampula 500 280 (56) 280 125 (44.6+1.2)*
Istmo 500 278 (55.6) 278 118 (42.4+1.1)*
Control 500 275 (55) 275 117 (42.5+1.2)*

ab Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

Cuadro 2. Desarrollo in vitro de blastocistos
bovinos en cultivo con células
alimentadoras inactivadas (sistema feeder
layer) provenientes de dos segmentos del
oviducto (istmo y ampula) (500 ovocitos)

N.° de blastocistos (dia

Grupo 7) (%)

Ampula 84 (30.0+2.3)*
Istmo 75 (26.9 £2.2)°
Control 73 (26.5+2.2)°

ab Superindices diferentes dentro de columnas
indican diferencia estadistica (p<0.05)

La aplicabilidad y beneficios que tiene
el uso de células alimentadoras inactivadas
en la produccion de embriones in vitro en
diversas especies es notorio. Dashti et al.
(2016) utilizaron células alimentadoras de ist-
mo y ampula en su cultivo de produccion de
embriones in vitro en ovinos obteniendo me-
jores resultados en porcentaje de produccion
de blastocistos con células de istmo (45.4%)
que con el uso de células de ampula (36.6%),
mientras que Hamdi (2013) no encontro di-
ferencia al evaluar células de toda la estruc-
tura del oviducto bovino en la produccion y
calidad de embriones in vitro en bovinos. En
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el presente estudio, las células alimentadoras
de ampula presentaron un mejor efecto en la
produccion de embriones in vitro en bovinos
(30.0% % 2.3) que las células del istmo (26.9%
+2.2).

CONCLUSION

La utilizacion de células del ampula del
oviducto como células alimentadoras en el
proceso de produccion de embriones in vitro
en bovinos aumenta el porcentaje de produc-
cion de embriones.
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