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Resumen

El objetivo principal de este trabajo es el aislamiento, cultivo y caracterizacion de lineas embrionarias
producidas a partir del aislamiento de masa celular interna (MCl) de blastocisto bovino. Las MCl se ais-
faron mediante inmunocirugia y se cultivaron en monocapas de fibroblastos embrionarios de ratén
{MEF) mitéticamente inactivados. Tras 10-15 dias de cultivo primario, las colonias surgidas se disgrega-
ron, resembraron en una nueva MEF, y cultivaron por tiempo variable para tratar de obtener nuevas
colonias, Tanto los cultivos primarios como fos pases 2 y 3, asi como las colonias supervivientes a lacon-
gelacion, expresaron los marcadores de pluripotencia SSEA-4, TRA-1-60 y Oct4, y fueron positivos al
test de |a fosfatasa alcalina. A falta de pruebas para el diagndstico de la pluripotencia y capacidad de
autorrenovacion, las células obtenidas presentan parte de las caracteristicas de las células troncales
embrionarias (ES-like).
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Summary

Isolation, culture, and characterization of embryonic cell lines from bovine blastocysts )

This study was aimed to develop methods for isolation, culture and characterization of embryonic cell
lines from in vitro produced bovine blastocysts. Inner cell masses arising from blastocysts were isolat-
ed by immunosurgery onto mitomocin-C-inactivated mouse embryonic fibroblast {MEF). After 10 tc 15
days of culture the primary cell colonies were disaggregated, seeded in a new MEF, and cultured for 3
to 6 days up to form new colonies. The primary cell colonies, passage 2, passage 3 and post-thawed
colonies expressed pluripotency markers such us SSEA-4, TRA-1-60 and Oct4 and were alkaline phos-
phatase positive. More research is needed to confirm pluripotency and selfrenew stage within the
obtained embryonic stem-like cells (ES-like).
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Introduccion

Las células troncales embrionarias (Embryo-
nic stem cells, ES) derivan de la masa celular
interna (MCl) del embridn preimplantacio-
nal y se caracterizan por su capacidad de
proliferar indefinidamente y de diferenciar-
se en una amplia variedad de tipos celula-
res. En el estadio avanzado de blastocisto, el
epiblasto, o ectodermo primitivo, se localiza
en la MCL. La MC! es la fuente ultima de
células ES, que més adelante dara lugar a las
tres hojas blastodérmicas embrionarias.
(Brook y Gardner, 1997). La mejora genética
convencional presenta limitaciones. Los ani-
males seleccionados son mezcla de los
caracteres de sus parentales, pudiendo cose-
leccionarse rasgos no deseados e inadverti-
dos. La modificacion génica por transgéne-
sis puede permitir superar estas fimitaciones
(Clark y Whitelaw, 2003). El estado de indi-
ferenciacién e inmortalidad de las células
pluripotentes facilita la modificacion génica
de estas células.

A pesar de que el conocimiento de los pro-
cesos de control del crecimiento y diferen-
ciacion celular de las células ES es bastante
limitado, la sistematizacién de su cultivo
tendria amplio impacto en biomedicinay en
programas de mejora animal y de recupera-
cién de especies. De forma mas precisa, se
puede decir que las caracteristicas que debe
cumplir una poblacion de células embriona-
rias para ser pluripotente son: manteni-
miento de un cariotipo diploide normal en
cultivo, propagacién de forma indefinida en
cultivo (inmortalidad) y capacidad de dife-
renciarse en tejidos extraembrionarios y
céiulas somaticas representativas de cual-
quiera de las 3 hojas embrionarias, {Peray
col., 2000). Cuando alguna de estas cualida-
des no se cumple o no se ha podido demos-
trar, la linea celular obtenida se denominara
ES-like, (semejante a las células ES).
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Se han logrado lineas celulares embriona-
rias pluripotentes estables en hamster
{Doetschman T. y col., 1988), visdn (Sukoyan
y col., 1993), mono Rhesus (Thomson y coi.,
1995), marmota comun (Thomson y col,
1996) y humano (Thomson y col., 1998).
También en especies de interés ganadero
han sido definidas lineas celulares ES-fike:
oveja (Notarianni y col,, 1991; Dattena y
col., 2006), conejo (Graves y Moreadith,
1993), cerdo {Notarianni y col, 1990; Whee-
ler, 1994) y vaca (Stice y col., 1996). En bovi-
no, el aislamiento y el cultivo de lineas celu-
lares ES han sido especiaimente dificultosos,
aunque recientemente Wang y col. {2005)
lograron generar y caracterizar células plu-
ripotentes de embriones bovinos.

En este trabajo se describen las primeras
etapas del aislamiento y el cuitivo de MCide
embriones producidos in vitro y la caracteri-
zacion de las colonias celulares resultantes.
Para la identificacion del fenotipo de las
células ES se ha estudiado su morfologiay Ia
expresién de marcadores especificos, asi
como el mantenimiento de estos rasgos a lo
largo del cultivo y de los ciclos de congela-
cién-descongelacién.

Material y Métodos

Produccién In Vitro

Los ovocitos utilizados para la produccion in
vitro se recuperaron de ovarios procedentes
del matadero, que se transportaron en una
solucion salina con antibidticos (NaCl 9
mg/mL, Penicilina 100 Ut/mL, Sulfato de
Esptreptomicina 100mg/mL) y a una tempe-
ratura de 30°C. Los complejos cumulus ovo-
cito (CCO) se obtuvieron por puncién de
foliculos (3 a 8 mm de diametro). Se selec-
cionaron solamente ovocitos con cumulus
compacto y ooplasma homogéneo. El
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medio de maduracién consistié en TCM 199,
10% Suero Fetal Bovino (FCS), Tpa/mL FSH
porcina, 5 pg/mL LH ovina y 1pg/mL 17-3-
estradiol. Para la maduracién in vitro {(MIV}
se cultivaron grupos de 40-50 CCO en 500 pL
de medio de maduracién, a 39°C, 5% CO, ¥
atmaésfera humeda durante 24 h.

Los ovocitos se fertilizaron in vitro con
espermatozoides motiles obtenidos median-
te swim-up a partir de semen congelado y
descongelado. Los presuntos zigotos se culti-
varon en 500 pL de modified synthetic ovi-
duct fluid (mSQF), suplementado con 5% de
FCS desde el dia 3 al dia 9 del cultivo y con
5% CO,, 5%0,y en atmosfera saturada de
humedad. Para el aislamiento de MCI se
seleccionaron blastocistos expandidos y
eclosionados de dias 7, 8 y 9 de cultivo con
excelente calidad morfolégica,

Aislamiento de M|, aislamiento de
colonias y mantenimiento del cultivo

Se utilizaron blastocistos eclosionados, y
expandidos cuya zona pelucida se eliminé
por incubacién en pronasa (dmg/mL). Tras
un lavado en PBS con PVA (0,2 mg/ml) la
MCI fue separada del trofectodermo (TE)
por un procedimiento de inmunocirugia
descrito por Solter y Knowles (1975), con
pequefias modificaciones. Abreviadamente,
fos embriones se incubaren en 50puL de bovi-
ne antiserum (Sigma B 1520) durante 40
min a 37°Cy 5% CO,. Después dos lavados
en PBS-PVA, los embriones se incubaron en
50ulL de Complement Rabbit Serum (Sigma
§7764) durante 40 min a 37°Cy 5% CO,. Tras
un lavado en PBS-PVA, se eliminé el TE, con
ayuda de una pipeta, hasta que la MCl se
desprendié del resto del embrién,

Cada MCI aislada se cultivé por separado a
37°C, 5% O, y 5% CO,. El medio de cultivo
consistié en 80% DMEM (Sigma D 6429)
suplementado con 23% de FCS (Hyclone),
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0,5 mL de Glutamina 200 mM, 0,5mL de
aminoacidos no esenciales, 0,5 mL de Penici-
lina-Estreptomicina, 40 ng/ul. de Fibroblast
Growth Factor b (bFGF, Sigma F 0291)) y
1000 U/pL de Leukemia inhibitory factor
humano (LIFh, Sigma L5283). El cultivo se
realizé sobre una monocapa de fibroblastos
embrionarios de ratén (mouse embryonic
fibroblast, MEF) inactivados mitoticamente,
sembrados 48 horas antes del comienzo del
cultive de las MCl El medio de cultivo se
renovd 24 horas antes y 48 h después de la
puesta en cultivo de las MCl. A partir de
aqui, se afiadid medio fresco cada 48 horas,
al tiempo que se evaluaban el crecimiento
de la colonia y la morfologia de las células.

Tras 10-15 dias de cultivo, las colonias se ais-
laron y cultivaron en una nueva monocapa
sin variar las condiciones de cultivo. Para el
aislamiento de las colonias se probaron dos
métodos: disociacion enzimaética con Tripsi-
na-EDTA (Sigma T3924), y aislamiento meca-
nico realizado con la ayuda de pipetas finas
de cristal para separar, en funcién de su
rqorfologia, las partes de interés de la colo-
nia.

Procedimiento de
congelacidn/descongelacién

Dos o tres grupos de células procedentes
del aislamiento de una colonia se lavaron
una vez en medio de cultivo y se deposita-
ron en 90% de medio de cultivo con 10%
de DMSO (Sigma D 4540) {medio de conge-
lacion). El tiempo de permanencia en el
medio de congelacién a temperatura
ambiente se minimizé dado el caracter téxi-
co del DMSO. Para la congelacién se utiliza-
ron crioviales Corning (Ref 430488) con 0,5
mL de medio de congelacién. El criovial se
enfrié a -1°C/min hasta -80°C y se mantuvo
24 h a esta temperatura, Después, {os crio-
viales se introdujeron en nitrégeno liquido.
La descongelacion se realizdé sumergiendo
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el criovial en un bafio a 37°C. El contenido
del vial se diluyé en 10 mL de medio de cul-
tivo y se centrifugé a 300g durante 10 min.
Se elimind el sobrenadante y el sedimento
de células se diluyé en 0,5 mL de medio de
cultivo. De esta suspension, se afiadieron
250 pL a monocapas de MEF sembradas en
pocillos (4-weil; Nunc) hasta completar un
volumen final de 500 pL

Fosfatasa Alcalina

La expresion de la fosfatasa alcalina (FA;
Sigma 86R) se analizé en las MCls y en las
colonias. Las muestras se fijaron con meta-
nol:formaldehido (9:1) durante 2 min. y se
incubaron, durante 15 min, en la oscuridad
y a temperatura ambiente con la mezcla de
FA, segun instrucciones del fabricante. Las
colonias positivas se tifieron de color rojizo,
mientras que las negativas aparecieron
mucho mas tenues o sin color.

Marcadores especificos de superficie y
nucleares

Los marcadores TRA-1-60, SSEAT1, SSEA4 y
Oct4 se detectaron por immunofluorescen-
cia. Las colonias se fijaron con paraformal-
dehido al 4% durante 20 min y se lavaron
dos veces en tampon de lavado (1% BSA,
0,05% Na Azide, 0,1% Tween 20 en PBS). La
permeabilizacion de las colonias se realizo
con TritonX-100 al 0,1% en PBS durante 20
min, seguida de un lavado y una incubacion
de 1 h, en solucidn de blogueo (5% BSA;
0'05% Na Azide en PBS). Posteriormente,
las colonias se inculyaron, por separado para
cada uno de los marcadores, toda la noche a
4°C con los anticuerpos (Ac} primarios. Las
concentraciones de Ac utilizadas fueron las
siguientes: Ac monoclonales de ratdn con-
tra TRA-1-60 (IgM dilucién 1:20), SSEA 1
{IgM dilucion 1:10) y SSEA 4 (IgG dilucion
1:30) (ES cell characterization kit, Cat
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SCROO1, Chemicon International) y Ac poli-
clonal de conejo Oct4 {IgG, 1:100; ABCAM
ab18976). Ef Ac no unido especificamente se
elimindé mediante lavados y las muestras se
incubaron 1 h con el Ac secundario corres-
pondiente: Goat anti Mouse IgM Cy3 (1:400,
Laboratorios Jackson, 115-166-020), Rabbit
anti Mouse IgG FITC (1:20, Dako F0261) y
Donkey anti Rabbit 1gG FITC (1:400, Labora-
torios Jackson, 711-096-152). Los Ac prima-
rios y secundarios fueron diluidos usando
solucidon de bloqueo.

Resultados y Discusion

Con tripsina-EDTA no se consiguié una sus-
pension celular capaz de establecer nueva-
mente un cultivo estable y no diferenciado.
Sin embargo, el procedimiento mecanico
permitié obtener colonias que se mantuvie-
ron creciendo indiferenciadas en algunos
casos, El aislamiento mecanico ha tenido
éxito en embriones producidas in vitro
(Mitalipova y col., 2001) y en embriones
producidos por clonacién (Wang y col,
2005). En cambio, en el ovino la disociacién
enzimética ha demostrado ser el sistema de
aislamiento de eleccién (Dattena y col,
2006).

Las colonias obtenidas presentaron una
caracteristica forma circular con una clara
frontera de separacion con las MEF y las
células procedentes del TE residual que cre-
cieron a su alrededor (figura 1a) tal como
describieron Wang y col. (2005). Las células
que integran las colonias presentan limites
bien definidos (figura 1b). Esta morfologia
se mantuvo en 1os sucesivos pases de cultivo
y después del ciclo de congelacién-descon-
gelacion.

A mayor expresion de marcadores de pluri-
potencia, mas alejada estara la colonia de un
estado de diferenciacion. La expresién de
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estos marcadores no es constante dentro de
uha misma colonia, siendo tipico encontrar
un mosaico de células positivas y negativas
para un mismo marcador. Aparentemente, la
capacidad de las células ES para mantener su
pluripotencia y, por tanto, generar un nuevo
embrién completo, depende del nimero de
pases {Nagy y col., 1990}). Puesto que la pluri-
potencia puede desaparecer, es necesario
analizar marcadores de indiferenciacion a io
largo del cuitivo. Las lineas celulares obteni-
das en nuestro estudio expresan SSEA4, TRA-
1-60 y Oct4, mientras que son negativas a
SSEAT1. Para el estudio de este marcador se
utilizé como control positivo células madre
embrionarias de ratén, que han demostrado
ser SSEA1 positivas (Solter y Knowles, 1978;
Resnick y col., 1992). En células ES-like bovi-
nas, la expresién de SSEA1 es controvertida
obteniéndose tanto resultados positivos
(Wang y col., 2005} como negativos (Mitali-
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pova y col,, 2001), Mientras que Wang y col.
(2005) obtuvieron colonias positivas para
Oct4 y negativas para TRA-1-60, la linea ES-
like producida en nuestro laboratgrio fue
positiva tanto para TRA-1-60 como para
Oct4. En el presente trabajo, todas las MEF
utilizadas carecian de expresidén para los
marcadores estudiados. (datos no mostra-
dos). En la tabla 1 se presentan los resultados
de fa expresién de los marcadores detectados
por inmunohistoquimica. La fosfatasa alcali-
na fue positiva en todas las colonias analiza-
das, tanto en fresco como después de des-
congeladas. Sin embargo, se ha descrito
heterogeneidad en la actividad de la FA (Gje-
rret y Maddox, 2005; Yadav y col.,, 2005). La
FA se expresa de forma constante en células
ES de ratén (Wobus y col., 1984) y humanas
(Kim y col,, 2004; Stojkovic y col., 2004; Oh y
col., 2005).

Figura 1. 1a) Figura representativa de las colonias E5-fike obtenidas. 1b} Detalle de la morfologia de
las células ES-fike mostrando la clara definicion de los limites celulares de la colonia
Figure 1. 1a) A representative ES-fike colony. 1b) ES-like cell detail, showing distinguishable celi-cell
boundaries.

En este trabajo se han descrito procedi-
mientos que han permitido aislar, mantener
y caracterizar colonias celulares con cualida-
des ES-like procedentes de embriones bovi-
nos producidos por fertilizacidon in vitro, Es

preciso ahora determinar ia pluripotencia e
inmortalidad de estas colonias celulares.
Nuestros estudios futuros permitirdn deter-
minar el grado de indiferenciacién de las
poblaciones celulares utilizando PCR a tiem-
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po real (Noaksson, y col., 2005) y cuantificar
la actividad de la telomerasa. De esta enzi-
ma, las células diferenciadas presentan
menor actividad que l[as indiferenciadas
(Pericuesta y col., 2006). Es preciso ademas
determinar la capacidad de estas células
para formar los denominados cuerpos
embrioides, estructuras gue se diferencia-
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rén de forma esponténea en las tres capas
embrionarias si estdn basicamente forma-
das por células pluripotentes.

Los procedimientos empleados permitieron
establecer una colonia ES-like, aunque los
autores son conscientes de [a necesidad de
evaluar la pluripotencia y capacidad de
autorrenovacién de las células obtenidas.

Tabla 1. Analisis inmunohistoquimico de cultivos primarios, pase 2, pase 3 y las colonias formadas por
los grupos celulares supervivientes a congelacién-descongelacion

Table 1. Immunocytochemical analysis of bovine embryonic outgrowths. Pluripotency markers detected
on primary culture, passage 2, passage 3 and post- thawed colonies

Marcador Cultivo Primario Pase 2 Pase 3 Post-descongelacién
SSEAT . - - -
SSEA4 + + + +
TRA-1-60 + + + +
Oct 4 + + + +
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