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Rol del fector morfogenético del hueso 4 (BMP4) en la maduración ovocitaria y el 

desarrollo embrionario de bovinos 

 

Resumen 

El factor morfogenético del hueso 4 (BMP4, por sus siglas en inglés Bone Morphogenic 

Protein) cumple funciones en distintos aspectos del desarrollo como diferenciación, 

morfogénesis, apoptosis y crecimiento celular en diversos tipos celulares. Nogina es un 

potente inhibidor de BMP4 que actúa evitando la unión de BMP4 con sus receptores. El 

objetivo de este trabajo fue investigar el rol de BMP4 en la maduración ovocitaria y en el 

desarrollo embrionario in vitro de bovinos. Se maduraron in vitro ovocitos bovinos en 

presencia de BMP4 o de Nogina. A partir de estos ovocitos, se produjeron embriones por 

activación partenogénica (AP) y por fecundación in vitro (FIV). Por otro lado, se 

produjeron embriones por AP y por FIV y fueron cultivados en presencia de BMP4 o de 

Nogina. BMP4 está implicado en la maduración ovocitaria en bovinos con efectos en las 

tasas de clivaje y el estado pluripotente de los blastocistos; Y Nogina modifica la expresión 

de ciertos genes en ovocitos. Más aún se demuestra por primera vez que un balance 

equilibrado del sistema de señalización de BMP es necesario para el correcto desarrollo 

embrionario preimplantatorio en bovinos. 

 

 

 

 

Palabras Clave: BMP4, Maduración ovocitaria, Desarrollo embrionario, Bovinos, 

Partenogénesis, Fecundación in vitro (FIV). 
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Role of bone morphogenic protein 4 (BMP4) on in vitro maturation 

and culture of bovine preimplantation embryos 

 
Abstract 

BMP4 acts on many aspects of development such as differentiation, morphogenesis, 

apoptosis and cell growth in different cell types. Noggin is a potent BMP inhibitor that 

exerts its function by binding to BMPs preventing interactions with its receptors. The aim 

of this work was to investigate the role of BMP4 on oocytes in vitro maturation  and 

embryos in vitro development  of bovine. For this, oocytes were in Vitro matured in the 

presence of BMP4 or Noggin and these oocytes were used to produce embryos by 

parthenogenic activation (PA) or in Vitro fertilization (IVF). On the other hand, embryos 

were produced by PA or IVF and cultured in the presence of BMP4 or Noggin. We found 

that BMP4 is implicated in oocyte maturation with effects on cleavage rates and 

pluripotency state of the cells. Noggin supplementation up-regulated the expression of 

certain genes in matured oocytes. Our results show that BMP4 is implicated in bovine 

oocytes maturation and embryo development. 

Moreover, our findings demonstrate, for the first time, that a correct balance of BMP 

signaling is needed for proper preimplantation development of bovine embryos. 

 

Key Words: BMP4, oocyte maturation, embryo development, bovine, parthenogenesis, in 

Vitro fertilization (FIV).  
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I.1. BMPs y Nogina 

I.1.1. BMPs 

Los pasos críticos para la transición de organismos unicelulares a organismos 

multicelulares debieron estar acompañados del desarrollo de moléculas de adhesión, de 

proteínas de matriz extracelular y de comunicación intercelular. En particular, aquellas 

relacionadas con el control del desarrollo, la diferenciación celular y la formación de planes 

corporales (Huminiecki et al., 2009). La comunicación intercelular, mediada por factores de 

crecimiento, es esencial para una adecuada formación de patrones en el desarrollo de los 

metazoos (Newfeld et al., 1999). El surgimiento de la cascada de TGFβ (por sus siglas en 

inglés: Transforming Growth Factor) coincide con la aparición de las primeras especies 

animales. Además, esta vía de señalización se encuentra ampliamente conservado en el 

reino animal (Herpin, 2004). 

Los ligandos TGFβ son un grupo de más de 30 proteínas en mamíferos, y se agrupan en dos 

grandes ramas: la rama TGFβ/Activina/Nodal –que contiene entre otros miembros a la 

Inhibina, los Factores Neurotróficos Derivados de Células Gliales (GDNFs), Mioestatina y 

Hormona Antimuleriana (AMH, por sus siglas en inglés Anti Muhllerian Hormone)– y la 

rama de BMPs/ Factores de Crecimiento y Diferenciación (GDFs) (Massague et al., 2000; 

Miyazono et al., 2001). 

Las primeras funciones de los BMPs se identificaron en los años 60 al estudiar la inducción 

de la formación de tejido óseo. Sin embargo, las proteínas responsables permanecieron 

desconocidas hasta la purificación y secuenciación de BMP-3 bovino (también llamada 

Osteogenina) y de BMP-2 y 4 humanos, a finales de los años 80 (Chen et al., 2004). 

Algunos miembros de esta superfamilia son expresados únicamente en ciertos tipos 

celulares o por períodos limitados de tiempo durante el desarrollo, mientras que otros, en 

cambio, son expresados en una gran cantidad de tejidos y por períodos prolongados 

(Massague et al., 2000). Estos factores controlan numerosos efectos biológicos en una alta 

variedad de tipos celulares. Por ejemplo, regulan crecimiento celular, apoptosis y 

producción de matriz extracelular. En adultos, estos factores están involucrados en procesos 

de reparación de tejidos y modulación del sistema inmune (Chen et al., 2004; Enomoto-

Iwamoto et al., 1998; Wijgerde et al., 2005; Zimmerman et al., 1996).  
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Estructura 

Los BMPs están estructuralmente muy conservados en los vertebrados (Shi y Massague, 

2003). Todos son expresados como grandes precursores proteicos. Los precursores 

contienen una señal peptídica que dirige la proteína hacia la vía secretoria, luego contiene 

un prodominio el cual asegura el plegamiento adecuado y el dominio funcional de la 

proteína madura hacia el extremo carboxiterminal (Sieber et al., 2009). Las proteínas 

bioactivas son homo o heterodímeros. Los dímeros están estabilizados por uniones 

hidrofóbicas y fortalecidos por puentes disulfuro entre subunidades (Shi y Massague, 2003; 

Vitt, 2001). Los factores TGFβ pertenecen al grupo de las proteínas llamadas “Nudo de 

cisteínas” (Sun y Davies, 1995) un dominio de diez aminoácidos, seis de los cuales son 

cisteínas. Esto da lugar a una conformación tridimensional en forma de anillo, característica 

de estas proteínas. La secuencia consenso para esta estructura es C1-(X)n-C2-X-G-X-C3-

(X)n-C4-(X)n-C5-X-C6. Cabe destacar que la glicina resulta necesaria por cuestiones 

estéricas.   

Las cisteínas 2, 3, 5 y 6 forman un anillo por puentes disulfuro entre las cisteínas 2 y 5 y 

entre 3 y 6. El tercer puente disulfuro está formado por las cisteínas 1 y 4 y penetra el anillo 

formando entonces un “nudo” (FIG 1). Esta estructura tridimensional es responsable de 

varias características de las proteínas (Sun y Davies, 1995). 

Todos los miembros conocidos de este grupo son proteínas extracelulares que interactúan 

con receptores específicos o con otras proteínas extracelulares. El nudo de cisteínas se 

forma intracelularmente y es el responsable de evitar la conformación globular encontrada 

en la mayoría de las proteínas extracelulares. Los puentes disulfuro entre las cisteínas 

definen tres dominios: dos que consisten en dos láminas β antiparalelas (entre las cisteínas 

1 y 2 y entre 4 y 5) y el tercero que generalmente contiene una α hélice (entre las cisteínas 3 

y 4). La estructura tridimensional adoptada expone residuos hidrofóbicos al espacio acuoso, 

induciendo la formación de homo o heterodímeros, otra de las características también 

compartida por este grupo de proteínas (Vitt, 2001). La interacción con los receptores está 

determinada por esta estructura (Sun y Davies, 1995). 

  



Capítulo I - Introducción 

 

13 

 

 

Fig. 1: Dibujo esquemático del “Nudo de cisteínas”. 

Reproducido de Vitt 2001 (Vitt, 2001). 

 

Interacción con receptores 

Los TGFβ se unen a receptores transmembrana clasificados en receptores tipo I y tipo II. 

En mamíferos se han descripto cinco receptores tipo II: ActR-II, ActR-IIB, AMHR-II 

(Receptor MIS/AMH), BMPR-II  (Receptor BMP tipo-II), T_R-II (Receptor TGF tipo-II) y 

siete receptores tipo I, llamados ALK-1 al -7 (por sus siglas en inglés, activin receptor-like 

kinase) (Shimasaki, 2004). Una unión eficiente y una correcta señalización requieren de la 

formación de complejos, tanto homodímeros (entre los receptores de cada tipo) como 

heterodímeros (entre los dos tipos de receptores) (Heldin et al., 1997). Los receptores 

contienen un dominio extracelular de unión a los ligandos y un dominio intracelular con 

actividad serin-treonin-quinasa intrínseca. Además, los de tipo I contienen dos motivos 

adicionales, una región rica en glicina y serina que precede al dominio de quinasa (“Región 
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GS”) y una región corta, de ocho aminoácidos llamada el lazo L45 dentro del dominio 

quinasa (Sieber et al., 2009). Los BMPs se unen con baja afinidad a los receptores tipo I o 

tipo II individualmente, pero esta afinidad aumenta cuando los receptores se presentan 

juntos como heterodímeros (Heldin et al., 1997). El modo de unión ligando receptor está en 

discusión, existiendo dos modelos que explican este ensamblaje: el modelo alostérico y el 

modelo cooperativo. El alostérico implica la unión de los ligandos al receptor de tipo II y 

luego el receptor de tipo I expone su dominio de unión al ligando, permitiendo la unión. En 

el modelo cooperativo, los ligandos se unen a los receptores de tipo II y los receptores tipo I 

interactúan con una superficie del complejo ligando-receptor tipo II. Sin embargo, existen 

casos no explicados por estos modelos, como la unión ActrI- BMP7- BMPRII, en la que 

ambos receptores se unen al ligando (Shi y Massague, 2003). Independientemente del modo 

de ensamblaje, lo que sí está consensuado es que en respuesta a la unión del ligando ocurre 

una oligomerización ligando-receptor y que los receptores tipo I son transfosforilados en la 

región GS (por los receptores tipo II, activos constitutivamente), y se  activa la quinasa del 

receptor tipo I (Vonbubnoff y Cho, 2001). 

 

Señalización intracelular 

 Los BMPs pueden activar distintas cascadas de señalización, a través de la formación de 

distintos complejos ligando-receptor lo cual determina la ruta intracelular a ser activada 

(Sieber et al., 2009). Un ejemplo es BMP2, el cual puede oligomerizarse al menos en dos 

formas distintas. Este puede unirse al receptor de tipo I primero y luego reclutar al tipo II y 

formar el complejo conocido como “complejo de señalización inducido por BMP” (BISC), 

o bien puede unirse a un complejo RI-RII preformado (PFC) (Nohe, 2001). BISC resulta en 

la internalización del complejo vía Caveolina y en la activación de la cascada independiente 

de Smads. La unión con el complejo PFC induce la internalización dependiente de Clatrina 

e inicia la señalización dependiente de Smads (Sieber et al., 2009).  

Ambas vías de señalización serán descriptas en los apartados siguientes, haciendo un mayor 

énfasis en la vía dependiente de Smads, la ruta “canónica”. 
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Vía independiente de Smads 

Distintas cascadas de señalización independientes de Smads han sido reportadas, 

destacando la ruta de Quinasas activadas por Mitógenos (MAPKs), como p38, la Quinasa 1 

activada por TGF-R (TAK1), la Quinasa de Fosfoinositol 3 (PI3K), la Trifosfatasa de 

Guanosina (GTPasa) pequeña y la Quinasa LIM (LIMK) (Obradovic Wagner et al., 2010), 

así como la activación de Quinasa activada extracelularmente (ERK)  y Quinasa de c-JUN  

(JUNK) (Sieber et al., 2009). Todas estas cascadas de señalización desencadenan en la 

traslocación al núcleo de algunos de los componentes y la interacción con factores de 

transcripción, regulando así la expresión de numerosos genes (Vonbubnoff and Cho, 2001). 

Estas rutas “no canónicas” resultan imprescindibles para muchas de las numerosas 

funciones de los BMPs. Algunos ejemplos se observan en las células madre mesenquimales 

donde la activación, por parte de los BMPs, de MAPKs como p38, y de TAK1, de PI3K, de 

GTPasa pequeña y de LIMK, resultan cruciales para la migración celular. Otro ejemplo se 

observa en la línea celular C2C12 en las cuales la activación de PI3K y de la GTPasa 

Cdc42 cumple un rol fundamental en la reorganización del citoesqueleto y la migración 

celular, inducidas por BMPs. También ha sido demostrado que BMP induce p38, 

incrementando la diferenciación de los osteoblastos y provocando la expresión de Osterix, 

uno de los factores de transcripción más importantes en el desarrollo del tejido óseo 

(Obradovic Wagner et al., 2010).  

  

Vía dependiente de Smads  

Los mediadores intracelulares de todos los miembros TGFβ, son las proteínas Smads. En 

todos los mamíferos placentarios estudiados se han encontrado ocho miembros de esta 

familia (Huminiecki et al., 2009). Estás proteínas presentan una estructura globular con dos 

dominios de homología mad (MH), MH1 y MH2 en los extremos amino y carboxi terminal 

respectivamente, conectados por una región rica en prolina (Heldin et al., 1997). Cada uno 

de los dominios MH cumple distintas funciones. MH1, presenta motivos de unión al ADN 

mientras que MH2 es responsable de la interacción con los receptores, con otras proteínas 

Smad y con el complejo del poro nuclear que regula la localización núcleo-citoplasma  

(Heldin et al., 1997; Shi y Massague, 2003). 

Las proteínas Smad se clasifican en tres grupos según sus funciones: 
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R-Smads (Smads 1, 2, 3, 5 y 8), asociadas a los receptores y localizadas principalmente en 

el citoplasma; 

Co-Smad (Smad 4), que forma complejos con R-Smads y se encuentra tanto en el núcleo 

como en el citoplasma; 

I-Smads (Smads 6 y 7), asociadas a funciones inhibitorias de la cascada de señalización, de 

localización principalmente nuclear (Heldin et al., 1997). 

Los BMPs interaccionan específicamente con Smad 1, 5 y 8, que están asociados a los 

receptores de tipo I (Massague et al., 2000). A su vez, también se ha reportado cierta 

interacción de BMPs con los receptores de TGFβ regulando, de esa forma, la activación de 

Smad 2/3  (Sieber et al., 2009). En la forma inactiva de las R-Smads, los dominios MH1 y 

MH2 están unidos. Los receptores tipo I activan a las R-Smads fosforilandolas en un 

motivo específico, el SXS, del extremo carboxiterminal. Esto induce la desestabilización de 

la unión al receptor y la exposición de los dominios permitiendo la formación de complejos 

heteroméricos con Smad 4 (Shi y Massague, 2003). Este complejo es luego traslocado al 

núcleo.  

 

Efectos nucleares 

En el núcleo, las proteínas Smads establecen complejos con factores de transcripción que 

regulan la expresión de numerosos genes. Las propias Smads tienen la capacidad de unirse 

al ADN, pero con muy baja afinidad. Por lo que el reclutamiento de otros cofactores de 

unión al ADN y Co-activadores y Co-represores de la transcripción como p300 y CBP 

resulta imprescindible para la regulación génica (Shi y Massague, 2003; Vonbubnoff y 

Cho, 2001). El arreglo genético y epigenético de cada célula y la coordinación con otros 

sistemas de señalización son, más que el complejo Smad por sí solo, los que determinan 

qué genes son reconocidos por este complejo, marcando así los genes blanco (Massague et 

al., 2000). 
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Fig. 2: Señalización intracelular de BMPs 

Se muestran las vías “canónicas” y “no canónicas” dependientes e independientes de Smads, 

respectivamente. Reproducido de Vonbubnoff y Cho, 2001 (Vonbubnoff y Cho, 2001). 

 

Otros puntos que afectan la señalización 

Además de las cascadas de señalización ya descriptas, existen otros aspectos que influyen 

en los efectos pleiotrópicos de estos factores. Por un lado, las interacciones con otras vías 

de señalización cómo BMP- (Smad) -Wnt β/ Catenina, BMP-Smad - Ca2+ / Cadmodulina, 

BMP-Smad-ERK-MAPK, BMP-Smad y JAK-STAT. Y por otro lado, los efectos no 

genómicos que pueden causar estos factores. Por ejemplo, BMPs y TGFβ estimulan el  

complejo RNASEN responsable de la maduración del microARN 21(miRNA21). Una vez 

maduro, este miRNA, causa múltiples efectos en la fisiología celular (como producir el 

fenotipo de las células del músculo liso) ampliando así los efectos de los BMPs. Un dato 

interesante es que solo los R-Smads son reclutados por el complejo RNASEN y no la Co-
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Smad, por lo que este mecanismo de activación de miRNA explicaría, al menos en parte, 

los efectos de TGFβ y BMPs independientes de Smad4 (Davis et al., 2008). 

 

Regulación de la cascada 

Por todo lo analizado hasta ahora, se puede afirmar que la correcta regulación de las señales 

extracelulares es fundamental para un desarrollo normal en cualquiera de los sistemas en 

los que participen estos factores (Wijgerde et al., 2005). La regulación negativa (RN) de los 

BMPs puede darse a distintos niveles: 

RN extracelular 

Existe una serie de antagonistas que se unen directamente a BMPs y forman un complejo 

que bloquea su función. Este tipo de inhibidores son llamados Atrapadores de Ligando. 

También se encuentran algunos inhibidores unidos a membrana, como BAMBI (por sus 

siglas en inglés: BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor) (Vitt, 2001). 

 

RN intracelular 

 Smad 6 y 7 se unen al receptor tipo I y previenen la fosforilación de Smad1 y 5 por lo que 

la señalización no se propaga (ver FIG 2). Las smads inhibitorias se sintetizan en respuesta 

al ligando por lo que cumplirían un rol en la retroalimentación negativa que regula la 

respuesta a BMPs. Un ejemplo de regulación intracelular es la regulación de Smad 1 por 

parte de un factor específico de Smads, Smurf1 (por sus siglas en inglés Smad Ubiquitin 

Regulatory Factor 1) (Chen et al., 2004), que además de causar su ubiquitinización, inhibe 

la interacción de Smad 1 con el factor traslocador al núcleo. Por lo tanto, puede causar la 

acumulación citoplasmática de Smads (Sapkota et al., 2007). Otro ejemplo es la 

defosforilación de Smad 1, por una fosfatasa específica, que contribuye a disminuir la 

respuesta a BMPs (Knockaert et al., 2006). 

 

I.1.2. Nogina  

Dentro de los Atrapadores de ligando se encuentran varias proteínas como Folistatina, 

Cordina, Gremlina y Nogina. Nogina es un potente inhibidor de BMPs, el cual se une de 

modo directo a los ligandos BMPs, especificamente 2, 4 y 7. Esta unión bloquea los sitios 
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requeridos para la interacción entre el ligando y los dos tipos de receptores de BMPs 

(Groppe et al., 2002; Heldin et al., 1997; Shi y Massague, 2003). Su estructura primaria 

está relacionada con la estructura de los BMPs, Nogina posee una región rica en cisteínas 

con nueve residuos y se clasifica dentro del grupo de las proteínas con Nudo de Cisteínas. 

Por esta razón, la proteína funcional forma homodímeros unidos covalentemente (Groppe et 

al., 2002). Se han identificado homólogos de Nogina en todos los vertebrados estudiados. 

Nogina actúa extracelularmente, y se ha demostrado que se une a proteoglicanos de heparán 

sulfato lo cual determina su ubicación específicamente en la superficie celular. Esta 

ubicación permite la regulación de los gradientes de BMPs (Paine-Saunders, 2001).  

La estructura de Nogina, tan similar a la de los ligandos BMP, sugiere fuertemente que ha 

surgido por duplicación génica a partir de una proteína ancestral “tipo- ligando”. BAMBI 

también posee una estructura muy similar a la de los receptores de BMP, que sugiere una 

duplicación génica de una proteína ancestral “tipo- receptor”. La regulación negativa del 

sistema de señalización de BMPs es única en el sentido de que sus antagonistas 

evolucionaron junto con agonistas y receptores lo que llevó a la formación de antagonistas 

relacionados estructuralmente que controlaran el sistema (Groppe et al., 2002). 

Los mutantes nulos para Nogina mueren al nacimiento debido a un patrón fenotípico muy 

complejo que incluye malformaciones del esqueleto. Esto demuestra que una desregulación 

que lleve a una sobrexpresión de BMPs afecta el desarrollo normal de varios sistemas, 

como por ejemplo la formación de cartílago, de extremidades, de ojos y del sistema 

nervioso entre otros, resaltando la importancia de Nogina como antagonista de BMPs 

(Brunet et al., 1998; Wijgerde et al., 2005). 

 

I.2. BMPs y Nogina en el sistema reproductor y el desarrollo 

embrionario 

En el sistema reproductor y en el desarrollo embrionario, los BMPs están implicados en 

numerosos aspectos como la formación y el mantenimiento de las células germinales 

(Fujiwara et al., 2001). En el sistema reproductor masculino, BMP4 es necesario para el 

mantenimiento de la espermatogénesis en ratones adultos (Itman y Loveland, 2008). En las 

hembras, los BMPs juegan un rol fundamental en la diferenciación y fisiología folicular. En 
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el desarrollo embrionario, regulan la formación de patrones y especificación de tejidos. De 

hecho, es uno de los sistemas de señalización más antiguos evolutivamente, utilizado por 

embriones tempranos tanto en vertebrados como en invertebrados (Groppe et al., 2002). En 

estadios más avanzados de la preñez, regulan la fisiología de las membranas 

extraembrionarias  (Sugawara et al., 2010).  

Los roles de BMP4 y Nogina en la maduración ovocitaria y el desarrollo embrionario en 

bovinos serán tratados con un mayor detalle.  

 

I.2.1. BMPs - Maduración 

Las dos funciones principales del ovario son la generación de ovocitos fertilizables y 

competentes para el desarrollo y la secreción de hormonas esteroideas (estrógenos y 

progesterona) necesarias para preparar el tracto reproductor para la fecundación y el 

establecimiento de la preñez (Knight y Glister, 2006).  

Los folículos pueden ser considerados las unidades funcionales del ovario, consisten en un 

ovocito rodeado por una o más capas de células somáticas. Para lograr completamente su 

potencial de desarrollo y sus funciones endocrinas, los folículos deben atravesar numerosos 

eventos de diferenciación, hasta lograr el máximo desarrollo (Knight y Glister, 2006).  

 

Desarrollo folicular 

En los mamíferos, durante el desarrollo del ovario, las gametas femeninas detenidas en el 

estadio de profase, específicamente de diplotene, de la primera meiosis (meiosis I) y son 

mantenidas en este estadio por un tiempo prolongado, incluso años en el caso de bovinos, 

(Cunninham, 2005). Poco tiempo después del arresto, las células somáticas precursoras de 

las células foliculares rodean a los ovocitos en una monocapa y así forman los folículos 

primordiales. Existe una gran población de folículos primordiales pendientes, la cual sirve 

de “fuente” de folículos que se desarrollaran durante toda la vida reproductiva de la 

hembra. 

Los folículos reclutados para seguir el desarrollo pasan a formar los folículos primarios, en 

los que el ovocito comienza su fase de crecimiento y las células de alrededor (ahora 

llamadas foliculares) adquieren una morfología cuboidal y una alta capacidad proliferativa.  
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Cuando las células foliculares forman una doble capa de células rodeando al ovocito, el 

folículo pasa a llamarse folículo secundario (Eppig, 2001). La formación de estos folículos, 

hasta el estadio secundario, puede ocurrir de manera independiente de la concentración de 

gonadotrofinas. Sin embargo, estos folículos pueden responder a la hormona folículo 

estimulante (FSH) y luteinizante (LH) por lo que se infiere que, si bien no resultan 

fundamentales, estas hormonas tendrían efectos importantes en el desarrollo llamado 

“Independiente de gonadotrofinas” (Cortvrindt et al., 1997; Fortune y Eppig, 1979). 

En el feto bovino, los folículos primordiales, primarios y secundarios se forman por 

primera vez alrededor de los días 90, 140 y 210 de gestación, respectivamente, dentro de la 

etapa “Independiente de gonadotrofinas” (Yang y  Fortune, 2008). 

Las señales específicas que indican la formación de la cavidad antral y por lo tanto marcan 

el desarrollo hacia folículo antral o terciario, aún no se comprenden totalmente pero a 

partir de este estadio el desarrollo es claramente dependiente de gonadotrofinas. Una vez 

que el antro está bien desarrollado, el folículo es llamado, folículo de De Graph (Eppig, 

2001). La formación del antro marca dos poblaciones de células foliculares. Aquellas que 

rodean al ovocito llamadas células del cúmulus y aquellas que rodean la cavidad antral, 

llamadas granulosa mural. Se ha propuesto que el fenotipo mural es el fenotipo por default 

y que es el ovocito mismo, junto con la acción de FSH, los que promueven la 

diferenciación de las células hacia un fenotipo de células del cúmulus (Eppig, 2001). Las 

células foliculares y de la teca tienen importantes funciones endocrinas. Las células de la 

teca producen andrógenos en respuesta a la inducción de LH y estos difunden hacia las 

células de la granulosa donde son transformados a estrógenos Estos ejercen una 

autorregulación positiva en las células de la granulosa ya que estimulan la división mitótica 

de estas células. Además, las células de la teca formarán parte del cuerpo lúteo luego de la 

ovulación (Cunninham 2005). 

 

Maduración Nuclear  

Con el desarrollo de los folículos antrales, tiene lugar un cambio drástico en el núcleo de 

los ovocitos, hasta ahora detenidos en diplotene de la meiosis I.  Los ovocitos adquieren en 

primer lugar, la capacidad romper la vesícula germinal es decir, romper la membrana 

nuclear  y entrar en profase de la primera meiosis. Luego adquiere la capacidad de 
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continuar la meiosis únicamente hasta el estadio de metafase I (MI) y finalmente adquiere 

la capacidad de progresar hasta el estadio de metafase de la segunda meiosis (MII). En 

bovinos, estas capacidades son dependientes del diámetro del folículo y del tamaño del 

ovocito (alrededor de los 110 µm en bovinos). Cuando el folículo alcanza los 2 mm de 

diámetro y los ovocitos pasan de 110 a 120 µm adquieren la competencia ovocitaria y la 

mayoría de los ovocitos son capaces de ser fecundados y de sostener el desarrollo 

embrionario (Rodriguez y Farin, 2004).  

 

Maduración citoplasmática 

La adquisición de la competencia ovocitaria depende de eventos conocidos como 

maduración citoplasmática. La misma implica cambios morfológicos como reducción del 

tamaño del aparato de Golgi, aumento del contenido lipidíco, localización de los gránulos 

corticales y aumento del espacio perivitelino (Aparicio et al., 2011). También ocurren 

cambios bioquímicos que involucran la regulación temporal de la acumulación, la 

poliadenilación, la traducción o la degradación de mensajeros (mARN) (Rodríguez y Farin, 

2004). Hasta el momento se consideraba a la progesterona como reguladora del ciclo 

ovárico y del tracto reproductivo femenino pero el descubrimiento de receptores de 

progesterona (genómicos y no genómicos) en los complejos ovocitos- células del cúmulus 

(COCs) bovinos y su expresión diferencial durante el transcurso de la maduración sugieren 

diferentes roles para los distintos tipos de receptores y por lo tanto para la progesterona, en 

la maduración y competencia ovocitaria (Aparicio et al., 2011).  

Las últimas etapas del desarrollo folicular, incluyendo el proceso de selección del folículo 

dominante y la ovulación misma, también son dependientes de señales endocrinas en el 

momento apropiado. Notablemente, las gonadotrofinas, los estrógenos y la progesterona 

actúan coordinadamente e interactúan con numerosos factores sintetizados localmente 

(muchos de los cuales son miembros de la superfamilia TGFβ) con funciones autocrinas y 

paracrinas y de esta manera controlan las funciones celulares (Knight y Glister, 2006).   
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Ovulación 

En bovinos, la ovulación ocurre unas doce horas después del celo en respuesta a un pico de 

hormona luteinizante. Las concentraciones de FSH y de estrógenos por parte del folículo 

antral inducen la formación de receptores de LH en células de la granulosa. La 

concentración creciente de estrógenos resulta en el inicio del pico preovulatorio de 

gonadotropinas (Cunninham, 2005). El pico de LH induce la expresión de numerosos 

factores intrafoliculares y la activación de distintas cascadas de señalización implicadas en 

el proceso de ovulación. Sin embargo, los mediadores intrafoliculares de la respuesta al 

pico de LH, y por lo tanto del proceso mismo de ovulación aún no se comprenden 

totalmente. En múltiples especies –incluyendo roedores, cerdos, primates, ovinos y 

bovinos–  se fue acumulando evidencias de que la síntesis intrafolicular de prostanoides, en 

respuesta al pico de LH, es un evento crítico para la ovulación. De hecho, la inhibición de 

la ciclooxigenasa 2, una enzima catalizadora de la producción de prostanoides, inhibe la 

ovulación en bovinos (Li et al., 2008). Al mismo tiempo, comienza la expresión de 

progesterona por parte de las células ahora ya luteales (Cunninham, 2005).  

 

BMPs en la maduración ovocitaria 

El progreso a través de todos los estadios de desarrollo requiere una comunicación 

bidireccional entre el ovocito y las células de la granulosa y entre la granulosa y la teca. 

Hace relativamente poco tiempo que dejó de considerarse al ovocito como pasivo, hasta 

entonces se creía que sólo eran las células de la granulosa las que “dirigían” el desarrollo 

folicular y ovocitario. De hecho,  los trabajos que justifican y muestran evidencias del rol 

activo del ovocito en este proceso, son de las últimas dos décadas (Buccione et al., 1990; 

Eppig, 2001; McNatty, 2004; Vanderhyden et al., 1992). Dentro de los factores expresados 

por el ovocito se encuentran algunos miembros de la superfamilia TGFβ como BMP15 y 

GDF9 y son esenciales para el crecimiento folicular y la maduración ovocitaria en muchas 

especies como gatos (Bristol y Woodruff, 2004), ratones (Elvin et al., 2000), ratas 

(Erickson y Shimasaki, 2003), gallinas (Elis et al., 2007), cabras (Silva et al., 2004) y vacas 

(Juengel et al., 2009). 

La importancia de los miembros BMP para el sistema reproductor femenino se ha 

evidenciado por la aparición de mutaciones espontaneas en ovejas (Montgomery et al., 



Capítulo I - Introducción 

 

24 

 

1992). Los genes afectados codifican tanto para los ligandos BMPs como para sus 

receptores y las tasas de ovulación se ven afectadas positiva o negativamente, dependiendo 

de los genes afectados (Fabre et al., 2006; McNatty et al., 2001; Mulsant, 2001). En 

humanos, mutaciones espontáneas para BMP15 se han relacionado con infertilidad y 

amenorrea primaria y mutaciones para GDF9 se han relacionado con un incremento en la 

tasa de embarazos de mellizos dicigóticos (Juengel et al., 2009).     

Los miembros de la familia BMP se expresan en diferentes tipos celulares del ovario, 

cumpliendo diferentes funciones en roedores, ovinos y bovinos (Knight y Glister, 2006; 

Shimasaki, 2004). BMP4 en particular se expresa primero en las células estromales y más 

adelante en el desarrollo folicular, en las células de la teca. Sus receptores se encuentran en 

las células de la granulosa así como en el ovocito mismo  (Fatehi et al., 2005; Glister, 2004; 

Knight y Glister, 2006). BMP4 está a cargo de la transición de folículos primordiales a 

primarios, estimula la proliferación de las células de la granulosa en folículos preantrales y 

regula la esteroideogénesis, ya que estimula la producción de estrógenos (tanto la basal 

como la inducida por FSH) en las células de la granulosa y disminuye la síntesis de 

progesterona. De esta manera, evita la luteinización temprana de estas células. También 

disminuye la producción de andrógenos en células de la teca (tanto la basal como la 

inducida por LH). Al mismo tiempo regula la expresión de Inhibina y Activina, y estimula 

la proliferación de las células corticales en los folículos antrales. Se propone también que 

actuaría inhibiendo la ovulación. Una vez formado el cuerpo lúteo, retrasa la luteinización y 

la atresia de las células de la granulosa (Glister, 2004; Knight y Glister, 2006).  
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Fig. 3: Miembros de la superfamilia TGFβ 

Son prominentes en la creciente lista de ligandos extracelulares implicados en la comunicación bidireccional 

entre las células de la teca, la granulosa y el ovocito. Tanto las señales autocrinas (flechas grises) como las 

prácrinas (flechas negras) son dependientes de la expression de combinaciones apropiadas de los recepores 

tipo I y II en la superficie celular. Reproducido de Knight y Glister, 2006 (Knight y Glister, 2006). 

 

I.2.2. BMPs – Desarrollo embrionario 

Desarrollo embrionario en bovinos 

En bovinos, la ovulación ocurre unas horas después del celo y el ovocito maduro es 

liberado al oviducto. Es en la ampolla del oviducto donde este ovocito es fecundado por el 

espermatozoide, se forma la cigota y los pronúcleos masculino y femenino se replican 

independientemente antes de la singamia que precede la primera mitosis (Comizzoli et al., 

2000). El embrión continúa sus divisiones celulares rápidas y sin un aumento de tamaño, al 

mismo tiempo que se desplaza por el oviducto hacia el útero. Durante el pasaje por el 

oviducto, el embrión recibe señales maternas como citoquinas y factores de crecimiento 

que regulan su crecimiento y metabolismo, entre otras cosas. Así mismo el embrión envía 

señales a las células oviductales estableciendo una comunicación fundamental para el 

correcto desarrollo (Knobil & Neil, 1994). La activación del genoma embrionario es tardía 

respecto a otras especies, ya que ocurre en el estadio de 16 células (Memili y First, 1999). 
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El embrión alcanza el útero en el estadio de mórula entre los días 4-6 post cópula (Spencer 

et al., 2008). Luego de la compactación de la mórula se forma el blastocisto. Una 

particularidad de los animales domésticos es que en estos no se cumple la teoría “adentro-

afuera” observada en el ratón, donde las células más externas de la mórula compacta dan 

lugar al trofoblasto y las más internas al macizo celular interno (Kirchhof et al., 2000).  

 

Diferenciación embrionaria 

La formación del blastocisto representa el primer evento de diferenciación en el desarrollo 

de los mamíferos en el cual se definen dos poblaciones celulares con características 

morfológicas y funcionales bien marcadas. El macizo celular interno (MCI) y el trofoblasto. 

Cada una de estas poblaciones continúa diferenciándose y da lugar a distintos tejidos 

(Gilbert, 2000). 

El MCI luego se diferenciará en hipoblasto y epiblasto. El hipoblasto da lugar al 

endodermo extraembrionario, formando el saco embrionario. El Epiblasto se diferencia, a 

su vez, en ectodermo embrionario y disco germinal del cual derivan el endodermo 

embrionario y el mesodermo tanto embrionario como extraembrionario (Gilbert, 2000). 

El trofoblasto da lugar únicamente al ectodermo extraembrionario. Pueden definirse dos 

regiones de células trofoblásticas aquellas que se encuentran inmediatamente por encima 

del macizo celular interno, también llamada Capa de Rauber, y aquellas células que rodean 

a la cavidad blastocélica. En la mayoría de los animales, con excepción de los roedores y 

los primates, la capa de Rauber se pierde y el crecimiento del trofoblasto se da a partir de 

las células que rodean la cavidad blastocélica  (Degrelle et al., 2005). 

 

Expansión trofoblástica   

Los ungulados constituyen un grupo de animales llamados de implantación tardía en el que 

la implantación ocurre alrededor del día 21 de desarrollo. Esta diferencia temporal está 

acompañada de una particular expansión del trofoblasto, producto de una alta tasa 

proliferativa y en la que el trofoblasto aumenta varias veces su tamaño (desde 150 µm al 

día 7 hasta 300 mm al día 21, en los rumiantes (Degrelle et al., 2005). Durante esta 

expansión, el blastocisto va adquiriendo distintas morfologías que permiten clasificar a los 
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blastocistos como esféricos, ovoides, tubulares y filamentosos. Alcanza los 150 mm al día 

17, coincidiendo con el reconocimiento de la preñez. Estos embriones sufren otra etapa de 

elongación, conocida como tardía en la que alcanzan los 300 mm, alrededor del día 21 

coincidiendo con el comienzo de la implantación (Rodriguez-Alvarez et al., 2009). Las 

membranas del blastocisto elongado ocupan el cuerno uterino no gestante y se observa una 

marcada proliferación de las células trofoblásticas y de las endometriales en las carúnculas, 

donde se forman los placentomas y se establece la interfase materno-fetal (Sugawara et al., 

2010). Para esta altura la gastrulación ya ha comenzado (Guillomot et al., 2004) y las 

membranas extraembrionarias amnios y saco embrionario ya se han establecido (Ledgard et 

al., 2006). Los embriones de ungulados cultivados in vitro no presentan la capacidad de 

elongación, lo cual evidencia que un diálogo coordinado entre el endometrio y el concepto 

resulta fundamental para este proceso (Blomberg et al., 2008) .  

 

 

 

Figura 4: Embriones bovinos en el estadio de blastocisto  

Esférico (A), ovoide (B), tubular (C) y filamentoso temprano (D). Reproducido de Degrelle 2005 (Degrelle et 

al., 2005).   

 

En especies en las que la implantación es tardía, el trofoblasto cumple una función nutricia 

muy importante, de hecho, al analizar la estructura de estas células se observan 

características metabólicas muy marcadas como retículo muy desarrollado y una alta 

actividad fagocítica y presencia de reservorios de glucógeno (Wintenberger-Torres y 

Flechon, 1974). Las células trofoblásticas tienen además un rol fundamental en el 



Capítulo I - Introducción 

 

28 

 

establecimiento de la preñez ya que secretan interferón tau (IFN-tau). El transcripto y la 

proteína se observan desde el estadio de blastocisto temprano (Larson, 2001). IFN-tau tiene 

diversas funciones una de ellas es antiluteolítica, actúa inhibiendo los receptores de 

oxitocina en el útero previniendo así los pulsos de liberación de prostaglandina F2α 

dependientes de oxitocina cuya función es la destrucción del cuerpo lúteo (Bazer et al., 

2008; Demmers et al., 2001) con la consecuente caída en los niveles de progesterona, lo 

que provoca el reinicio del ciclo estral. Otras funciones de IFN-tau son antivirales, 

antiproliferativas e inmunomoduladoras (Demmers et al., 2001).   

 

Implantación 

A pesar de las marcadas diversidades entre tipos de implantación y placentación, los 

eventos iniciales entre trofoblasto y epitelio luminal uterino (ELU) son compartidas por  la 

mayoría de las especies (Spencer, 2004). Estos eventos se clasifican como: 

1) Eclosión: El blastocisto se libera de la Zona Pelúcida; 

2) Precontacto y orientación del embrión; 

3) Aposición. En la mayoría de las especies la aposición comienza con un contacto entre 

ambos tipos celulares. Este implica una pérdida de las vellosidades trofoblásticas entre los 

días 13 a 15 en ovinos (Spencer, 2004) y alrededor del día 19 en bovinos (Guillomot, 

1995). La aposición es asegurada por interdigitaciones entre proyecciones citoplasmáticas 

del trofoblasto y las microvellosidades del EL; 

4) Adhesión. Luego de la aposición ocurre la unión con el útero; 

5) Penetración del endometrio. La invasión del trofoblasto no es muy profunda en los 

rumiantes ya que el tipo de placenta que forman es epiteliocorial. Allí, la penetración forma 

únicamente un sincicio entre las células endometriales y un grupo de  células trofoblásticas 

especializadas llamadas binucleadas (placenta sinepiteliocorial). La placenta de rumiantes 

se clasifica como cotiledonaria ya que la unión del trofoblasto con el ELU se da únicamente 

en ciertas zonas del trofoblasto: los cotiledones. Los puntos de unión al ELU son ciertas 

especializaciones epiteliales, las carúnculas. La unión del cotiledón más la carúncula, forma 

el  placentoma. El trofoblasto no-cotiledoneo queda solo adherido al epitelio 

intercarúncular  (Schlafer et al., 2000). Se propone que esta estrategia evolutiva de No-

invasividad podría estar  relacionada con un ajuste inmunológico imprescindible para 
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resolver el problema inmunológico de la viviparidad (Arck et al., 2007). El período 

embrionario se extiende desde la fecundación hasta el día 42 en bovinos cuando comienza 

el período fetal  (Bech-Sàbat et al., 2010). La duración de la preñez es de nueve meses en 

bovinos.  

 

BMP4  en el desarrollo embrionario 

Las primeras asociaciones entre BMPs y desarrollo embrionario surgen de la obtención de 

mutantes para BMP4 y la observación de que aquellos embriones murinos mutantes nulos 

para BMP4 morían en el estadio peri-implantatorio (Hogan, 1996; Winnier et al., 1995). Se 

observaron, también, fenotipos que incluyen anomalías en la formación de los ejes 

embrionarios, reducción y diferenciación de las células germinales y cierre del tubo neural  

(O'Shea K et al., 2006). En otras aproximaciones al estudio de BMP4 en el desarrollo 

embrionario, se ha utilizado la técnica de silenciamiento del gen con el uso de ARN 

silenciador (shRNA), y se han obtenido embriones con fenotipos similares a los mutantes 

(O'Shea K et al., 2006). Además de los efectos nombrados, la actividad de BMP4 es 

necesaria en ratones para la fusión dorsal de las vértebras y para el cierre de la pared ventral 

del cuerpo (Goldman, 2006).   

Se ha demostrado que BMP4 es esencial para el desarrollo de los embriones murinos en 

estadio de gástrula, donde es importante para la diferenciación y organización de la banda 

primitiva y por lo tanto es un importante inductor del establecimiento del mes-endodermo  

(Jackson et al., 2010). BMP4 juega un rol importante en la diferenciación de los derivados 

del epiblasto. En el ectodermo embrionario, determina el límite entre ectodermo neural y 

epidérmico. Específicamente, niveles altos de BMP4 se asocian con la diferenciación hacia 

ectodermo epidermal  (O'Shea K et al., 2006). Y por otro lado, induce la formación del 

mesodermo tanto embrionario como extraembrionario  (Blomberg et al., 2008; Soares et 

al., 2005) . 

En bovinos, entre los días 14 a 25 post inseminación, la expresión de BMP4 en las 

membranas extraembrionarias aumenta con el desarrollo de embriones en elongación  

(Degrelle et al., 2011). Al día 35 de preñez la expresión de BMP4 y de sus receptores es 

detectada en las membranas fetales y en el endometrio, tanto en el cuerno gestante como en 

el no gestante (Sugawara et al., 2010). Si bien las funciones de los factores de la familia 
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TGFβ en el desarrollo embrionario bovino no han sido elucidadas, se considera que 

cumplen un rol fundamental en la remodelación del endometrio durante el periodo 

perimplantatorio  (Sugawara et al., 2010). Más adelante en el desarrollo embrionario, en 

ratones, BMP4 está relacionado con la vasculogénesis en el embrión así como en la 

placenta en desarrollo (Astorga y Carlsson, 2007; Goldman, 2006). Dadas sus numerosas 

funciones, BMP4 resulta un factor muy importante para el éxito de la preñez.   

 

BMP4  en las células madre 

BMP4 está asociado con el mantenimiento de la  totipotencialidad de las células germinales  

(Fujiwara et al., 2001; Pan y Thomson, 2007) en ratones. Incluso BMP4 es considerado el 

factor, derivado del suero, necesario para el mantenimiento del estado indiferenciado de 

células madre embrionarias cultivadas en presencia de  LIF  (Boiani y Scholer, 2005) . 

En humanos, por el contrario, promueve la diferenciación de las células totipotenciales y el  

balance de TGFβ/Activina y BMP4 resulta ser esencial para el mantenimiento de este 

estado (Pan y Thomson, 2007). TGFβ activa Smad 2 y 3 y estos se unen al promotor del 

gen de Nanog, un factor de transcripción asociado al estado pluripotente, y activan su 

expresión. Mientras que Smads 1, 5 y 8 (inducidos por BMPs) se unen al promotor e 

inhiben la expresión de éste. La activación de la vía de señalización de Smad2 y/o Smad3 o 

de FGF2, inhiben la expresión de BMP4 evitando la diferenciación espontánea (Pera y 

Tam, 2010). Esto coincide con que la inhibición de BMP4 por Nogina sea un requisito para 

el mantenimiento de las células madre humanas  (Wang et al., 2005). 
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b) 

 

Fig. 5: Mecanismo intracelular para mantenimiento de la pluripotencia en humanos (a, 

Reproducido de Pera y Tam 2010) en ratones (b, Reproducido de Boiani & Scholer 2005).   

 

Cuando es adicionado al medio de cultivo de células embrionarias tanto humanas como 

murinas, BMP4 promueve la formación de mesodermo y de ectodermo de superficie, a la 

vez que suprime la formación de neuroectodermo (Klimanskaya et al., 2008). Además, se 

ha propuesto como uno de los factores necesarios para la diferenciación de células madre 

embrionarias hacia derivados endodérmicos como hepatocitos (Cao et al., 2010). 

En animales domésticos, las células madre embrionarias no se han establecido aún pero un 

estudio de Pant y Keefer (Pant y Keefer, 2009) mostró que la inhibición de BMP4 por 

Nogina aumenta las concentraciones relativas de ARN mensajeros de Nanog en explantes 

de MCI bovinos. Sin embargo, el rol específico de este factor en el mantenimiento de la 

pluripotencia en bovinos no ha sido elucidado. Por lo tanto, tampoco se conoce el posible 

efecto de BMP4 ni de Nogina sobre el patrón de expresión del factor de transcripción POU, 

Oct-4 el cual está asociado al estado de pluripotencia. En bovinos, la expresión de este 
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factor no está restringido al macizo celular interno (MCI) sino que se observa también en el 

trofoblasto y estaría asociado a la importante capacidad de proliferación necesaria para la 

expansión trofoblástica donde, como se dijo anteriormente, una intensa división celular 

precede a la diferenciación  (Degrelle et al., 2005; Kirchhof et al., 2000).   .    

 

I.3. Biotecnologías reproductivas 

En la actualidad, el área de la biotecnología de la reproducción en animales domésticos está 

creciendo ampliamente en nuestro país y en el resto del mundo. Ejemplo de esto lo 

representan la clonación y transgénesis con fines medicinales en la que los animales son 

utilizados como fuentes de producción de hormonas relevantes para la salud humana 

(Cibelli, 1998; Salamone et al., 2006). Otras biotecnologías son también practicadas para la 

producción de animales domésticos como la inseminación artificial y recuperación de 

embriones, Fecundación in vitro (FIV) e Inyección Intracitoplasmática del espermatozoide 

(ICSI) estas últimas seguidas de transferencia embrionaria. Estas biotecnologías implican 

cultivo in vitro de embriones y posterior transferencia a hembras receptoras. El cultivo in 

vitro produce efectos negativos en la capacidad de desarrollo del embrión (Alexopoulos et 

al., 2008; Wrenzycki et al., 2003)  por lo que este tipo de prácticas están asociadas a 

diferencias fisiológicas y morfológicas importantes respecto a los animales producidos in 

vivo (Tveden-Nyborg, 2005) provocando un desbalance en la comunicación materno-fetal 

y  produciendo severos problemas fisiológicos los cuales se relacionan a su vez con 

pérdidas de preñeces tempranas (en el estadio embrionario). La mayoría de las pérdidas de 

preñeces se observan en el primer trimestre cuando el embrión está elongando 

(Alexopoulos et al., 2008; Bech-Sabat et al., 2008; Berg et al., 2010). Más aún, las preñeces 

que se mantienen están asociadas a numerosos problemas tanto fetales como placentarios 

(Farin et al., 2006). Estos problemas incluyen aumento de peso fetal y placentario, 

aberraciones esqueletarias, malformaciones vasculares fetales, umbilicales y placentarias, 

inmadurez del sistema respiratorio y alteración del metabolismo. En conjunto, estos 

fenómenos se conocen como síndrome de la descendencia grande (Farin et al., 2010). 

Otros problemas asociados son hidralantoides e hidramnios, distocia y retención placentaria 

y complicaciones en los partos. Además de los efectos fenotípicos, se reportan numerosos 
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problemas de expresión diferencial de genes y de regulación epigenética (Everts et al., 

2008; Suzuki et al., 2009). La respuesta del endometrio a la presencia del embrión varía de 

acuerdo al origen del mismo (Bauersachs et al., 2009; Mansouri-Attia et al., 2009). Y se 

observa que un alto porcentaje de los genes regulados diferencialmente, tanto en la zona 

caruncular como intercaruncular, están relacionados con  la modulación del sistema 

inmune. Muchos de los mensajeros expresados diferencialmente pertenecen al grupo de 

genes respondedores a IFN-tau  (Farin et al., 2010).  

El estudio de los sistemas relacionados con el desarrollo embrionario resulta entonces de 

primera necesidad para tratar de superar las limitaciones actuales de la producción in vitro.  
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I.4. Hipótesis 

BMP4 afecta la maduración ovocitaria y el desarrollo embrionario preimplantatorio de 

bovinos.   

 

I.5. Objetivo general 

Estudiar el rol de BMP4 y su inhibidor Nogina en la maduración ovocitaria y en el 

desarrollo embrionario preimplantatorio en bovinos. Utilizando ovocitos madurados in 

vitro y embriones producidos por partenogénesis y por fecundación in vitro, cultivados in 

vitro. 

 

I.6. Objetivos particulares 

1) Estudiar los efectos de BMP4 y su inhibidor Nogina durante la maduración in vitro de 

los ovocitos bovinos sobre la maduración ovocitaria y sobre la capacidad de desarrollo de 

estos ovocitos, 

2) Estudiar los efectos de BMP4 y su inhibidor Nogina durante cultivo in vitro de los 

embriones, sobre el desarrollo embrionario desde el estadio de cigota hasta el estadio de 

blastocisto. 

3) Estudiar los efectos de BMP4 y su inhibidor Nogina sobre el desarrollo post-eclosión. 
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II.1. Drogas, materiales y reactivos 

 Excepto cuando se aclara específicamente, todos los productos son de la marca SIGMA, 

California, EE.UU.   

 

II.2. Diseño experimental  

II.2.1. Experimentos durante la maduración in vitro (MIV) 

Los complejos ovocitos-células del cúmulus (COCs) fueron colectados y puestos a madurar 

en medio de maduración estándar (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o 

Nogina. Luego de 24 hs se analizó el estadio meiótico de los ovocitos así como la 

concentración relativa de transcriptos de  distintos genes.  Los ovocitos madurados en las 

distintas condiciones se sometieron a dos técnicas de producción de embriones: Activación 

partenogénica (AP) y Fecundación in vitro (FIV). Los presuntos embriones fueron 

cultivados en medio CR2. 

 

II.2.2. Experimentos durante el cultivo in vitro de embriones 

Los COCs fueron colectados y madurados en medio de maduración estándar. Luego de 22 

o 24 hs. de maduración, los ovocitos se sometieron a FIV o AP, respectivamente. Los 

presuntos embriones fueron cultivados en medio CR2 (Control) o suplementado con 100 

ng/ml de BMP4 o Nogina. 

Para ambos experimentos se evaluó el desarrollo embrionario. Al día 2, se analizó la 

proporción de embriones divididos y al día 7 se evaluó la proporción de embriones en el 

estadio de blastocisto.  

 

II.3. Punción de ovocitos 

Los ovarios fueron lavados con solución fisiológica tibia estéril y se colocan en un vaso de 

precipitado con solución fisiológica a 30°C a baño maría. Secados con papel descartable 

antes de punzarlos. Una jeringa de 10ml fue cargada con 1ml aproximadamente de solución 

buffereada de fosfatos (PBS, Gibco 14190, Grand Island, NY, EE.UU) suplementado con 
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10% de suero fetal bovino (SFB, Suero Fetal Biotecnológico, Internegocios, Buenos Aires, 

Argentina) y 1 % de antibiótico-antimicótico (Gibco 15240) previamente mantenido a 

37°C. Los folículos fueron  punzados dirigiendo la aguja desde dentro del parénquima 

ovárico. Se aspiraron los  folículos de tamaño intermedio esto es entre 2 y 8 mm. Los 

folículos más grandes contienen fibrinógeno que puede provocar la coagulación del fluido 

colectado y dificultar la búsqueda de los complejos ovocitos-células del cúmulus (COCs) 

los folículos más pequeños contienen COCs con bajo potencial de desarrollo  (Racedo et 

al., 2008).  El contenido de la jeringa fue descargado en un tubo de centrífuga de 50 ml con 

1 ml de medio de búsqueda  en baño María a 25º C. Una vez punzados todos los ovarios, se 

descartó el sobrenadante y el pellet formado (conteniendo los COCs decantados) fue 

colocado en una placa de Petri de 10 mm. 

 

II.4. Maduración in vitro de ovocitos 

Bajo lupa estereoscópica fueron seleccionados aquellos complejos de ovocitos y células del 

cúmulus (COCs) completamente rodeados por al menos tres capas de células de cúmulus 

compacto, citoplasma homogéneo y membrana íntegra en los ovocitos. Los COCs fueron 

enjuagados antes de iniciar la maduración. Luego fueron colocados en  en gotas de 100 µl 

de medio de maduración cubiertas de aceite mineral (M-8410).  T- 199 suplementado con 

10 mM de Cisteamina (M-9768), 2 mM FSH (Folltropin-V, Bioniche, Belleville, ON, 

Canada), 1% antibiótico-antimicótico, 0.1 mM Piruvato de sodio (S-8636) y 10% Suero 

Fetal Bovino (SFB). Y mantenidos  en estufa de cultivo por 24 hs. 

Para los experimentos durante la maduración, las condiciones de maduración in vitro 

fueron las mismas sólo que como fuente proteica se utilizó Albúmina de suero bovino libre 

de ácidos grasos (faf BSA) en una concentración 0,6% m/v. Y  los COCs fueron asignados 

al azar a cada uno de los tratamientos: medio de maduración estándar (Control), o medio de 

maduración suplementado con 100 ng/ml de BMP4 (314-bp-010, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, EE.UU) o Nogina (N-6784). 

Un grupo de ovocitos fue madurado sin las células del cúmulus para lo cual estas células  

fueron removidas como se explica más adelante. Los ovocitos denudados fueron asignados 

a los mismos tratamientos de maduración que los COCs intactos. 
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II.5. Condiciones de cultivo  

Tanto la maduración in vitro, como la incubación de las gametas y  embriones se realizó en 

estufa de cultivo THERMO gaseada con 5 % CO2  a 39°C en atmosfera saturada de 

humedad.  

 

II.6. Evaluación del estadio nuclear de ovocitos maduros 

Los ovocitos madurados con los COCs intactos bajo los distintos tratamientos por 24 hs. 

fueron denudados como se explica posteriormente. 

Los ovocitos (en el caso de los que habían sido madurados denudos, se realizó directamente 

este paso) fueron luego fijados con Formaldehido (F-1635) al 4% en PBS durante 15 min y 

luego  enjuagados con PBS suplementado con BSA al 0,4%.  Los núcleos fueron teñidos 

con Hoescht 33342 (B-2261) y los ovocitos fueron evaluados en el microscopio bajo luz 

UV y clasificados según el estadio nuclear como: 

Metafase II (MII): Cromosomas condensados formando una placa metafásica relativamente 

pequeña y la presencia de un corpúsculo polar asociado.  

Metafase I (MI): Cromosomas condensados formando una placa metafásica relativamente 

grande, sin corpúsculo polar asociado.  

Otros: Anafase I: Cromosomas condensados pero en proceso de separación, Telofase I: 

Cromosomas condensados, marcadamente separados pero sin citocinesis.   

Degenerados: presencia de partículas de ADN en todo el citoplasma del ovocito (observado 

como tinción positiva en todo el citoplasma).  

 

II.7. Tinción con Hoescht 33342 

Este protocolo se utiliza para teñir núcleos tanto de ovocitos como de blastocistos. El 

Hoescht 33342 es un intercalante de ADN con afinidad por las bases A-T, al ser permeable 

a la membrana celular penetra en células vivas y muertas. Al ser excitado con luz 

ultravioleta, emite fluorescencia alrededor del 461 nm por lo que puede ser detectado en el 

microscopio de fluorescencia y de esta manera detectar al ADN.   
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Los ovocitos o embriones fueron colocados en una gota de medio TCM o CR2 conteniendo 

2μg/ml de Hoescht 33342 (B 2261) se tiñeron durante 10 min en la estufa de cultivo.  

Los núcleos fueronobservados  al microscopio de fluorescencia, utilizando luz UV. 

Para evaluar el estadio nuclear de los ovocitos, se utilizó una pipeta de sostén para rotarlos. 

Para evaluar el número total de células de los blastocistos, estos fueron colocados entre 

porta y cubreobjetos.  

 

II.8. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) cuantitativa en 

tiempo real 

Los ovocitos fueron denudados y seleccionados por la presencia del primer corpúsculo 

polar. Aquellos seleccionados fueron mantenidos en RNA later® (AM 7020, Ambion, 

Foster City, CA, EE.UU)  a 20°C, hasta el posterior procesamiento. 

 

II.8.1. Diseño de los oligonucleótidos 

Los primers fueron diseñados a partir de secuencias de bovinos disponibles en el banco de 

datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el programa Primer3 (Rozen and 

Skaletsky, 2000) y el primer de gliceraldehido -3-forfato deshidrogenasa (GAPDH) fue 

sintetizado según (Mourot et al., 2006). Todos los oligonucleótidos fueron sintetizados por 

la Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, EE.UU) y se detallan en la tabla 1. 
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Tabla 1: Secuencia de los primers y condiciones de PCR. 

Gen Secuencia del Primer 

T° de 

Apareamien

to 

Long. del 

producto 

(pb) 

Nº de acceso al 

banco de 

datos/ 

Referencias 

HSP70 
F 5’AACAAGATCACCATCACCAACG3’                                           

 R 5’TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG3’ 
59°C 275 NM174550 

BAX 
F 5’TTTGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA3’              

R 5’CAGCTGCGATCATCCTCTGCAG3’ 
64ºC 174 

 

NM173894 

ZAR1 
F5’TGCCGAACATGCCAGAAG3’                           

R 5’TCACAGGATAGGCGTTTGC3’ 
53ºC 188 

NM_00107620

3 

MATER 
F 5’TAATGACGACGCTGTGTTCTG3’        

R 5’GCGGTTCTCAGGTTCTTCAG3’ 
53ºC 206 

NM_00100781

4 

GDF9 
F 5’GACCCCTAAATCCAACAGAA3’                                            

R 5’AGCAGATCCACTGATGGAA3’ 
53ºC 120 NM_174681 

β-ACTINA 

(endógeno) 

F 5’GACATCCGCAAGGACCTCTA3’                           

R 5’ACATCTGCTGGAAGGTGGAC3’ 
53ºC 205 

 

NM_173979 

GAPDH 

(endógeno) 

F 5’CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGA3’                  

R 5’GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG3’ 
53ºC 237 

 (Mourot et al., 

2006) 

 

II.8.2. Extracción de ARN total 

La extracción de  RNA total fue realizada utilizando el kit comercial RNeasy (Qiagen, 

Valencia, CA, EE.UU). La lisis de las células fue realizada con el tampón RLT 

suplementado con 10% β-Mercaptoetanol (β-ME; Gibco BRL) el lisado fue 

homogeneizado y suplementado con 70 % de etanol y transferido a una columna de 

obtención de DNA. Para el lavado fue utilizado el tampón RW1 y posteriormente se realizó 

una incubación en solución de DNAsa por 15 min. Luego se realizó un segundo lavado con 

el tampón RW1 y tampón RPE. En seguida se adicionó etanol al 80 % en la columna y se  

centrifugó para secar la membrana donde estaba contenido el RNA. Para la elución fueron 

utilizados 12 µl de agua libre de RNAsa generando un volumen final de aproximadamente 

11 µl (~55 ng). 
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II.8.3. Transcripción reversa 

La transcripción reversa fue obtenida con el kit comercial SuperScript III First-Strand 

Synthesis Supermix (Invitrogen, California, EE.UU). Brevemente, 6µl (~30ng) de RNA 

fueron utilizados en cada reacción de síntesis de DNA copia (cDNA). La solución de 

reacción contenía RNA, los primers, dNTPs, tampón de apareamiento y agua libre de 

RNAsa y DNAsa fue incubada por 5 min a 65º C. Inmediatamente se adicionaron 12 µl de 

una mezcla (2X First-Strand reaction mix e SuperScriptIII RNaseOUT Enzyme mix) y se 

incubó por 50 min a 50ºC seguido de una incubación de 5 min a 80ºC. El volumen final fue 

de 20 µl (~14.000 ng) de cDNA por cada reacción. 

Luego de la extracción y transcripción reversa, 1 µl del RNA y del cDNA fueron 

analizados en espectofotómetro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EE.UU) para analizar la 

concentración y la pureza de las muestras. El cDNA de cada grupo experimental  fue 

mantenido a -80ºC hasta su posterior utilización.  

 

II.8.4. PCR en tiempo real  

Antes de la cuantificación de los transcriptos por PCR en tiempo real, las concentraciones 

de los primers y del cDNA fueron padronizadas, en relación a los primers, siempre que fue 

posible, se utilizaron las menores concentraciones de primers para evitar la formación de 

dímeros de primers. Respecto al cDNA fueron patronizadas las cantidades de cDNA 

asociadas a las concentraciones de primers que produjeron las reacciones de PCR con las 

mayores eficiencias. Fueron testeadas tres cantidades de cDNA (50, 100 y 200 ng) en una 

solución 400nM de primers para cada uno de los genes. Adicionalmente, en el caso de 

HSP70 y BAX también fueron probadas otras dos concentraciones de cDNA (400 y 600 

ng) en una solución de primer de 100 nM. 

 

II.8.5. Cálculo de la eficiencia  

La eficiencia de cada reacción fue calculada utilizando el software LinRegPCR  (Ramakers 

et al., 2003). Los valores logarítmicos de fluorescencia en cada ciclo fueron utilizados para 

obtener al inclinación de la recta calculada a partir de regresión lineal simple y para el 

cálculo del coeficiente de correlación de Pearson. En el análisis de cada reacción, 
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únicamente los puntos con coeficiente de reacción entre 0.999 y 1 fueron utilizados para el 

cálculo de la eficiencia. De esta forma, fue posible obtener la eficiencia de cada reacción 

individualmente. El valor de pendiente de la recta fue utilizado en la fórmula: Eff = 10[-

1/pendiente], donde Eff = 1, no hubo transcripción y Eff = 2 corresponde a la máxima 

transcripción con eficiencia máxima (Ramakers et al., 2003).   

Luego de la padronización fueron realizadas las reacciones con el kit comercial Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU). La 

reacción conteniendo el cDNA, par de primers, Master Mix (dNTPs, referencia pasiva-

ROX, SYBER Green) y  0,1U Taq DNA Polimerasa, en un volumen final de 25 µl. la 

incubación se realizó a 95º C. por 10 min., seguido de 45 ciclos de 95º C por 15 seg., 

temperatura de apareamiento específica de cada primer (ver tabla 1) por 30 seg y una 

extensión a 60ºC por 30 seg. Como controles negativos se utilizaron reacciones en las 

cuales el cDNA fue omitido durante la reacción de PCR en tiempo real. Cada muestra de 

los 3 grupos, de las respectivas repeticiones fue hecha por triplicado en placas ópticas de 

reacción de 96 pozos (Applied Biosystems), selladas con film adhesivo óptico y 

amplificadas en la máquina de PCR en tiempo real (ABI Prism 7300 Sequence Detection 

Systems, Applied Biosystems).  

 

II.8.6. Cuantificación relativa 

La cuantificación relativa se realizó utilizando el método Ct comparativo, con los 

resultados expresados en relación a los genes de referencia endógena y un grupo control (en 

este caso MIV control). Los genes de referencia fueron gapdh y β-actina ya que estos genes 

han sido utilizados como referencia en numerosos trabajos de expresión génica en ovocitos 

bovinos (Mourot et al., 2006; Sagirkaya et al., 2007) y se ha demostrado que poseen poca 

variación durante la maduración in vitro (Bettegowda et al., 2006). Los productos 

amplificados fueron analizados también en un gel de poliacrilamida al 8% y coloreados con 

nitrato de plata para verificar los tamaños de los fragmentos de los genes estudiados y 

validación de los resultados obtenidos por PCR en tiempo real. El cálculo de la expresión 

relativa se realizó utilizando el programa Relative Expression Software Tool (REST®) 

2008 versión 2.0.7. (Pfaffl et al., 2002). Este programa utiliza un test de permutaciones  

pareadas aleatorias.  
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II.9. Producción de embriones 

II.9.1. Fecundación in vitro (FIV) 

Las pajuelas de 0.5 ml de semen congelado fueron donaciones del centro de inseminación 

artificial “La Elisa” (CIALE). 

El semen fue descongelado a 35ºC a Baño María, por 30 seg.y fueron cuidosamente  se 

secadas  debido a  que el agua es espermicida. La cantidad de pajuelas de semen  utilizadas 

fueron proporcionales a la cantidad de ovocitos. En general, se utilizóuna pajuela cada 90 

ovocitos. La motilidad del semen recién descongelado fue chequeada bajo la lupa. 

 

 Separación de semen por centrifugación  

 El semen fue colocado en un tubo de centrífuga con 5 ml de solución para lavado de semen 

(SWS por sus siglas en inglés Sperm Washing Solution) y fue disuelto suavemente y 

centrifugado  a 490 g  durante 5 minutos. El sobrenadante fue removido y  resuspendido en 

5 ml de SWS. Se  realizó una segunda centrifugación durante 5 minutos. El pellet fue 

resuspendido en 100 ul de SWS por cada pajuela descongelada. Se agregó igual volumen 

de solución para el lavado de semen (SDS, por sus siglas en inglés Sperm Dilution 

Solution). El semen fue mantenido en estufa de cultivo mientras se realiza el conteo de los 

espermatozoides.  

 

Cálculo de la concentración final 

Se realizó  una dilución 1:100 en agua y la cámara de Neubauer fue cargada con 10 µl de 

esta dilución. Se contaron 2 cuadrantes de 4 x 4, se realizó  un promedio y dado que el 

factor de la cámara de Naubauer es 104 multiplicado por el factor de dilución, que es 102 la 

cantidad promedio contada reflejó  los millones de espermatozoides por ml de solución.     

Dado que no se realiza la selección de los espermatozoides mótiles, las concentraciones 

utilizadas fueron entre 15 y 20 millones/ ml. La solución final de dilución del semen estaba 

compuesta de iguales proporciones de SDS y SWS.  
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Coincubación 

Se prepararon gotas de 100 µl de solución con espermatozoides y se colocan en la estufa de 

cultivo.  Luego de 22 hs de maduración in vitro, los ovocitos se enjuagaron en TL-H y se 

los colocó en las gotas de espermatozoides. La coincubación fue realizada por 5 hs. en 

estufa de cultivo. 

 

Enjuague y cultivo  

Los ovocitos fecundados fueron colocados en un tubo de centrífuga de 1.7 ml con 300 μl de 

TL-H. Y se realizó agitación mecánica en Vórtex, por 30 seg. a 1 min. Luego se 

recuperaron y se realizaron 2 enjuagues en 3 ml de TL-H. Las presuntas cigotas fueron 

cultivadas  en medio CR2. 

 

II.9.2. Activación partenogénica diploide  

Denudación de ovocitos: Los COCs madurados por 24 hs fueron colocados en un tubo de 

centrífuga de 15 ml con 200 µl de solución de hialuronidasa (H-4272) en concentración 

1mg/ml incubada previamente a 37ºC. Se aplicó agitación por vórtex durante 2,5 a 3 min. 

Las paredes del tubo fueron enjuagadas   tres veces en 3 ml de TL-H. 

Los ovocitos denudados se colocaron en la solución de 5 µM Ionomicina (I24222, 

Invitrogen, Chicago, IL, EE.UU) en TL-H durante 4 minutos en oscuridad.. La Ionomicina 

es un Ionoforo de Ca2+ el cual genera apertura de los canales de Ca2+  incrementando la 

concentración intracelular de este catión y provocando la caída de MPF necesaria para el 

desarresto del ciclo celular y por lo tanto la activación de los ovocitos  (Liu et al., 1998; Liu 

y Yang, 1999) . 

Se enjuagaron 2 veces en 3 ml de TL-H y fueron colocados inmediatamente en gotas de 

100 µl de TCM con 1.9 mM de 6-Dimetilaminopurina (6-DMAP; D-2629). El 6-DMAP es 

un inhibidor de las serin-treonin kinasas es decir, inhibidor de MAP kinasa por lo que, si es 

colocado inmediatamente después de la activación con ionóforo, induce remodelación del 

huso meiótico y de la cromatina por lo que se inhibe la extrusión del segundo corpúsculo 

polar y se promueve la formación del pronúcleo (Liu et al., 1998; Liu y Yang, 1999). Se 
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incubaron durante 2,5 – 3 hs. luego se realizan 4 enjuagues en 2 ml de TL-H. Los ovocitos 

activados son transferidos a gotas de cultivo. 

 

II.10. Cultivo de embriones  

Para los experimentos de MIV, los embriones se cultivaron en medio CR2 libre suero y sin 

co-cultivo de manera de mantener las condiciones de cultivo semi definidas. 

Para los experimentos de cultivo, los ovocitos activados y las presuntas cigotas fueron 

asignados al azar a uno de los tratamientos: CR2 (Control) o CR2 suplementado con 100 

ng/ml de BMP4 o Nogina.  

En ambos casos las condiciones de cultivo fueron las detalladas anteriormente 

 

II.11. Evaluación del desarrollo embrionario  

A las 48 hs post inseminación (p.i.) o post activación (p.a.), se analizó la proporción de 

embriones que sufrieron divisiones celulares. Y se registró la cantidad de células de los 

mismos para esto se utilizó un microscopio invertido con un aumento de 40 X.  

En los días 9 p.i./ p.a. se analizó la proporción de embriones en el estadio de blastocisto. 

Así como la capacidad de eclosión de los mismos. 

El 50 % del medio de cultivo fue renovado en los  días 2, 5 y 7 de cultivo.   

 

II.12. Inmunohistoquímica de blastocistos 

Todos los pasos fueron  realizados a Temperatura Ambiente. 

Los blastocistos de día 9 pi/pa fueron enjuagados en PBS con 0, 4 % BSA (A-7906) y 

fijados en Paraformaldehido (F-1635) 4% en PBS por 20 min. Luego fueron enjuagados 3 

veces en PBS con 0.4% BSA. Fueron mantenidos en PBS con 0.4% BSA a 4°C hasta la 

aplicación de los siguientes pasos.  

La permeabilización de los embriones se realizó en una gota de 300 μl de 0.2 % de Tritón 

X-100 (T-9284) en PBS por 15 min. El bloqueo se realizó en solución de bloqueo [3% SFB 

+ 0.1 % Tween 20 (H5152, Promega, Madison, WI, EE.UU) en PBS] durante 20-30 min. 

La incubación con el anticuerpo primario anti Oct-4 (goat polyclonal IgG, SC-8628 Santa 
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Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU) en dilución 1: 100 se realizó durante 1 h. 

Luego se realizaron varios enjuagues en Sn de Bloqueo por 10-15 min Luego, los 

embriones fueron incubados con el anticuerpo anticuerpo secundario anti cabra (Alexa 488-

donkey anti-goat IgG, A11055, Molecular Probes Inc. Eugene, OR, EE.UU) en dilución 1: 

1000 por 45 min. En oscuridad. Luego se realizaron varios enjuagues en Sn de bloqueo 

durante 15-20 min. Los núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio (P-4864)  0.01 

mg/ml en Sn de bloqueo por 10 min en oscuridad. Los blastocistos se montaron en un 

portaobjetos con una gota de glicerol (G-9012): PBS (70:30) y  se colocó un cubreobjetos. 

Para evitar el colapso de los embriones se utilizan pequeños trozos de plastilina entre porta 

y cubreobjetos. Los embriones fueron analizados en el  microscopio confocal (Olympus 

FV300) con un software de control (Olympus fluoview versión 3.3) acoplado a un 

microscopio de fluorescencia (Olympus BX 61). Se utilizó  luz de 488 nm para visualizar 

las células Oct-4 positivas (verdes) y  luz de 543 nm para visualizar los núcleos (rojos). Los 

embriones completos se evalúan en secciones de 5 µm y se analizan con un aumento de 20x 

y un zoom de 2.  

Una vez obtenidas las fotos, se cuantificaron las células que presentaban marca positiva 

para Oct-4 así como los núcleos totales. 

  

II.13. Análisis estadístico 

Los ovocitos clasificados en los diferentes estadios nucleares fueron analizados realizando 

un test de Fischer.  

Las tazas de desarrollo embrionario: clivaje, blastocistos y eclosionados fueron analizadas 

con el test de Chi-2. 

El número de células de los blastocistos fue comparado utilizando un análisis de la varianza 

(ANOVA) de una vía.  

En estos casos se utilizó el programa Graph Pad Prism 4.  

El número de células de los embriones al día 2 fue analizado un ANOVA con un diseño en 

bloques que permitió controlar la variabilidad entre ensayos.  

Y la proporción de células Oct-4 positivas sobre el número total de células se calculó con 

“Test de proporciones” utilizando el programa INFOSTAT (2007). 

En todos los casos p< 0.05 se consideró significativo. 
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III.1. BMP4 y Nogina en la maduración ovocitaria 

Un primer grupo de experimentos fue realizado con el objetivo de estudiar los efectos de 

BMP4 y Nogina durante la maduración in vitro. Se evaluó la progresión meiótica de 

ovocitos con y sin células del cúmulus (secciones 1.1a y 1.1b respectivamente) y la 

proporción de expresión de determinados genes (sección 1.2). Se evaluaron las tasas de 

desarrollo embrionario y el número de células de los embriones a los días 2 y 9, como 

parámetros de calidad embrionaria (Secciones 1.3 y 1.4). Por último se evaluó el patrón de 

expresión de Oct-4 en blastocistos (Sección 1.5).  

 

III.1.1. Efectos sobre la maduración nuclear  

Con el objetivo de evaluar los efectos de BMP4 y su inhibidor sobre el progreso de la 

meiosis de los ovocitos, se realizaron dos ensayos de maduración in vitro en presencia de 

los factores estudiados. En el primero, la incubación se realizó con los COCs intactos 

mientras que en el segundo ensayo fueron removidas las células del cúmulus y los ovocitos 

fueron incubados denudos. En ambos casos los ovocitos fueron madurados durante 24 hs en 

medio estándar (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina.  

 

Maduración in vitro de COCs intactos  

Cuando los COCs fueron madurados intactos, no se observaron diferencias en la proporción 

de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase II y extruyeron el primer corpúsculo 

polar (alrededor del 80 %, Tabla 2) entre los tres tratamientos. Por lo tanto, la 

suplementación del medio de maduración in vitro con BMP4 o con Nogina, no afectó 

directamente la maduración nuclear de los ovocitos bovinos. 
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Tabla 2: Evaluación del Estadio Nuclear. 

Los folículos intactos fueron madurados durante 24 hs en medio estándar (Control) o suplementado con 100 

ng/ml de BMP4 o Nogina. Test de Fischer. Abrev.:MII: Meiosis II; MI: Meiosis I; Otros: Anafase I, Telofase 

I. 

Estadio/ 

Tratamiento 
Total MII MI  Otros Degenerado 

Control 102 81 (79,4) 14 (13,7) 4 (3,9) 2 (1,9) 

BMP4 98 71 (72,4) 16 (16,3) 0 6 (6,2) 

Nogina 89 72 (80) 10 (11,2) 2 (2,2) 5 (5,6) 

 

Maduración in vitro de ovocitos denudados 

Al igual que lo observado en los experimentos en los que los COCs fueron madurados 

intactos, no se observaron diferencias entre la proporción de embriones que alcanzó el 

estadio de metafase II (alrededor del 90%, Tabla 3) entre los ovocitos denudos madurados 

bajo los tres tratamientos. Por lo tanto, se observa que la presencia de BMP4 exógeno o de 

Nogina en el medio de maduración in vitro, no afectó el progreso de la meiosis de los 

ovocitos desnudos 

 

Tabla 3: Evaluación del  estadio nuclear. 

Los ovocitos fueron liberados de las células del cúmulus y madurados durante 24 hs  en medio estándar 

(control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. Test de Fisher. Abrev.: MII: Meiosis II; MI: 

Meiosis I; Otros: Anafase I, Telofase I. 

 

 

 

Estadio/ 

Tratamiento 
Total MII MI  Otro Degenerado 

Control 75 67 (89) 7 (9,33) 1 (1,33) 1 (1,33) 

BMP4 30 27 (90) 3 (10) 0 0 

Nogina 37 30 (81) 2 (5,41) 5 (13,51) 0 
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III.1.2. Efectos sobre la concentración relativa de ARNm de diversos 

genes 

Con el objetivo de evaluar los posibles efectos de los factores estudiados sobre la 

maduración citoplasmática, se analizó la concentración relativa de transcriptos de diversos 

genes en ovocitos madurados bajo los tres tratamientos (ver 1.1). La presencia de BMP4 

durante la maduración no afecto a la concentración relativa de mensajeros relacionados con 

la capacidad de desarrollo de los ovocitos (ZAR1 y MATER), con Apoptosis (BAX), con 

calidad ovocitaria (GDF9) y con stress (HSP70). Por lo tanto, el agregado exógeno de 

BMP4 no induce degradación ni síntesis de novo de los mensajeros evaluados. Por el 

contrario, la presencia de Nogina exógeno en el medio de maduración in vitro produjo un 

incremento de la concentración relativa de MATER (factor promedio: 2.484) y HSP70 

(factor promedio: 1.755), comparado con el grupo Control. No se detectaron diferencias 

para los otros mensajeros estudiados. Estos resultados se grafican en la Figura 6.  
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Fig. 6: Expresión génica en ovocitos tratados.  

Cuantificación de transcriptos por RT- qPCR en ovocitos tratados con BMP4 (Blanco) o Nogina (Rayado), 

relativos a los ovocitos del grupo Control (media ± valores extremos). Los asteriscos indican diferencias 

estadísticas respecto al Control (test de permutaciones pareadas aleatorias Software REST). MATER (Factor 

promedio: 2.484) y HSP70 (Factor promedio: 1.755).  
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III.1.3. Efectos sobre el desarrollo embrionario   

Para estudiar los efectos de BMP4 y Nogina durante la maduración in vitro sobre el 

potencial de desarrollo, ovocitos madurados in vitro en presencia o no de los factores 

estudiados fueron utilizados para la producción de embriones por dos técnicas diferentes: 

Activación Partenogénica (AP) y Fecundación in vitro (FIV). El interés de estudiar la AP 

está generado porque activaciones similares son utilizadas para asistir a técnicas como ICSI 

y Clonación (Bevacqua et al., 2010) y además permite observar estrictamente efectos 

maternos, descartando variaciones en el desarrollo embrionario debido a aportes del 

espermatozoide.  

Por otro lado, la FIV es la técnica in vitro que mejor refleja las condiciones de los 

embriones in vivo. Con ambas técnicas se evaluaron la capacidad de desarrollo de los 

embriones producidos y el número de células de los blastocistos al día 9 como parámetro de 

calidad embrionaria. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 4 y 5. 

 

Activación partenogénica  

La maduración in vitro en presencia de ambos factores exógenos provocó un aumento 

significativo (p< 0,05) en la tasa de embriones divididos al día 2 post activación 

partenogénica. Sin embargo, no se observaron efectos significativos (p> 0,05) respecto al 

Control en la formación de blastocistos (Tabla 4). 

El número de células de los blastocistos al día 9 post activación fue similar entre embriones  

de los distintos grupos (p> 0,05; Tabla 4). 

 

Tabla 4: Evaluación de la capacidad de desarrollo. 

Los ovocitos fueron madurados en medio  estándar (control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o 

Nogina. Los Embriones fueron producidos por AP. Diferentes superíndices indican diferencias significativas 

test de Chi-cuadrado, p<0.05. Promedio  del número de células de los blastocistos, test de “Student”. Rep.: 

Repeticiones. 
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Tr atamiento 

Total 

(Rep.) 

Clivados 

(%) 

Blastocistos 

(%) 

Eclonsionando 

(%) 

Núm. cél. 

blastos ± ds 

AP 

Control 344 (7) 190 (55,2)b 30 (8,7) 0 100 ± 33 

BMP4 274 (7) 180 (65,7)a 22 (8) 1 (0,4) 88  ± 14 

Nogina 242 (7) 158 (65,3)a 22 (9) 0 68  ± 8 

 

  

Fecundación in vitro 

El agregado de Nogina durante la maduración in vitro afectó negativamente la tasa de 

embriones divididos al día 2 post fecundación (p< 0,05). Sin embargo, al igual que lo 

observado para los embriones partenogénicos, no se observaron diferencias significativas  

(p> 0,05) en la proporción de blastocistos ni en la proporción de embriones eclosionados 

entre los distintos tratamientos (p> 0,05; Tabla 5). El número de células de los blastocistos 

al día 9 post fecundación fue similar entre grupos  (p> 0,05; Tabla 5). 

 

Tabla 5: Evaluación de la capacidad de desarrollo 

Los ovocitos fueron madurados en medio estándar (control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o 

Nogina. Los Embriones fueron producidos por FIV. Diferentes superíndices indican diferencias significativas 

test de Chi-cuadrado, p<0.05. Promedio  del número de células de los blastocistos, test de “Student”. Rep.: 

Repeticiones. 

 

 
Tratamiento 

Total 

(Rep.) 
Clivados (%) 

Blastocistos 

(%)  

Eclonsionando 

(%)  

Núm. cél. 

blastos ± ds 

FIV  

Control 249 (5) 176 (70,7)a 35 (14) 5 (2) 90 ± 25 

BMP4 221 (5) 160 (72,4)a 28 (12,6) 4 (1,8) 120 ± 25 

Nogina 234 (5) 144 (61,5)b 31 (13,2) 2 (0,8) 99 ± 8 

 

Los resultados obtenidos para los experimentos de maduración, tanto en AP como en FIV, 

demuestran la importancia del sistema de señalización BMP durante la maduración in vitro 

para estadios tempranos del desarrollo embrionario.  
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III.1.4. Efectos sobre el número de células de los embriones al día 2 de 

cultivo  

Los BMPs, así como otros factores de la superfamilia TGFβ, afectan el ciclo celular en 

distintos tipos de células (Massague et al., 2000). Teniendo esto en cuenta, nos propusimos 

analizar los efectos de BMP4 y Nogina sobre la dinámica de las divisiones celulares en los 

embriones bovinos. Para esto, se determinó el número de células al día 2 post activación o 

fecundación, de los embriones producidos a partir de ovocitos madurados bajo los tres 

tratamientos. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 6 y 7 y en las Figuras 7 y 

8. 

 

Tabla 6: Número de células al día 2 en embriones AP. 

 Los ovocitos fueron madurados en medio estándar o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. 

ANOVA con diseño en bloques. 

 

Núm. cél. al día 2/ 

Tratamiento 
Réplicas % 2 (media ± DE) 

% Entre 5 y 8 

(media ± DE) 

Control 5 28,5± 11,94 25,99 ± 10,53 

BMP4 5 27,16± 6,99 24,27 ± 13,33 

Nogina 5 44,8± 36,55 16,91 ± 24,36 

 

                                                                           



Capítulo III - Resultados 

55 

 

C B N

0

10

20

30

40

50

AP Maduración

%
 5

-8
 c

é
lu

la
s

C B N

0

10

20

30

40

50

AP Maduración

%
 5

-8
 c

é
lu

la
s

  

 

Fig.7: Número de células al día 2 en embriones AP. 

Gráfico del porcentaje de embriones partenogénicos conteniendo 2 (a) y entre 5 y 8 células (b) al día 2 de 

desarrollo post activación. Se muestre media ± desvío estándar. Los ovocitos fueron madurados en medio 

estándar (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. ANOVA con diseño en bloques. 

 

 

Tabla 7: Número de células al día 2 en embriones FIV. 

Número de células de los embriones producidos por fecundación in vitro al día 2 de cultivo. Los ovocitos 

fueron madurados en medio estándar o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. ANOVA con diseño 

en bloques. 

 

Núm. cél. al día 2/ 

Tratamiento 
Réplicas % 2 (media ± DE) 

% Entre 5 y 8 

(media ± DE) 

Control 5 19,30± 12,82 49,02 ± 28,65 

BMP4 5 12,71 ±9,33 35,49 ± 7,13 

Nogina 5 23,41± 16,13 30,77 ± 21,49 

 

a) b) 
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Fig. 8: Número de células al día 2 en embriones FIV. 

Gráfico del porcentaje de embriones conteniendo 2 (a) y entre 5 y 8 células (b) al día 2 de desarrollo de 

desarrollo post fecundación. Se muestre media ± desvío estándar Los ovocitos fueron madurados en medio 

estándar (Control, C) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. ANOVA con diseño en bloques. 

 

En los experimentos de maduración, no se observaron diferencias en la proporción de 

embriones que se encontraban en el primer y tercer ciclo celular para ninguno de los tres 

grupos, lo mismo se observó para embriones AP o FIV.   

Los resultados obtenidos sugieren que la velocidad del ciclo celular, de los embriones AP y 

FIV, es independiente de la presencia de los factores estudiados durante la maduración in 

vitro. 

 

III.1.5. Efectos sobre el patrón de expresión de Oct-4 en blastocistos 

El patrón de expresión de Oct-4 fue analizado por la técnica de inmunohistoquímica en 

blastocistos AP y FIV producidos a partir de ovocitos madurados bajo los tres tratamientos, 

al día 9 de cultivo. Los resultados se muestran en la tabla 8. 

 

Tabla 8: Expresión de Oct-4 en blastocistos. 

Porcentaje de células que expresan el factor de transcripción Oct-4 sobre el número total de 

células en blastocistos AP y FIV. Los ovocitos fueron madurados en medio estándar (control) o 

a) b) 
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suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. Distintos superíndices para AP o FIV, indican 

diferencias significativas,test de “Diferencia de proporciones” * p< 0,05,  **p< 0,01. 

 

 Tratamiento 
Núm. de 

embriones 

Cél. 

Totales 

Cél. Oct-4 

positivas 

% Cél. Oct-4+ 

/Totales 

AP 

Control 3 194 122 63b**  

BMP4 2 100 79 79a 

Nogina 3 240 157 65b* 

FIV 

Control 2 136 103 76 

BMP4 3 151 119 79 

Nogina 3 307 218 71 

 

 

En estos experimentos se observa que los blastocistos producidos por activación  

partenogénica de ovocitos madurados en presencia de BMP4 presentan una mayor 

proporción de células que expresan Oct-4 sobre el número total de células al ser 

comparados con embriones del grupo Control o Nogina (Tabla 8). En los embriones FIV, 

por el contrario,  no se observan diferencias significativas en el patrón de expresión de Oct-

4 entre los distintos grupos (Tabla 8). 

 

III.2. BMP4 y Nogina en el desarrollo embrionario 

En este segundo set de experimentos nos propusimos evaluar los efectos de BMP4 y 

Nogina sobre el desarrollo embrionario cuando los factores están presentes durante el 

cultivo embrionario. Se evaluaron las tasas de desarrollo embrionario y el número de 

células de los embriones a los días 2 y 9, como parámetros de calidad embrionaria 

(Secciones 2.1 y 2.2). Por último se evaluó el patrón de expresión de Oct-4 en blastocistos 

(Sección 2.3). 
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III.2.1 Efectos sobre el desarrollo embrionario  

Los embriones producidos por AP y por FIV fueron cultivados en medio CR2 libre de 

suero y sin co-cultivo (Control) o en el mismo medio suplementado con 100 ng/ml de 

BMP4 o Nogina. Se evaluaron las tasas de desarrollo así como el número de células de los 

blastocistos al día 9. Los Resultados obtenidos se muestran en las Tablas 9 y 10. 

 

Activación partenogénica  

 

En los embriones partenogénicos cultivados en presencia de Nogina, se observó una 

marcada disminución de las tasas de embriones divididos (p< 0,05). Lo mismo fue 

observado para la tasa de  blastocistos la cual disminuye marcadamente (p< 0,05; Tabla 9) 

respecto al control. Por lo que la adición de Nogina durante el cultivo in vitro afectó 

negativamente la capacidad de desarrollo de los embriones partenogénicos.  

No se encontraron diferencias significativas entre BMP4 y el grupo control ni en la tasa de 

embriones divididos al día 2, ni en la tasa de formación de blastocistos. Por lo tanto, BMP4 

exógeno en el medio de cultivo de embriones partenogénicos, no provocó efectos directos 

sobre las variables analizadas (p> 0,05; Tabla 9). 

El número de células de los blastocistos no difirió entre embriones de los distintos 

tratamientos. Por lo que puede concluirse que, respecto al número total de células, los 

embriones de los distintos tratamientos son similares en este estadio (Tabla 9). 

 

Tabla 9: Desarrollo de embriones cultivados en presencia de BMP4 o Nogina. 

Los embriones de activación partenogénica (AP) fueron cultivados en medio CR2 libre de suero y 

de co-cultivo (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. Diferentes superíndices 

indican diferencias significativas test de Chi-cuadrado, p<0.05.  Promedio del número de células 

de los blastocistos, test de “Student” Rep.: Repeticiones 
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Fecundación in vitro 

 

El tratamiento de los embriones FIV con Nogina durante el cultivo, provocó una menor tasa 

de embriones divididos (p< 0,05; Tabla 10) respecto al control. En este sentido, la tasa de 

blastocistos también resultó significativamente menor que la del grupo control (p< 0,05; 

Tabla 10).  

De manera similar, la presencia de BMP4 exógeno durante el cultivo in vitro de los 

embriones FIV provocó una disminución en la tasa de producción de blastocistos (p< 0,05; 

Tabla 10).En concordancia con el efecto observado para las tasas de blastocistos, la 

presencia de ambos factores en el medio de cultivo afectó negativamente la proporción de 

embriones eclosionados (p< 0,05; Tabla 10).  

Al igual que lo observado para los embriones partenogénicos, no se encontraron diferencias 

en el número de células de los blastocistos FIV al día 9 (p> 0,05; Tabla 10).  

Estos resultados demuestran la importancia de un balance equilibrado del sistema de 

señalización de BMP4 para el correcto desarrollo embrionario de bovinos tanto 

partenogénicos como de fecundación in vitro.     

 

Tabla 10: Desarrollo de embriones FIV cultivados en presencia de BMP4 o Nogina. 

Los embriones de fecudación in vitro (FIV) fueron cultivados en medio CR2 libre de suero y de co-cultivo 

(Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. Diferentes superíndices indican diferencias 

significativas test de Chi-cuadrado, p<0.05. Promedio  del número de células de los blastocistos, test de 

“Student”. Rep.: Repeticiones. 

 

 

 
Tratamiento 

Total 

(Rep.) 

Clivados 

(%) 

Blastocistos 

(%) 

En eclonsión 

(%) 

Núm. cél. 

blastos ± ds 

AP 

Control 354 (12) 237 (66,9)a 48 (13,5)a 0 68± 33 

BMP4 295 (12) 199 (67,4)a 44 (14,9)a 1 (0,3) 91± 43 

Nogina 269 (12) 154 (57,2)b 19 (7)b 0 71± 16 
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III.2.2. Efectos sobre el número de células de los embriones al día 2 de 

cultivo  

Al día 2 post activación o fecundación, se determinó el número de células de los embriones 

cultivados bajo los tres tratamientos. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 11 

y 12  y en las figuras 9 y 10. 

 

Tabla 11: Número de células al día 2 en embriones AP. 

Número de células de los embriones partenogénicos al día 2 de cultivo. Los embriones fueron cultivados en 

medio CR2 (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. ANOVA con diseño en bloques. 

 

Núm. cél. al día 2/ 

Tratamiento 
Réplicas % 2 (media ± DE) 

% Entre 5 y 8 

(media ± DE) 

Control 9 20,10 ± 10,72 24,89 ±10,15 

BMP4 9 21,83 ± 19,58 34,89 ±13,67 

Nogina 9 28,9 ± 16,09 29,64 ±17,95 

 

 

 
Tratamiento 

Total 

(Rep.) 

Clivados 

(%) 

Blastocistos 

(%) 

Eclonsionando 

(%) 

Núm. cél. 

blastos ± ds 

FIV  

Control 218 (10) 138 (63,3)α 45(20,6)α 10 (4,6)α 130 ± 47 

BMP4 217 (10) 146 (61,3)αβ 22 (9,2)β 3 (1,4)β 117 ± 52 

Nogina 205 (10) 105 (51,2)β 24 (11,7)β 1(0,5)β 128 ±21 
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Fig. 9: Número de células al día 2 en embriones AP. 

Gráfico del porcentaje de embriones partenogénicos conteniendo 2 (a) y entre 5 y 8 células (b) al día 2 de 

desarrollo post activación. Se muestre media ± desvío estándar Los embriones AP fueron cultivados en medio 

CR2 (Control, C) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 (B) o Nogina (N). ANOVA con diseño en bloques. 

 

Tabla 12: Número de células al día 2 en embriones FIV. 

Número de células de los embriones producidos por fecundación in vitro al día 2 de cultivo. Los embriones 

fueron cultivados en medio CR2 (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. ANOVA con 

diseño en bloques. 

 

Núm. cél. al día 2/ 

Tratamiento 
Réplicas % 2 (media ± DE) 

% Entre 5 y 8 

(media ± DE) 

Control 6 6,67 ± 10,03 57,19± 18,52 

BMP4 6 12,3 ±11,03 49,24±14,10 

Nogina 6 11,89± 7,98 49,44± 22,55 

 

 

b) a) 
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Fig. 10: Número de células al día 2 en embriones FIV.   

Gráfico del porcentaje de embriones partenogénicos conteniendo 2 (a) y entre 5 y 8 células (b) al día 2 de 

desarrollo post fecundación. Se muestre media ± desvío estándar. Los embriones FIV fueron cultivados en 

medio CR2 (Control) o suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. ANOVA con diseño en bloques. 

 

En los experimentos durante el cultivo, la proporción de embriones en los distintos estadios 

del ciclo celular fue similar entre grupos para el caso de los embriones FIV. En el caso de 

los embriones partenogénicos el ANOVA resultó significativo p= 0,0297. Pero esta 

diferencia no se debe a un efecto de los tratamientos de BMP y Nogina (p= 0,1803) sino a 

un efecto entre ensayos (p=0,0297). De este modo, se concluye que no hay efecto de los 

factores sobre el número de células de los embriones al día 2 y que resultó adecuado 

controlar la fuente de variación entre ensayos en este caso. 

  

III.2.3 Efectos sobre el patrón de expresión de Oct-4 en blastocistos  

El patrón de expresión de Oct-4 fue analizado por la técnica de inmunohistoquímica en 

blastocistos AP y FIV de los tres tratamientos,  al día 9 de cultivo. 

En blastocistos producidos por FIV y cultivados en presencia de BMP4 y Nogina se 

observa una significativa reducción del número de células que expresan Oct-4 sobre el 

número total de células (Tabla13, Figura 11) respecto a los embriones del grupo Control. 

b) a) 
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Los resultados observados para BMP4 en la maduración y para BMP4 y Nogina durante el 

cultivo demuestran que el sistema de señalización BMP afecta  positiva o negativamente la 

expresión de Oct-4, por lo que estaría afectando la pluripotencia embrionaria.  

 

Tabla 13: Expresión de Oct-4 en blastocistos. 

Porcentaje de células que expresan el factor de transcripción Oct-4 sobre el número total de células en 

blastocistos AP y FIV de los experimentos durante el cultivo. Distintos superíndices para AP y FIV indican 

diferencias significativas, Test de “Diferencia de Proporciones” **p< 0.01. 

 

 Tratamiento 
Núm. de 

embriones 

Cél. 

Totales 

Cél. Oct-4 

positivas 

% Cél. Oct-4+/ 

Cél. Totales 

AP 

Control 3 163 129 79 

BMP4 3 180 142 79 

Nogina 2 115 84 73 

FIV 

Control 3 275 229 83a 

BMP4 3 324 235 72b**  

Nogina 3 256 185 72b**  
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Fig. 11: Expresión de Oct-4 en blastocistos tratados. 

Marcación de Oct-4 por inmunohistoquímica en blastocistos cultivados en medio CR2 (Control) o 

suplementado con 100 ng/ml de BMP4 o Nogina. Microscopía confocal, aumento: 20X. a) Células Oct-4 

positivas (en verde); b) Nucleos totales (en rojo); c) Superposición de ambos. 

 

III.3. Desarrollo embrionario post-eclosión  

Con las técnicas habituales de cultivo in vitro de los embriones el estadio máximo 

alcanzado es el de blastocisto eclosionado (alrededor del día 11 de cultivo). Recientemente, 

el desarrollo de sistemas para el cultivo de embriones post eclosión, ha permitido la 

supervivencia de los embriones in vitro hasta un estadio que podría relacionarse al 

blastocisto elongado (día 15 de cultivo) (Brandao et al., 2004; Vajta, 2004). Estos sistemas 

permiten estudiar otros aspectos del desarrollo embrionario, como la expansión 

trofoblástica. En este sentido, nos propusimos cultivar blastocistos con las nuevas técnicas 

de cultivo de embriones en túneles de agarosa. Para tal fin, se modificaron distintas 

a) Verde: Células Oct-4 
Positivas. 

b) Rojo: Células totales 

c) Superpuesto: 
Células Oct-4 positivas 
y células totales. 

CONTROL  NOGINA BMP4 
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variables de los protocolos utilizados por otros laboratorios como por ejemplo, la 

osmolaridad del medio de cultivo y de la solución de agarosa, la concentración de suero y 

glucosa en el medio de cultivo y el diámetro del túnel. En un caso, se logró la supervivencia 

de los embriones hasta el día 14 post fecundación, pero en ninguno de los embriones se 

obsevaron indicios de elongación. Por lo tanto, queda aún por establecerse el sistema de 

cultivo in vitro de blastocistos post eclosión para poder analizar variables funcionales y 

morfológicas posiblemente afectadas por los factores estudiados. 

Dada la necesidad de contar con un gran número de blastocistos eclosionados para llevar a 

cabo este tercer objetivo, se realizaron experimentos de comparación de la capacidad 

fecundante y de la calidad de los embriones producidos por distintos toros mediante la 

técnica de FIV. Para este experimento las presuntas cigotas fueron cultivadas en el medio 

de cultivo SOF. Determinar un posible efecto macho, tanto en el desarrollo como en la 

calidad embrionaria, resulta importante para la obtención de una buena tasa de desarrollo 

post eclosión. Además, para cada uno de los distintos toros se utilizaron pajuelas de semen 

correspondientes a distintas fechas de eyaculado y congelamiento de manera de evitar un 

posible efecto de estas condiciones sobre los resultados. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla 14. 

 

Tabla 14: Desarrollo de embriones FIV producidos a partir de semen de distintos toros. 

Comparación de la capacidad de desarrollo de embriones producidos por fecundación in vitro a 

partir de semen de distintos toros. Distintos superíndices indican diferencias significativas. Test de 

Chi cuadrado,  p< 0,05. 

 

Toro Totales 
Clivados 

(%) 

Mórulas 

(%) 

Blastocistos 

(%) 

Eclosionando 

(%) 

Tesorito 90 72 (80)a 42 27 (30)a 5 (5) 

Chaltén 89 39 (44)b 20 13 (15)b 2 (2) 

Corchito 83 45 (54)b 18 12 (14)b 1 (1) 

Yacaré 141 62 (44)b 33 28 (20)ab 5 (3) 
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Los resultados demuestran que la capacidad de desarrollo hasta el estadio de blastocisto fue 

diferente, dependiendo del toro utilizado para el protocolo de FIV. El toro Tesorito resultó 

en una mayor proporción tanto de embriones clivados, como de blastocistos producidos.    

Como medida de la calidad de los embriones producidos con semen de los distintos toros, 

los blastocistos obtenidos fueron vitrificados utilizando el protocolo de Gibbons 2007 

(Gibbons et al., 2007). Una vez desvitrificados, se analizó la capacidad de re-expansión de 

los embriones a las 24 y 48 hs. posteriores. Los embriones desvitrificados fueron cultivados 

en medio SOF con 10 % de suero fetal bovino. No se obtuvieron diferencias estadísticas en 

los porcentajes de reexpansión tanto a las 24 como a las 48 hs. para blastocistos obtenidos a 

partir de toros con diferente capacidad de desarrollo. Sin embargo,  se observa un mayor 

porcentaje de reexpansión a las 24 y a las 48 hs. (aunque no significativo), para embriones 

producidos con el semen de Tesorito. Analizando los resultados obtenidos, concluimos que 

hay un efecto macho en la producción de embriones, siendo Tesorito el toro que para arroja 

mejores porcentajes de clivaje, tasa de blastocistos y de reexpansión post desvitrificación. 

Por lo tanto, proponemos la utilización de semen de este toro, para la obtención de un 

mayor porcentaje de blastocistos y de una mejor calidad. Ambos parámetros importantes 

para experimentos de cultivo post eclosión para poder estudiar BMP4 y Nogina en el 

desarrollo post eclosión. 
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General  

En este trabajo fueron estudiados los efectos de BMP4 exógeno y de su inhibidor Nogina 

durante la maduración in vitro de ovocitos y la producción in vitro de embriones bovinos. 

En la maduración, BMP4 y Nogina no afectaron de manera directa la maduración nuclear 

de los ovocitos, independientemente de si se cultivaron con o sin células del cúmulus. Por 

otro lado, BMP4 no modificó las concentraciones relativas de los mensajeros estudiados. 

Sin embargo, BMP4 incrementó la tasa de división de los embriones partenogénicos y la 

proporción de células que expresan Oct-4 en los blastocistos de ovocitos madurados en 

estas condiciones. En la maduración, Nogina incrementó la tasa de clivaje de los embriones 

partenogénicos y la disminuyó en los producidos por fecundación in vitro. Nogina también 

incrementó la concentración relativa de los transcriptos de HSP70 y MATER en ovocitos 

maduros. 

Cuando los factores estudiados fueron agregados durante el cultivo in vitro de los 

embriones, Nogina provocó una disminución de la capacidad de desarrollo de los 

embriones partenogénicos y FIV, mientras que BMP4 disminuyó el desarrollo únicamente 

en los embriones FIV. Aunque no se observaron efectos sobre el número total de células 

para ninguno de los dos tipos de embriones, en blastocistos FIV, ambos factores 

provocaron la disminución de la proporción de células que expresan Oct-4 comparados con 

el control.  

En los siguientes apartados se discutirán más detalladamente los resultados descriptos en 

esta tesis. 

 

IV.1. BMP4 en la maduración ovocitaria 

El sistema BMP está implicado en la comunicación entre los ovocitos y las células del 

cúmulus y entre éstas y las células de la teca. Esta interacción es necesaria para un correcto 

desarrollo y crecimiento folicular y la generación de ovocitos maduros competentes 

(Knight y Glister, 2006). La sincronización entre maduración nuclear y citoplasmática es 

fundamental para la formación de ovocitos con un completo potencial de desarrollo (Wu et 

al., 2007). Los criterios para la evaluación de la maduración nuclear han sido establecidos 

(ver materiales y métodos) según el estadio nuclear y la presencia del corpúsculo polar. Sin 
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embargo, no existe un criterio estricto para determinar la maduración citoplasmática  (Wu 

et al., 2007). En los siguientes ítems discutiremos separadamente ambos tipos de 

maduración.  

IV.1.1. BMP4 en la maduración nuclear 

Nosotros encontramos que la maduración nuclear hasta el estadio de Metafase II no se 

afectó directamente con la presencia de BMP4 o de Nogina en el medio de maduración in 

vitro. Esto fue observado cuando los ovocitos fueron madurados dentro de los complejos 

ovocitos-celulas del cúmulus (COCs) es decir, rodeados de las células del cúmulus y 

también cuando estas fueron removidas previamente (ovocitos denudados) a la maduración. 

Este último grupo experimental permitió evaluar los efectos directos de los factores sobre el 

ovocito, independientemente de los efectos indirectos a través de las células del cúmulus. 

De manera similar, Fatehi y col. (Fatehi et al., 2005) demostraron que luego de la adición 

de BMP4 y/o BMP2 al medio de maduración, no se afecta la proporción de ovocitos 

maduros. Nosotros, además, hemos estudiado los efectos de Nogina, inhibidor de BMP4, 

sobre la maduración nuclear, sin encontrar diferencias en la proporción de ovocitos 

maduros. 

IV1.2. BMP4 en la maduración citoplasmática: Evaluación de la 

concentración relativa de ARNm de diversos genes 

Como se dijo anteriormente, no existe una uniformidad de criterios para evaluar la 

maduración citoplasmática (Wu et al., 2007). En nuestro trabajo decidimos evaluar la 

maduración citoplasmática analizando la concentración relativa de transcriptos de diversos 

genes que permiten evaluar distintos aspectos de la fisiología celular. De esta manera, 

evaluamos mensajeros relacionados con la capacidad de desarrollo de los ovocitos (ZAR1 y 

MATER), con Apoptosis (BAX), con calidad ovocitaria (GDF9) y con estrés (HSP70).  

La concentración relativa de los mensajeros no difirió del control en ovocitos tratados con 

BMP4. Por lo tanto, se observa que el agregado exógeno de BMP4 no induce degradación 

ni síntesis de novo de los mensajeros evaluados. 

Por el contrario, la inhibición de BMP4 con Nogina durante la maduración in vitro provocó 

un incremento significativo de la abundancia relativa de los transcriptos de HSP70 y de 

MATER. El gen HSP70 (Por sus siglas en inglés, Heat Shock Protein) codifica para una 
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proteína de estrés térmico que une numerosas proteínas y su sobre-expresión generalmente 

se relaciona con estrés celular (Kregel, 2002). En el tejido vascular, Hsp70 puede unir 

inhibidores de BMPs y potenciar sus efectos. Por esto, Hsp70 puede considerarse una 

posible integración entre estrés y el sistema de señalización BMP (Yao et al., 2009). La 

posible integración entre este mecanismo de estrés y los BMPs en embriones no ha sido 

descripta. Nuestros resultados nos permiten especular que el incremento de los mensajeros 

de HSP70 podría ser una respuesta de los ovocitos para mantener niveles adecuados de 

BMPs. O bien para minimizar el posible estrés provocado por la presencia de Nogina. 

Mater (por sus siglas en inglés: maternal antigen that embryos require) es una proteína 

codificada por un gen llamado “De efecto materno”. Estos genes se definen así porque 

juegan un rol esencial en el desarrollo embrionario temprano. Son expresados 

predominantemente en el ovocito, se mantienen presentes en los embriones tempranos, y 

luego son degradados al momento de la transición materno-embrionaria (MET, por sus 

siglas en inglés, Maternal to Embryonic Transition).  Sin compensación de la expresión por 

parte del embrión (Pennetier et al., 2006). 

Mater es fundamental para el desarrollo embrionario temprano en ratones (Tong et al., 

2000) pero su rol en otras especies no se conoce. Varios trabajos describen que las 

cantidades relativas del ARNm de MATER descienden marcadamente durante la 

maduración ovocitaria en bovinos (Pennetier et al., 2006; Thelie et al., 2007). Relacionado 

a esto, Wood (Wood et al., 2007)  muestra una sobre-expresión de este gen en ovocitos de 

mujeres con síndrome de ovario poliquístico. Nuestros resultados demuestran una sobre-

expresión del transcripto de Mater en ovocitos expuestos a Nogina durante la maduración 

in vitro. Esto podría estar asociado a una maduración citoplasmática ineficiente. Sin 

embargo, no se encontraron diferencias respecto al control en las tasas de blastocistos 

producidos a partir de ovocitos madurados en presencia de Nogina. Esta observación 

coincide con el trabajo de Mota y col. (Mota et al., 2010) el cual describe que no existe 

variación en las concentraciones relativas de los mensajeros de MATER entre ovocitos 

bovinos con alta y baja capacidad de desarrollo. 
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IV.1.3. BMP4 en la maduración citoplasmática: evaluación del desarrollo 

embrionario 

Por otro lado, la maduración citoplasmática también puede evaluarse investigando la 

subsecuente fertilidad, el clivaje y la capacidad de desarrollo embrionario (Wu et al., 2007). 

Nosotros hemos evaluado estos parámetros en embriones producidos por activación 

partenogénica y por fecundación in vitro (FIV). El suplemento del medio de maduración in 

vitro con BMP4 o con su inhibidor Nogina produjo efectos diferentes sobre la proporción 

de embriones clivados, dependiendo de si los embriones eran partenogénicos o de 

fecundación in vitro. Mientras que no se observan efectos aparentes sobre la posterior 

capacidad de desarrollo. Resultados similares fueron publicados únicamente para la 

maduración in vitro en presencia de BMP4 exógeno, previo a la producción de embriones 

FIV (Fatehi et al., 2005). Cuando se realizó activación  partenogénica ambos tratamientos  

resultaron en una mayor proporción de embriones clivados comparados con el Control. Por 

el contrario, cuando se realizó FIV, el grupo madurado con Nogina presentó una menor tasa 

de embriones clivados respecto al Control y al grupo BMP4. Por lo tanto, se puede concluir 

que los efectos tempranos de los tratamientos durante la maduración, difieren según la 

técnica de producción de embriones. Estos resultados podrían ser un indicio de un efecto 

negativo de Noggin para la interacción de los ovocitos madurados bajo este tratamiento con 

los espermatozoides en la fecundación in vitro.     

 

IV.1.4. BMP4 en la maduración y la regulación del ciclo celular en 

embriones 

Las primeras divisiones están reguladas por proteínas de origen materno (Holm et al., 1998; 

Pennetier et al., 2006). Y luego de la transición materno-embrionaria la regulación incluye 

ambas, proteínas maternas y embrionarias (Pennetier et al., 2006). Esto implica que todo 

aquello que afecte la maduración ovocitaria puede tener efectos sobre embriones 

avanzados. Nosotros hemos evaluado los efectos sobre el desarrollo embrionario anterior y 

posterior a MET de la adición de BMP4 y Nogina durante la maduración in vitro. Hemos 

encontrado que en los embriones clivados, tanto partenogénicos como FIV, la dinámica de 

desarrollo no fue modificada por los factores estudiados. Y no se observaron diferencias en 
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la proporción de embriones con distintos números de células al día dos de cultivo in vitro. 

Dentro de los efectos posteriores a MET, tampoco encontramos diferencias en el número de 

células de los blastocistos generados a partir de ovocitos de los distintos tratamientos en 

ambos tipos de embriones. Por esto, podemos decir que la dinámica de división celular 

tanto anterior como posterior a MET no se afectó por la presencia de los factores estudiados 

en el medio de maduración in vitro de los ovocitos.  

 

IV.1.5. BMP4 en la maduración y la regulación de la pluripotencia 

embrionaria 

Por otro lado, también como medida de los efectos posteriores a MET, el factor de 

transcripción Oct-4, fue analizado en blastocistos de día nueve por la técnica de 

inmunohistoquímica. Oct-4 es considerado un marcador de pluripotencia. Las marcaciones 

de la proteína se observaron en células del MCI y trofoblásticas. Y la localización fue tanto 

citoplasmática como nuclear, independientemente de los tratamientos. Este patrón de 

expresión fue observado tanto en embriones partenogénicos como FIV y es consistente con 

lo observado por Kirchhof y col. (Kirchhof et al., 2000) y Bevacqua y col. (Bevacqua et al., 

2010). La proporción de células que expresan Oct-4 no difirió entre los blastocistos FIV de 

los distintos tratamientos de maduración. Sin embargo, encontramos que la presencia de 

BMP4 durante la maduración in vitro de los ovocitos provocó una mayor proporción de 

células Oct-4 positivas en embriones partenogénicos. Por lo tanto, BMP4 durante la 

maduración tendría un rol en la posterior regulación de la pluripotencia de embriones 

bovinos. Cabe destacar que este efecto resulta evidente únicamente en embriones 

partenogénicos lo cual sugiere que existen factores paternos que influyen en los efectos de 

BMP4 sobre la pluripotencia embrionaria.    

 

IV.2. BMP4 en el cultivo de embriones  

La expresión de BMP4, de sus receptores y de su mediador intracelular en las células 

epiteliales de la región del ámpula y del istmo del oviducto bovino permite considerar la 

posibilidad de que dichos factores sean secretados y formen parte del fluido oviductal. 

Pudiendo actuar de manera autócrina o parácrina sobre el ovocito o el embrión pre-
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implantatorio durante su tránsito por el oviducto (García, 2009). En bovinos, hasta nuestro 

conocimiento, no existen reportes sobre la expresión de Nogina en el tracto reproductor 

femenino. Sin embargo, la expresión de este inhibidor fue observada en el útero de ratones 

al momento de la implantación. Y se observó que Nogina es expresado en la capa de 

estroma en el límite con el epitelio luminal. Este mismo patrón es observado incluso desde 

antes de la implantación. A medida que avanza la decidualización, la expresión se restringe 

al estroma que limita con el epitelio mesometrial que queda intacto (Paria et al., 2001). 

Los roles de BMP4 han sido bien estudiados en las gametas masculinas (Itman y Loveland, 

2008) y femeninas (Knight y Glister, 2006). Es decir, en etapas anteriores a la fecundación 

y en estadios embrionarios posteriores al estadio de blastocisto como la organogénesis y la 

diferenciación de membranas extraembrionarias (Blomberg et al., 2008). Sin embargo, la 

función de BMP4 y de su inhibidor Nogina en el desarrollo de embriones bovinos hasta el 

estadio de blastocisto no había sido estudiada previamente. En un segundo set de 

experimentos, BMP4 y Nogina fueron incluidos al medio de cultivo de embriones bovinos. 

 

IV.2.1. BMP4 en el cultivo y el desarrollo embrionario  

La inhibición de BMPs por Nogina, durante el cultivo in vitro de los embriones produce 

una marcada reducción del desarrollo embrionario. Así, se observó una disminución de la 

tasa de embriones clivados y de la producción de blastocistos. Este efecto negativo de 

Nogina fue observado para embriones partenogénicos y FIV. En estos últimos se observó 

también un efecto negativo sobre la tasa de blastocistos eclosionados. Sorprendentemente, 

los blastocistos producidos, tanto partenogénicos como FIV, contienen similar número de 

células  entre los distintos  grupos. 

Por otra parte, cuando BMP4 fue adicionado al medio de cultivo, no se encontraron efectos 

directos sobre las tasas de embriones clivados. Sin embargo, la tasa de producción de 

blastocistos fue menor respecto al control en los embriones FIV. Al igual que lo observado 

con Nogina, la proporción de embriones eclosionados también resultó menor respecto al 

Control.   

Los resultados obtenidos con Nogina y con BMP4 demuestran la importancia del sistema 

BMP endógeno para el desarrollo embrionario preimplantatorio y sugieren diferencias en el 

sistema BMP entre los dos tipos de embriones. En la fecundación, el ovocito es 
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desarrestado de su bloqueo en metafase II, cuando el espermatozoide fecundante 

desencadena múltiples oscilaciones intracelulares de calcio. En la partenogénesis, estas 

oscilaciones de calcio son imitadas por agentes químicos (en nuestro caso Ionomicina de 

Ca2+) y los ovocitos son activados sin la necesidad del espermatozoide (Gomez et al., 

2009). La ionomicina sólo produce un incremento monotónico de Ca2+ insuficiente para 

completar los eventos de activación y por esto es necesaria la utilización de drogas 

complementarias como 6-Diaminopuridina (Ross et al., 2008). Esto provoca diferencias en 

la dinámica del incremento intracelular de Ca2+ entre embriones partenogénicos y FIV. 

Sumado a esto, los embriones partenogénicos contienen genoma únicamente materno. Los 

genes maternos y paternos poseen una impronta diferente por lo que ambos genomas 

resultan necesarios para el crecimiento al ser complementarios pero no equivalentes 

(Gomez et al., 2009). Los diferentes patrones de imprinting entre los dos tipos de 

embriones (Ruddock, 2003) pueden tener efectos profundos en la fisiología celular y 

pueden alterar marcadamente el desarrollo embrionario (Cruz et al., 2008).  

Estas diferencias generan cambios en el contexto intracelular lo cual lleva a diferencias a 

distintos niveles. Por ejemplo: diferencias en la expresión o secreción de ligandos BMPs, 

exposición de receptores, procesos de retroalimentación negativa, cofactores, co-receptores 

y proteínas de unión al ADN, e incluso diferencias en la interacción con otros sistemas de 

señalización, etc. Como es tratado en la introducción, estos componentes regulan las rutas 

de señalización intracelular de los BMPs y son los que en definitiva determinan la selección 

de los genes blanco. Todos estos elementos reguladores, al ser expresados en ciertos tipos 

celulares y no en otros proveen también especificidad celular a toda la ruta de señalización 

BMP (Miyazono et al., 2001). Una situación similar puede explicar las diferencias 

encontradas en esta tesis entre las respuestas a los mismos tratamientos de los distintos 

tipos de embriones. 

Dado que el contexto intracelular es en efecto distinto para embriones producidos por las 

distintas técnicas, a pesar de estar adicionando las mismas concentraciones de BMP4 y 

Nogina, la regulación del  sistema es diferente y por lo tanto, sus efectos son diferentes. Por 

otro lado, en los embriones FIV, los similares efectos negativos de la adición al medio de 

cultivo de BMP4 y Nogina podrían ser provocados por mecanismos de retroalimentación 

negativa del primero. Por ejemplo, estimulando la expresión de Smad6, el cual se une a 
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Smad 1 y 5 (Chen et al., 2004) o estimulando la defosforilación o la ubiquitinización de 

Smad 1  (Knockaert et al., 2006; Sapkota et al., 2007) en los embriones.  

 

IV.2.2. BMP4 en el cultivo y la regulación del ciclo celular en embriones 

Los miembros de la familia TGFβ regulan el ciclo celular en diferentes tipos celulares, 

específicamente en G1 (Massague et al., 2000). Dado que los embriones poseen un ciclo 

celular particular, compuestos únicamente por fases S y M (Cooper, 2000) y que la 

velocidad en las divisiones está relacionada con la calidad embrionaria (Holm et al., 1998; 

Wrenzycki et al., 2003), resulta interesante analizar los posibles efectos del sistema BMP 

sobre la regulación del ciclo celular y por lo tanto sobre la calidad embrionaria. Con este 

objetivo hemos analizado el número de células de los embriones al día dos de cultivo.  

Nuestros resultados para los embriones tratados durante el cultivo, no evidencian  un efecto 

directo de los tratamientos sobre la dinámica de división celular. Así la proporción de 

embriones en el primer y tercer ciclo celular no difirió respecto al control. El mismo 

resultado se observa para los embriones producidos por partenogénesis y fecundación in 

vitro. Estos resultados son inesperados ya que considerábamos que una disminución de la 

tasa de clivaje y de desarrollo hasta blastocisto como la observada para los emrbiones 

tratados con Nogina se hubiera correspondido con un retraso en la velocidad de las 

primeras divisiones celulares. Puede concluirse entonces que la dinámica de desarrollo 

temprano no se ve afectada por el sistema BMP.  

 

IV.2.3. BMP4 en  el cultivo y la regulación de la pluripotencia 

embrionaria  

Al analizar el patrón de expresión de Oct-4, nuevamente se obtuvieron diferentes resultados 

dependiendo del tipo de embriones. En los embriones FIV, cultivados en presencia de 

Nogina se observó una menor proporción de células que expresan Oct-4. Esta disminución 

puede relacionarse con la menor capacidad de desarrollo de los embriones.     

Coincidentemente, la misma relación entre disminución en la tasa de blastocistos y 

disminución de la proporción de células Oct-4 positivas fue observada para los embriones 

FIV cultivados en presencia de BMP4 exógeno. Cabe destacar que este no es un método 
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cuantitativo sino cualitativo por lo que quizás las concentraciones de la proteína podrían 

estar siendo también alteradas por los tratamientos. 

En ratones, Murohashi (Murohashi et al., 2009) observó una menor relación de células 

derivadas del MCI sobre células derivadas del trofoblasto en blastocistos cultivados y 

tratados con Nogina comparados con embriones Control. En este sentido, también en el 

modelo murino, se observa un incremento en la cantidad de células madre que expresan 

Cdx2 luego de cuatro días de tratamiento con Nogina (Peng et al., 2011).  

En células madre humanas a las cuales se les realizó un Knockdown de Oct-4, se observa 

una sobreexpresión tanto de BMP4 como de uno de sus genes blanco, el gen ID2 (por sus 

siglas en inglés, Inhibition of Differentiation) (Babaie et al., 2007). Esta observación 

evidencia un mecanismo de retroalimentación negativa entre Oct-4 y BMP4 en humanos.    

Es posible que nuestros resultados estén relacionados a efectos similares sobre la capacidad 

pluripotente de los embriones en bovinos. Y por esto un desbalance en la señalización de 

BMP4 durante el desarrollo in vitro, dado por el agregado exógeno o por su inhibición con 

Nogina, provocan cambios en la expresión de Oct-4 en blastocistos.  

El establecimiento de las células madre en animales de granja, como los bovinos, facilitaría 

notablemente la manipulación genética precisa para el mejoramiento de aspectos 

productivos o la producción de animales transgénicos como modelos de enfermedades 

humanas y terapias de trasplante de células. Sumado a esto, las células madre embrionarias 

en vacas, ovejas o cabras serían muy útiles en la producción de proteínas recombinantes 

para el tratamiento y la prevención de enfermedades en humanos y animales (Pant y 

Keefer, 2009). Existe un primer trabajo en bovinos (Lim et al., 2011) en el cual logran el 

mantenimiento de la pluripotencia luego de varios pasajes de cultivo celular y logran la 

diferenciación, in vitro e in vivo (con formación de teratomas), de estas células en 

derivados de las tres capas embrionarias. También se ha publicado un primer trabajo en 

cabras donde obtienen células pluripotentes derivadas de blastocistos producidos in vivo 

(Behboodi et al., 2011). Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, las células madre de 

rumiantes no han sido definitivamente establecidas y queda aún por comprobarse la 

contribución de estas células a la línea germinal. Los investigadores han realizado 

numerosos intentos de desarrollarlas utilizando las condiciones de cultivo utilizadas para el 

ratón. Por el contrario, sólo un limitado interés ha sido demostrado en caracterizar a los 
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embriones mismos o a las células aisladas para conocer los mecanismos y marcadores 

moleculares anteriores a la extensión de los cultivos (Keefer et al., 2007). Teniendo en 

cuenta esto, en nuestro trabajo hemos analizado la regulación de la pluripotencia por el 

sistema BMP en embriones intactos. 

 

IV.3. BMP4 en el desarrollo post eclosión 

El estudio de los factores que regulan los mecanismos de diferenciación y de implantación 

en los animales domésticos es fundamental para poder en un futuro aplicarlo al diagnóstico 

y a la identificación de las causas de las pérdidas de preñeces recurrentes tempranas y a la 

mejora en las tasas de preñez. En roedores, técnicas como el knock-out de genes y la 

utilización de animales transgénicos, están generando mucha información en este campo, 

pero su aplicación en animales domésticos debe ser aun desarrollada para estos estudios. Es 

necesario entonces hacer otras aproximaciones quizás más accesibles al estudio de los 

factores que regulan la implantación. Como la utilización de oligonucleótidos antisentido, 

morfolinos y ARN inhibitorio pequeño (Spencer et al., 2008). 

La obtención de embriones bovinos elongados a partir de úteros de la misma especie es un 

proceso altamente costoso y laborioso. La forma convencional in vivo implica 

inseminación artificial seguida por la aplicación de la técnica de lavado uterino 

(“Flushing”) o bien el sacrificio de las hembras preñadas. Ambas técnicas arrojan 

resultados similares (Rodriguez-Alvarez et al., 2009). El grupo de Rodriguez-Alvarez 

(Rodriguez-Alvarez et al., 2009) ha desarrollado un sistema de transferencia de embriones 

bovinos a úteros de hembras receptoras pero de especies heterólogas, como la transferencia 

de embriones bovinos en vientres ovinos o caprinos. Lo que constituye una alternativa a la 

obtención de embriones elongados in vivo ya que han logrado blastocistos elongados con 

un diámetro promedio similar al obtenido en úteros homólogos. De todas maneras, sigue 

siendo necesaria la utilización de animales lo que limitan su aplicación. 

Otra aproximación ha sido el cultivo in vitro de embriones expandidos en matrices de 

agarosa (Brandao et al., 2004; Maddox-Hyttel et al., 2003; Vajta, 2004). En este sistema, se 

han obtenido embriones con una marcada elongación y señales de las primeras etapas de 

diferenciación. Sin embargo, los embriones no son capaces de sobrevivir más allá del día 

quince y no se ha detectado la formación de un hipoblasto bien diferenciado. El 
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detenimiento seguramente es debido a la falta, en el sistema de cultivo, de los 

requerimientos para la elongación (Rodriguez-Alvarez et al., 2009). Los mecanismos 

celulares de la elongación están siendo comprendidos recientemente y se sabe que implica 

una marcada división celular, crecimiento y remodelación (Hue et al., 2007). En nuestro 

caso, consideramos que el desarrollo in vitro post eclosión sería una posible aproximación 

para el estudio de los embriones elongados. Por ejemplo, el tratamiento de estos embriones 

con BMP4 y su inhibidor podría utilizarse como herramienta para el estudio de la 

diferenciación y de las funciones del trofoblasto temprano así como para elucidar los 

mecanismos implicados en el desarrollo placentario aberrante. Dadas las dificultades que 

presenta la implementación de esta tecnología son numerosos los aspectos básicos que aún 

quedan por desarrollar antes de poder estudiar los efectos de BMP4 u otros factores en el 

desarrollo embrionario post eclosión in vitro.  

 

IV.4. BMPs en las biotecnologías embrionarias  

Como se expresa anteriormente, la producción in vitro de animales está asociada a 

numerosos problemas en el desarrollo embrionario. Estos problemas incluyen también 

defectos en el desarrollo de las membranas extra-embrionarias lo cual provoca posteriores 

aberraciones placentarias. Dentro de las causas de estos cambios fenotípicos, se encuentran 

los cambios en el imprinting de ciertos genes fundamentales para el desarrollo. Esto fue 

observado en ratones, humanos, ovejas y vacas (Guillomot et al., 2010). Otra diferencia 

observada es la proporción de células del MCI sobre las células trofoblásticas. Esta es 

superior (es decir, menor proporción de células trofoblásticas) en embriones clonados 

respecto a aquellos FIV o in vivo. En los primeros, esta proporción es de entre un 40 a 

mayor de 60 % mientras que lo observado para embriones FIV e in vivo es de entre un 20 a 

40 % (Koo et al., 2002). Estas diferencias implican un menor desarrollo del trofoblasto en 

el estadio de blastocisto en embriones clonados. Queda por determinarse si este menor 

desarrollo puede ser considerado la causa directa de los problemas embrionarios en estadios 

posteriores. Un trabajo reciente (Fujii et al., 2010) muestra diferencias en el patrón de 

expresión de los genes implicados en la segregación del MCI y del trofoblasto entre 

blastocistos bovinos provenientes de clonación e in vivo. En particular los genes afectados 

fueron OCT-4, NANOG y GATA 3 (relacionados al MCI) y TEAD4 y FGF4 (relacionados 
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al desarrollo trofoblástico). Por lo tanto, parece ser que las diferencias en el desarrollo 

embrionario preimplantatorio generan marcadas diferencias en el desarrollo posterior. 

Resaltando la importancia de ajustar las condiciones de cultivo in vitro de manera de 

maximizar la calidad de los embriones en este estadio. Nuestros resultados permiten 

considerar al sistema BMP cómo fundamental para el correcto desarrollo embrionario in 

vitro con efectos incluso en la pluripotencia embrionaria. Por lo que proponemos que el 

profundizar el análisis de los efectos y mecanismos implicados permitiría utilizar los 

factores estudiados como herramientas para mejorar las condiciones de maduración in vitro 

de ovocitos y cultivo in vitro de embriones no sólo partenogénicos o de FIV sino también 

provenientes de otras biotecnologías embrionarias.  

 

IV.5. Consideraciones futuras  

Resulta imprescindible analizar que todavía queda por establecerse una visión completa de 

las funciones de los factores estudiados. Sería interesante, por ejemplo, analizar si Nogina 

no pudiera estar cumpliendo funciones independientemente de la inhibición de BMPs, 

como fue descubierto recientemente para la unión de Gremlina al receptor del factor de 

crecimiento vascular tipo II, VEGFR2 (Krause et al., 2011). 

Futuros experimentos podrían estudiar la expresión de otros marcadores de pluripotencia o 

de diferenciación trofoblástica para profundizar el entendimiento de los mecanismos 

implicados en la regulación de la pluripotencia por BMP4 y su posible aplicación para el 

establecimiento de las células madre embrionarias.   

Este trabajo es recién un primer abordaje al estudio del sistema BMP en este modelo. Un 

gran trabajo queda aún por hacer para elucidar los factores reguladores de la expresión de 

BMPs, de los componentes de la cascada intracelular y los genes blanco en embriones de 

bovinos y de otros vertebrados. Para investigar además si estos mecanismos han sido 

conservados durante la evolución (Hogan, 1996).   
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Conclusiones parciales 
 BMP4 y Nogina durante la maduración in vitro no afectan directamente el progreso 

de la meiosis hasta MII en ovocitos cultivados con o sin células del cúmulus. 

 Nogina durante la maduración in vitro provoca el aumento de las concentraciones 

relativas de los mensajeros de Hsp70 y Mater en ovocitos maduros.  

 BMP4 o Nogina durante la maduración, no afectan el desarrollo embrionario hasta 

el estadio de blastocisto. 

 BMP4 durante la maduración provoca un incremento en la proporción de células 

que expresan  Oct-4 en blastocistos producidos por partenogénesis. 

 Nogina durante el cultivo disminuye la capacidad de desarrollo de los embriones 

producidos por partenogénesis o por fecundación in vitro. 

 BMP4 durante el cultivo afecta negativamente el desarrollo hasta blastocisto de los 

embriones producidos por fecundación in vitro. 

 BMP4 y Nogina durante el cultivo afectan la pluripotencia de los embriones ya que 

disminuyen la proporción de células que expresan Oct-4 en blastocistos producidos 

por fecundación in vitro.  

 

Conclusion general  
 Es necesario un balance equilibrado del sistema de señalización de BMP para el 

correcto desarrollo embrionario preimplantatorio en bovinos.  



 

 

 

Anexo 
Detalle de la composición de medios de fecundación in vitro, de cultivo de 

embriones y de enjuague
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Medio de fecundación in vitro BO (Brackett and Oliphant, 1975)    

Solución A                                                             Solución B 

 

  

 

 

 

 

 

 

Preparación del medio BO      

Componente Cantidad  (cada 100 ml) 

Solución A 76 ml 

Piruvato de Na 0.01375 g       

Antibiótico 1 ml 

Solución B 24 ml 

                                                                                                                                                                         

Solución para el lavado de semen (SWS) 

La solución BO se suplementa con cafeína al 0, 4% y heparina (H 3149) al 2·10 -5%.  

Diluyente de semen (SDS) 

 La solución BO se suplementa con BSA al 2%. 

 

 

 

 

 

 

Componente Cantidad (cada 100 ml)   

NaCl 4.3092 g                 

KCl 0.1974 g                 

CaCl2H2O. 0.2171 g                

Na H2PO4 0.0840 g  

MgCl2 6. H2O. 0,0694 g                                           

Rojo fenol                   0.1 ml 

Componente  Concentracion  

NaHCO3 1.2936 % m/v 

Rojo fenol 0,2  



 Anexo 

 

83 

 

Medio de cultivo de embriones CR2  

 Componente  Concentración (mM) 

Na Cl 107,5 

K Cl 2,95 

Na HCO3 24,88 

Hemi Ca- Lactato 5,05 

Piruvato de sodio 2% V/V 

Glutamina 1 mM 

BME 2% V/V 

MEM 1% V/V 

ATB 1% V/V 

Rojo fenol 0,1% V/V 

BSA  0.6 % m/v 
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Medio de enjuague, solución de Tyrode con lactato, piruvato, 

albúmina y tamponado con Hepes (TALP-H) 

 Compuesto  Concentración (mM). 

NaCl   114 mM 

KCl     3.2 mM  

Ca Cl2 2 H2O  2.0 mM 

MgCl2 6H 2º 0.5 mM 

 ATB 1% 

Rojo Fenol 5  µg/ ml 

 MEM  0.01% 

Lactato de Sodio  10 mM 

 Piruvato  de Sodio  0.1mM 

Na HCO3  2 mM  

HEPES  10 mM 

BSA 3 % m/v 
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