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1. INTERES Y OBJETIVOS

La organizacion mundial de la salud (OMS) estima que, entre 60 y 80 millones
de parejas en el mundo sufren de problemas de infertilidad. Solo en Espana, y
segun los datos publicados por el registro de la Sociedad Espafola de
Fertilidad (SEF) se calcula que hay unas 800.000 parejas en edad reproductiva

que son que son incapaces de concebir un hijo.

Las causas de la infertilidad son muy Origen de Infertilidad

variadas y se han asignado tanto al factor

femenino (30-40%) como al masculino (10-

M Factorfemenino

M Factor masculino

30%). La etiologia también pude ser el

M Compartido

H Idopatico

resultado de una combinacién entre ambos

(15-30%) y ademas, hay aproximadamente

un 10% de los casos de infertilidad cuyo diagndstico es desconocido.

Respecto al factor masculino, las causas | factor masculino
mas comunes de infertiidad estan

motivadas, tanto por problemas de origen

M Endocrino
. . H Testicular
endocrino, como por fallos testiculares

i Obstructivo

H Idiopdtico

(factores genéticos, congénitos o}

adquiridos) y obstructivos que modifican la

cantidad y la calidad del semen.

Factor femenino

Por otra parte, y en cuanto al factor

M Trastornos ovulatorios
femenino se refiere, la mayoria de las 8 Obstruceion tubérica

M Endometriosis

M Idiopatica

patologias estudiadas estan asociadas con

los trastornos ovulatorios que producen la

——
w
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INTERES Y OBJETIVOS

modificacion del ambiente endocrino, aunque también a las alteraciones
anatémicas, fundamentalmente defectos de malformacion y permeabilidad

tubarica o endometriosis.

Aunque no hay datos claros de su incidencia, es indudable que una gran
cantidad de los casos de infertilidad, estan relacionados con el fallo de
implantacion embrionaria. Los motivos del fallo de implantacién pueden ser
multiples, y debidos tanto a factores embrionarios como maternos. Las causas
mas comunmente estudiadas, se refieren a los factores inmunolégicos o
alteraciones endocrinas, cuyo origen puede ser patoldégico o simplemente el

resultado de una estimulacién ovarica inapropiada.

Ademas, y aunque han sido menor objeto de estudio, la alteracion funcional de
los genes implicados en la implantacién o la expresion deficiente de las
moléculas de adhesidén apropiadas, dirigen irremediablemente a la perdida
gestacional, por lo que son dos factores importantes a tener en cuenta. La
importancia de este ultimo apartado reside, en que una expresion inapropiada,
ya sea en el tiempo o el lugar adecuados, de los factores implicados en el
proceso de implantacion, desencadena inevitablemente la alteracion del
dialogo que se produce entre el endometrio y el embridn, y que es fundamental

para la consecucion del embarazo.

A medida que se han ido ampliando los conocimientos en el marco cientifico de
la fertilidad, las técnicas empleadas por los equipos de reproduccion asistida
han ido mejorando. La base de dicha mejora se fundamenta en que muchos de
los factores que condicionan el éxito del proceso han sido ampliamente
estudiados y convenientemente controlados. En este sentido se han ido
optimizando los medios de cultivo para ajustarse a los cambios de pH y T?
propios de la manipulacion, o para abordar de forma secuencial cada una de
las fases del desarrollo. Se han estandarizado nuevas técnicas de fecundacién

que son mas efectivas como la Inyeccion-Intra-Citoplasmatica “ICSI” y su mas
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reciente mejora con el “IMSI”, solo por mencionar metodologias conocidas ya a
nivel social. Tampoco tenemos que olvidar el desarrollado de nuevos farmacos,
que posibilitan la aplicacién de protocolos personalizados de estimulacién

ovarica, etc.

Aun asi, y con todas las mejoras previamente mencionadas, el éxito de los
tratamientos de reproduccion asistida mediante fecundacién in vitro (FIV) que
conllevan transferencia embrionaria, se mantiene por debajo del 50%. La causa
es que algunas de las circunstancias que engloban al proceso, aun hoy, se
escapan al control del equipo de reproducciéon. Entre ellas cabe destacar el

control molecular que dirige la implantacion.

En este sentido, la sincronizacidn que se produce en el momento de la
implantacion, es quizas uno de los momentos mas relevantes del proceso. Sin
embargo, y aunque la finalidad de los diferentes protocolos de estimulaciéon
ovarica, comparten el objetivo de preparar el ambiente endocrino del
endometrio; ha sido recientemente demostrado que tan importante como la
preparacion del endometrio, es la activacion del embrién en el momento y lugar
adecuados. No obstante, la activacion y competencia del embrién son factores

que actualmente escapan al control del equipo médico.

De esta forma, la comprension de los mecanismos que conducen a la
capacitacion de los embriones y el control de los factores que intervienen en su
activacion, se convierten a dia de hoy, en una importante herramienta a tener

en cuenta, para optimizar los procesos de reproduccién asistida.

El hecho de que los embriones obtenidos por fecundacion in vitro carezcan del
ambiente endocrino adecuado, es un factor determinante en la reduccion del
potencial implantatorio y esto se refleja en los resultados obtenidos a partir de

los ciclos de reproduccién asistida, donde el origen de los embriones depende
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de un proceso de fecundacién artificial. Por este motivo, la accién de los
factores de crecimiento, que forman parte del ambiente en que se desarrollan
los embriones obtenidos por fecundacién in vitro, se ha convertido a dia de hoy,
en un objetivo comun para muchos de los grupos de investigacion que
desempenan su labor en el ambito de la reproduccion asistida humana o la

produccion animal.

Para profundizar en el conocimiento del papel que realizan ciertas moléculas
en el proceso de implantacidn y comprobar su posible utilizacion en la mejora

de este importante proceso, se establecieron los siguientes objetivos:

1. Analizar el patron de expresion de los receptores para EGF (ErbB4) en
los diferentes estadios de maduracion del oocito, durante el proceso de
fecundacion y a lo largo del desarrollo embrionario, esto ultimo tanto en
embriones obtenidos por fecundacién “In Vitro” (FIV) como en los

obtenidos del utero.

2. Establecer diferencias en la capacidad de implantacion entre embriones
obtenidos por fecundacion in vitro y los obtenidos directamente del

ambiente uterino.

3. Establecer un método de valorar la capacidad de uniéon a EGF en vivo

utilizando un derivado del este factor unido a fluoresceina (EGF488).

4. Determinar los efectos del factor de crecimiento epidérmico sobre el

desarrollo preimplantacional y la capacidad de implantacion.

5. Determinar los efectos del 40OHE2 sobre el desarrollo preimplantacional

y la capacidad de implantacion.
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2. INTRODUCCION

2.1. Implantacion y Factores de Crecimiento Epidérmico (EGF)

La implantacion es una de las etapas mas significativas en la consecucion de
un embarazo. Para que el proceso se lleve a cabo correctamente, es necesario
que exista una correcta interaccion entre utero y embridn. El establecimiento de
una relacién tan estrecha como la que se constituye entre ambos, implica la
participacion de multiples factores que dirigen el proceso. En algunos casos
actuan sobre el embridén, modificando su grado de actividad o el potencial
implantatorio, y en otros casos sobre el utero, induciendo la expresion de
moléculas de adhesidon, alterando la actividad del sistema inmune, su
vascularizacién, etc. (Simon and Dominguez, 2004). El patrén cronoldgico al
que se ajustan dichos factores, estd marcado por el ambiente endocrino, del
que cabe destacar la funcidon de los esteroides ovaricos, principalmente el
Estradiol (E2) y la Progesterona (P4) (Franco et al., 2008; Ma et al., 2003). El
proceso de implantacion puede dividirse en tres etapas, cada una de ellas con

unos protagonistas moleculares determinados (Schlafke and Enders, 1975).

La primera fase o Fase de Aposicion, es donde se produce el primer contacto
celular entre los tejidos uterinos y embrionarios. Durante este periodo son las
citoquinas son las principales moléculas implicadas. Estas son producidas por
las células del sistema inmune, fundamentalmente macrofagos y linfocitos.
Dentro de este gran grupo, existe una subfamilia de gran relevancia para la
implantacion denominadas quimioquinas. En el endometrio pueden encontrarse
algunas de estas citoquinas como la IL-8, MCP y RANTES cuya actividad,
regulada por la progesterona, se relaciona con la atraccidn selectiva del
embrién por parte del endometrio (Denker, 1993; Simon and Dominguez,
2004).

——
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Durante la siguiente fase o Fase de Adhesién, cabe destacar el papel de las
integrinas, que son las principales moléculas de adhesion implicadas (Lessey
et al.,, 1994). Su actividad se encuentra regulada no solo por el ambiente
endocrino circundante, sino por el propio embrion, que tiene la capacidad de
inducir un aumento en la expresion de algunas de ellas en las células del
epitelio endometrial (Simon et al., 1997), como es el caso de las integrinas 33,
a4 y al. Otros factores actuan como moléculas de anti-adhesion, es el caso de
MUC-1, principal componente del moco cervical. Se ha podido comprobar
como el embridn activa ciertas proteasas endometriales, capaces de degradar
a MUC-1 permitiendo la interaccidon del blastocisto con el epitelio endometrial
(Aplin, 1996).

Finalmente la fase de Invasién esta protagonizada por factores proteoliticos
(Salamonsen, 1999) (serinaproteasas, metaloproteasas y colagenasas), e
inmunoldgicos. La actividad invasiva del trofoblasto es estimulada por los
esteroides ovaricos y controlada por inhibidores especificos, secretados tanto

por el embrién como por el endometrio (Behrendtsen et al., 1992).

A lo largo de todos estos procesos es preciso que tanto el blastocisto como el
utero atraviesen una fase competente y establezcan una correcta comunicacion
entre ellos. La adquisicion de competencia por parte del endometrio, que es la
porcion de utero consignada a recibir el embrion, se refiere al conjunto de
cambios morfolégicos y funcionales que posibilitan la anidacion del blastocisto.
Dichos cambios estan controlados fundamentalmente por el ambiente
endocrino. Las hormonas que participan en la preparacion del utero para la
implantacion, son fundamentalmente la P4 (Franco et al., 2008) y el E, (Ma et
al., 2003). Estas disparan la denominada “ventana de implantacién”, definida
como el periodo espacio temporal sincronizado, entre el utero y el embridon, en

el que se lleva a cabo la implantacion. Por otra parte, la adquisicion de

10
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competencia por parte del embrion también esta relacionada con el ambiente

endocrino, como se vera en detalle mas adelante.

Los cambios que se producen en el ambiente endocrino del tracto reproductor
femenino, durante el periodo que define la ventana de implantacién,
desencadenan la produccion, por parte del endometrio, de una gran cantidad
de factores de crecimiento mientras que una gran parte de sus receptores
pueden ser detectados en la superficie del embrion; esto incluye miembros de
la familia de factores de crecimiento insulinico (IGF), factores de crecimiento
epidérmico (EGF), factores de crecimiento fibroblastico (FGF), factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) y factores de necrosis tumoral
(TNF) (Hardy and Spanos, 2002). Sin embargo, la realizacion de estudios con
ratones knock-out, evidencian que los embriones que carecen de un factor de
crecimiento en particular pueden completar el desarrollo preimplantacional e
implantarse. No ocurre lo mismo con aquellos embriones deficientes en la
expresion del factor inhibidor de la leucemia (LIF), que es a su vez el principal
regulador de la expresion de factores de crecimiento epidérmico con dominio
de union a heparina (EGF-HB) (Song et al., 2000). Aunque la expresion de
EGF-HB es dependiente de LIF, parece que es EGF-HB quien dirige el proceso
de la implantacion (Lim and Dey, 2009; Wang et al., 2002). Por otra parte, y
confirmando la importancia de dicho factor, cualquier deficiencia en la
expresion de su receptor ErbB provoca fallos de implantacion (Stewart et al.,
1992; Threadgill et al., 1995). Se podria decir que es EGF-HB, a través de sus
receptores, la principal herramienta utilizada por el utero para sincronizar el

momento y el lugar adecuados de la implantacion.

El EGF-HB se sintetiza inicialmente como una proteina transmembrana
(proEGF-HB). Para que la informacion portada por el factor de crecimiento sea
transmitida a través del receptor, es preciso que dicho factor se encuentre
procesado en su forma soluble, ya que en el momento en que son sintetizados,

unidos a un domino intramembrana son incapaces de desencadenar la

11
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cascada de sefializacion (Prenzel et al., 1999). Este proceso, conocido como
“Shedding” del inglés despojarse o deshacerse, es llevado a cabo por una
familia de enzimas del grupo de las proteasas denominadas metaloproteasas
(Gee and Knowlden, 2003). El resultado de la incisidon es la liberacion de un
dominio soluble sEGF-HB y el fragmento C-terminal que permanece anclado a
la membrana. La mayoria de las funciones de EGF-HB in vivo son llevadas a
cabo por sEGF-HB (Yamazaki et al., 2003).

EGF-HB desempefia una doble funcion sobre el endometrio durante la fase de
aposicion, por una parte se hace cargo de establecer el lugar adecuado para la
implantacion, auto-induciendo su propia expresion y la de sus receptores ErbB1
y ErbB4 de forma localizada sobre el endometrio (Wang et al., 2002). Y por otra
parte interviene en la adhesion del blastocisto a través de su dominio —HB
(Raab et al., 1996).

El dominio —HB del EGF-HB tiene gran afinidad por la heparina y los Heparan
Sulfate Proteoglycans (HSPG’s). Estas macromoléculas se encuentran en la
superficie de todas las células adherentes, modulando la accion de una amplia
gama de ligandos extracelulares como el EGF-HB. El domino —HB Esta
implicado en el proceso de adhesion donde las HSPG’'s actuan como
correceptores en el momento en que el embrion se fija a la superficie del

endometrio (Paria et al., 1999).

Una vez el blastocisto contacta con la superficie endometrial, el EGF-HB actua
sobre sus receptores desencadenando la decidualizacion de las células del
estroma (Chobotova et al., 2005; Tan et al., 2004). Este proceso engloba un
aumento de proliferacion y diferenciacion celular critico en la fase de invasion
celular. Se ha podido comprobar cédmo la accion de estos factores de
crecimiento sobre sus receptores consiguen acelerar el desarrollo de las

células del trofoblasto hacia un estado de competencia para la adhesiéon (Wang
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et al.,, 2000), curiosamente ha sido descrita una subexpresion de dichos

factores en pacientes con pre-eclampsia (Milchev et al., 2006).

La familia de receptores para los factores de crecimiento epidérmico, EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), integra cuatro isoformas: ErbB1 (HER-1)
(Ullrich et al., 1984) ErbB2 (HER-2) (Bargmann et al., 1986), ErbB3 (HER-3)
(Kraus et al., 1989). Y ErbB4 (HER-4) (Plowman et al., 1993; Plowman et al.,
1990). Son glicoproteinas transmembrana con actividad tirosina-quinasa TK,
cuya funcién esta ampliamente relacionada con la proliferacion y diferenciacion
celular. Dichos receptores estan compuestos por un dominio extracelular de
unién al ligando, una region inter-membrana y un dominio intracelular con
actividad enzimatica TK (Wells, 1999).

Dentro de la familia de ligandos que actuan sobre estos receptores existen
varios miembros: EGF (Epidermal growth factor), TGFa (Transforming growth
factor a), AR (Amphiregulin), EGF-HB (Heparin Binding EGF-like growth factor),
BTC (Betacellulin), EPR (Epiregulin) y NRG (Neuregulin). No todos los ligandos
se unen a todos los receptores, la afinidad por su ligando es especifica de cada

receptor.

Podemos encontrar los cuatro tipos de ErbB tanto en el utero como en el
embridn preimplantacional, sin embargo, solo ErbB1 y ErbB4 son sensibles a
EGF-HB (Jones et al.,, 1999). Curiosamente el proceso de transformacién
celular, como el que sufren las células del trofoectodermo, hacia células del
trofoblasto, durante la invasion del endometrio en la implantacién requiere de la

co-expresion de ambos receptores ErbB1 y ErbB4 (Hatakeyama et al., 2004).

El dominio extracelular esta constituido por 4 regiones o dominios cuya

disposicion espacial modifica la afinidad del receptor por su ligando.
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Las regiones del dominio extracelular se

-
denominan CR1, CR2, L1 y L2. Los dominios %

de union al ligando son L1 y L2, la union de

alta afinidad con el ligando se produce cuando @
eéste queda atrapado entre ambos dominios.

CR1 y CR2 son dos dominios ricos en

cisteina, ambos poseen una especie de brazo

de uniébn que ademas de facilitar Ia

. ., . . A Alta afinidad Baja afinidad
interconexidn entre dichas regiones, posibilitan | y

la formacion de dimeros entre receptores (Walker et al., 2004).

El brazo de unién entre CR1 y CR2 retiene al receptor en su estado de baja
afinidad o auto-inhibido, la estructura tridimensional que adquiere el complejo
receptor, mantiene alejados los dominios de unién al ligando entre si,
disminuyendo su afinidad por el mismo. Para que un determinado ligando,
como el EGF-HB, pueda transmitir su informacién a través de ErbB, es
necesario que el receptor adquiera una nueva disposicion. La disociacion del
complejo CR1-CR2 permite; en primer lugar, el acercamiento entre los
dominios de union al ligando y la rotacién de L2, configurando al receptor en su
forma de alta afinidad, y en segundo lugar, la formacion de dimeros entre las
diferentes formas de ErbB, cuya union es imprescindible para que se produzca
la autofosforilacion del dominio Tirosina-Kinasa y con ello la activacion de la

cascada de sefalizacion.

Los factores que desencadenan el cambio conformacional de los receptores
entre su estado de alta y baja afinidad no estdn muy claros, sin embargo se
han podido identificar algunos componentes intracelulares que actuarian a nivel
del domino TK desbloqueando el estado de baja afinidad (Arteaga et al., 1997;
Hosoi and Edidin, 1989; Olson and Pledger, 1990; Walker and Burgess, 1991).

Dichos componentes se definen como Inductores del Estado de Alta Afinidad y
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su objetivo parece ser la modificaciéon del sitio de unién especifica para el ATP

en el domino intracelular de ErbB.

2.2. Papel de los estrégenos y la progesterona en la regulacion de EGF y

sus receptores.

Desde el momento en que se produce la ovulacion, el recién formado cuerpo
luteo comienza a secretar grandes cantidades de progesterona cuya funcion
principal es la preparacion del endometrio para la implantacion. Por accion de
la progesterona, el endometrio sufre importantes cambios morfolégicos y
funcionales que conducen su paso de estado proliferativo a secretor. Esta fase
se caracteriza por una disminucion progresiva de la proliferacion celular, un
aumento significativo del epitelio glandular y la produccién de multiples factores
como citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion e
inmunosupresores que participan en la transformacion del endometrio
refractario en pre-receptivo y cuidan que el proceso de implantacion se
desarrolle de forma adecuada. La entrada en fase pre-receptiva por parte del
endometrio, implica un aumento en la expresion de los receptores
estrogénicos, de esta forma aumenta su sensibilidad frente al estradiol. Este
induce la produccion de los factores de crecimiento epidérmico (EGF) que son
imprescindibles para la proliferacion y deciducalizacion de las células del
estroma en el endometrio pre-receptivo (Dai and Ogle, 1999). Por lo tanto, para
llevar a cabo una adecuada coordinacion del conjunto de factores que
determinan la ventana de implantacion en el utero, asi como la adquisicion por
parte del embrion del potencial implantatorio, es precisa una estrecha

colaboracion entre la progesterona y los estrégenos.

A dia de hoy no se tiene muy claro cual es el papel que desempefa la
progesterona en el embridn preimplantacional, sin embargo si que se ha podido
comprobar como la expresion de sus receptores se limita al estadio de
blastocisto (Hou and Gorski, 1993; Tan et al., 1999), que es la ultima etapa de
desarrollo preimplantacional por lo que podria estar implicada en el proceso de

activacion del blastocisto.
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Ademas de su efecto en el endometrio, el estradiol a través de su metabolito el
4-Hydroxyestradiol 4OHEZ2, el responsable del cambio de estado del embridn
de inactivo a activo (Paria et al., 1998). La adquisicion de competencia
implantatoria, que es como se define la activacion de los embriones en el
momento de la implantacién, conlleva ademas de la sobreexpresion de EGF-
HB y ErbB4, a la adquisicion por parte de éstos ultimos de la capacidad para
unir EGF, es decir, su paso del estado de baja a alta afinidad. Esta es una

condicion para que se produzca correctamente la sincronizacion utero-embrion,

Poco se sabe de la forma de actuar del 40HE2, salvo que su efecto se lleva a
cabo de forma independiente a los receptores estrogénicos Era o Erf
(Markides and Liehr, 2005). Existen ciertas evidencias, de que el 4OHE2 actua
a nivel del cambio de afinidad de los receptores de EGF, de este modo, los
embriones durmientes obtenidos a partir de ratonas ovariectomizadas
(embriones aislados de estradiol durante el proceso de implantacion), no son
sensibles al EGF. Sin embargo, la exposicion de dichos embriones a un cultivo
con 40HEZ2 revierte dicha situacion (Paria et al., 1993b; Paria et al., 1998). Una
vez el blastocisto ha sido expuesto a la accién del 4OHE2, el embrién gana
sensibilidad hacia el EGF-HB expresado en la superficie del endometrio y con
ello la capacidad para establecer un “dialogo” adecuado que sincronice el

momento y lugar de la implantacion.

La expresidn de receptores EGFR es muy precoz durante el desarrollo
embrionario. Se ha podido comprobar cédmo se distribuyen por la superficie del
embrion, desde los primeros estadios de desarrollo. Se encuentran distribuidos
de manera uniforme por toda la periferia de los blastomeros hasta que se
alcanza el estadio de blastocisto, momento en que sus niveles de expresidn

aumentan y su distribucién profundiza hasta ocupar buena parte del citoplasma
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celular (Wang et al., 2002). Dicho aumento de expresion podria estar orientado
a cubrir la ingente cantidad de superficie que presenta el blastocisto, una vez
haya eclosionado. En cualquier caso, y como ya se ha mencionado, no es
hasta el momento en el que se produce el pico de estradiol y aumentan los

niveles de 40HE2 cuando los receptores son accesibles al EGF-HB.

La interaccion de EGF-HB con ErbB4 desencadena una cascada de
senalizacion que dirige los procesos de proliferacion y diferenciacion celular. El
receptor experimenta la auto-fosforilacion de sus dominios Tirosin-Kinasa (TK),
generando de esta forma, sitios de unién al complejo GRb2-SOS que transmite
la sefial sobre Ras, que es una proteina G con actividad reguladora GTP-
Hidrolasa. La activacion de dicha proteina continia con la cascada de
sefalizacion hacia el nucleo a través de Raf-1, (MAPKK/MEK) y (MAPK/ERK).
ERK se desplaza al nucleo y fosforila diferentes factores de transcripciéon que

son los que dirigen el proceso (Atalay et al., 2003).
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Ademas, la activacién de estos receptores implica un aumento del calcio
intracelular, mediado fundamentalmente por los canales voltaje-dependientes
de tipo N y apoyado por la liberacion de calcio a partir de los depositos

intracelulares del reticulo (Wang et al., 2000).

El aumento de calcio intracelular junto con la formacién de Diacilglicerol (DAG)
por accion de la fosfolipasa C (PLC), colaboran en la activacion de la proteina
quinasa C (PKC) (da Rocha et al., 2002) que amplifica la senal generada por la
union de los factores de crecimiento a sus receptores. Tal y como se describe
en la anterior, la PLC transforma el fosfatidylinositol 4,5-bifosfato (PiP2) en
inositol trifosfato (IP3) y DAG. Por su parte el IP3 desencadena un aumento de
la concentracion de calcio intracelular a partir de las reservas del Reticulo
endoplasmatico (RE), que interviene en la activacion de la Calmodiulina
dependiente de Ca** y este es un paso intermedio a la activacion de las
ciclinas. Entre ellas la ciclina D3 parece que tiene un papel fundamental en la
proliferacion del trofoectodermo. Por otro lado, el DAG colabora en la activacion
de la PKC a partir de la cual se desencadena la cascada de sefializacién a
través de la cascada de las proteinas quinasas activadas por mitdogenos
(MAPKSs).

Al respecto, el resultado de la utilizacion de bloqueantes de la actividad PKC,
de la Calmodiulina dependiente de calcio o quelantes de calcio provoca una
atenuacion del efecto proliferante de la EGF-HB sobre su receptor. Ademas se
ha podido comprobar que el verdadero responsable del aumento de calcio
intracelular que dirige la cascada de sefalizacion, es dependiente de canales
N-Type voltaje-dependientes, ya que al inhibir la actividad PLC no se bloquea
totalmente el efecto de la EGF-HB (Wang et al., 2000).
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El proceso de sefnalizacion mediado por EGF puede ser bloqueado por algunas
moléculas secretadas por el endometrio como la Anandamida (AEA) (Slipetz et
al., 1995). La AEA es sintetizada a partir de la N-
arachidonoylphosphatidylethanolamina (NAPE) por medio de la NAPE-
fosfolipasa-D (NAPE-PLD) (Natarajan et al., 1982; Natarajan et al., 1984) y
degradada por la Acido-Graso Amida-Hidrolasa (FAAH) (Cravatt et al., 1996).
La actividad de la AEA se transmite a través de sus receptores especificos CB1
y CB2, aunque es CB1 el protagonista principal en el proceso de implantacién.
CB1 es un receptor unido a Proteina G que se localiza en la superficie del
embrion en desarrollo, desde el estadio de 2 células hasta blastocisto (Paria et
al., 1995) y también en el sistema reproductor femenino (Das et al., 1995;
Wang et al., 2008a).

Existe una relacion entre el estado de receptividad uterina y los niveles de AEA
circulante (Guo et al., 2005; Klinger et al., 2006; Schmid et al., 1997), ya que
cuando se produce el pico de E2 (que activa el proceso de implantacion), lo
niveles de AEA se reducen hasta niveles permisivos para la activacién del
blastocisto. (Paria et al., 2002).

La reduccion de los niveles de AEA en primer lugar de forma
generalizada y en momento de la implantacion de forma estrechamente
localizada es debida a varios factores reguladores. En primer lugar el E2 y los
niveles crecientes de P4 secretada por el cuerpo luteo, producen una
disminucién de la expresion y actividad NAPE-PLD (encargada de la sintesis
de AEA) (Guo et al., 2005), mas tarde el pico de estradiol produce un aumento
de la actividad FAAH disminuyendo masivamente la concentraciéon de AEA en
el ambiente uterino (Ribeiro et al., 2009). Asi mismo se produce un aumento en
la actividad de la Ciclooxigenasa-2 (COX-2) por la accion de los factores de
crecimiento, dicha enzima, cuya funcidén es la sintesis de prostaglandinas a
partir del Acido Araquidénico (Pakrasi and Jain, 2008), puede utilizar

anandamida como sustrato para formar nuevas prostaglandinas, de modo que
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COX-2 podria ser un factor implicado en la adquisiciéon de los niveles de
anandamida adecuados para la implantacion (Lim et al., 1997). El blastocisto
secreta un compuesto soluble de identidad molecular aun desconocida, que
aumenta la actividad de la FAAH presente en el utero en la zona donde se
produce la aposicion, hasta 2,5 veces su nivel normal (Maccarrone et al.,
2004). Esto supone un paso mas en el control de los niveles de AEA, esta vez
de forma estrictamente localizada. Es justamente en este lugar, delimitado por
el rango de accion del blastocisto activo, donde la concentracion de AEA,
previamente reducida por accion del estradiol sobre el endometrio, declinara

hasta alcanzar concentraciones permisivas para la implantacion.

Tal y como se puede comprobar a lo largo de la presente revision bibliografica,
la implantacion embrionaria es un proceso complejo, regulado por multiples
factores y moléculas cuyo origen se situa tanto en el utero como el propio
embrién. Identificar cuales son estos factores, constituye en la actualidad, uno

de los principales objetivos en el ambito de la medicina reproductiva.

20

——
| —



MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS




MATERIALES Y METODOS

22

——
| —



MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion

Los embriones utilizados en el estudio se obtuvieron de la cepa de ratén B6D2-
F1; ésta es una cepa hibrida resultado de cruzar hembras adultas de la cepa
C57BL/6J con machos adultos DBA/2.

Para mantener una poblacion estable de ejemplares de primera generacion,
209 de raton C57BL/6J y 43 de ratén DBA/2 fueron adquiridos en el laboratorio
de investigacién animal (Harlan, Sprague Dawley, Indianapolis, IN, USA). Los
ejemplares se mantuvieron en las instalaciones del animalario de la universidad
de Extremadura, expuestos a un fotoperiodo regular de 12h luz-oscuridad
(08:00-20:00h).

Las crias (F1) fueron separadas por camada y sexo para facilitar la
planificacién de los cruzamientos y minimizar de esta forma los riesgos de

consanguineidad.

La aprobacion de este estudio fue garantizada por el comité de bioética de la
Universidad de Extremadura (21 de Diciembre de 2007).
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3.2. Estimulacion ovarica

La hiperestimulacion ovarica es
un herramienta util en el control
artificial del ciclo estral. Con este
objetivo  se utilizaron  dos
hormonas: Gonadotropina
corionica equina (eCG) vy
gonadotropina coridénica humana

(hCG). La administracion de las

mismas se realizd por inyeccion intraperitoneal, segun se muestra en la

imagen.

Se establecieron dos pautas de estimulacién ovarica en funcion de los

siguientes objetivos:

a) Obtencién de oocitos maduros para realizar su fecundacion in vitro.

Segun la siguiente tabla:

PAUTAS DE ESTIMULACION OVARICA PARA LA OBTENCION DE GAMETOS

-63h. -14h. (Dia 0)

eCG hCG i

Dia1l

Dia 4

a. eCG [8,5Ul], a las 19:00h. Para aumentar el reclutamiento de

foliculos.

b. hCG [8,5Ul] a las 20:00h. induce la ovulacién aproximadamente

10-12h después del suministro. Coincidiendo la inyeccién con el

comienzo del periodo oscuro se minimizan los efectos del estrés y

se concierta la ovulacion unas 2h antes de la fecundacion in vitro

(10:00h), en este momento los oocitos, bloqueados en Metafase

I, se encuentran acumulados en una zona engrosada del

oviducto denominada “Ampula” que es facilmente distinguible a la

lupa).

——
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b) Obtencion de embriones en diferentes estadios de desarrollo,
directamente de la hembra (In Vivo).

Segun la siguiente tabla:

PAUTAS DE ESTIMULACION OVARICA PARA OBTENER EMBRIONES IN VIVO

-49h. oh. Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4

eCG hCG 2Cel. 4-8Cel. Morula Blastocisto
+

EMPAREIAMIENTO

a. eCG [8,5Ul] alas 12:00h.

b. hCG [8,5Ul] a las 13:00h. y emparejamiento. De esta forma se
sincroniza la ovulacion con la mitad del periodo oscuro, momento
de mayor receptividad para la copula.
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3.3. Obtencion de embriones por fecundacion in vitro

La metodologia descrita a continuacion, para la obtencién de embriones por

fecundacion in vitro, se desarrolla en dos partes.

En primer lugar la extraccion de los gametos masculinos y el proceso de

capacitaciéon espermatica, cuya finalidad es, inducir los cambios fisiologicos

sufridos, de forma natural, por los espermatozoides en el tracto reproductor

femenino, y que son responsables de su capacidad fecundante.

Por otra parte, la obtencion de los gametos femeninos en un estadio de

maduracién apropiado (concretamente metafase Il) y la puesta en contacto de

ambos en las condiciones apropiadas para que se realice la fecundacion.

3.3.1. Extraccion y capacitacion del esperma:

Con este objetivo se utilizaron machos adultos de entre 8 y 12 semanas de

edad. Estos ejemplares fueron sacrificados por dislocaciéon cervical vy

posteriormente diseccionados ventralmente.

La exteriorizacion de los testiculos se
realizd por traccion de la grasa
peritesticular (ver figura adjunta). Una
vez localizados los  conductos
deferentes y epididimos, éstos fueron
extirpados y emplazados en una placa
de 35mmd con 3ml de Flusing medium
(FM), donde fueron limpiados de grasa

Y vasos sanguineos.

Testis

Caudo epididymis —

Duchys deferens

Corpus epididymis

Gubermaeufim

Una vez limpios los conductos, se pasaron a una placa de 60mm@ con una

microgota central de 400yl de Human tubal fluid (HTF) cubierta con Aceite

mineral y previamente gasificado, donde fue extraido el esperma por prensado.

——
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La capacitacién espermatica se realizd en esta misma placa durante 45" a 37°C
y 5,5 [CO,].

Finalmente, y a partir de un volumen de 5ul, obtenidos de la placa de
capacitaciéon, se calculd la concentracion de espermatozoides moviles,

utilizando para ello una camara Makler (figura).
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Una vez determinada la concentracidon de espermatozoides capacitados, se
calculé el volumen inicial de (HTF + esperma) necesario para ajustar la
concentracion final de la “placa de FIV” (placa de 60mm@ con una microgota
de 400ul de HTF previamente gasificado y cubierta con aceite mineral), a unos

2x10° esp/ml.

La placa de FIV se mantuvo durante 15 recuperando a 37°C + 5,5 [CO;] antes

de llevarse a cabo la fecundacion in vitro.

3.3.2. Obtencion de ovocitos y fecundacion

Las hembras, previamente estimuladas, de acuerdo a la metodologia descrita
para la obtencion de oocitos maduros, fueron sacrificadas por dislocacion
cervical e inmediatamente después abiertas ventralmente. La diseccion se
realizd en dos partes: en primer lugar se realizdé una primera incisién horizontal
de unos 2cm de longitud, a media altura del primer tercio inferior del abdomen y
después, una segunda incisidn, esta vez vertical, y hasta la vagina, dejando al
descubierto la cavidad intestinal. Retirando cuidadosamente el tracto digestivo
se puso al descubierto la grasa periovarica, que es el punto de referencia

utilizado para la localizacion del tracto reproductivo.
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Los ovarios se localizaron por traccion de la grasa periovarica. Una vez
exteriorizado el tracto y detectado el oviducto, éste pudo ser extirpado
realizando sendos cortes (A y B), tal y como se detalla en los puntos 1y 2 de la
figura. Los oviductos fueron trasladados a la placa de FIV, donde bajo lupa, se
pudo identificar el ampula (zona engrosada del oviducto donde se encuentran

almacenados los cumulos o6foros) con los oocitos maduros.

Grasa de relleno

Owarig | .\\ i
O\'iduclo\ \ Modificacién de la pinza/*

— e

==

La ruptura del ampula, segun la siguiente serie de fotografias, libera los
cumulos odforos al medio con los espermatozoides donde se produce la

fecundacion.

1 2 3 4

1.- Localizacién del ampula bajo lupa; 2.- Pinzamiento del oviducto; 3.- ruptura del

ampula v 4.- liberacion de los oocitos.

Los cumulos se mantuvieron, durante 6h a 37°C y 5,5 [CO;], expuestos al
esperma para asegurar un buen porcentaje de fecundacién. Una vez
transcurridas las 6h, los oocitos fecundados fueron trasladados a una placa con

HTF limpio previamente gasificado hasta alcanzar el estadio de 2 células.
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3.3.3. Cultivo embrionario

Una vez superada la primera division mitética, los embriones eran cultivados a
37°C y 5,5% CO2 hasta la fase de moérula compactada (dia 3 de desarrollo
preimplantacional) o hasta alcanzar la fase de blastocisto (dia 4 de desarrollo).

en placas de petri de 60mm@ con KSOM cubierto de aceite mineral.
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3.4. Obtencion de embriones in vivo

Se utilizaron ratonas B6D2 de primera generacion y de edad comprendida
entre 8 y 12 semanas. Las pautas de estimulacion ovarica se ajustaron a la
metodologia previamente descrita para la obtencion de embriones en estadio

de blastocisto desarrollados In Vivo.
El dia en que se suministrd la hCG se consider6 “dia 0”.

Inmediatamente después de inducir la ovulacion con hCG, se formaron las
parejas con machos adultos y fértiles de la misma cepa (12:17). La presencia
del tapon mucoso vaginal se consideré como referente para establecer el “dia

1” de gestacion.

Los blastocistos desarrollados in vivo se recuperaron mediante lavaje uterino
(Flushing uterino).

Intestino

<—0vario

Para ello, se extirparon los
hemiuteros y se depositaron

en una placa de petri de

35mm con 3ml de Flushing
médium (FM).

Una vez extraidos los conductos, cada
cuerno se lavé de forma independiente, ﬂ/
inyectando a presion el FM, en sentido

opuesto al desplazamiento de los embriones @f///

(de cérvix a itsmo).

Los embriones eran localizados bajo lupa y reubicados en una placa de petri
con KSOM a partir de la cual se distribuian en funcion del experimento. A los
grupos experimentales en los que se utilizan blastocistos obtenidos de esta

forma, se les denominé “In Utero”

Para el resto de los estudios se procedid a obtener los embriones directamente
del oviducto por un procedimiento similar al descrito para la obtencion de
oVvocitos.
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3.5. Inmuno-deteccion de los receptores de EGF (ErbB4) en gametos y
embriones de raton.

La expresion de ErbB4 en la superficie de los gametos y embriones
preimplantacionales utilizados en el estudio, se determin6 mediante inmuno-
citoquimica. Para ello, los blastocistos fueron fijados en Paraformaldehido al
4% (v/v) en PBS-Tweeng sy durante 15 minutos a temperatura ambiente, y

lavados en PBS-Tweeng ps%.

Para revelar la expresion de los receptores de membrana ErbB4, los embriones
fueron previamente despojados de su zona pelucida, con una solucién acida de
tyrode pH 2,5; permeabilizados en Triton X-100 al 0,1% (Sigma) durante 30
minutos a temperatura ambiente y posteriormente incubados en PBS:BSA(1.50

durante 30 min.

El anticuerpo primario (ErbB-4 (C-18): sc-283 de Santa Cruz Biotechnology,
inc.) se preparé en PBSgsa [1:50. Los embriones se incubaron durante toda la
noche con el anticuerpo primario a 4°C. Después de lavar los embriones con
PBS:BSA;1:50, la deteccion de los anticuerpos primarios se llevd a cabo
utilizando Alexa Fluor 488® anti-rebbit I1gG.

Finalmente, todos los embriones fueron cultivados en PBS-Tweengso
suplementado con DAPI (4,6-diaminidino-2-phenylindole) 1mg/ml durante 5
minutos a temperatura ambiente, para poner de manifiesto los nucleos

celulares.

Para comprobar la especificidad del anticuerpo se realizaron controles en
paralelo, donde los embriones eran cultivados en un medio con el mismo
anticuerpo y un péptido de bloqueo especifico (sc-283P). 12h a 4°C. Este grupo

fue tomado como control negativo.
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3.6. Determinacion de la capacidad de union a EGF488.

En este trabajo se pretende establecer una relacion entre la dinamica de union
a los embriones a EGF y otros parametros relacionados con el proceso de
implantacion. para ello, se ha desarrollado un método de cuantificacion
mediante fluorescencia basado en el cultivo temporal del embriéon con EGF que

tiene unido un complejo fluorescente (EGF488).

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo con EGF488, los embriones fueron
lavados enérgicamente en medio limpio y trasladados a microgotas de KSOM
previamente gasificadas y cubiertas de aceite mineral (M.O.) para su revelado,

tal y como se muestra en el siguiente esquema:

uf?;-_‘..\f

=== = =
KSOM EGF 488 KSOM LIMPIO KSOM LIMPIO Exp. (6seg.)
379C 5,5 [CO2] Gain (x2,40)

La union de EGF a la superficie de los embriones se revel6 a través de un
microscopio invertido (Nikon Eclipse TE2000-U) equipado con 6ptica
fluorescente y los filtros apropiados (“450-490” verde y “330-380" U.V.).

Se tomaron y analizaron imagenes de todos los embriones, utilizando para ello
una camara digital acoplada al microscopio (Nikon DS-Fi1) a través de un

software especializado NIS-Elements.

La intensidad de la sefal fue cuantificada por medio de otro software apropiado
para el analisis cientifico de las imagenes, vinculado al paquete de software

estadistico SPSS, SigmaScanProffesional, SpSSinc.

32

——
| —



MATERIALES Y METODOS

La cantidad de EGF marcada y unida a la superficie del embrién, fue
extrapolada independientemente para cada uno de los embriones analizados a
partir de su fluorescencia. En este sentido se estableci6 un gradiente de
intensidad comprendido entre 0 (sin fluorescencia) y 255 (maxima intensidad).
Por esta razon, las fotomicrografias se realizaron siempre bajo las mismas

condiciones de exposicion (6seg) y ganancia (2,40x).

0 3z 64 96 128 160 192 224 otk

El EGF488 se reconstituyd a una concentracion de 5ug/ml en KSOM, segun las

instrucciones recomendadas por el proveedor.
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Diferencias en la dinamica de incorporacion del EGF segun el
origen del embrion (FIV vs 1U)
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Figura MM1. Comparacion de la dinamica de unién del EGF488 a
la superficie de embriones obtenidos en condiciones fisioldgicas u
obtenidos por fecundacion in vitro. Los datos de intensidad se
distribuyen en una escala estandar de intensidad entre 0 y 255
unidades arbitrarias.

Los resultados mostrados en la figura MM1 permiten establecer el tiempo mas
adecuado de exposicion en 2h, ya que las diferencias encontradas entre
embriones segun su origen son significativas después de este periodo. Por otra
parte, en periodos mas largos de cultivo con EGF488 hay grupos como el |U
que alcanzan niveles proximos a la saturacion. De este modo, para determinar
la capacidad de union de los receptores ErbB al EGF, los embriones fueron
cultivados en KSOM suplementado con EGF488 durante 2h a 37°C y 5,5[COg].
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3.7. Ensayos de implantacion In Vitro

3.7.1. Cultivo de células endometriales

Con la finalidad de medir el potencial implantatorio alcanzado por los
embriones, se realizaron ensayos de adhesion in vitro sobre cultivos mixtos de

células endometriales (epiteliales y del estroma), en monocapa.

Para aislar las células endometriales apropiadas, se utilizaron ratonas de entre
8-12 semanas de edad. Las pautas de estimulacién ovarica se ajustaron a la

metodologia previamente descrita para la obtencion de los cumulos para FIV.

Una vez sacrificados los animales y extraidos los O

cumulos para FIV, los hemiuteros se depositaron ]

en Flushing médium, donde inmediatamente Qh?:x'*‘*‘,—
r . . . _____._.—-'—"/‘:—.__:‘;_‘-

después fueron abiertos longitudinalmente con el -

objetivo de dejar al descubierto el epitelio luminal,

segun se indica en el esquema.

Una vez exteriorizado el epitelio luminal, se
procedi6 a desprender del tejido endometrial

mediante friccion, con ayuda de un raspador de

goma (figura indicativa).

Los restos tisulares obtenidos del raspado fueron centrifugados a 1100rpm
durante 5°. Una vez aislado el pellet, la muestra fue digerida con colagenasa

durante 1h a 37°C y con agitacion.

Para desechar el epitelio glandular, la muestra digerida fue filtrada en una
maya de nylon de 70uMg de poro, centrifugada y resuspendida en DMEM
suplementado (10% FBS + 1% Antibidtico/Antimicotico + 1% L-Glutamina).
Posteriormente se sometié a la muestra a un primer centrifugado en gradiente
suprasperm al 40%, durante 15'a 1100rpm, seguido de un lavado en PBS-
BSA0,1% y la segunda centrifugacion 5a 1100rpm. El pellet resultante fue
resuspendido en DMEM suplementado y sembrado en placas de 4 pocillos con

una concentracion [200.000cels/ml]. Dicha concentracién esta optimizada para
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la obtencién de una cobertura total (100% confluyente) en dia 4 de desarrollo

preimplantacional (dia 0 = FIV), momento en que se realiza el cocultivo.

3.7.2. Cocultivo de células endometriales y embriones.

Para comprobar la capacidad de adhesion de los embriones, se establecié un
co-cultivo de células endometriales, con embriones obtenidos segun las
diferentes condiciones experimentales o en su caso con embriones control

obtenidos directamente “In Utero”.

El co-cultivo se mantuvo durante 48h a 37°C y 5,5[CO,]. Para comprobar el
grado de adhesion que presentaban los embriones del co-cultivo, las placas
fueron agitadas durante unos segundos. Inmediatamente después de la
agitacion, se contaron todos los embriones adheridos y sueltos para establecer
los ratios (competente / no competente) correspondientes a cada grupo
experimental. Adicionalmente, se consideraron embriones implantados a
aquellos en los que se observaba un claro desplazamiento de las células
endometriales por parte de las células del trofoectodermo a las 72h de cocultivo
(figura MM2).

Ensayos de adhesion in vitro

48h de cultivo 72h de cultivo

Figura MM2. En el panel izquierdo se muestran 4 embriones adheridos a la
monocapa de células endometriales tras 48h de cocultivo. En el panel de la
derecha se observan 4 embriones implantandose a la monocapa de células
endometriales tras 72h de cocultivo.
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3.8. Determinacion del n° total de células.

Para realizar una estimacién del numero de células que posee cada embrion se
ha utilizado la técnica de DAPI (4,6-diaminidino-2-phenylindole). ElI fundamento
de dicha técnica se basa en que el DAPI se une fuertemente a la doble cadena
de ADN, una vez unido, presenta su maximo de absorcion en una longitud de
onda de 358nm (U.V.) y de emision a 461nm (Azul). Por lo tanto, utilizando el
microscopio de fluorescencia, podemos excitar las células que hayan incluido el
DAPI en su ADN vy revelar su presencia (emision Azul) con los filtros

apropiados.

Los embriones utilizados en el ensayo fueron previamente fijados en PFAyq, y
apropiadamente permeabilizados con Tritdn X-100 durante 30min. Una vez
permeabilizados se expusieron al DAPI [1Tmg/ml] en PBS durante 5 minutos y a
temperatura ambiente. Después de varios lavados, los nucleos celulares eran

revelados por fluorescencia (ver ejemplos en la figura MM3).

Figura MM3. Embriones en estadio de blastocisto marcados mediante
la técnica DAPI. Los nucleos son numerados para facilitar el conteo.

Se tomaron fotografias de todos los embriones para realizar el conteo celular
en tres planos consecutivos de profundidad para enfocar todas las células
marcadas de al menos una mitad completa del embridn, evitando de esta forma

la sobre-posicion entre células de caras opuestas.

Para calcular el N° final de Células presentes en cada embridn, se utilizé la
siguiente formula: N°t= [(N x 2) x 100] / 65.
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Donde N°r = N° total de células y N = N° de células contadas.

El fundamento de esta formula se basa en que el numero de células que
contamos, suponen solo la mitad del embrion y fundamentalmente al
trofoectodermo, que supone aproximadamente el 65% del total de células
presentes en el embrion. La precision de la técnica fue previamente validada

por varios miembros del equipo de investigacion realizando conteos de visu.
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3.9. Deteccion de muerte celular mediante la técnica TUNEL

El ensayo de TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling Assay) se
basa en la union especifica de la desoxinucleotidil transferasa terminal al
extremo 3'OH del ADN fragmentado, de esta forma se propicia la incorporacion

de dUTP marcado sobre dicho extremo.

Los embriones fueron previamente fijados en Paraformaldehido al 4% (v/v) en
PBS-Tweeng s, durante 15 minutos a temperatura ambiente, incubados en
Triton X-100 al 0,1% durante 30 minutos para asegurar la permeabilizacién de
membrana, y por ultimo, incubados en medio de reaccion TUNEL, formado por
un tampon de equilibrado con una mezcla de nucleétidos marcados y la enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) en proporcion (10:1) durante 1h a
37°C y 5,0[CO].

El control positivo se establecio a partir de un grupo de embriones previamente
incubados con RQ1 DNasa (50U/ml; Promega, Madison, WI).

Finalmente, todos los embriones fueron cultivados en KSOM suplementado con
DAPI (4,6-diaminidino-2-phenylindole) 1mg/ml durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

La fraccidn de células marcadas positivamente por el TUNEL se cuantificd a
partir de la colocalizacion de células TUNEL positivas, sobre el total de nucleos

tefidos con DAPI, segun se observa en la figura MM4.

Figura MM4. En el panel izquierdo se
observan embriones en estadio de
blastocisto marcados mediante Ia
técnica DAPI (azul). En el panel
derecho se revelan los nucleos
marcados positivamente mediante la
técnica TUNEL (verde).
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3.10. Estimacion del metabolismo embrionario

Para medir la actividad metabdlica de los embriones se realizé un ensayo de
viabilidad celular, con Alamar Blue® (AB). La base de dicho ensayo es la
incorporacion al medio de un indicador de la actividad oxido-reductora
(REDOX). Dicho indicador es capaz de virar la tonalidad del compuesto AB, en
respuesta a la reduccion del medio de cultivo, que es el resultado del

metabolismo celular.

Una vez alcanzado el estadio de blastocisto, los embriones fueron cultivados
durante 120" en medio de cultivo suplementado con AB. Los cultivos se
realizaron en microgotas de 20ul (KSOM + AB [10%)), con 10 embriones por gota
y grupo experimental. Una vez finalizado el tiempo de exposicion al AB, se
tomaron 10pl del medio reducido por cada uno de los grupos experimentales,
para ser alicuotados y almacenados a -20°C hasta realizar la medicion. El
estado metabdlico de los embriones se estimé por espectrofotometria, en
funcion del cambio de tonalidad del medio de cultivo. Las mediciones se
realizaron en volumenes de 2ul en el Lector Multi-Modal de Microplacas
“Synergy Mx” (Biotek®) utilizando para ello el software de analisis de datos

proporcionado con el lector “Gen5™ v.1.10”.

Una vez obtenidos los resultados, se estimo el grado de reduccion del medio,
normalizado respecto al grupo tomado como control positivo, éste se obtuvo
reduciendo el medio con restos celulares del ovario. Con este objetivo se aplico
la siguiente formula:

(cox)A2 Aq - (eox)A1 ALy (De la muestra problema)
% de Reduccién = x 100

(on);\.g Aop\q = (Sox)?\q A°k2 (Del control pOSfﬁVO)

Donde:

€0X | Coeficiente de extincion molar de la forma oxidada
A | Absorbancia del pozo testado
A | Absorbancia del control positivo (Medio + tejido
ovarico)
A1 | Absorbancia a 570nm
A2 | Absorbancia a 600nm
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3.11. Estimacion de los parametros morfoléogicos embrionarios

Para llevar a cabo la toma de medidas, todos los embriones fueron
previamente capturados fotograficamente, utilizando para ello una camara
digital acoplada al microscopio (Nikon DS-Fi1) a través de un software
especializado NIS-Elements. El plano de enfoque elegido para realizar las

fotografias fue el ecuador embrionario (figura MM5).

Las medidas de diametro
embrionario y grosor de la zona
pelucida se realizaron utilizando
como referencia una distancia
control conocida de 100um, y el
software de analisis de imagen,

vinculado al paquete de software

estadistico SPSS,

SigmaScanProffesional,

SpSSinc.

El volumen de los embriones se - - ZP=3,031pm

o _ B D=121,123um
estimé a partir del diametro del

B N o Figura MMS5. Ejemplo de la toma de
embrion, utilizando la siguiente  medidas embrionarias (diametro y grosor
formula: V=4/3 - r° de la zona pelucida). La escala de

referencia  (100pm) se  encuentra
representada en el margen superior de la
imagen.
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3.12. Medicién de calcio [Ca®']

Para monitorizar las variaciones de [Ca2+] en el interior del blastocele y de
acuerdo a los diferentes tratamientos experimentales, se utilizo6 FURA-2-
Acetoxymethyl éster (FURA-2-AM), que es un indicador de longitud de onda
radiométrico, cuyo espectro de excitacidén varia segun se encuentre ligado o no
al Ca®". De esta forma, el cambio observado en la fluorescencia puede ser
calibrado en términos de concentracion de Ca*". El parametro utilizado para
calcular el patron oscilatorio en las concentraciénes de Ca?*, fue la ratio de
fluorescencia a 340nm (correspondiente al FURA-2-AM unido a Ca®*) y 380nm
(correspondiente al FURA-2-AM libre); (F340/F380). Debido a la baja
solubilidad que presenta el FURA-2-AM en las soluciones acuosas, se utiliza un
surfatante no iénico, el PLURONIC-F127, para facilitar la su dispersién en la

solucion.

Los embriones eran previamente incubados durante 45" en KSOM con FURA-
2-AM [2uM] + PLURONIC-F127 [0,025%]. Las medidas se realizaron a 37°C,
en un microscopio invertido, equipado con una plataforma de incubacién DH-
40i y una controladora de temperatura TC-324B (Warner Instruments, Inc.
Hamden, CT, USA.). Para registrar los valores de emision de fluorescencia, se
empled un espejo dicroico de 510nm y un filtro barrera de emisién de 520nm
(Semrock, Rochester, NY, USA). Con el objetivo de realizar el analisis de los
embriones, se tomd una secuencia de imagenes de manera individualizada, a
intervalos de 5seg, utilizando para ello una camara Hamamatsu C9100-02
acoplada al microscopio, con un dispositivo multiplicador electrénico de carga
asociada (CCD).
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La concentracion de calcio intracelular se calculé a partir del cociente de
intensidades, a longitud de onda de excitacion 340/380, de acuerdo a la

siguiente ecuacion:
[Ca*]; = Ko X ((R-Rmin)/(Rmax-Remin))XB)
Donde:
e R esla medida fluorescente del ratio (F340/F3s0).

. Rmax y Rmin son los valores de R bajo condiciones saturantes y libres
de [Ca®"]

e [ es el cociente de los valores de fluorescencia a 380nm para el

indicador libre de Ca** y saturado con Ca?".

e KD es la constante de disociacién del FURA-2/Ca®*" que es 224nM a
37°C.
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3.13. Grupos experimentales.

A continuacion se describen los criterios de inclusion para cada uno de los
diferentes grupos experimentales empleados en el presente trabajo.

1. FIV: Conjunto de embriones obtenidos por fecundacién in vitro, que han
sido desarrollados hasta el estadio de blastocisto en un medio de cultivo
convencional (KSOM). N=96.

2. FIVEGF: Embriones obtenidos por fecundacion in vitro, que han sido
desarrollados hasta el estadio de blastocisto en un medio de cultivo
enriquecido (KSOM+EGF(s,g/m). N=25.

3. FIVEGF2C: Embriones obtenidos por fecundacion in vitro, que han sido
desarrollados hasta el estadio de 2 células en un medio de cultivo
enriquecido (KSOM+EGFs5,gmj) ¥ una vez alcanzada esta fase se han
trasladado a un medio de cultivo convencional (KSOM) hasta el estadio
de blastocisto. N=23.

4. FIVAEGFMaB: Embriones obtenidos por fecundacion in vitro, que han
sido desarrollados hasta el estadio de moérula en un medio de cultivo
convencional y una vez alcanzada esta fase se han trasladado a un
medio de cultivo enriquecido (KSOM+EGFs,gm) hasta el estadio de
blastocisto. N=24.

5. FIVAOHE2: Embriones obtenidos por fecundacion in vitro, que han sido
desarrollados hasta el estadio de blastocisto en un medio de cultivo
enriquecido (KSOM+40HE21,g/mij). N=25.
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6. FIVAOHE22C: Embriones obtenidos por fecundacion in vitro, que han
sido desarrollados hasta el estadio de 2 células en un medio de cultivo
enriquecido (KSOM+40HEZ2}1,¢/mj) Y una vez alcanzada esta fase se han
trasladado a un medio de cultivo convencional (KSOM) hasta el estadio
de blastocisto. N=39.

7. FIVAOHE2MaB: Embriones obtenidos por fecundacién in vitro, que han
sido desarrollados hasta el estadio de moérula en un medio de cultivo
convencional y una vez alcanzada esta fase se han trasladado a un
medio de cultivo enriquecido (KSOM+40HEZ2}1,4m;) hasta el estadio de
blastocisto. N=77.

8. FIVAOHE22HB: Blastocistos obtenidos por fecundacion in vitro, que han
sido desarrollados completamente en un medio de cultivo convencional y
se han cultivado durante 2h en un medio de cultivo enriquecido
(KSOM+40HE2(1,g/myp). N=28.

9. FIVP4MaB: Embriones obtenidos por fecundacion in vitro, que han sido
desarrollados hasta el estadio de morula en un medio de cultivo
convencional y una vez alcanzada esta fase se han trasladado a un
medio de cultivo enriquecido (KSOM+P41,9m;) hasta el estadio de
blastocisto. N=56.

10.FIVE2MaB: Embriones obtenidos por fecundacién in vitro, que han sido
desarrollados hasta el estadio de moérula en un medio de cultivo
convencional y una vez alcanzada esta fase se han trasladado a un
medio de cultivo enriquecido (KSOM+E2;1,ym;) hasta el estadio de
blastocisto. N=30.
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11.1U: Embriones desarrollados hasta el estadio de blastocisto en

condiciones fisioldgicas (In Utero). N=127.

12.IlUMaB: Embriones desarrollados hasta el estadio de moérula
compactada en condiciones fisioldgicas y cultivadas en KSOM hasta el

estadio de Blastocisto. N=32.

13.IUEGFMaB: Embriones desarrollados hasta el estadio de moérula en
condiciones fisioldgicas (In Utero). convencional y una vez alcanzada
esta fase se han trasladado a un medio de cultivo enriquecido
(KSOM+EGF5,4mij) hasta el estadio de blastocisto. N=22.

14.lU40HE2MaB: Embriones desarrollados hasta el estadio de morula en
condiciones fisioldgicas (In Utero). convencional y una vez alcanzada
esta fase se han trasladado a un medio de cultivo enriquecido
(KSOM+40HEZ2;1,¢/mi) hasta el estadio de blastocisto. N=20.

46

——
| —



MATERIALES Y METODOS

3.14. Analisis estadistico

Para analizar el efecto de los diferentes tratamientos, se realizé en primer lugar
una prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnof, para cada uno de los ensayos
realizados. Una vez comprobada la distribucion de los datos a analizar, se
realizaron pruebas paramétricas de comparacion de media (ANOVA) con un
analisis de los grupos experimentales dos a dos (Tukey) en aquellos ensayos
cuyos datos se distribuian de forma normal, como es el caso de las pruebas de
implantacion, el N° de células, la incidencia de muerte celular y las medidas de

calcio.

Para aquellos ensayos en los que los datos se distribuian de forma no normal
(union a EGF488, metabolismo, Tamano del embrion y grosor de la zona
pelucida) se utilizaron pruebas no paramétricas (Mann-Whitney-Wilcoxon) para

determinar la efectividad de los diferentes tratamientos.

Por ultimo, para determinar la posible relacidén entre algunos de los parametros
definidos (grosor de la zona pelucida / tamafio del embrion) o (potencial de
uniéon a EGF488 / tamafo del embridn), se calcul6 el Coeficiente de Correlaciéon

de Pearson.

Los valores de p<0,05 (marcados con un asterisco en los graficos de barras) se
tomaron como estadisticamente significativos y p<0,001 (marcados con dos

asteriscos en los graficos de barras) como altamente significativos.

El software utilizado en el analisis estadistico fue el SPSS Statistics 17.0.
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MATERIALES Y METODOS

3.15. Medios de cultivo y reactivos.

Compuesto Referencia Casa comercial
Flushing medium (FM) 10840060A MediCult
EmbryoMaxg Human Tubal Fluid (HTF) MR-170-D Millipore Iberica S.A.U.
EmbryoMax™ KSOM powdered mouse ) ) . .
embryo culture medium (KSOM) MR-020P-5F | Millipore Iberica S.A.U.
Universal Transfer Medium (UTM) 10520010A MediCult
Aceite mineral (M.O.) M8410-1L Sigma Chemical Co
17B-estradiol (E,) E8875-1G Sigma Chemical Co
4-Hydroxyestradiol (4OHE?2) H4637-5MG Sigma Chemical Co
Epidermal Growing Factor (EGF), E-3478 Molecular Probes,
fluoresceina Eugene, OR, USA
, . Molecular Probes,

Epidermal Growing Factor (EGF) E-3476 Eugene, OR, USA
Gonadotropina coridnica equina (eCG) G4877-10001U Sigma Chemical Co
Gonadotropina coriénica humana (hCG) C1063-1VI Sigma Chemical Co
Paraformaldehido (PFA) 141451 PANREAC
Hydrochloric acid (HCL) ACO0741 SCHARLAU
4' 6-Diamidino-2-phenylindole . .
dihydrochloride (DAPI) D9542 Sigma Chemical Co
Phosphate Buffered Saline (PBS) P-4417 Sigma Chemical Co
TRITON X-100 789704 Sigma Chemical Co
Phosphate Buffered Saline 0,05 Tween20 P.3813 Sigma Chemical Co
(PBSTween) - i
5-Bromo-2.-deo.xy-urldlne (BrdU) Labelling 11296736001 Roche®
and Detection kit |
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein
(TUNEL) 11684795910 Roche®
RQ1 RNase-Free DNase (Dnasa) M610C PROMEGA
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s . .
Nutrient Mixture F12 (DMEN) D6546, Sigma Chemical Co
Fetal Bovine Serum (FBS) DE14-801F LONZA
Antibiético/Antimicético A5955 SIGMA
L.Glutamina BE17-605E LONZA
SupraSperm®100 1092 MediCult
Progesterone (P4) P3972 Sigma Chemical Co
AlamarBlue™ (AB) DAL1025 BIOSOURCE
Albumin from bovine serum (BSA) A7030 Sigma Chemical Co
ErbB-4 (C-18) Sc-283 santa Cruz

Biotechnology
ErbB-4 (C-18)-P Sc-283-P Santa Cruz

Biotechnology
IgG antibody labeled with Alexa-Fluor 488 A21206 Invitrogen

[ )
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4. RESULTADOS

4.1. Expresion de los receptores de EGF (ErbB4)

En el presente trabajo se ha realizado un analisis detallado de la localizacién
de los receptores de EGF (ErbB4) tanto en embriones preimplantacionales
como en oocitos en distintas fases de maduracion. Se pretende con este
estudio aportar informacién adicional sobre la secuencia espacio-temporal de
expresion de este receptor y su relacion, no solo con la implantacidén, sino

también con otros procesos del desarrollo embrionario.
4.1.1. Inmuno localizaciéon de ErbB4 durante la maduracién de los oocitos

La inmunolocalizaciéon de ErbB4 muestra una distribuciéon uniforme por la
superficie de oocito a lo largo de todo el periodo de maduracion. También se
revela la expresion de ErbB4 de manera uniforme, una vez se ha producido la

fecundacion en los zigotos recién formados.
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RESULTADOS

Figura 1. Inmunolocalizacion de EGFR (ErbB4) a través de las diferentes
fases madurativas del oocito y zigoto: Vesicula germinal (A), Metafase | (B),
Metafase Il (C), Pronucleos (D). Control negativo, Metafase Il Embriones
previamente cultivados con el péptido de bloqueo especifico (sc-283P) (E) y

Control positivo, Blastocisto expandido (F).

Inmunolocalizacion de ErbB4 Durante
la Gametogénesis y Fecundacion

Luz transmitida

5 E
Co-tincion DAPI-ErbB4

f“
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RESULTADOS

4.1.2. Inmuno localizacion de ErbB4 durante el desarrollo embrionario
preimplantacional.

Utilizando la misma técnica, se ha podido comprobar que el receptor de EGF
(ErbB4) aparece uniformemente distribuido por toda la superficie embrionaria y
a lo largo de todas las etapas de desarrollo preimplantacional. La expresion de
los receptores se increment6 una vez alcanzado el estadio de moérula y hasta el

final del desarrollo.

Por lo tanto, a nivel del receptor, no parece haber diferencias en la expresion a
lo largo del desarrollo, lo que sugiere que el papel de estos receptores esta

regulado por mecanismos adicionales a su expresion.
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RESULTADOS

Figura 2. Inmunolocalizacién del receptor de membrana EGFR (ErbB4). (DIA
1) Embrién de 2 células, (DIA 2) Embrion de 4 células, (DIA 3) Embrién de 8-
16 células, (DIA 4) Blastocisto, (DIA 5) blastocisto expandido y (CTRL) Control
(Embriones previamente cultivados con el péptido de bloqueo especifico (sc-

283P)). Localizacion de los nucleos con DAPI (Azul).

Inmunolocalizacion de ErbB4 Durante
el Desarrollo Embrionario

Luz transmitida

Co-tincién DAPI-ErbB4
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RESULTADOS

4.2. Evaluacion del potencial de union a EGF488 en ovocitos y
embriones.

4.2.1. Unidon de EGF durante la maduraciéon oocitaria.

Los resultados obtenidos mediante los ensayos de union a EGF488, ponen de
manifiesto que los oocitos en fases previas a la fecundacion no son capaces de
unir EGF.

En el momento de la fecundacién puede apreciarse un drastico incremento en
la unién a EGF hasta un valor promedio de 20,2 unidades arbitrarias en escala
de 0-255. El marcaje se hace de forma netamente polarizada y orientada hacia

el lugar donde se dispone el material genético.

Desde el momento en que se produce la formacion de los pronucleos, el
EGF488 se adhiere a la superficie del embrién formando pequefios parches,

distribuidos uniformemente por toda la membrana.
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RESULTADOS

Figura 3. Ensayo de sensibilidad al EGF (verde) en las diferentes fases de
maduracion oocitaria y fecundacion. (VG) vesicula germinal, (MIl) metafase 1,
(MIl) metafase 2, (MIIF) metafase 2 tras fecundacion in vitro, (PN) fase de
aproximacion de los pronucleos. Localizacion del ADN mediante tincidon DAPI
(Azul).

Potencial de Unién a EGF Segun el Grado de
Maduracién Gamética (Apertura de la ventana de
sensibilidad frente al EGF)

25,00

20,007

15,00

UNION A EGF488

10,007

5,00

0,00

MIIF

ESTADIO DE DESARROLLO

UNION DE EGF DURANTE LA MADURACION DEL OOCITO Y FECUNDACION

Grupo VG MI Ml MIl; PN
Promedio 1,3 10,6 0,710,2 0,90,4 20,242,4 5,92,0
Max-Min 1,9-0,7 0,9-0,5 1,4-0,6 22,5-17,8 8,0-3,9
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RESULTADOS

4.2.2. Union de EGF488 durante el desarrollo preimplantacional de
embriones obtenidos por fecundacion in vitro.

La distribucidon parcheada que presenta el EGF488 adherido a la superficie
embrionaria, continua durante los primeros estadios de desarrollo
preimplantacional, aunque su distribucién se hace menos patente y uniforme en

estadios mas avanzados.

El potencial de uniéon de EGF que presenta el embridn desaparece durante el

estadio de moérula compactada.

Existe un cambio brusco en la sensibilidad frente al EGF una vez alcanzado el
estadio de blastocisto, momento en que se alcanzan los valores maximos de

sensibilidad.
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RESULTADOS

Figura 4. Ensayo de sensibilidad frente al EGF durante el desarrollo embrionario
preimplantacional. (Dia 1) Embriones de 2-4 células, (Dia 2) Embriones de 8-16

células, (Dia 3) Mdrula-Mérula compactada y (Dia 4) Estadio de blastocisto.

Potencial de Union a EGF Segun la Fase del Desarrollo
Embrionario Preimplantacional
30 D0 —_—
3
& 2000
[}
[19]
<
=
©
=
2
10 0
0,00
Di& 2
ESTADIO DEDESARROLLQ
UNION A EGF DURANTE EL DESARROLLO PREIMPLANTACIONAL
Grupo Dia1l Dia2 Dia3 Dia4
Promedio 3,0 0,8 3,1%0,5 1,9£0,5 21,2+9,2
Max-Min 3,8-2,2 3,6-2,6 2,314 4,3-5-5
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4.2.3. Unién de EGF488 en el blastocisto, segun el origen del embrion (FIV
vs IU).

Tras un periodo de 120 minutos de cultivo en un medio enriquecido con
EGF488, la cantidad de EGF unida a la superficie embrionaria en el caso de los
blastocistos obtenidos en condiciones fisioldgicas, es netamente superior al de

los embriones obtenidos por fecundacion in vitro.

El aumento de sensibilidad presentado por los embriones obtenidos en
condiciones fisiologicas (promedio de union a EGF488= 50,2/255), es
estadisticamente significativo (p<0,001), respecto a los embriones obtenidos
por FIV (promedio de union a EGF488= 21,2/255).
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Figura 5. Ensayo de sensibilidad frente al EGF, tras un periodo de exposicion
de 120min en un medio de cultivo complementado con EGF488 [5ug/ml]. (A)
Embriones Control, fijados 10min en PFA4% antes de su exposicion al
EGF488, (B) Embriones obtenidos por fecundacién in vitro y (C) embriones

obtenidos directamente del GUtero materno.

Diferencias en el potencial de union a EGF
segun el origen del embrién (FIV vs 1U).

Luz transmitida

Ctrl FIV IV

EGF488
cl FIV U
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RESULTADOS

Figura 6. Diferencias en la sensibilidad frente al EGF. (FIV) Conjunto de
embriones obtenidos por fecundacion in vitro (promedio de union a EGF488=
21,2/255), (IU) grupo de embriones obtenidos en estadio de blastocisto
directamente del utero materno (promedio de union al EGF= 50,2/255). Los datos
han sido analizados estadisticamente utilizando la prueba Mann-Whitney-

Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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Diferencias en el potencial de uniéon a EGF segun el origen

del embrién (FIV vs IU)

UNION A EGF488

80,00

60,007

40,00

20,00

*%

0,00

FIv U
TRATAMIENTO

UNION A EGF (FIV Vs 1U)

Grupo FIV U
Promedio 21,2+9,2 50,2,3+20,6°
Max-Min 54,3-5,5 109,9-16,1

4 p<0,001
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RESULTADOS

4.3. Dinamica de union a EGF488 en embriones tratados con
EGF

4.3.1. Ensayo de union a EGF488: Efectos del EGF sobre los embriones

desarrollados en condiciones fisiolégicas.

La extraccion de los embriones desarrollados In Utero antes de finalizar el
desarrollo preimplantacional (estadio de morula), resulta en una reduccion de

su capacidad de union a EGF488.

Tras 120 min. de exposicion, los embriones extraidos en estadio de morula y
crecidos durante la ultima etapa de desarrollo preimplantacional, en un medio
de cultivo convencional (promedio de unién a EGF488=38,8/255), sufren una
disminucién significativa del potencial de union a EGF488 (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p<0,05), respecto al conjunto de los embriones desarrollados
completamente en condiciones fisioldgicas (promedio de unién a EGF488=
50,2/255).

No obstante, 24h de cultivo en un medio enriquecido con EGF provoca una

recuperacion casi completa de su potencial de unién a EGF488.

Bajo las mismas condiciones de exposicion, los embriones que han sido
desarrollados in utero hasta el estadio de morula, y cultivados en un medio
enriquecido con EGF durante su ultima etapa de desarrollo preimplantacional
(promedio de union a EGF488= 48,4/255), no experimentan un cambio
significativo en su capacidad de union a EGF (Mann-Whitney-Wilcoxon:
p=0,953).
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Figura 7. Ensayo de union a EGF488, para embriones desarrollados en
condiciones fisiolégicas, tras un periodo de exposicion de 120min en un medio
de cultivo complementado con EGF488 [5ug/ml]. (A) Embriones Control, fijados
10min en PFA4% antes de su exposicion al EGF488, (B) Embriones
desarrollados completamente In Utero, (C) Embriones desarrollados In Utero
hasta el estadio de moérula y cultivados en un medio convencional hasta
blastocisto, (D) Embriones desarrollados In Utero hasta el estadio de mérula y

cultivados en un medio convencional enriquecido con EGF [5ug/ml] hasta

hlastacistn

Ensayo de Union a EGF488
(Efectos del EGF sobre embriones desarrollados en
condiciones fisiolégicas)

Luz transmitida
Ctrl 19} IUMaB IUEGFMaB

e

EGF488

IUEGFMaB




RESULTADOS

Figura 8. Diferencias en la sensibilidad frente al EGF. (IU) Conjunto de embriones
desarrollados completamente In Utero, (promedio de unién a EGF488= 50,2/255),
(IUMaB) conjunto de embriones desarrollados hasta morula In Utero y cultivados
en medio convencional hasta el estadio de Blastocisto (promedio de union al
EGF= 38,8/255), (IUEGFMaB) conjunto de embriones desarrollados hasta mérula
In Utero vy cultivados en medio enriquecido hasta el estadio de Blastocisto
(promedio de unién al EGF= 48,4/255).

Los datos han sido analizados estadisticamente utilizando la prueba Mann-

Whitney-Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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Ensayo de Unién a EGF488

(Efectos del EGF sobre embriones desarrollados en

condiciones fisiolégicas)

UNION A EGF488

80,00

60,007

40,00

20,00

I IUMaB IUEGFWaB
TRATAMIENTO

EFECTOS DEL EGF
EMBRIOMES DESARROLLADOS IN UTERO

Grupo 1 IUMaB IVUEGFMaB

Promedio 50,2+20,6 38,8+14,9% 48,4+121°

MMax-Min 182,7-16,1 65,1-14,4 77,6-224
4 p<0,05 ®p=0,953
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4.3.2. Ensayo de unidon a EGF488: Efectos del EGF sobre los embriones

obtenidos por Fecundacién In Vitro.

El desarrollo completo de los embriones obtenidos por fecundacién in vitro, en
un medio de cultivo enriquecido con EGF, resulta en un incremento de su
capacidad de uniéon a EGF488.

Sin embargo la efectividad del tratamiento difiere en funcion del momento del
desarrollo en que los embriones son expuestos al EGF. Mientras que el cultivo
enriquecido de los embriones durante los ultimos estadios de desarrollo,
resultan en un aumento del potencial de unién a EGF488. Los embriones
cultivados exclusivamente durante los primeros estadios de desarrollo, no
experimentan un cambio notable en su potencial de union a EGF488, respecto

a los controles.

Tras 120 min. de exposicion, la sensibilidad de los embriones desarrollados
completamente en un medio enriquecido con EGF (promedio de unién a
EGF488=33,3/255) se incrementa de forma altamente significativa (Mann-
Whitney-Wilcoxon: p<0,001), respecto al conjunto de los embriones
desarrollados en un medio no enriquecido (promedio de union a EGF488=
21,2/255). Bajo las mismas condiciones de exposicion, los embriones
desarrollados in vitro, que han sido expuestos a un cultivo enriquecido con EGF
durante los primeros estadios de desarrollo preimplantacional (promedio de
unién a EGF488= 22,1/255), no experimentan un cambio significativo en su

capacidad de union a EGF (Mann-Whitney-Wilcoxon: p=0,549).

Sin embargo los embriones desarrollados in vitro, que han sido expuestos a un
cultivo enriquecido con EGF durante los ultimos estadios de desarrollo
preimplantacional (promedio de unibn a EGF488= 35,4/255), sufren un
incremento significativo en su capacidad de union a EGF (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p<0,001).

Por otra parte, los grupos experimentales expuestos al EGF durante las ultimas
etapas de desarrollo, presentaron tasas de supervivencia muy por debajo de
los embriones desarrollados completamente en un medio de cultivo

convencional.
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Figura 9. Ensayo de union a EGF488, para embriones obtenidos por
fecundacion in vitro, tras un periodo de exposicion de 120min en un medio de
cultivo complementado con EGF488 [5ug/ml]. (A) Embriones Control, fijados
10min en PFA4% antes de su exposicion al EGF488, (B) Embriones
desarrollados en un medio no enriquecido, (C) Embriones cultivados durante
todo su desarrollo en un medio de cultivo enriquecido con EGF [Sug/ml], (D)
embriones cultivados en medio enriquecido exclusivamente hasta el estadio
de 2 cel. y (E) embriones cultivados en un medio enriquecido durante los

ultimos estadios de desarrollo.

Ensayo de Uniéon a EGF488
(Efectos del EGF sobre embriones obtenidos por FIV)

Luz transmitida
Ctrl FIV FIVEGF FIVEGF2C FIVEGFMaB

FIVEGF2C FIVEGFMaB
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Figura 10. Diferencias en la sensibilidad frente al EGF. (FIV) Conjunto de
embriones obtenidos por fecundacién in vitro, desarrollados en un medio
convencional no enriquecido (promedio de union a EGF488= 21,2/255), (FIVEGF)
conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido a lo largo de todo su
desarrollo preimplantacional (promedio de unién al EGF= 33,3/255). (FIVEGF2C)
conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido exclusivamente hasta el
estadio de 2 cel (promedio de union al EGF= 22,1/255).

(FIVEGFMaB) conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido
exclusivamente al final de su desarrollo preimplantacional (promedio de unién al
EGF= 33,3/255). Los datos han sido analizados estadisticamente utilizando la

prueba Mann-Whitney-Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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Ensayo de Unién a EGF488

(Efectos del EGF sobre embriones obtenidos por FIV)

UNION A EGF488

50,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Fiv FIVEGF FIVEGF2C FIVEGFMGB
TRATAMIENTO

EFECTOS DEL EGF
EMBRIOMES DESARROLLADOS IN VITRO

Grupo
Promedio
Max-Min

FIV FIVEGF FIVEGF2C FIVEGFMaB

21,249,2 33,3212,3* 22,148 5° 35,4+12,5¢

54,3-5,5 52,4-18,1 35,9-11,9 64,6-17,4
4 p<0,001 Bp=0,549 ¢ p<0,001
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RESULTADOS

4.4. Dinamica de union a EGF488 en embriones tratados con
40HE2

441. Ensayo de union a EGF488: Efectos del 4OHE2 sobre los

embriones desarrollados previamente In Vivo.

La extraccion de los embriones desarrollados In Utero antes de finalizar el
desarrollo preimplantacional (estadio de morula), resulta en una reduccion de

su capacidad de union a EGF488.

No obstante, 24h de cultivo en un medio enriquecido con 40OHE2 produce una

recuperacion notable de su potencial de union a EGF488.

Tras 120 min. de exposicion, los embriones extraidos en estadio de morula y
crecidos durante la ultima etapa de desarrollo preimplantacional, en un medio
de cultivo convencional (promedio de unién a EGF488=38,8/255), sufren una
disminucién significativa del potencial de union a EGF488 (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p<0,05), respecto al conjunto de los embriones desarrollados
completamente en condiciones fisiolégicas (promedio de unién a EGF488=
50,2/255).

Bajo las mismas condiciones de exposicion, los embriones que han sido
desarrollados in utero hasta el estadio de morula, y cultivados en un medio
enriquecido con 40HE2 durante su Ultima etapa de desarrollo
preimplantacional (promedio de union a EGF488= 42,6/255), recuperan su
capacidad de unién a EGF hasta valores estadisticamente iguales al grupo
desarrollado completamente en condiciones fisiologicas (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p=0,107).
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Figura 11. Ensayo de union a EGF488, para embriones desarrollados en
condiciones fisiolégicas, tras un periodo de exposicion de 120min en un medio
de cultivo complementado con EGF488 [5ug/ml]. (A) Embriones Control, fijados
10min en PFA4% antes de su exposicion al EGF488, (B) Embriones
desarrollados completamente In Utero, (C) Embriones desarrollados In Utero
hasta el estadio de moérula y cultivados en un medio convencional hasta
blastocisto, (D) Embriones desarrollados In Utero hasta el estadio de mérula y

cultivados en un medio enriquecido con 40HE2 [1ug/ml] hasta blastocisto.

Ensayo de Unién a EGF488
(Efectos del 4OHE2 sobre embriones desarrollados en
condiciones fisiolégicas)

Luz transmitida
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Figura 12. Diferencias en la sensibilidad frente al EGF. (IlU) Conjunto de
embriones desarrollados completamente In Utero, (promedio de unién a EGF488=
50,2/255), (IUMaB) conjunto de embriones desarrollados hasta morula In Utero y
cultivados en medio convencional hasta el estadio de Blastocisto (promedio de
unién al EGF= 38,8/255), (IlU4OHE2MaB) conjunto de embriones desarrollados
hasta mérula In Utero vy cultivados en medio enriquecido con 40HE2 hasta el
estadio de Blastocisto (promedio de union al EGF= 42,6/255).

Los datos han sido analizados estadisticamente utilizando la prueba Mann-

Whitney-Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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Ensayo de Union a EGF488

(Efectos del 4OHE2 sobre embriones desarrollados en

condiciones fisiolégicas)

UNION A EGF488

50,00

50,001

40,00

20,00

U IUMaB U4OHE2NaB
TRATAMIENTO

EFECTOS DEL 4-0OH-E2
EMBRIONES DESAROLLADOS IN UTERO

Grupo U IUMaB IUAOHE2MaB
Promedio 50,2+20,6 38,8+14,3" 42,6%10,8°
Max-Min 182,7-16,1 65,1-14,4 65,5-26,7

4 p=0,05 Bp=0,107
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4.4.2. Ensayo de unién a EGF488: Efectos del 4OHE2 sobre los embriones

obtenidos por fecundacién In Vitro.

El cultivo de los embriones obtenidos por fecundacién in vitro, desde los
primeros estadios de desarrollo en un medio enriquecido con 40HE2, resulta
en el bloqueo del desarrollo en estadio de 2 células. Ademas, cuando el cultivo
en medio enriquecido se lleva a cabo exclusivamente hasta el estadio de 2
células, los embriones sufren un retraso en su desarrollo de unas 24h.,
viéndose seriamente afectada su capacidad final de unién frente al EGF y su

supervivencia.

Sin embargo, el cultivo enriquecido de los embriones exclusivamente durante
sus ultimos estadios de desarrollo resulta en un aumento notable de su
capacidad de unién a EGF488.

Tras 120 min. de exposicion, los embriones desarrollados in vitro, que han sido
expuestos a un cultivo enriquecido con 40HE2 durante los primeros estadios
de desarrollo preimplantacional (promedio de unién a EGF488= 18,9/255),
experimentan un reduccion significativa en cuanto a su capacidad de union a
EGF (Mann-Whitney-Wilcoxon: p<0,05), respecto al conjunto de embriones
desarrollados completamente en un medio de cultivo convencional (promedio
de unién a EGF488= 21,2/255).

No obstante, los embriones desarrollados in vitro, que han sido expuestos a un
cultivo enriquecido con 40HE2 durante los ultimos estadios de desarrollo
preimplantacional (promedio de unién a EGF488= 26,51/255), sufren un
incremento significativo en su capacidad de union a EGF (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p<0,001) respecto al conjunto de los embriones desarrollados en un
medio de cultivo convencional. Dicho incremento sin embargo no consigue
restablecer los valores mostrados por los embriones obtenidos en condiciones

fisiolégicas (promedio de unién al EGF= 50,2/255).
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Figura 13. Ensayo de unién a EGF488, para embriones obtenidos por
fecundacion in vitro, tras un periodo de exposicion de 120min en un medio de
cultivo complementado con EGF488 [5ug/ml]. (A) Embriones Control, fijados
10min en PFA4% antes de su exposicion al EGF488, (B) Embriones
desarrollados en un medio no enriquecido, (C) Embriones cultivados hasta 2
células en un medio de cultivo enriquecido con 40HE2 [1ug/ml], (D) embriones

cultivados en un medio enriquecido durante los ultimos estadios de desarrollo.

Ensayo de Unién a EGF488
(Efectos del 4OHE2 sobre embriones obtenidos por FIV)

Luz transmitida

Citrl FIV FIV440HE22C FIV4OHE2MaB

EGF488
Ctrl FIV FIVAOHE22C FIVAOHE2MaB




RESULTADOS

Figura 14. Diferencias en la sensibilidad frente al EGF. (FIV) Conjunto de
embriones obtenidos por fecundacion in vitro, desarrollados en un medio
convencional no enriquecido (promedio de union a EGF488= 21,2/255),
(FIV4AOHE2) conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido a lo largo de
todo su desarrollo preimplantacional (bloqueados en 2 células). (FIVAOHE22C)
conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido exclusivamente hasta el
estadio de 2 cel (promedio de unién al EGF= 18,9/255).

(FIV4AOHE2MaB) conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido
exclusivamente al final de su desarrollo preimplantacional (promedio de union al
EGF= 26,5/255). Los datos han sido analizados estadisticamente utilizando la

prueba Mann-Whitney-Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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RESULTADOS

Ensayo de Unién a EGF488

(Efectos del 4OHE2 sobre embriones obtenidos por FIV)

UNION A EGF488

50,00

50,00

40,007

30,00

20,00

10,00

0,00 T T T T
Fl FIvV4OHEZ FIV4OHE22C FIV4OHEZMaB
TRATAMIENTO
EFECTOS DEL 40HEZ2
EMBRIONES DESARROLLADOS IN VITRO
Grupo FIV FIVAOHE2 FIVAOHE22C FIVAOHE2ZMaB
Promedio 21,2+9,2 BLOQUEADOS 18,9+10,6 26,5+9,1°
Max-Min 54,3-5,5 BLOQUEADOS 50,8-9,9 50,2-10,6
4 p<0,05 Bp<0,001
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RESULTADOS

4.4.3. Ensayo de unién a EGF488: Efectos del 4OHE2 sobre los embriones

obtenidos por fecundacion In Vitro (2h vs 24h de cultivo).

Para comprobar si el efecto del 4OHE2 es inmediato, se realizaron ensayos de
union a EGF488 a blastocistos cultivados en un medio convencional (KSOM)
enriquecido con 40HE?2 durante un periodo de 2h. los resultados nos muestran
que para que los embriones cultivados en un medio enriquecido con 40HE2
experimenten un incremento notable en su sensibilidad frente al EGF, en
necesario que el cultivo se prolongue durante 24h. El cultivo de los embriones
en un medio enriquecido con 40HE2 por un periodo de 2h no es suficiente para

producir efectos significativos.

Tras 120 min de exposicion, la sensibilidad de los embriones cultivados por un
periodo de 2h con 40HE2 antes del ensayo de adhesiéon (promedio de unién al
EGF= 21,5/255), no experimenta un incremento significativo (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p=0,368). Para que el aumento de sensibilidad sea estadisticamente
significativo (Mann-Whitney-Wilcoxon: p<0,001), el cultivo debe prolongarse
durante 24h (promedio de unién al EGF= 26,5/255).
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RESULTADOS

Figura 15. Embriones cultivados durante 120min en un medio de cultivo con
EGF488 [5ug/ml]: Obtenidos por FIV; (A) Controles. (B) cultivados en un medio de
cultivo original. (C) Cultivados 2h en un medio enriquecido con 40HE2 y (D)

Cultivados 24h en un medio enriquecido con 40HE2.

Ensayo de Uniéon a EGF488
(Variacion en el potencial de union a EGF ligado al
tiempo de cultivo en 40HE2)

FIV FIV4OHE22HB FIV4AOHE2MaB
— (2h de cultivo previo al EGF488) (24h de cultivo previo al EGF488)

FIVAOHE22HB FIV40OHE2MaB
(2nde culivo previo al EGFA88) (247 d8 cultvo previo al EGFA88
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RESULTADOS

Figura 16. Ensayo de sensibilidad frente al EGF. (FIV) Embriones obtenidos por
fecundacion in vitro (promedio de unién al EGF= 21,2/255), (4OHE22HB)
Embriones obtenidos por fecundacion in vitro y cultivados durante 2h en un medio
enriquecido con 40HE2 (promedio de union al EGF= 21,5/255); (FIV4AOHE2MaB)
Embriones obtenidos por fecundacién in vitro y cultivados durante 24h en un
medio enriquecido con 40HE2 (promedio de unién al EGF= 26,5/255), (IU)
Embriones obtenidos en condiciones fisiolégicas (promedio de union al EGF=
45,30/255). Los datos han sido analizados estadisticamente utilizando la prueba

Mann-Whitney-Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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RESULTADOS

Variacion en el potencial de union a EGF ligado al tiempo de

cultivo en 40HE2

50,00

50,00

2
i
(U]
17]
o
E 40,00 "
= il
: —
20,00
0,00 T T T T
FIvY FIV40OHEZ22HB FIV40OHEZMaB (W]
TRATAMIENTO
UNION A EGF (EFECTOS DEL CULTIVO CON 40HE2) (2h Vs 24h)
Grupo FIV FIVAOHE22HB FIV40OHE2MaB U
Promedio 21,2+9,2 21,5+6,5% 26,5+9,0° 50,2,3+20,6°
Max-Min 54,3-5,5 30,6-8,4 50,2-10,6 109,9-16,1
“p=0,368 ® p<0,001 ¢ p<0,001
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RESULTADOS

4.5. Dinamica de union a EGF488 en embriones tratados con E2
y P4

Para comprobar que los efectos descritos anteriormente por el 4OHE2 son
especificos y no generados por otros esteroides ovaricos, se realizaron
pruebas de union a EGF488 en un medio de cultivo convencional KSOM,
enriquecido con E2 o P4. De esta forma pudo comprobarse que dicho cultivo
no produce una alteracion apreciable en la sensibilidad de los embriones
tratados frente al EGF.

Tras 120min de exposicion, la cantidad de EGF488 unida a la superficie
embrionaria es netamente superior en el caso de los embriones obtenidos U,
respecto al resto de los grupos (promedio de unién al EGF= 50,2/255). Un
cultivo de 24h en un medio enriquecido con E2 o P4 (promedio de unién a
EGF= 22,8/255 y 21,8/255 respectivamente), no supone un aumento
estadisticamente significativo de la sensibilidad frente a EGF488 (Mann-
Whitney-Wilcoxon: p=0,091 y p=0,487 respectivamente) respecto al conjunto
de los embriones obtenidos por FIV y cultivados en un medio de cultivo

convencional (promedio de union a EGF488= 21,2/255).
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RESULTADOS

Figura 17. Ensayo de sensibilidad frente al EGF, tras un periodo de exposicién de
120min en un medio de cultivo complementado con EGF488 [Sug/ml]. (E)
Embriones obtenidos en condiciones fisiologicas, (A,B,C y D) Embriones
obtenidos por FIV. (A) Controles (Embriones fijados previamente en PFA 4%) (B)
embriones cultivados en un medio de cultivo no enriquecido (KSOM). (C)
embriones cultivados 24h en un medio enriquecido con E,. (D) embriones
cultivados 24h en un medio enriquecido con P4. y (E) Embriones obtenidos

directamente del Utero materno.

Ensayo de Unién a EGF488
(Efectos del E2 y la P4 sobre embriones obtenidos por FIV)

Ctrl FIV FIVP4MaB FIVE2MaB V]

FIVE2MaB




RESULTADOS

Figura 18. Ensayo de sensibilidad frente al EGF. (FIV) Conjunto de embriones
obtenidos por fecundacion in vitro (promedio de union a EGF488= 21,2/255); (E2)
embriones obtenidos por FIV y cultivados 24h en un medio enriquecido con E2
[5pg/ml] (promedio de unién a EGF= 22,8/255); (P4) embriones obtenidos por FIV
y cultivados 24h en un medio enriquecido con P4 [5ug/ml] (promedio de union a
EGF= 21,8/255); (IU) grupo de embriones obtenidos en estadio de blastocisto
directamente del utero materno (promedio de union al EGF= 50,2/255). Los datos
han sido analizados estadisticamente utilizando la prueba Mann-Whitney-

Wilcoxon para comprobar la efectividad del tratamiento.
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RESULTADOS

(Efectos del E2 y la P4 sobre embriones obtenidos por FIV)

Ensayo de Unién a EGF488

£0,00

50,00

40,00

30,00

UNION A EGF488

20,00

10,00

Flv FIVE2MaB FIVPAaMaB u
TRATAMIENTO

UNION A EGF (RESPUESTA ANTE EL ESTRADIOL (E2) Y PROGESTERONA( P4)

Grupo
Promedio
Max-Min

FIV FIVE2MaB  FIVP4MaB ]

21,249,0 22,8+7,5" 21,8+8,4®  45,3+13,6°

54,3-5,5 37,9-9,6 49,1-9,0 79,6-16,1
A p=0,091 B p=0,487 ¢ p<0,001
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RESULTADOS

4.6. Diferencias en el potencial de adhesion segun el origen del embrion

(FIV vs 1U).

Los embriones obtenidos directamente en condiciones fisioldgicas, muestran
un potencial de adhesion in vitro muy superior al de los embriones obtenidos
por fecundacion in vitro (88,89% vs 33,80%).

Las diferencias en el potencial de adhesion que presentan ambos grupos, son
altamente significativas (ANOVA: p<0,001) y a favor del conjunto de embriones

obtenidos directamente del utero materno.

86

——
| —



RESULTADOS

Figura 19. Ensayos de adhesion in vitro para los embriones obtenidos por
fecundacion in vitro (FIV) (33,8%) o directamente en condiciones fisiologicas (I1U)
(88,9%). Para analizar las diferencias entre grupos se ha aplicado la prueba
estadistica “ANOVA”.

Ensayo de Adhesion In Vitro
(Diferencias en el potencial de adhesion segun el origen
embrionario, FIV vs IU).

100,00

*®

80,00

0,00

40,00

PORCENTAJE DE ADHESION

20,00

FIv v
TRATAMIENTO

ENSAYOS DE ADHESION IN VITRO (FIV Vs U)

Grupo FIV v
% Adhesion 33,8 88,0%
M 71 a0

% p<0,001
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RESULTADOS

4.7. Efectos del EGF sobre el potencial de adhesidon
embrionaria.

El enriquecimiento del medio de cultivo convencional KSOM, con EGF no
produce un aumento considerable en potencial de adhesion de los embriones
tratados. El porcentaje de embriones que consiguen adherirse al cocultivo de
células endometriales, para el conjunto de los embriones obtenidos por
fecundacion in vitro y desarrollados en un medio de cultivo convencional (FIV),
o suplementado con EGF (FIVEGFMaB o FIVEGF), no superan en ningun caso
el 40% (33,8; 28,1 y 32,4% respectivamente). Por otra parte, el cultivo previo
de los embriones en un medio enriquecido con EGF (FIVEGFMaB o FIVEGF)
no supone un cambio significativo en los porcentajes de adhesién respecto a
los embriones cultivados en un medio original (p=0,570 y p=0,887

respectivamente).
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RESULTADOS

Figura 20. Ensayo de adhesién embrionaria in vitro. (FIV) embriones obtenidos
por fecundacién in vitro y desarrollados en un medio convencional no enriquecido,
(FIVEGFMaB) embriones obtenidos por fecundacién in vitro y cultivados de
morula a blastocisto en un medio enriquecido con EGF [5ug/ml], (FIVEGF)
embriones obtenidos por fecundacion in vitro y cultivados durante todo el
desarrollo preimplantacional en un medio enriquecido con EGF [5ug/ml]. Para
determinar las diferencias entre las medias se ha aplicado la prueba estadistica
“‘“ANOVA”.

Ensayo de Adhesion In Vitro
(Efectos del EGF en el potencial de adhesiéon embrionaria)

100,00

80,00

0,00

40,00

PORCENTAJE DE ADHESION

20,00

FIv FIVEGFMaB FIVEGF
TRATAMIENTO

ENSAYOS DE ADHESION IN VITRO (EFECTOS DEL EGF)

Grupo FIV FIVEGFMaB FIVEGF
% Adhesidn 33,8 28,13 32,48
N 71 32 37

A p=0,570 2 p=0,887
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RESULTADOS

4.8. Efectos del 40HE2 sobre el potencial de adhesion
embrionaria.

El cultivo de los embriones obtenidos por FIV en un medio de cultivo
enriquecido con 40HE2 (FIV4AOHE2MaB) presenta un porcentaje de adhesion
del 50,8%; dicho tratamiento supone un incremento del 50,3% respecto a los
porcentajes de adhesion in vitro que presentan los embriones cultivados en un

medio de cultivo convencional.

El cambio que se produce en el potencial de adhesion, tras un cultivo en el
medio enriquecido con 40HE2 es estadisticamente significativo (ANOVA:
p<0,01).
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RESULTADOS

Figura 21. Ensayo de adhesion in vitro para el conjunto de embriones obtenidos
por fecundacion in vitro (FIV), cultivados 24h en un medio enriquecido con 40HE?2
(FIV4OHE2MaB) u obtenidos directamente en condiciones fisioldgicas (IU). Para
determinar las diferencias entre las medias se ha aplicado la prueba estadistica
“ANOVA”.

Ensayo de Adhesion In Vitro
(Efectos del 4OHE2 en el potencial de adhesion
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g 80,00
"
1]
I
[m]
=4
g 50,00
Ll *
2
|—
=
g 40,00
1
Q
o

20,004

0,00 T T T
FIv FIV40HE2MaB L0}
TRATAMIENTO

ENSAYO DE ADHESION IN VITRO (EFECTOS DEL 40HE2)

Grupo FIV FIVAOHE2MaB U
% Adhesién 33,8 50,8% 88,98
N 71 61 90

A p=0,009 B p<0,001
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RESULTADOS

4.9. Efectos del E2 vy la P4 sobre el potencial de adhesion
embrionaria.

El enriquecimiento del medio de cultivo convencional KSOM, con E2 o P4
(Hormonas que se encuentran de forma natural, en el ambiente endocrino
uterino) no produce un aumento considerable en potencial de adhesion de los
embriones tratados. El porcentaje de embriones que consiguen adherirse al
cocultivo de células endometriales, para el conjunto de los embriones obtenidos
por fecundacion in vitro y desarrollados en un medio de cultivo convencional
(FIV), o suplementado con Progesterona (FIVP4MaB) o Estradiol (FIVE2 MaB)
no superan en ningun caso el 40% (33,8; 31,2 y 40,0% respectivamente). Por
otra parte, el cultivo previo de los embriones en un medio enriquecido con P4
no supone un aumento en los porcentajes de adhesidn respecto a los
embriones cultivados en un medio original (p=0,605). Asi mismo, el
enriquecimiento del medio de cultivo con estradiol (E2) supone un ligero
aumento en los porcentajes de adhesion respecto al grupo control, aunque el

aumento no es estadisticamente significativo (ANOVA: p=522).
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RESULTADOS

Figura 22. Ensayo de adhesién embrionaria in vitro. (FIV) embriones obtenidos
por fecundacion in vitro, (FIVP4MaB) embriones obtenidos por fecundacion in vitro
y cultivados de morula a blastocisto en un medio enriquecido con P4 [Sug/ml],
(FIVE2MaB) embriones obtenidos por fecundacioén in vitro y cultivados de mérula
a blastocisto en un medio enriquecido con E2 [5ug/ml]. Para determinar las

diferencias entre las medias se ha aplicado la prueba estadistica “ANOVA”.

Ensayo de Adhesioén In Vitro
(Efectos del E2 y la P4 en el potencial de adhesion
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FIt FIVP4MaB FIVEZMaB

TRATAMIENTO

ENSAYOS DE ADHESION IN VITRO (EFECTOS DE LA P4 Y EL E2)

Grupo FIV FIVPAMaB  FIVE2MaB
% Adhesién 33,8 31,24 40,08
N 71 32 10

4 p=0,605 B p=0,522
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RESULTADOS

4.10. Estimacion de la poblacion celular embrionaria

4.10.1. Diferencias en el N° de células segun el origen del embrion.

El ndmero de células, que por término medio, alcanzan los embriones
desarrollados en condiciones fisioldgicas (N°Céls: 109,4), supera en un 27,5%

a la media de los embriones obtenidos por fecundacion in vitro (N°Céls: 91,1).

El incremento del numero de células presentado por el conjunto de los
embriones obtenidos en condiciones fisioldgicas, respecto al grupo de
embriones obtenidos por fecundacién in vitro, es estadisticamente significativo
(ANOVA: p<0,05).
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RESULTADOS

Figura 23. Ensayo de proliferaciéon por conteo de nucleos tefiidos con DAPI, entre
embriones obtenidos por fecundacion in vitro (FIV) (N°Céls: 91,1) y en
condiciones fisiologicas (IU) (N°Céls: 109,4). Para analizar estadisticamente los

resultados se ha empleado el test ANOVA de comparacién de medias.

Ensayo de Proliferacion Celular DAPI
(Diferencias en el N° de células segun el origen del embrién)

(FIV vs IU)
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N¢ Cel.

50,00
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I oAr

TRATAMIENTO

N2 DE CELULAS INTER-GRUPQS (FIV Vs 1U)

Grupo FIV U

Promedio 91,1+14,9 109,4+21,3*

Max-Min 117-58 163-65
Ap=0,05

95

——
| —



RESULTADOS

4.10.2. Efectos del EGF sobre la poblacion celular

4.10.2.1. Embriones desarrollados en condiciones fisiologicas.

La extraccion de los embriones desarrollados In Utero antes de finalizar el
desarrollo preimplantacional (estadio de moérula), resulta en una ligera

reduccion del nimero de células alcanzado en estadio de blastocisto.

No obstante, 24h de cultivo en un medio enriquecido con EGF produce un

incremento notable en su proliferacion.

El cultivo de los embriones extraidos en estadio de moérula y crecidos durante la
ultima etapa de desarrollo preimplantacional, en un medio de cultivo
enriquecido con EGF (N°Céls: 119,2), produce un aumento no significativo en
el numero de células al final del desarrollo, respecto al conjunto de los
embriones cultivados en un medio de cultivo convencional (N°Cels: 108,8).
Dicho incremento tampoco supone un cambio significativo respecto al grupo de
embriones desarrollados completamente en condiciones fisioldgicas (N°Cels:
109,4) (ANOVA: p=0,590).
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RESULTADOS

Figura 24. Ensayo de proliferacion por conteo de nucleos tefiidos con DAPI. (IU)
Conjunto de embriones completamente desarrollados en condiciones fisiologicas
(N°Céls: 109,4); (lUMaB) conjunto de embriones extraidos en estadio de morula y
cultivados en medio convencional hasta blastocisto (N°Cels: 108,8) vy
(IUEGFMaB) conjunto de embriones extraidos en estadio de mérula y cultivados

en medio enriquecido hasta blastocisto (N°Cels: 119,24).

Ensayo de Proliferacion Celular DAPI
(Efectos del EGF sobre embriones desarrollados 1U)

200,00

150,00

N°Cel
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TRATAMIENTO
EFECTOS DEL EGF
EMBRIOMES DESARROLLADOS IV UTERO
Grupo 1] IUMaB IVUEGFMaB
Promedio 109,8+21,3 108,8+11,9* 119,2+22,1%
Max-Min 163-65 126-89 181-76
A p=0,987 ®p=0,590
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RESULTADOS

4.10.2. Efectos del EGF sobre la proliferacién celular

4.10.2.2. Embriones obtenidos por fecundacion In Vitro.

El desarrollo completo de los embriones (N°Céls: 140,62) en un medio de
cultivo enriquecido con EGF, supone un incremento del 54% en el n° de células
alcanzado por el blastocisto, respecto a los embriones cultivados en un medio
convencional (N°Céls: 91,1). Dicho incremento es altamente significativo
(ANOVA: p<0,001).

Sin embargo la exposicion de los embriones a un medio enriquecido, durante
los periodos aislados de moérula a Blastocisto (N°Céls: 109,7) o de 1 a 2
células (N°Cels: 93,8), momento en que son trasladados a un medio de cultivo
convencional, no suponen un aumento significativo en cuanto al N° de células
final alcanzado por el blastocisto (ANOVA: p=0,204 y ANOVA: p=0,998

respectivamente).
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RESULTADOS

Figura 25. Ensayo de proliferacion por conteo de nucleos tefiidos con DAPI.
Conjunto de embriones obtenidos por fecundacion in vitro, desarrollados en un
medio convencional no enriquecido (N°Céls: 91,1); (FIVEGF2C) conjunto de
embriones cultivados en medio enriquecido a lo largo de todo su desarrollo
preimplantacional (N°Céls: 140,6); (FIVEGF2C) conjunto de embriones cultivados
en medio enriquecido exclusivamente hasta el estadio de 2 cel (N°Céls: 93,8);
(FIVEGFMaB) conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido
exclusivamente al final de su desarrollo preimplantacional (N°Céls: 109,7).Para
analizar estadisticamente los resultados se ha empleado el test ANOVA de

comparacion de medias.

Ensayo de Proliferacion Celular DAPI
(Efectos del EGF sobre embriones obtenidos por FIV)
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EMBRIOMES DESARROLLADOS IN VITRO

Grupo FIV FIVEGF FIVEGF2C FIVEGFMaB
Promedio 91,1+14,9 140,6+26,6" 93,8+23,2° 109,7+18,4°
Max-Min 117-58 181-95 150-55 138-80

4 p<0,001 Bp=0,998 Cp=0,204
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RESULTADOS

4.10.3. Efectos del 4OHE2 sobre la poblacion celular

4.10.3.1. Embriones obtenidos en condiciones fisioldgicas.

La extraccion de los embriones desarrollados In Utero antes de finalizar el
desarrollo preimplantacional (estadio de moérula), resulta en una ligera

reduccion del nimero de células alcanzado en estadio de blastocisto.

No obstante, 24h de cultivo en un medio enriquecido con 40HE2 produce un

incremento notable en su proliferacion.

El cultivo de los embriones extraidos en estadio de moérula y crecidos durante la
ultima etapa de desarrollo preimplantacional, en un medio de cultivo
enriquecido con 40HE2 (N°Céls: 137,6), produce un aumento altamente
significativo en el numero de células al final del desarrollo, respecto al conjunto
de los embriones cultivados en un medio de cultivo convencional (N°Cels:
108,8). Dicho incremento supone también un cambio significativo respecto al
conjunto de embriones desarrollados completamente en condiciones
fisiolégicas (N°Cels: 109,4) (ANOVA: p<0,001).
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RESULTADOS

Figura 26. Ensayo de proliferacion por conteo de nucleos tefiidos con DAPI. (IU)
Conjunto de embriones completamente desarrollados en condiciones fisioldgicas
(N°Céls: 109,4); (lUMaB) conjunto de embriones extraidos en estadio de mérula y
cultivados en medio convencional (N°Cels:

(IU4OHE2MaB) conjunto de embriones extraidos en estadio de morula y

hasta blastocisto

cultivados en medio enriquecido hasta blastocisto (N°Cels: 137,6).

Ensayo de Proliferacion Celular DAPI

(Efectos del 4OHE2 sobre embriones desarrollados In Utero)
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Promedio 109,8+21,3  108,8£11,%*  137,6+26,1°
Max-Min 163-65 126-89 178-105
4 p=0,987 Ep<0,001
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RESULTADOS

4.10.3. Efectos del 4OHE2 sobre la proliferacion celular

4.10.3.2. Embriones obtenidos por fecundacion In Vitro.

El cultivo de los embriones obtenidos por fecundacién in vitro, desde los
primeros estadios de desarrollo en un medio enriquecido con 40HE2, resulta
en el bloqueo del desarrollo en estadio de 2 células.

Por otra parte, la exposicién de los embriones a un medio enriquecido, durante
los periodos aislados de morula a Blastocisto (N°Céls: 97,8) o de 1 a 2 células
(N°Cels: 77,2), momento en que son trasladados a un medio de cultivo
convencional, no suponen una alteracién significativa en cuanto al N° de
células final alcanzado por el blastocisto, respecto al conjunto de embriones
cultivados en un medio convencional no enriquecido (ANOVA: p=0,979 y
ANOVA: p=0,171 respectivamente).

El ligero incremento que experimentan los embriones expuestos al 4OHE2
durante su ultima etapa de desarrollo preimplantacional, no es suficiente para
igualar el N° de células alcanzado en condiciones fisioldgicas (N°Cels: 109,4).
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RESULTADOS

Figura 27. Ensayo de proliferacion por conteo de nucleos tefiidos con DAPI.
Conjunto de embriones obtenidos por fecundacién in vitro, desarrollados en un
medio convencional no enriquecido (N°Céls: 91,1); (FIVAOHE2) conjunto de
embriones cultivados en medio enriquecido a lo largo de todo su desarrollo
preimplantacional (Bloqueados en 2C.); (FIV4AOHE22C) conjunto de embriones
cultivados en medio enriquecido exclusivamente hasta el estadio de 2 cel (N°Céls:
77,2); (FIVAOHE2MaB) conjunto de embriones cultivados en medio enriquecido
exclusivamente al final de su desarrollo preimplantacional (N°Céls: 97,81).Para
analizar estadisticamente los resultados se ha empleado el test ANOVA de

comparacion de medias.

Ensayo de Proliferacion Celular DAPI
(Efectos del 4OHE2 sobre embriones obtenidos por FIV)
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N° Cel.

100,00 | =T
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I
Flv FIv40HE2 FIVAOHE22C FIVAOHE2MaB
TRATAMIENTO

EFECTOS DEL 40HE2
MBRIONES DESARROLLADOS IN VITRO

Grupo FIV FIVAOHE2  FIVAOHE22C FIVAOHE2MaB
Promedio 91,1+14,9 BLOQUEADOS 77,2423 4% 97,8+17,8°
Max-Min 117-58 BLOQUEADOS 26-89 26-58
4n=0,171 8 p=0,979
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RESULTADOS

4.11. Incidencia de muerte celular por apoptosis.

4.11.1. Diferencias segun el origen del embrion.

El conjunto de los embriones obtenidos por FIV (%TUNEL: 4,8), muestra un
porcentaje de células apoptoticas muy superior al presentado por los

embriones desarrollados en condiciones fisiologicas (% TUNEL: 1,2).

El aumento de la muerte celular presentada por los embriones de FIV es

estadisticamente significativa (ANOVA: p<0,01).
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RESULTADOS

Figura 28. Ensayo de muerte celular por TUNEL a embriones obtenidos por
fecundacion in vitro y desarrollados en un medio de cultivo convencional (FIV)
(%TUNEL: 4,8%). U obtenidos directamente del utero materno (%TUNEL: 1,2).

Analisis estadistico de los resultados mediante ANOVA.

Diferencias en el % de muerte celular segun el origen del
embrién (FIV vs IU)
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TRATAMIENTO

% MUERTE CELULAR (FIV&IU)

Grupo FIV U

Promedio 4,3+4.8 1,2+1,9*

Max-Min 14,70-0 8,50-0
4 p=0,005
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RESULTADOS

4.11. Incidencia de muerte celular por apoptosis.

4.11.2. Efectos del tiempo de cultivo.

El porcentaje de muerte celular que presentan los Blastocistos obtenidos en
condiciones fisioldgicas, alcanzan los valores de los embriones obtenidos por
FIV con tan solo 18h de cultivo (IU: 1,2%; 6H IVC: 4,4% y 18H IVC: 4,8%).
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RESULTADOS

Figura 29. Efectos del cultivo in vitro para un conjunto de embriones obtenidos en
condiciones fisiologicas. (IlU) Embriones sin cultivo (% TUNEL: 1,2%), (6HIVC)
embriones cultivados 6h en un medio de cultivo convencional (% TUNEL: 4,4%) y
(18HIVC) embriones cultivados durante 18 en un medio de cultivo original
(%TUNEL: 4,8%).

Efectos del tiempo de cultivo en el % de muerte celular
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10,00
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] BHIVC 18H IvVC
TRATAMIENTO

% MUERTE CELULAR ASOCIADO AL TIEMPO DE CULTIVO

Grupo U IU + 6h IVC IU + 18h IVC
Promedio 1,2+1,9 4,4+4 8* 4,8+5,4°
Max-Min 8,50-0 12,68-0 29,41-0

% p<0,001 B p=0,002
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RESULTADOS

4.11. Incidencia de muerte celular por apoptosis.

4.11.3. Efectos del 4OHE2.

El conjunto de los embriones sometidos a un cultivo enriquecido con 40HE2
experimentan un ligero descenso del 21,2% en el porcentaje de muerte celular
(%TUNEL: 3,9%) respecto a los embriones desarrollados en un medio de

cultivo convencional (4,8%).

La reduccion en los niveles de muerte celular presentados por el conjunto de
embriones cultivados en medio enriquecido no es estadisticamente significativa
(ANOVA: p=0,084).
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RESULTADOS

Figura 30. Ensayo de muerte celular por TUNEL a embriones obtenidos por
fecundacion in vitro y desarrollados en un medio de cultivo convencional (FIV)
(% TUNEL: 4,8%). o cultivados por un periodo de 24h en medio enriquecido con
40HE2 (% TUNEL: 3,9%). Andlisis estadistico de los resultados mediante ANOVA.

Efectos del 4OHE2 en el % de apoptosis
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Grupo FIV FIVAOHE2MaB
Promedio 4,3+4,8 3,9+3,3%
Max-Min 14,7-0 12,2-0

4 p=0,054
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RESULTADOS

4.12. Ensayos de viabilidad celular y efectos del 4OHE2.

Los embriones obtenidos por fecundacion in vitro experimentan una
disminucién casi 10 veces inferior en la actividad de su metabolismo (aumento
en la reduccién del Alamar Blue) (1,4%), respecto al conjunto de los embriones
obtenidos en condiciones fisiolégicas (10,6%). Por otra parte, el cultivo de los
embriones en un medio enriquecido con 40HE2 (1,9%) incrementa, aunque no
significativamente, al metabolismo de los embriones obtenidos por fecundacién
in vitro (Mann-Whitney-Wilcoxon: p=0,307) aunque en ningun caso se alcanzan

los valores mostrados por los embriones obtenidos directamente del utero.
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RESULTADOS

Figura 31. Reduccién del AB segun el grupo de experimentacion. (FIV)
Embriones obtenidos por fecundaciéon in vitro (1,4%), (40OHEZ2) embriones
cultivados en medio enriquecido con 40HE2 (1,9%) e (IU) embriones obtenidos
directamente del utero (10,6%). Los datos han sido analizados estadisticamente

utilizando la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon.

Efectos del 4OHE2 en el grado de actividad metabdlica
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* %
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FIv FIvaOHEZMaB W]

TRATAMIENTO

% REDUCCION DEL AB (EFECTOS DEL 40HE2)

Grupo FIV FIVAOHE2MaB U
Promedio 1,4+1,1 1,9+1,7% 10,649, 1
Max-Min 5,1-0,1 8,5-0,6 29,9-1,7

“p=0,307  ®P<0,001
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RESULTADOS

4.13. Tamaino del embrién y grosor de la zona pelucida en estadio de
blastocisto, efectos del 4OHE?2.

4.13.1. Tamaino del embrion.

Los embriones desarrollados in vitro , alcanzan por término medio, un diametro
menor (82,7umd) que los embriones obtenidos directamente del utero materno
(95,9umd). Esta diferencia es estadisticamente significativa (Mann-Whitney-
Wilcoxon: p<0,001). Por otra parte, el tratamiento de 24h con 4OHE2 de los
embriones obtenidos por fecundacion in vitro, produce un aumento significativo

en el diametro final de los embriones (86,1um3d).

Del mismo modo los embriones desarrollados in vitro, alcanzan por término
medio un volumen menor (V=304.411,3um®) que los embriones obtenidos
directamente del Utero materno (V=478.339,1um%). Esta diferencia es
estadisticamente significativa (Mann-Whitney-Wilcoxon: p<0,001). Por otra
parte, el tratamiento de 24h con 40HE2 de los embriones obtenidos por
fecundacion in vitro, también produce un aumento significativo (Mann-Whitney-

Wilcoxon: p=0,001) en el volumen final de los embriones (345.185,9um?>).
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RESULTADOS

Figura 32. Diferencias en el tamafio medio de los embriones segun el grupo
experimental. (FIV) embriones obtenidos por fecundacién in vitro (& 82,7um);
(40HE2) embriones cultivados en medio enriquecido con 4OHE2 (@ 86,1um) y
(IU) embriones obtenidos directamente del utero (& 95,9 um). El analisis

estadistico que llevd a cabo utilizando la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon.

Efectos del 4OHE2 en el diametro del embrion
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A p<0,001 8 p=0,001
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RESULTADOS

Figura 33. Volumenes de los diferentes grupos experimentales. (FIV) embriones
obtenidos por fecundacion in vitro (V= 304.411 pm?®); (4OHE2) embriones
cultivados en medio enriquecido con 40HE2 (V= 345.185 ym?®) y (IU) embriones
obtenidos directamente del Utero (V= 478.339 um®). Los datos han sido

analizados estadisticamente utilizando la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon.

114

——
| —



RESULTADOS

Efectos del 4OHE2 en el volumen del embrién

VOLUMEN DEL BLASTOCISTO (Um?)
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VOLUMEN DEL BLASTOCISTO INTERGRUPQOS (um?)
(EFECTO DEL 40HE2)

Grupo
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Max-Min

FIV U FIVAOHE2ZMaB

304411,3+91304,1 478339,4+150891,4* 345185,9+116555,4°
642419,8-1543134 3862008,3-117026,8 752253,0-135612,4

4 p<0,001 ® p=0,001
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RESULTADOS

4.13. Tamaino del embrion y grosor de la zona pelucida en estadio de

blastocisto.

4.13.2. Grosor de la zona pelucida.

El grosor de la zona pelucida en los embriones obtenidos en condiciones
fisiolégicas (ZP=5,7um), es significativamente inferior (Mann-Whitney-Wilcoxon:
p<0,001) que en el caso de los embriones obtenidos por fecundacion in vitro
(ZP=7,6um). Por otra parte, el tratamiento de los embriones durante 24h en un
medio de cultivo enriquecido con 40HE2 es suficiente para disminuir de
manera significativa (Mann-Whitney-Wilcoxon: p<0,01) el grosor de la zona

pelucida en casi un 10% (ZP=7,0pum).
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RESULTADOS

Figura 34. Diferencias en el grosor de la zona pelucida intergrupos. (FIV)
embriones obtenidos por fecundacion in vitro (ZP= 7,6 pym); (4OHEZ2) embriones
cultivados en medio enriquecido con 40HE2 (ZP= 6,9 um) y (IU) embriones
obtenidos directamente del utero (ZP= 5,7 ym). Los datos han sido analizados

estadisticamente utilizando la prueba Mann-Whitney-Wilcoxon.

Efectos del 4OHE2 en el grosor de la zona pelucida
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Max-Min 10,5-3,9 8,8-1,9 11,8-2,7

A p<0,001 ® p=0,005
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RESULTADOS

4.13. Tamaino del embrion y grosor de la zona pelucida en estadio de

blastocisto.

4.13.3. Correlacién entre el tamafio embrionario y el potencial de

union a EGF.

La capacidad de los embriones, ya sean estos obtenidos por fecundacion in
vitro o directamente del utero, para unir EGF, no esta correlacionada con el
tamano final alcanzado (P= 0,522 y P=0,199 respectivamente). Sin embargo,
para el conjunto de los embriones desarrollados en un medio de cultivo
enriquecido con 40HE2, si existe una correlacion positiva (Coeficiente de
Correlacién de Pearson: +0,376) entre el tamafio y la capacidad de union de

EGF. Dicha correlacién es estadisticamente significativa (p<0,01).
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RESULTADOS

Figura 35. Correlacién entre el tamafo del embrion y su capacidad para unir
EGF. Los datos han sido analizados estadisticamente utilizando el coeficiente de

correlacion de Pearson.
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RESULTADOS

4.14. Calcio intracelular, efectos del 4OHE2 sobre la concentracion de

calcio.

Los embriones obtenidos por fecundacion in vitro presentan una menor
acumulacion de Ca®* en el blastocele [79,1 nM], respecto al conjunto de los
embriones obtenidos directamente del utero materno [187,9 nM]. Por otra parte,
el cultivo de estos ultimos en un medio enriquecido con 40HE2 no parece
amentar de manera significativa (ANOVA: P=0,729) los niveles de Ca*
acumulado [109, 8 nM].
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RESULTADOS

Figura 36. Concentracion de Ca?* basal en funcién del grupo experimental: (FIV)
embriones obtenidos por fecundacion in vitro [79,1 nM]; (40OHEZ2) embriones
obtenidos por fecundacién in vitro y cultivados en medio enriquecido con 40HE2
[109,8 nM] e (IU) embriones obtenidos directamente del utero [187,9 nM]. Para

analizar las diferencias entre grupos se ha aplicado la prueba estadistica

‘ANOVA”.

Efectos del 4OHE2 en la concentracion basal de calcio
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5. DISCUSION

5.1. Expresion de los receptores de EGF.

5.1.1. Oocitos y fecundacion.

Los factores de crecimiento se consideran a dia de hoy, factores
imprescindibles durante todo el periodo madurativo de los oocitos y durante el
desarrollo embrionario preimplantacional. Sin embargo, la expresion de los
factores de crecimiento epidérmico y sus receptores durante la maduracion de

los oocitos, asi como su funcion, siguen siendo temas muy controvertidos.

Algunos trabajos defienden, que aunque los oocitos podrian expresar EGF no
se detecta la expresidon de sus receptores en oocitos de mamifero no
fecundados (Vaughan et al., 1992). La gonadotropina LH activa los receptores
para EGF situados en las células del cumulo (Hsieh and Conti, 2005; Hsieh et
al., 2007; Nyholt de Prada et al., 2009) y las células del camulo en estos casos,
serian las mediadoras entre el EGF presente en el ovario y el oocito (De La
Fuente et al., 1999; Guler et al., 2000; Lonergan et al., 1996; Park and Lin,
1993). De hecho, los efectos del EGF sobre la maduracion artificial de los
oocitos ha sido ampliamente ensayada en mamiferos como la rata (Ben-Yosef
et al., 1992), el ratén (Das et al., 1991), el perro (Bolamba et al., 2006), la oveja
(Guler et al., 2000), el caballo (Lindbloom et al., 2008), el conejo (Lorenzo et al.,
1996), el gato (Lonergan et al., 1996), el cerdo (Ding and Foxcroft, 1994), o el
propio ser humano (Das et al.,, 1992; Das et al., 1991), donde se ha podido

comprobar su papel fundamental en la reanudaciéon de la meiosis.

Sin embargo y a pesar de los resultados previamente discutidos, buena parte
del EGF podria actuar directamente sobre el propio gameto, ya que otros
trabajos si que han sido capaces de demostrar la expresién de receptores para
los factores de crecimiento epidérmico, en oocitos de mamifero no fecundos,

incluidos oocitos humanos (Chia et al., 1995), aunque siempre a unos niveles
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DISCUSION

casi imperceptibles (Gall et al., 2005; Uhm, 1999; Wiley et al., 1992). Se ha
podido comprobar ademas, como su expresion aumenta con la adquisicion de

competencia meiotica (Gall et al., 2004).

Nuestros resultados, en este sentido, confirman que la expresion de al menos
ErbB4, es evidente en el oocito incluso antes de que se produzca la
fecundacion, momento en el que se puede apreciar una mayor intensidad de
marcaje (fig. 1). El significado que guarda la presencia de dicho receptor en
etapas previas a la fecundacion, esta aun por determinar, aunque de acuerdo
con otros estudios de maduracion in vitro realizados con EGF ponen de
manifiesto que la presencia de este factor en la fase de maduracion oocitaria
condicionaria el desarrollo embrionario posterior (Abeydeera et al., 1998;
Kobayashi et al., 2007; Lott et al.; Merlo et al., 2005; Sagirkaya et al., 2007;
Uhm et al., 2010).
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5.1.2. Desarrollo embrionario preimplantacional.

El papel fundamental que juegan los factores de crecimiento y sus receptores,
durante desarrollo preimplantacional, ha sido ampliamente demostrado (Hardy
and Spanos, 2002). Dentro del conjunto de los factores implicados, hay una
familia que destaca por su importancia, se trata de la familia de factores de
crecimiento epidérmico (EGF). Dicha familia ha sido extensamente estudiada
en células cancerigenas ya que, la sobreexpresion de estos factores esta
correlacionada con la formacion de tumores (Hsieh et al., 2000; Juhl et al.,
1997; Slamon et al., 1989). Los niveles de expresién de estos factores asi
como la de sus receptores, mantienen un papel protagonista durante el
desarrollo embrionario preimplantacional (Martin et al., 1998; Paria and Dey,
1990; Vaughan et al., 1992) y muy especialmente dirigiendo el proceso de
implantacion en mamiferos (Carson et al., 2000; Dardik et al., 1992; Lim et al.,
2002; Nardo et al., 2003; Norwitz et al., 2001; Paria and Dey, 1990; Paria et al.,
1999; Wang et al., 2000; Wang et al., 2002; Wiley et al., 1992).

Sin embargo, a dia de hoy, existe cierta controversia al respecto del momento y
el lugar en que produce la expresiéon de dichos factores y sus receptores.
Algunos trabajos demuestran la expresion de tanto ErbB1 como ErbB4 durante
todo el desarrollo preimplantacional (2, 4 y 8 células, moérula y blastula) (Dadi et
al., 2004; Fontana et al., 2004; Wang et al., 2002), en otros casos se limita la
expresion de ErbB1 en embriones de 1, 8 células y blastocisto (Brown et al.,
2004). Estos patrones de expresion varian respecto a ErbB4, revelando los
mayores niveles de expresién en 1 y 2 células y minimas en embriones de 8
células y blastocisto. Nosotros hemos observado, como la expresion de ErbB4
es aparentemente uniforme y constante desde los primeros estadios de
desarrollo (embrion en 2 cel) hasta el ultimo estadio de desarrollo
preimplantacional (estadio de blastocisto), donde se aprecia un ligero aumento

en la intensidad del marcaje (fig.2).

Por otra parte numerosos autores han demostrado, como la activacién de la
ventana de implantacion, induce en el embrion una sobre-expresion de los
receptores para los factores de crecimiento epidérmico, que lo capacitan para

interactuar con el endometrio (Fontana et al., 2004; Katagiri and Takahashi,
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2008; Ma et al., 2003; MacCarrone et al., 2000; Paria et al., 1998; Ribeiro et al.,
2009; Song et al., 2000). Otros autores sin embargo han comprobado la sub-
expresion de estos receptores inducida por un componente propio del suero
materno, el Interferon gamma (INF-y) (Fontana et al., 2004). Por lo tanto,
parece ser que otro factor determinante en la expresion de los receptores de
EGF, es el ambiente endocrino en el que se desarrollan los embriones de
forma fisiologica, que esta compuesto por una ingente cantidad de elementos
que no pueden ejercer su efecto en un cultivo artificial (Byrne et al., 1999;
Fontana et al., 2004). En este sentido resultados preliminares de inuestro grupo
sugieren que no hay diferencias entre embriones obtenidos por fecundacion in

vitro o in vivo.

En este sentido, resultados preliminares de nuestro grupo, con respecto a la
inmunolocalizacion de ErbB4 en la superficie del blastocisto, no muestran
variaciones apreciables entre embriones obtenidos por FIV, y aquellos
embriones que han sido extraidos directamente del tracto reproductor materno
(fig. D1). Para asegurar si existen o no diferencias en la expresion de dichos
receptores, en funcion de origen del embridn, seria conveniente realizar un

ensayo de analisis de proteina como el “Western blot”.

Inmunolocalizacion de ErbB4 (FIV vs IU)

FIV Iy

Figura D1. Embriones en estadio de
blastocisto. Inmunolocalizacién de ErbB4
(verde) y nucleos marcados con DAPI
(Azul).
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5.2. Capacidad de unién a EGF488.

Muchos estudios anteriores sitian a la familia de factores de crecimiento
epidérmico y sus receptores como los principales responsables de dirigir la
implantacion una vez el embrion ha alcanzado el estadio de blastocisto
(Aghajanova et al.,, 2008; Carson et al., 1993; Chobotova et al., 2005;
Chobotova et al., 2002; Heo et al., 2006; Hills et al., 2006; Imudia et al., 2008;
Iwamoto and Mekada, 2000a; Jessmon et al., 2009; Leach et al., 2004; Lim and
Dey, 2009; Staun-Ram et al., 2004; Wang et al., 2000; Wang et al., 2002; Yang
et al., 2003). De acuerdo con el incremento previamente descrito en la
expresion de los receptores ErbB1 y ErbB4 (Hamatani et al., 2004; Paria et al.,
1993a; Raab et al., 1996; Wang et al., 2002), la sensibilidad del embrién frente
al EGF, una vez alcanzada la ultima fase de desarrollo preimplantacional, se

incrementa hasta alcanzar sus valores maximos.

El hecho de que la sensibilidad frente al EGF, que es un ligando especifico del
receptor ErbB1 (Carpenter and Cohen, 1990), experimente un marcado
incremento durante la ultima etapa del desarrollo preimplantacional, sugiere la
implicacion de este receptor, en el momento de la implantacién. La
trascendencia de ErbB1 en el momento de la implantacion, ha estado siempre
sujeta a cierta controversia. Hasta hace poco tiempo, se pensaba que la accién
de los factores de crecimiento epidérmico, era llevada a cabo de forma
equitativa a través de sus receptores (ErbB1 y ErbB4) (Threadgill et al., 1995),
sin embargo algunos autores coronan al ErbB4 a través de su ligando el HB-
EGF, como los principales implicados en el momento de la implantacién (Brown
et al., 2004; Paria et al., 1999; Raab et al., 1996; Schneider and Wolf, 2008).

Hay que tener en cuenta en este punto que existe una estrecha relacion entre
la actividad de los receptores ErbB1 y ErbB4. Ya que su activacion implica la
formacion de Homo-dimeros (ErbB1- ErbB1/ ErbB4- ErbB4) o Hetero-dimeros
(ErbB1-ErbB4) como primer paso para iniciar la cascada de sefalizacion (Earp
et al.,, 1995; Lim et al., 2002). De modo que aunque algunos autores
demuestran el papel fundamental de ErbB4 en la induccion del proceso de
implantacion, su activacion es dependiente de la accion de otros factores de

crecimiento vinculados con la isoforma ErbB1 (Beerli and Hynes, 1996). Hay
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algunas evidencias al respecto, ya que por ejemplo utilizando inhibidores
especificos para ErbB1, como son AG556 y AG1478 (Levitzki and Gazit, 1995;
Osherov and Levitzki, 1994), es posible inhibir la actividad kinasa de ErbB4
(Gamett et al., 1997). Se ha podido comprobar, por otra parte, como el EGF es
capaz de inducir, por si mismo, la formacién de hetero-dimeros (ErbB1-ErbB4)
(Ferguson et al., 2003; Soltoff et al., 1994; Wada et al., 1990) y con ello la
activaciéon de ErbB4 (Johnson and Chatterjee, 1993; Tamada et al., 1994;
Wang et al., 1998).

Existen varios ligandos ademas del EGF, capaces de unirse a los receptores
de la familia ErbB. Entre ellos, HB-EGF, Betacelulina (BTC) y Epiregulina
(EPR), que son factores denominados bi-especificos ya que son capaces de
unirse tanto a ErbB1 como a ErbB4 (Jones et al., 1999; Riese and Stern, 1998),
mientras que, los denominados agonistas del EGF se unen especificamente al
ErbB1, como haria el propio EGF, estos son el TGF-a y la anfiregulina (AR)
(Riese and Stern, 1998).

Mientras que AR y BTC son factores cuya funcion, hasta hace poco
desconocida, ha sido relacionada con la adquisicion de competencia por parte
del oocito (Gratao et al., 2008; Prochazka et al., 2011; Zamah et al., 2010) y el
desarrollo de la placenta (Fukami et al., 2009). Hay ciertas evidencias que
situan tanto a la EPR (Das et al., 1997) como a la TGF-a (Hofmann et al., 1993;
Tamada et al., 1997) en la estimulacion del desarrollo embrionario
preimplantacional. Actuarian directamente sobre el embriéon, promoviendo la
expansion del blastocisto y favoreciendo de esta forma el proceso de
implantacion (Chen et al., 2001; Kim et al., 2001).

El HB-EGF cuya funcién se transmite preferentemente a través de ErbB4
(Elenius et al., 1997; Paria et al., 1999), es sin embargo un factor netamente
relacionado con la implantacién y se situa como el candidato mas idéneo para
interactuar con ErbB1 y desencadenar la cascada de sefializacién que dispara
el proceso. HB-EGF se expresa por una parte en el utero, en el lugar concreto
del epitelio luminal que rodea al blastocisto en el momento en que se inicia la
implantacion, y por otra parte en la superficie embrionaria, sugiriendo de esta

forma ,que la sefal que induce la expresién de HB-EGF en el utero podria venir
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del propio embridn y establecer una comunicacion en ambos sentidos embrion-
utero, y utero-embridn para iniciar el proceso de implantacion (Wang et al.,
2002). Varios autores han podido comprobar in vitro, como de manera
paracrina, el HB-EGF producido por el endometrio (Hamatani et al., 2004; Paria
and Dey, 1990), o de manera autocrina o juxtacrina, el HB-EGF producido por
el embrién (Paria et al., 1999; Raab et al., 1996) y a través de sus receptores
ErbB1 y ErbB4, es capaz de inducir la formacion de hetero-dimeros en la
superficie celular del trofoectodermo, activando la via de sefalizacion de las
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) (Nishi and Klagsbrun,
2004; Raab and Klagsbrun, 1997) y estimulando la proliferacion, eclosion vy
diferenciacion de las células del trofoblasto (Das et al., 1994). Adicionalmente,
se ha podido comprobar cémo la sub-expresion de HB-EGF esta relacionada

con la infertilidad femenina (Aghajanova et al., 2008).

Las condiciones sub-6ptimas a las que son sometidos los embriones expuestos
a las técnicas de cultivo embrionario, pueden comprometer el correcto
desarrollo embrionario preimplantacional y con ello el proceso de implantacién
(Fauque et al., 2010; Martin-Romero et al., 2008; Swain, 2010; Wang et al.,
2009). Algunos autores consideran que las bajas tasas de implantacion,
mostradas por los embriones obtenidos a partir de fecundacion in vitro, son el
resultado de un desarrollo al margen del los factores de crecimiento apropiados
(Bavister, 1995). Una circunstancia, que condicionaria en ultima instancia la

interaccion entre el utero y el embridn (Simon et al., 1999).

Se considera de forma generalizada, que la capacidad del embrién para
comunicarse con el endometrio en el momento de la implantacion, esta sujeta a
dos circunstancias fundamentales, la expresion y el estado de actividad de los

receptores implicados, que definen el estado de competencia embrionaria.

Al respecto se ha podido comprobar previamente como existe una clara sub-
expresion tanto de los receptores como de los propios factores de crecimiento
en la superficie embrionaria, cuando el desarrollo se ha producido en
condiciones sub-6ptimas (Dadi et al., 2004, 2007). Estos resultados se ajustan
al comportamiento que presentan los embriones en estado de latencia o

durmientes durante la implantacién retrasada, periodo que se caracteriza entre
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otras cosas por una disminucion en los niveles de expresion de los receptores
para los factores de crecimiento epidérmico (Das et al., 1997; Paria et al.,
1993a; Raab et al., 1996; Threadgill et al., 1995) y una completa insensibilidad
frente al EGF (Paria et al., 1993b; Paria et al., 1998).

Cabria pensar entonces, que los embriones obtenidos por fecundacién in vitro y
que han sido desarrollados en un ambiente artificial al margen del control
endocrino materno, presentasen un estado de actividad semejante al estado de
latencia, sin embargo nosotros hemos podido comprobar, cdmo los embriones
obtenidos por fecundacion in vitro, que han sido desarrollados en un ambiente
sub-6ptimo, son sensibles a la accion del EGF. Aunque su capacidad de unién
a EGF488 se encuentra significativamente mermada, en comparacion con la de
los embriones obtenidos directamente del utero. El hecho de que los embriones
obtenidos por fecundacion in vitro sean sensibles al EGF puede ser debido a
que el mantenimiento del estado de latencia implica la actuacion de
determinados elementos inhibidores de la activacion de los receptores como la
AEA, que no estan presentes en el medio de cultivo (Lee et al., 2000). Por otra
parte existen ciertas evidencias de que podria existir una pequefia sub-
poblacién de receptores ErbB1 constitutivamente activos (Hernandez and Bahr,
2003; Patsoula et al., 2001) a partir de los cuales se propagaria la accion del
EGF, por una parte auto induciendo tanto su propia expresion como la de sus
receptores en la superficie del trofoectodermo (Barnard et al., 1994; Hamatani
et al.,, 2004; Wang et al., 2002), y por otra desencadenando la cascada de
senalizacion que induce la activacion del resto de los receptores (ErbB1 y
ErbB4) de forma yuxtacrina y paracrina (Ferguson et al., 2003; Haugen and
Johnson, 2010; Hofmann et al., 1993).

De modo que la respuesta de los embriones obtenidos en condiciones sub-
optimas frente al EGF488 podria estar desencadenada por el propio factor, a
través de sus receptores, mientras que las diferencias encontradas en la
sensibilidad que presentan los embriones obtenidos por fecundacion in vitro
frente a los obtenidos directamente del utero, podrian ser una consecuencia de
los efectos del cultivo artificial, tanto en la mermada expresion como en la

actividad de los receptores implicados.

132

——
| —



DISCUSION

5.3. Papel del EGF en el oocito y desarrollo embrionario.

En la expresion de ErbB1, tanto el ARNm como su proteina, han sido
identificados en oocitos de algunas especies de mamifero, entre ellas el ratdon
(Hill et al., 1999; Wiley et al., 1992), el cerdo (Garnett et al., 2002), el hamster
(Garnett et al., 2002), la cabra (Gall et al., 2004) y hasta el humano (Maruo et
al., 1993). De todos modos, su funcion sigue sin estar suficientemente clara, ya
que, aunque se han podido comprobar los efectos de su ligando, el EGF, en el
avance de la maduracion oocitaria, sigue habiendo mucha controversia acerca
de si el EGF actua directamente sobre el oocito o sobre las células del cumulo.
Para comprobarlo y utilizando la técnica de western-blot con anticuerpos anti-
phospho-ErbB1, se pudo observar que el tratamiento con EGF durante la
maduracién in vitro de los oocitos al margen de las células del cumulo, no
desencadenaba la fosforilacion de su receptor ErbB1 (Gall et al., 2005). En
otras palabras, el EGF no es capaz de disparar la cascada de senalizacion a
través de su receptor ErbB1, en la membrana del oocito. Estos resultados
dejan una pregunta en el aire, ¢ se encuentra autoinhibido el dominio TK? o es
que el receptor cuya expresion ha sido ampliamente referenciada, se encuentra
dispuesto en su estado de baja afinidad, siendo de esta forma incapaz de unir a
su ligando? Segun hemos podido comprobar mediante un ensayo de union a
EGF488, los oocitos son incapaces de ligar dicho factor en ninguna de sus
fases madurativas, ya sea Vesicula Germinal, Metafase | o Metafase Il (fig. 3).
Unas pocas horas después de la fecundacion (2-4h), el EGF488 se une a sus
receptores, de forma netamente polarizada y concentrada en el lugar donde se
dispone el material genético. A la vista de los resultados, el oocito maduro
requiere de un cambio conformacional en los receptores para desbloquear el
estado de baja afinidad, y con ello adquirir la sensibilidad frente al EGF, que
seria necesaria para efectuar las primeras divisiones celulares del desarrollo

embrionario.

Recientemente, ha sido descrito un mecanismo de control, casi exclusivo del
embrion y el endometrio, sobre la accion de los factores de crecimiento
epidérmico en sus receptores (Aoki and Fukuda, 2000; Fukuda et al., 2008a;

Fukuda et al., 2008b; Tamura et al., 2011). La funciéon de dicho dispositivo es
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mantener inhibidos los procesos de proliferacion y diferenciacion celular en el
trofoectodermo, hasta que el embrion se encuentra el momento y lugar
adecuados para llevar a cabo la implantacion, evitando de esta forma, procesos
invasivos inadecuados que pueden concluir en implantaciones ectopicas o
fallos de implantacién (Nakayama et al., 2003). Las moléculas encargadas de
desempefiar dicha funcion, forman el complejo Trofinina-Tastina-Bistina (TTB)
(Sugihara et al., 2008a; Sugihara et al., 2007). Mientras que la trofinina es un
una proteina de membrana, la bistina y la tastina son proteinas citoplasmaticas
que se mantienen unidas tanto a la trofinina como al dominio intracelular del
receptor de EGF. Mientras esta formado el complejo TTB, se mantiene inhibida
la actividad kinasa, y el receptor que permanece en un estado de baja afinidad,
es incapaz de transmitir la informacion de su ligando. Solo cuando la trofinina
es activa y se disocia del complejo, se elimina la inhibicion del receptor y se
permiten los procesos de proliferacion y diferenciacion celular propios de la
implantacion. La sefial que induce la activacion de la trofinina y con ello la
activacién de los receptores de EGF, podria tener su origen en las células

epiteliales del endometrio (Fukuda and Sugihara, 2010).

La presencia de este complejo ha sido descrita recientemente también en
gametos tanto masculinos como femeninos (Hatakeyama et al., 2008; Wang et
al., 2008b). La funcion de estas proteinas en la maduracion de los gametos
permanece desconocida, sin embargo la Magfinina, que es otra proteina
codificada por el mismo gen que la trofinina, ha demostrado mantener un papel
importante en la regulacion de la proliferacion celular durante la
gametogénesis, inhibiendo la maduracion (Saburi et al., 2001). Contrastando
estos datos otros estudios han concluido que la inhibicion del receptor ErbB1
incrementa los indices de maduracion del oocito (Peyton and Thomas, 2011),
podriamos lanzar la hipétesis de que si el oocito en sus diferentes fases de
maduracién, tal y como hemos podido comprobar en este trabajo, no son
sensibles al EGF, es porque durante la maduracion oocitaria, los receptores
ErbB1 permanecen inactivos, posiblemente por accidn de las proteinas trofinina

o magfinina, codificadas por el mismo gen.
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Tal y como hemos podido comprobar, seria la fecundacion el desencadenante
de la activacion de los receptores y con ello la sensibilidad frente a los factores
de crecimiento epidérmico que tendrian un papel en la proliferacion celular
durante los primeros estadios de desarrollo preimplantacional. Por otra parte, el
papel de ErbB4 en la superficie del oocito, cuya presencia ha sido demostrada
en este trabajo, permanece aun desconocida. Un primer paso para comprender
el papel de dichos receptores durante la maduracion oocitaria, es la
comprobacién del estado de afinidad que presentan, ya que la funcién de
dichos receptores podria estar relacionada con la maduracion del oocito a
través de otros factores como BTC, HB-EGF, EPR o NRG.

La incipiente sensibilidad del cigoto recién fecundado frente al EGF, define el
papel prematuro de los factores de crecimiento en el desarrollo de las primeras
divisiones celulares. Segun hemos podido comprobar, desde que se produce la
formacion de los pronucleos, el EGF se adhiere a la superficie del embridon
formando unos pequenos parches, distribuidos uniformemente por toda la
membrana. No obstante, esta sensibilidad disminuye paulatinamente desde
este momento, hasta que el embridn alcanza el estadio de 8-16 células para
desaparecer completamente en el estadio de moérula. Una vez alcanzado el
estadio de blastocisto, la capacidad del embrién por unir EGF488 aumenta de

nuevo hasta registrar sus valores maximos (fig. 4).

Una vez revelado como varia la sensibilidad del embrién por los factores de
crecimiento epidérmico, al margen de la expresiéon de sus receptores desde los
primeros estadios de desarrollo, se pueden ahora esclarecer algunos de los
resultados contradictorios, que se reflejan en la bibliografia publicada al
respecto de los efectos del EGF en el cultivo embrionario. En este sentido, y
aunque ha sido contrastada la expresion del receptor ErbB1 a lo largo de todo
el desarrollo preimplantacional (Dadi et al.,, 2004; Wang et al., 2002), los
efectos del EGF sobre el desarrollo embrionario in vitro, arrojan gran cantidad
de resultados contradictorios. Mientras que algunos consideran que el
suplemento de los medios de cultivo con factores de crecimiento epidérmico,
no implican una mejora en el desarrollo preimplantacional (Wood and Kaye,
1989; Yang et al.,, 1993; Zhou et al.,, 2008) otros defienden justamente lo
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contrario (Lee and Fukui, 1995; Martin et al., 1998; Sirisathien et al., 2003). La
clave de la controversia, parece ser el momento en que los embriones fueron
expuestos al EGF. Los estadios en los que se consiguen los mejores
resultados coinciden con los trabajos en los que el embridn es expuesto al EGF
durante sus primeras etapas de desarrollo, un periodo que comprende la
formacion del zigoto, momento en que segun hemos podido comprobar se
dispara la ventana de sensibilidad frente al EGF y las primeras divisiones
celulares. La rapida pérdida de sensibilidad que sufre el embrion frente a los
factores de crecimiento, podria estar relacionada con el agotamiento de las
reservas de EGFR-(ARNmM) materno portado por el oocito. Una vez se activa el
genoma embrionario, comienza a acumularse rapidamente el nuevo EGF-
(ARNm) hasta alcanzar valores maximos en el estadio de mérula (Wiley et al.,
1992) para después reducirse de nuevo hasta los limites de deteccidon en la
fase de blastocisto (Brown et al., 2004). De esta forma, la clara des-
sensibilizacién que sufre el embrion a lo largo de su desarrollo, asi como la
enorme afinidad por el EGF que exhibe el embrién en estadio de blastocisto,
incorporan dos nuevos factores a tener en cuenta en la mejora de los medios

de cultivo embrionario.

Curiosamente, y de acuerdo con nuestro estudio, el cultivo de los embriones en
un medio de cultivo enriquecido con EGF disminuye las tasas de supervivencia,
y produce efectos diferentes en funcion del momento del desarrollo en que el
embrion sea expuesto; mientras que para incrementar el numero de células en
el blastocisto es necesario cultivar los embriones en un medio enriquecido con
EGF durante todo el desarrollo preimplantacional (fig. 25), basta el cultivo
enriquecido durante los ultimos estadios para aumentar su capacidad de unién
a EGF488 (figs. 9 y 10). Si bien estos resultados no se reflejan en las tasas de
adhesion in vitro, ya que en ningun caso, el cultivo enriquecido produce un
aumento de dichas tasas (fig. 20). Los efectos del cultivo enriquecido con EGF
se potencian cuando los embriones cultivados han sido desarrollados In Vivo

hasta mérula (figs. 11y 12).
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5.4. Efectos del 40HE2 en la capacidad de unién de EGF vy la

implantacion.

En el control de la ventana de implantacién, las principales hormonas
implicadas son el E2 y la P4, sin embargo, mientras que ambas hormonas son
necesarias en la preparacion el utero para la implantacion, es un metabolito
derivado del E2, el 40OHE2, el encargado de la activacién embrionaria (Paria et
al., 1993a; Paria et al., 1993b). Ademas varios autores han demostrado la
capacidad del EGF para activar a los blastocistos durmientes (Johnson and
Chatterjee, 1993; Tamada et al.,, 1994) de la misma forma que lo haria el
40HE2 (Paria et al., 1998). En este sentido, nuestro laboratorio ha podido
comprobar como la sensibilidad de los embriones por el EGF no varia tras un
cultivo enriquecido con E2 o P4 (figs.17 y 18), y sin embargo, el cultivo de los
embriones obtenidos por fecundacion in vitro en un medio de cultivo
enriquecido con 40HE2, produce un incremento significativo en la capacidad
del embrién para unir EGF, aunque el nivel de activacion (capacidad de unién a
EGF488) que presentan los embriones cultivados con 40HE2 es menor del

mostrado por los embriones obtenidos directamente del utero (figs. 15y 16).

De este modo, podemos concluir que los embriones desarrollados In Utero,
cuyo desarrollo hasta el estadio de blastocisto se ha efectuado en un ambiente
endocrino adecuado, tienen el potencial necesario para responder
adecuadamente tanto a los factores de crecimiento como al 4OHE2, mientras
que los embriones desarrollados en condiciones sub-Optimas, presentan una
respuesta rezagada frente a los factores de crecimiento. Este desfase en la
comunicacion utero-embrion puede suponer un fallo en la sincronizacion del
proceso y ser el responsable de las bajas tasas de implantacion que presentan

los embriones obtenidos por fecundacion in vitro.

La expresion del HB-EGF, que es inducida por el propio embridn en el epitelio
luminal, dispara el comienzo de la interaccién utero-embrion que dirige el
proceso de implantacion (Lim and Dey, 2009) y juega un papel fundamental en
la adhesion intercelular y la transmision de sefales entre células adyacentes
(wamoto and Mekada, 2000b; Wirleitner et al., 2010). Algunos ensayos

realizados in vitro demuestran como los blastocistos durmientes una vez
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activados, son capaces de adherirse a células que expresan la forma trans-
membrana del HB-EGF a través de ErbB1 o ErbB4 en la superficie del
blastocisto (Paria et al., 1999; Raab et al., 1996).

En este sentido, los efectos que ha demostrado ejercer el 4OHE2 en cuanto a
la capacitacion de los embriones obtenidos por fecundacién in vitro, tienen su
reflejo en la capacidad de adhesiéon embrionaria. Tal y como hemos podido
comprobar, en la ultima fase del desarrollo preimplantacional, el cultivo de los
embriones en un medio enriquecido con 40HE2 provoca un incremento
significativo de su capacidad adhesiva frente a la demostrada por los

embriones desarrollados en condiciones sub-6ptimas (FIV).

Como ocurria con el nivel de activacion de los embriones, la capacidad
adhesiva de los blastocistos tratados, no alcanza el potencial de los embriones
obtenidos directamente del utero en condiciones fisiologicas adecuadas
(fig.21). Por lo tanto, estos resultados sugieren que el cultivo con 40HEZ2,
supone una ventaja para el desarrollo de los embriones obtenidos por
fecundacion In Vitro, al menos favoreciendo las primeras fases del proceso de

implantacion.

No obstante, las ventaja que ofrece el cultivo con 40HE2 se cifie a los ultimos
estadios de desarrollo preimplantacional, que es cuando en condiciones
fisiolégicas se produce un incremento de este catecolestrogeno y se dispara la

ventana de implantacién (Paria et al., 1993b; Paria et al., 1998).

Algunos trabajos hacen referencia al efecto negativo que ejerce el 40HE2
sobre los estadios mas tempranos del desarrollo, pudiendo llegar a producir el
bloqueo de los embriones (Lattanzi et al., 2003). Estos resultados se asemejan
bastante a los obtenidos en nuestro propio laboratorio, donde hemos podido
comprobar como la exposicion de los embriones al 40HE2 antes de que se
produzca la primera division, provoca el bloqueo de los embriones en estadio
de 2 células. El perjuicio que provoca dicha exposicidén a los catecolestrogenos
durante este periodo, compromete el destino del embridn, ya que cuando los
embriones son cultivados exclusivamente hasta el estadio de 2 células en un

medio con 40HE2, y una vez superada esta fase, son trasladados a un medio
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de cultivo convencional, las tasas de supervivencia se ven afectadas
drasticamente y aquellos embriones que consiguen alcanzar el estadio de
blastocisto lo hacen con parametros distintos al resto y presentan una

capacidad de unién a EGF muy reducida (fig. 13).

5.5. Efectos del 4OHE2 en la calidad de los embriones obtenidos por FIV

Una vez comprobados los efectos beneficiosos del 40HE2, al menos en el
cultivo de los embriones que atraviesan las Ultimas etapas del desarrollo
preimplantacional, y con el objetivo de asegurar la utilidad de esta nueva
herramienta, nos propusimos examinar los efectos del 40HEZ2 respecto a la

calidad embrionaria en busca de posibles efectos adversos.

La valoracion de la calidad embrionaria es una practica rutinaria en el
laboratorio de reproduccién asistida, cuyo objetivo es realizar la seleccion de
los embriones mas apropiados para la transferencia. Los factores mas
relevantes de la calidad del embridn, que en la practica se relacionan con altas
tasas de implantacion, constituyen un objetivo comun en el ambito de la
reproduccién y han sido ampliamente descritos (Hartshorne et al., 1991;
Kaufman et al., 1995; Nadano et al., 2002; Pavone et al., 2011; Richter et al.,
2001; Shoukir et al., 1998; Sugihara et al., 2008b).

Para comprobar los efectos del 4OHE2 en la calidad de los blastocistos
tratados, se tuvieron en cuenta algunos de los parametros de evaluacion
embrionaria mas comunmente utilizados en el laboratorio de reproducciéon

asistida.

Aunque el aumento del volumen en el blastocele es un parametro altamente
variable y claramente relacionado con el grado de desarrollo. Existe un
aumento significativo en el tamafio de los embriones que han sido obtenidos
por fecundacién in vitro y tratados con 40HE2, respecto a los embriones
desarrollados en un medio de cultivo convencional (figs. 32 y 33). Dicho
aumento en el volumen del blastocisto esta correlacionado con un marcado
adelgazamiento de la zona pelucida. Factor que ha sido considerado por varios
autores como favorable para la implantacién (Nadano et al., 2002; Pavone et

al., 2011; Yoon et al., 2001). Sin embargo no parece haber un incremento
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significativo en el niumero de células final, alcanzado por los embriones tratados

con 40HEZ2 al llegar al estadio de blastocisto (fig. 30).

Mientras que, en los embriones obtenidos directamente del utero o cultivados
en un medio de cultivo convencional, el tamafio no parece estar relacionado
con su capacidad para unir EGF, en el conjunto de embriones desarrollados en
un medio de cultivo enriquecido con 40HE2 presenta una correlacion positiva
entre el tamafio y sensibilidad frente al EGF. Esto parece indicar que el 4OHE2
podria estar promoviendo, a través de la activacién de los receptores de EGF,
la entrada de liquido y sales del medio de cultivo en el blastocele (Lonergan et
al., 1996; Vaughan et al., 1992), evento que por otra parte esta relacionado

con buenas tasas de implantacion (Shoukir et al., 1998).

La formacion de vacuolas y la fragmentacién son dos factores indicativos del
inicio de apoptosis, que acompafian a los embriones de peor prondstico.
Aunque no parecen estar directamente relacionados con los fallos de
implantacion, si que se ha podido comprobar como las condiciones en las que
se desarrolla el cultivo constituyen un factor determinante en la incidencia de
apoptosis (Byrne et al., 1999). La muerte celular durante el desarrollo
preimplantacional ha sido ampliamente abordada (Betts and King, 2001; Hardy,
1997) y se ha podido comprobar como las condiciones sub-6ptimas que
representan el cultivo artificial, afectan claramente a la calidad de los
embriones, incrementando los patrones de incidencia de muerte celular por

apoptosis (Rizos et al., 2002; Wrenzycki et al., 2001).

Al evaluar el porcentaje de muerte celular que manifiestan los embriones
obtenidos In Utero, hemos podido comprobar que la muerte celular por
apoptosis es muy reducida en condiciones fisiologicas (fig. 28). Sin embargo si
que se observa una mayor incidencia de apoptosis en embriones obtenidos por
fecundacion In Vitro. Aunque el cultivo enriquecido con 40HE2 consigue
reducir ligeramente la incidencia de apoptosis, ésta no representa un cambio
significativo respecto a los embriones desarrollados en un medio de cultivo

convencional (fig. 30).
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Otro factor relevante en la calidad final del blastocisto, es la influencia del
ambiente en el que se desarrolla el embrién sobre sus propias necesidades
energéticas. En este sentido, la medicion del metabolismo embrionario y su
poder para predecir la viabilidad de los embriones en un ciclo de reproduccion
asistida, han acaparado durante los Uultimos afos buena parte de las
comunicaciones cientificas que se publican en el ambito de la reproduccién
(Barnett and Bavister, 1996; Chason et al., 2011; Houghton et al., 2002;
Houghton and Leese, 2004; Lane and Gardner, 1996; Van Blerkom, 2004). Se
ha podido comprobar cémo el cultivo artificial altera los patrones metabdlicos
del embrion en desarrollo (Barnett and Bavister, 1996). Se registra un
incremento metabdlico durante las ultimas etapas del desarrollo, para soportar
las primeras actividades morfogenéticas como la compactacion y la cavitacion
(Leese, 1991), presumiblemente debido al incremento en las demandas
energéticas de la ATPasa Na+/K+, necesaria para la formacién y el
mantenimiento del blastocele (Rieger et al., 1992). Dicho incremento concierne

fundamentalmente a la glicolisis y el metabolismo oxidativo (Han et al., 2001).

Para comprobar el efecto del 4OHE2 en la actividad metabdlica, utilizamos
Alamar Blue® (Verlinsky et al., 2005). Tras realizar el ensayo de viabilidad sobre
los tres grupos experimentales (FIV, FIV4AOHE2MaB e IU), advertimos como la
actividad metabdlica de los embriones obtenidos directamente del utero, supera
con creces la revelada por el conjunto de embriones obtenidos por fecundacién
in vitro, ya sean estos tratados o no con 40OHE2. Por otra parte, los embriones
cultivados en presencia del 40HE2 tienen un ligero incremento en la reduccion
del medio de cultivo respecto a los embriones desarrollados en un medio de
cultivo convencional (fig. 31). Esto sugiere cierta participacién del 40HE2 en el

aumento metabdlico del embriéon en desarrollo.

El papel de los factores de crecimiento en el metabolismo embrionario, ha sido
ampliamente demostrado (Bellver et al., 2008; Haimovici and Anderson, 1993;
Lash and Bulmer, 2011; Paria and Dey, 1990; Roberts and Murphy, 2000;
Souza et al., 2011). De modo que el incremento metabdlico que se produce en
los embriones tras cultivarlos en 40HE2, estara provocado presumiblemente,

por la activacion de los receptores ErbB y el aumento de la sensibilidad
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embrionaria por los factores de crecimiento que regulan los procesos de
expansion y diferenciacion celular propios del estadio de blastocisto. En este
sentido, muchos trabajos han demostrado como la accién de los factores de
crecimiento, en la aceleracion del desarrollo preimplantacional, se refleja en un
aumento en la concentracion de calcio intracelular (Barros-Delgadillo et al.,
2010; Hamatani et al., 2004; Heo et al., 2006; Hill et al., 1999; Michel et al.,
2003; Wang et al., 2000). Resultados de nuestro laboratorio, demuestran como
los embriones obtenidos directamente del utero, que han sido desarrollados en
un ambiente endocrino 6ptimo, presentan unas concentraciones de calcio basal
muy superiores a las de los embriones obtenidos y desarrollados in vitro. Sin
embargo el cultivo en un medio artificial enriquecido con 40HE2 tiene la
capacidad de producir un ligero aumento del calcio intracelular, aunque no de

restablecer los valores obtenidos en condiciones fisiologicas (fig. 36).

Segun hemos podido confirmar como la adicién de 40HE2 al medio de cultivo
durante la ultima etapa de desarrollo preimplantacional, permite compensar
algunas de las consecuencias derivadas del cultivo artificial a favor de un
aumento en la calidad embrionaria (capacidad de interaccion con EGF488 y de
adhesion, metabolismo, [Ca?*],etc.). A la vista de estos resultados y de acuerdo
con la ventaja que el 4O0HE2 ha demostrado suponer sobre la capacitacion
embrionaria y las primeras fases del proceso de implantacion, podemos
concluir que el 40HE2, al menos en la fase final del desarrollo, es un buen

candidato en vistas de mejorar los medios de cultivo embrionario.
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6.1. Novedades metodoldgicas

Este estudio presenta por primera vez un método sencillo y en vivo para
estimar la capacidad de unién de los embriones frente a los factores de
crecimiento epidérmico (EGF) utilizando un factor unido a fluorescencia
(EGF488). Esta herramienta permite relacionar la capacidad de union a EGF
con otros parametros embrionarios. Aunque no hemos realizado pruebas
previas, en principio, esta misma metodologia podria utilizarse para otros
factores de crecimiento o incluso otro tipo de moléculas. Este procedimiento y
su posibilidad de ampliacién a otras moléculas, ha sido objeto de una solicitud

de patente y actualmente esta pendiente de resolucion.

Adicionalmente, se ha establecido una relacion entre esta capacidad de unién
de EGF488 y la implantacion embrionaria, comprobandose que los embriones
con alta afinidad por EGF488 tienen tasas de implantacién mayores. Esto nos
permite establecer una estimacion de la capacidad de implantacién embrionaria
sin necesidad de realizar pruebas de implantaciéon, es decir podriamos
establecer que los embriones que unen mayor cantidad de EGF488 tienen
mejores tasas de implantacion. De nuevo, este procedimiento ha sido objeto de

una solicitud de patente y estando también pendiente su resolucion.

No se nos escapa la posibilidad de que con este procedimiento se podrian
estimar los efectos de una modificacion del procedimiento en el laboratorio de

embriologia sobre el potencial de implantacion embrionario de forma asequible.
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6.2. Futuras Investigaciones

Basandonos en la sensibilidad que revela el zigoto recién formado y el embrién
en sus primeras etapa de desarrollo por el EGF hemos descartado la posible
suplementacion de los medios de cultivo con este factor. Los principales
inconvenientes son el descenso general de la viabilidad y que en aquellos que

sobreviven no se producen mejores tasas de implantacién.

Sin embargo, y de acuerdo con los efectos positivos del 4OHE2 sobre la
mejora del potencial de union a EGF y sobre la mejora de la capacidad de
implantacion es obvio que nos hemos planteado la suplementacion de los
medios de cultivo especificos para los ultimos estadios de desarrollo con este
metabolito del estradiol para de esta forma intentar mejorar el potencial de
implantacion embrionario y consecuentemente la tasa de embarazo en
reproducciéon humana. Hay que mocionar que segun nuestros resultados la

adicion de este compuesto no conlleva efectos negativos para el embrion.

La posibilidad de utilizar 4OHE2 como suplemento para la mejora de la
capacidad de implantacion en embriones humanos se esta elaborando como
un ensayo clinico multicéntrico y actualmente esta pendiente de aprobacion por
el comité ético correspondiente. Adicionalmente, esta misma idea ha sido

objeto de una solicitud de patente y actualmente esta pendiente de resolucion.
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1. El receptor de EGF (ErbB4) se expresa a lo largo de todo el periodo
madurativo del oocito. Sin embargo la ventana de sensibilidad frente al

EGF488 no se abre hasta el momento de la fecundacion.

2. ErbB4 se expresa también a lo largo de todo el desarrollo embrionario
preimplantacional. Aunque la sensibilidad que presenta el embrion frente
al EGF488 disminuye paulatinamente desde el estadio de dos células
hasta el estadio de moérula. La sensibilidad a EGF488 del embrion

aumenta de nuevo en el estadio de blastocisto.

3. Los embriones obtenidos directamente del utero presentan un potencial
de union a EGF488 y una capacidad de implantacion muy superiores a

las de los embriones obtenidos por fecundacion in vitro.

4. Aunque la adicién de EGF al medio de cultivo induce un aumento en la
capacidad de union a EGF488, el tratamiento no supone una mejora en
las tasas de implantacion y conlleva una disminucion drastica de las

tasas de supervivencia.

5. Mientras que la adicion de E2 o P4 al medio de cultivo, no supone
ninguna alteracion en el potencial embrionario de union a EGF488, la

adicion al medio de 40HEZ2 lo incrementa significativamente.

6. Mientras que la adicién de E2 o P4 al medio de cultivo, no supone
ninguna alteracién en el potencial embrionario de adhesion in vitro, la

adicion de 40HE2 lo incrementa significativamente.

7. La adicion de 40HE2 al medio de cultivo mejora algunos de los

principales parametros de valoracion de la calidad embrionaria.
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