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Presentación


Los procesos biotecnológicos y bioinformáticos han sido de gran ayuda para lograr importantes avances en la historia de la humanidad; estas dos ramas del conocimiento científico han sido aplicadas con éxito en muchas áreas de actuación del hombre, específicamente en la medicina, la agricultura y la producción animal, entre otras.


Los autores del presente libro somos docentes adscritos al Departamento de Producción Animal de la Facultad de Ciencias Agrarias y egresados de diferentes programas de doctorado (Ciencias Agrarias y Ciencias-Biotecnología) de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Medellín, todos adscritos al Grupo de Investigación Biodiversidad y Genética Molecular (BIOGEM)1, y que hemos desarrollado investigaciones que vinculan procesos biotecnológicos y bioinformáticos con la producción animal. Cada capítulo del libro muestra los resultados más relevantes de diferentes trabajos de investigación (tesis doctoral), que inicialmente tendrán una revisión amplia de la aplicación de la biotecnología en un área específica de la producción animal (bovina, porcina o avícola), y finaliza con la presentación de los resultados de la aplicación de la biotecnología en cada área específica.


Los autores construimos este documento con el fin de ofrecerle a los lectores, de diferentes gremios productivos, ejemplos prácticos que demuestran que en los procesos de producción animal se pueden aplicar y combinar perfectamente los avances tecnológicos de la ciencia moderna, en un área de investigación de interés productivo con futuro promisorio de desarrollo directamente en campo, mejorando a su vez los procesos del sistema de producción y la obtención de mayor cantidad, mejor calidad composicional y óptimas condiciones sanitarias de proteína de origen animal para su distribución, comercialización e inclusión en la alimentación humana.


Por tanto, se espera que la aplicación de las diferentes ramas de la biotecnología y la bioinformática pueda convertirse en una herramienta útil para mejorar los procesos de producción animal, redundando en una mejor calidad de vida para el productor y un producto inocuo para el consumidor, que además favorezca a este último para tener una mejor salud y capacidad de enfrentarse a un medio ambiente cada vez más hostil por la presencia de patógenos bióticos y abióticos en él.


En el libro se ofrecen ejemplos concretos para aplicar estas herramientas científicas en la reproducción, el diagnóstico de enfermedades infecciosas y en la evaluación de programas de alimentación en especies productivas de gran importancia. Lo anterior con el objetivo de que el uso de esta información permita en un futuro cercano la adopción de muchas de estas biotecnologías modernas por parte de los productores de proteína de origen animal, para que de esta manera puedan optimizar sus parámetros productivos, así como la calidad nutricional y sanitaria de los productos que desean comercializar en los ámbitos nacional o internacional.


Uno de los principales deseos de los autores, con la generación y presentación de este libro, es demostrar que en Colombia es posible la aplicación de técnicas de vanguardia en la producción animal y que por medio de estas herramientas se pueden generar resultados útiles a nivel de laboratorio y campo necesarios para el país, y cooperar con el cumplimiento del objetivo principal de la academia: la transferencia de conocimiento, por medio de diferentes conceptos y aportes para que los productores mejoren sus parámetros productivos y económicos, y que esto propenda al mejoramiento de la calidad de vida del productor.


Esperamos como representantes de uno de los entes académicos de mayor relevancia en Colombia y como autores del presente libro, hacer aportes tanto a la ciencia como al trabajo de campo con el contenido presentado en estas páginas, y que este sea útil no solo para los productores de diferentes agremiaciones, sino además para los estudiantes de pregrado, posgrado y público en general interesado en este tema, a quienes ponemos nuestro conocimiento y aporte siempre a su disposición.


Este libro se compone de seis capítulos, los cuales para su mejor entendimiento presentan las aplicaciones de las herramientas por especie, comenzando con bovinos en áreas de biotecnologías reproductivas (capítulo 1), filogenética de infecciones virales (capítulo 2) y transcriptómica para evaluar la respuesta a programas de alimentación (capítulo 3); luego se presentan dos aplicaciones en cerdos en las áreas de diagnóstico de enfermedades virales (capítulo 4) y evaluación de salud intestinal de lechones en respuesta a variables y aditivos alimenticios (capítulo 5). Para terminar, se presentan diferentes técnicas para evaluar microbioma y salud intestinal ante retos de inflamación intestinal in vivo en aves de postura (capítulo 6).


Esperamos que el contenido científico, tecnológico y productivo de este libro sea de gran utilidad para los lectores, y que esta información pueda ser considerada y aplicada en futuros programas de producción animal de Colombia.


Los autores
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NR4A3: Subfamilia de receptores nucleares 4 Miembro del grupo A 3


NTC: Número total de células


O2: Oxígeno singlete


O2-: Anión superóxido


OH∙: Radical hidroxilo


OIE: Organización Mundial de Sanidad Animal (siglas en inglés)


OLR1: Gen receptor 1 de lipoproteína de baja densidad oxidada


OMS: Organización Mundial de la Salud


ONOO-: Anión peroxinitrito


ONU: Organización de las Naciones Unidas


ORF: Marco de lectura abierto


OTU: Unidades taxonómicas operacionales (siglas en inglés)


p38 / MAPK14: Proteína quinasa activada por mitógeno 14


pb: Pares de bases


PB: Proteína bruta


PBMC: Célula mononuclear de sangre periférica


PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (siglas en inglés)


PDE: Fosfodiesterasas


PDL: Producción diaria de leche


PG: Porcentaje de grasa en leche


PGC-1α: Coactivador 1-alfa del receptor activado por proliferador de peroxisomas


Pi: Yoduro de propidio


Pi+: Células muertas


PI3K/AKT: Vía fosfatidilinositol 3 quinasa


PIVE: Producción in vitro de embriones


PL: Linfocitosis persistente


PLC: Proteína lipasa C


PMVK: Fosfomevalonato Quinasa


PNPLA2: Lipasa sensible a hormonas del tejido adiposo


Polβ: Polimerasa β


PP: Porcentaje de proteína en leche


PPARGC1A: Receptor activado por el proliferador de peroxisomas Coactivador gamma 1-Alpha


PPC: Peste porcina clásica


PRL: Prolactina, gen del transductor de señal


PS: Fosfatidilserina


PSAT1: Fosfoserina Aminotransferasa 1


PSPH: Gen fosfoserina fosfatasa


PTPRB: Receptor de proteína tirosina fosfatasa tipo B


RAM: resistencia antimicrobiana


Redox: Reducción-oxidación


RNA o ARN: Ácido ribonucleico


RNAm: Ácido ribonucleico mensajero


RNA-seq: Secuenciación ácido ribonucleico


ROO∙: Radicales peroxilo


ROS: Especies reactivas de oxígeno


RPL15: Proteína ribosomal L15 de la subunidad 60S


RT-PCR: Retrotranscripción-reacción en cadena de la polimerasa


RV: Resveratrol


Ryr2: Receptor 2 de rianodina


SCD: Estearoil-CoA desaturasa


SCD 1: Syndecan 1


SESN3: Sestrin 3


SGLT: transportador sodio-glucosa


SI: Sacarasa-isomalatasa


SIRPB1 Señal Reguladora Proteína Beta 1


SIRT1: Sirtuina 1


SIRT3: Sirtuina 3


SLC27A6: Miembro 6 de Familia 27 transportador de solutos (Transportador de ácidos grasos)


SNP: Polimorfismos genéticos de un solo nucleótido


SOD: Superóxido dismutasa


SOX: Factor de transcripción sox


SSRNA (+): RNA de cadena sencilla y sentido positivo


STAT5A: Transductor de señales y activador transcripcional 5A


STAT5B: Transductor de señales y activador transcripcional 5B


TAOK1: Mil y una Amino Acidos- proteína quinasa 1


tax : Gen tax


TGI: Tracto gastrointestinal


TJ: Tight junction (uniones estrechas)


TMEM176A: Proteína Transmembrana 176ª


TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa (siglas en inglés)


TNF-α RI: Receptor tipo I del factor de necrosis tumoral alfa


TNF-α RII: Receptor tipo II del factor de necrosis tumoral alfa


TR: Transcriptasa reversa


TRA: Tecnologías de reproducción asistida


TRPM2: Receptor transitorio con Potencial Canal de cationes Subfamilia M Miembro 2


TST: Tiosulfato Sulfurtransferasa


UCP2: Proteína de disociación tipo 2


UFC: Unidades formadoras de colonia


UTR: Región no traducida


V-A: Vitrificación-atemperado


VAV3: Factor de intercambio de nucleótidos de guanina


VLDLR: Gen del receptor de lipoproteínas de baja densidad
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XDH: Xantina deshidrogenasa


ρ (rho): Coeficiente de correlación
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Biotecnologías aplicadas a la reproducción animal. Criopreservación de embriones


Stephania Madrid Gaviria, Albeiro López Herrera


Las tecnologías de reproducción asistida (TRA) son aquellas que permiten aumentar la eficiencia reproductiva de los animales (Morado, 2015). Actualmente las TRA más utilizadas en el ganado bovino comprenden la inseminación artificial, el congelamiento de semen, la sincronización e inducción de la ovulación, la superovulación, la transferencia y el congelamiento de embriones, el sexaje de embriones y espermatozoides, la producción in vitro de embriones (PIVE), la clonación mediante transferencia de células somáticas, entre otras (Merton et al., 2003; Morado, 2015; Yadeta, 2018). Estas tecnologías han permitido grandes avances en los sistemas de producción animal, ya que disminuyen la presencia de enfermedades de transmisión sexual, aumentan la eficiencia de los programas de mejoramiento genético al disminuir el intervalo generacional y, por ende, aumentan el progreso genético (Merton et al., 2003; Hernandez Gifford y Gifford, 2013).


En particular, la PIVE incluye tres procedimientos: la maduración in vitro del oocito, la fertilización in vitro y el cultivo embrionario in vitro (Rizos et al., 2008; Zhu et al., 2018); a pesar de su amplia utilización, aún es necesario aumentar su eficiencia. Durante la PIVE, cerca del 90 % de los oocitos logran alcanzar la maduración, es decir, avanzar de la profase I a la metafase II: el 80 % es fertilizado y se divide al menos hasta el estado de dos células, pero solamente el 30 %-40 % alcanza el estado de blastocisto al día siete u ocho, luego de la fertilización (Rizos et al., 2008). Debido a esto la etapa de cultivo in vitro todavía es objeto de investigaciones, dada su influencia en el desarrollo embrionario (Gad et al., 2012; Smith et al., 2012; Simopoulou et al., 2018).


Así mismo, el aumento en la implementación de las TRA incrementa la necesidad de desarrollar e implementar técnicas confiables de criopreservación (Zhao et al., 2016). La criopreservación, entendida como el proceso que permite la conservación de material biológico a muy bajas temperaturas, se puede llevar a cabo mediante la congelación lenta o la vitrificación, técnicas que difieren principalmente en la concentraciones de crioprotectores y la tasa de enfriamiento utilizada (Jang et al., 2017).


Con la congelación lenta se han alcanzado resultados estables para los embriones producidos in vivo; sin embargo, los embriones producidos in vitro presentan diferencias relacionadas con su morfología, metabolismo, contenido de lípidos y perfil de expresión génica que los hacen más susceptibles al criodaño (Rizos et al., 2008; Rodriguez Villamil et al., 2012). Debido a esto, la vitrificación es el método más usado en la actualidad para la criopreservación de gametos y embriones en diferentes especies como bovinos, porcinos, ratones y humanos (Hosseini et al., 2009; Tavukcuoglu et al., 2012; Giaretta et al., 2013; Kato, 2016). Aun así, todavía es necesario desarrollar más estudios relacionados con el tipo y la concentración de los crioprotectores utilizados, los tiempos de incubación de las células en los medios de vitrificación y atemperado, la suplementación con moléculas protectoras y demás variables, todo con el fin de mejorar la eficiencia de esta técnica y disminuir los efectos negativos (Castillo-Martín et al., 2014; Giaretta et al., 2013; Pereira et al., 2019).


La vitrificación como técnica de criopreservación


Las técnicas de criopreservación permiten almacenar el material biológico por un tiempo indefinido, garantizando así que este mantenga su calidad luego del proceso de calentamiento necesario para recuperar su estado inicial (Sudano et al., 2013). Los objetivos fundamentales de cualquier método de criopreservación son detener de manera reversible el metabolismo celular, conservar la estructura y la integridad genética, lograr tasas aceptables de supervivencia y mantener la competencia para el desarrollo (capacidad para generar una cría viva) luego del calentamiento y, por último, ser una técnica confiable y repetible (Liebermann, 2012).


Al comparar los principales métodos de criopreservación de gametos se puede ver que, aunque el congelamiento lento usa bajas concentraciones de crioprotectores (CP) en comparación con la vitrificación, esta última al ser un método más rápido reduce el daño causado por los mismos CP, la sensibilidad al frío y la cristalización (Arav, 2014; Moussa et al., 2014).


La vitrificación se define como el proceso físico por el cual una solución se transforma en un vidrio amorfo y estable gracias a una alta tasa de enfriamiento, lo que evita la formación de cristales de hielo mientras se mantienen las propiedades de un líquido en la forma sólida (Dobrinsky, 2002; Fahy y Wowk, 2015).


Para la implementación de esta técnica deben tenerse en cuenta tres factores: 1) la tasa de enfriamiento y de calentamiento de la solución: mientras más altas sean estas temperaturas, mayor será la tasa de supervivencia; 2) la viscosidad o coeficiente de transición vítrea, que está definida por la concentración y el comportamiento de los CP y demás aditivos del medio: a mayor concentración del CP mayor será la temperatura de transición vítrea, disminuyendo así la posibilidad de nucleación del hielo y la cristalización, y 3) el volumen: mientras más pequeño sea, mayor es la probabilidad de vitrificación. Los volúmenes más pequeños permiten una mejor transferencia del calor, facilitando la obtención de mayores tasas de enfriamiento (Arav, 2014).


A pesar de que la vitrificación permite obtener tasas de supervivencia y preñez aproximadamente del 100 % y del 50 % respectivamente (Kuwayama et al., 2005; Al-Azawi et al., 2013), se ha reportado que todos los tipos de gametos sufren daños morfológicos y funcionales durante la criopreservación, y que el grado de este daño dependerá de factores como el tamaño y la forma de la célula, la permeabilidad de sus membranas, su calidad o sensibilidad y de otras variables como la especie, el estado de desarrollo y el origen (in vitro o in vivo) (Zullo, 2015). A nivel molecular también se han reportado alteraciones en los patrones de expresión de genes relacionados con el estrés oxidativo, la apoptosis y el ciclo celular, mientras que a nivel epigenético se pueden dar cambios en los patrones de metilación génica (Moussa et al., 2014). Adicionalmente, varias investigaciones han mostrado que la vitrificación puede reducir el contenido de glutatión reducido (GSH) y aumentar el nivel de especies reactivas de oxígeno (ROS), generando oxidación de aminoácidos y ácidos nucleicos, peroxidación de la membrana lipídica y disfunción mitocondrial (Dehghani-Mohammadabadi et al., 2014; Matilla et al., 2019; Pereira et al., 2019; Gutnisky et al., 2020; Truong y Gardner, 2020). Todas estas alteraciones son responsables de la reducción del potencial de desarrollo en gametos y embriones criopreservados (Moussa et al., 2014).


Factores que afectan la calidad embrionaria


Estudios realizados en diferentes modelos animales han mostrado que los embriones preimplantatorios son sensibles a las condiciones ambientales y que estas pueden afectar su futuro crecimiento y desarrollo, tanto prenatal como posnatal (Fleming et al., 2004, 2012; Sciorio y Smith, 2019). Factores como la raza del individuo, el ambiente folicular, las condiciones de maduración y de cultivo pueden tener efecto a nivel morfológico y molecular, alterando la calidad de los embriones producidos (Held, 2012; Igosheva et al., 2010; Peñagaricano et al., 2013; De Munck et al., 2019).


El origen del oocito es de gran importancia para determinar su habilidad para ser fertilizado y desarrollarse hasta el estado de blastocisto. Por ejemplo, los oocitos que provienen de folículos grandes son más competentes que aquellos que provienen de folículos pequeños. También existen diferencias en cuanto al sistema de maduración, siendo más competentes aquellos oocitos madurados in vivo en comparación con los madurados in vitro, ya que el medio de maduración puede afectar la abundancia de genes relacionados con la habilidad para el desarrollo hasta el estado de blastocisto (Lonergan et al., 2003a).


El semen utilizado para la fertilización puede afectar la proporción de oocitos que se desarrollan al estado de blastocisto al influenciar la cinética de las primeras divisiones celulares (Lonergan et al., 2003b). Diversos estudios han demostrado que existe una correlación directa entre el tiempo al primer clivaje posinseminación y la competencia para el desarrollo, de manera que los cigotos que comienzan la división celular más rápido tienen más posibilidades de alcanzar el estado de blastocisto frente a aquellos que demoran más tiempo en comenzar el clivaje (Cruz et al., 2012; Isom et al., 2012; Sugimura et al., 2017). Este tiempo para el primer clivaje está relacionado con el estado de poliadenilación de transcriptos de genes importantes para el desarrollo, aunque también puede estar asociado con las condiciones de cultivo y las características intrínsecas del oocito y el espermatozoide (Lechniak et al., 2008; Lonergan et al., 2001).


Por último, el ambiente de cultivo determina en gran medida la calidad de los blastocistos obtenidos. Al alternar el sistema de cultivo entre in vivo e in vitro se demostró que el ambiente de cultivo posfertilización influye de manera significativa en características como la criotolerancia y el patrón de expresión de genes asociados a calidad como BAX, MnSOD, SOX y Cx43 (Rizos et al., 2008). Mediante el análisis de transcriptomas se ha determinado que el 85 % de los genes que presentan expresión diferencial en blastocistos producidos in vitro se encuentran subregulados, evidenciando que los embriones producidos por este medio presentan una deficiencia en la maquinaria asociada a la transcripción y traducción genética disminuyendo significativamente su competencia para el desarrollo (Rizos et al., 2008). Otras variables como la concentración de suero fetal bovino, factores de crecimiento, los niveles de amonio y ROS pueden influenciar la calidad embrionaria, llegando a ser algunos de los principales agentes que perjudican el desarrollo de los embriones in vitro (Zullo, 2015).


A pesar de la gran cantidad de literatura encontrada, aún no es posible llegar a un consenso sobre cuál es la variable que más afecta la calidad embrionaria. Sin embargo, se tiene claridad en que tanto el ambiente de maduración del oocito como el ambiente de cultivo en las primeras etapas de desarrollo pueden influenciar el perfil de expresión génica y la competencia del embrión resultante (Gad et al., 2012). Como se muestra en la figura 1.1, se puede inferir que la tasa de producción de blastocistos está determinada por las condiciones prefertilización, mientras que su calidad, en términos de criotolerancia y transcripción génica, depende de las condiciones de cultivo posfertilización (Lonergan et al., 2003b).


Figura 1.1. Esquema representativo del desarrollo embrionario preimplantatorio
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Nota: la calidad del oocito está determinada por las condiciones existentes durante su crecimiento y maduración, afectando la tasa de producción de blastocistos cuya calidad va a estar determinada por las condiciones existentes luego de la fertilización y durante el cultivo.


Fuente: modificada de Lonergan et al. (2003b).


Evaluación de la calidad embrionaria


Los métodos para evaluar la calidad de los embriones preimplantatorios con fines comerciales se basan principalmente en técnicas no invasivas como la clasificación morfológica en diferentes grados de calidad o la evaluación de la cinética de desarrollo (Mateusen et al., 2005; Rocha et al., 2016). Sin embargo, en el ámbito investigativo se cuenta con un sinfín de técnicas que permiten evaluar diferentes características de calidad en los embriones, aunque dichas técnicas implican la muerte de estos.


Número total de células


El número de células es una de las características más sencillas que afectan la calidad embrionaria. Los embriones más competentes son aquellos que presentan una cinética de desarrollo más rápida y, por ende, un mayor número de blastómeras. Es por esto que conocer el número total de células (NTC) en un día específico del cultivo o en un estado de desarrollo determinado puede ser un pronóstico de calidad embrionaria (Uhm et al., 2009).


La tinción azul fluorescente Hoechst es un compuesto permeable a la membrana celular que se une a la curva menor del DNA que permite la determinación del NTC (Chazotte, 2011).


Otra técnica sencilla para evaluar la viabilidad celular en blastocistos es la tinción con yoduro de propidio (Pi) y Hoechst 33342 (Ho). Esta técnica se basa en la permeabilidad natural de la membrana celular a estas tinciones; Ho al ser permeable a la membrana celular puede ingresar a todas las células y teñir el DNA, mientras que el Pi solo puede ingresar y teñir la cromatina de aquellas células que tienen comprometida la membrana celular y que ya no son viables. De esta manera se puede identificar la proporción de células vivas y muertas en el embrión.


Porcentaje de apoptosis


La apoptosis es un proceso natural de muerte celular que ocurre durante el desarrollo embrionario. El cultivo embrionario in vitro genera un aumento en la tasa de apoptosis como consecuencia de las condiciones subóptimas en comparación con el cultivo in vivo (Matwee et al., 2000; Lin et al., 2003; Santana et al., 2014). Las células apoptóticas presentan una serie de alteraciones morfológicas específicas, por ejemplo la condensación de citoplasma y del núcleo, la fragmentación del DNA entre los nucleosomas y la pérdida de la asimetría de la membrana plasmática, siendo esta desorganización de la membrana plasmática una de las primeras señales de apoptosis (Hingorani et al., 2011). Las células que han comenzado el proceso de apoptosis evidencian una translocación del fosfolípido fosfatidilserina (PS) desde la cara interna hacia la cara externa de la membrana plasmática (Mariño y Kroemer, 2013; Nagata et al., 2016). Esta externalización de la PS puede ser detectada mediante su unión a la proteína Annexin V (AV). La AV es una proteína de unión a fosfolípidos dependiente de Ca2+, la cual puede ser conjugada con diferentes fluoróforos sin alterar su afinidad por la PS; gracias a esto puede ser usada como una sonda para detectar apoptosis. Posteriormente a la translocación de la PS se da la pérdida de la integridad de la membrana plasmática; debido a esto la tinción con AV se acompaña con una tinción vital como el yoduro de propidio (Pi) para identificar células en apoptosis temprana o tardía. De esta manera, una célula se considera viable si es negativa a la tinción con AV y Pi, en apoptosis temprana si es positiva a AV y negativa a Pi, o en apoptosis tardía o muerta si es positiva a AV y a Pi (Hingorani et al., 2011).


Nivel de especies reactivas de oxígeno


La diclorodihidrofluorosceina diacetato (DCH2FDA) es la sonda más usada para detectar el H2O2 y el estrés oxidativo (Kalyanaraman et al., 2012). Inicialmente se consideraba como un indicador específico de H2O2, sin embargo se ha demostrado que la DCH2FDA es oxidada por otras ROS como los radicales hidroxilo, radicales peroxilo (ROO·) y también por especies reactivas de nitrógeno como óxido nítrico (·NO) y anión peroxinitrito (ONOO-) (Gomes et al., 2005). Esta sonda es permeable a la célula y es hidrolizada intracelularmente gracias a la acción de esterasas, formando anión carboxilato (DCFH), el cual se retiene dentro de la célula. La oxidación de dos electrones del DCFH resulta en la formación de un producto fluorescente, el 2,7- diclorofluorosceina (DCF) (λ excitación = 498 nm; λ emisión = 522 nm), el cual puede ser monitoreado por varias técnicas de fluorescencia como microscopia confocal y citometría de flujo (Gomes et al., 2005; Kalyanaraman et al., 2012).


Contenido intracelular de glutatión reducido


El GSH, un antioxidante ubicuo no enzimático, está formado por tres aminoácidos: glutamato, cisteína y glicina. El grupo tiol (SH) de la cisteína sirve como donador de electrones siendo el grupo responsable de la actividad biológica del GSH, el cual cumple un papel de vital importancia en la protección celular y el mantenimiento del estado redox intracelular (Pereira et al., 2019).


Las sondas fluorescentes CellTrackerTM atraviesan fácilmente las membranas celulares y, una vez dentro de la célula, reaccionan en productos impermeables. En su estructura contienen un grupo clorometil o bromometil que reacciona con los grupos tiol por medio de una reacción mediada por la glutatión-S-transferasa, por lo que permiten evaluar el contenido intracelular de glutatión reducido. Estas sondas son de gran utilidad ya que las células marcadas exhiben fluorescencia por lo menos 72 horas, son estables y no tóxicas a concentraciones de trabajo y son fluorescentes a pH fisiológico (ThermoFisher Scientific, 2010).


Grado de actividad mitocondrial


Las mitocondrias son la mayor fuente de energía en las células eucariotas, produciendo adenosín trifosfato (ATP) a través de la fosforilación oxidativa y el ciclo del ácido cítrico. Estas regulan la homeostasis del calcio y modulan los procesos apoptóticos, participan en el metabolismo de los ácidos grasos y de la urea, y también en la biosíntesis y el metabolismo de glucocorticoides y hormonas esteroideas como el estrógeno (Acton et al., 2004; Tarazona et al., 2006; Wang et al., 2009; Lejri et al., 2018; Picard et al., 2018). Por tanto, el número de mitocondrias activas es un indicador importante de la actividad metabólica y está altamente relacionado con el consumo de oxígeno y las necesidades energéticas de la célula (Romek et al., 2011).


MitoTracker Green FM® es una sonda fluorescente específica para mitocondrias, la cual contiene un motivo clorometil reactivo con grupos tiol. Esta sonda se difunde a través de la membrana plasmática y se acumula en las mitocondrias activas. Su fluorescencia dentro de la célula es directamente proporcional al contenido de mitocondrias, ya que reacciona específicamente con los grupos tiol libres en los residuos de cisteína de las proteínas mitocondriales, acumulándose en la matriz mitocondrial debido al pH de la membrana mitocondrial interna (Cottet-Rousselle et al., 2011). Gracias a sus características, esta sonda permite evaluar la cantidad de mitocondrias activas dentro de los embriones en un momento o estado fisiológico determinado.


Producción de anión superóxido mitocondrial


Durante el proceso de fosforilación oxidativa puede formarse también anión superóxido como resultado de una reducción parcial del oxígeno en varios lugares de la mitocondria. Aunque su vida media es muy corta, el superóxido mitocondrial se transforma rápidamente a peróxido de hidrógeno, el cual puede actuar como segundo mensajero oxidando enzimas fosfatasas o puede ser convertido a otras formas más reactivas que son perjudiciales o tóxicas para la célula, por ejemplo el radical hidroxilo (Polster et al., 2014).


La hidroetidina o dihidroetidio (HE) es una sonda usada para detectar O2·- intracelular, debido a su relativa especificidad para esta ROS. El etidio (E+) producto de la oxidación de dos electrones posee una fluorescencia roja (λ excitación = 520 nm; λ emisión = 610 nm), y su formación se puede equiparar con el contenido de superóxido intracelular. El E+ no se forma de la oxidación directa de HE por O2·- sino que resulta el 2-hidroxietidio (2-OH-E+) con características de fluorescencia similares. Como la reacción entre HE y otros oxidantes (ONOO-, OH·, H2O2) no genera la formación de 2-OH-E+, este puede usarse como indicador específico del contenido de O2·- (Gomes et al., 2005).


La HE dirigida a la mitocondria o Mito-SOX, es un catión de trifenilfosfonio conjugado con HE a través de una cadena de alquilo de carbono-carbono conectora, el cual se ha utilizado para medir O2·- mitocondrial. Este sustituyente catiónico es el responsable de la absorción electroforética de la sonda en las mitocondrias que respiran activamente. La interacción entre Mito-SOX y O2·- es similar a la de HE y O2·-, pero como producto se forma el 2-hidroximitoetidio (2-OH-Mito-E+) (Kalyanaraman et al., 2012), que presenta un pico de fluorescencia de excitación a λ = 400 nm que está ausente en el espectro de excitación cuando la molécula es oxidada por otras especies de oxígeno diferentes al superóxido; es así como la fluorescencia de excitación a λ = 400 nm con una detección a λ = 590 nm provee una discriminación óptima del superóxido de las demás ROS (ThermoFisher Scientific, 2010).


Nivel de peroxidación lipídica


Entre las principales ROS se encuentran los peróxidos lipídicos. Debido a que los lípidos son responsables de mantener la integridad de las membranas celulares, los altos niveles de peroxidación lipídica pueden alterar la estructura, composición y dinámica de las membranas lipídicas. Además, al ser compuestos altamente reactivos, los peróxidos lipídicos pueden propagar la formación de ROS y generar compuestos capaces de ocasionar daño en el ADN y las proteínas (Gaschler y Stockwell, 2017).


La BODIPYTM 581/591 C11 (ácido 4,4-difluoro-5-(1,3-butadienilo 4-fenil)-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno-3-undecanoico) es una sonda fluorescente (λ excitación = 510 nm; λ emisión = 595 nm) usada para evaluar la peroxidación lipídica en membranas, lipoproteínas, fluidos biológicos y células vivas. BODIPYTM 581/591 C11 contiene una cadena carbonada (C11) que le confiere un carácter no polar y, por tanto, es liposoluble; además, sus dobles enlaces conjugados la hacen susceptible a la oxidación por ROO. Esta sonda posee excelentes características para evaluar la peroxidación lipídica mediada por ROS, ya que tiene propiedades de fluorescencia en la zona de rojo del espectro visible (λ emisión = 595 nm) y durante la oxidación inducida por ROS su fluorescencia cambia a verde (λ emisión = 520 nm), permitiendo la observación de la actividad oxidante a nivel subcelular. Adicionalmente, es insensible a cambios ambientales como pH o polaridad del solvente, al ser lipofílica entra fácilmente a las membranas y se mantiene dentro de ellas aun después de ser oxidado. Por último, gracias a su baja toxicidad y bajas concentraciones de tinción asegura una perturbación mínima de los procesos celulares (Gomes et al., 2005).


Perfil de expresión génica


Gracias a la PCR cuantitativa se han podido establecer perfiles de expresión génica de oocitos y embriones que pueden servir como indicadores de competencia (Cánepa et al., 2014; Goossens et al., 2005; Sadeesh et al., 2016). En la literatura se puede encontrar cientos de genes que han sido asociados con procesos importantes para el desarrollo embrionario, genes involucrados en la compactación y cavitación, el metabolismo, la transcripción y traducción, la metilación del DNA y la modificación de histonas, el estrés oxidativo, entre otros (Kropp et al., 2014; Orozco-Lucero y Sirard, 2014; Ruddock-D’Cruz et al., 2007; Wrenzycki, 2018).


Para realizar los análisis de expresión génica es necesario implementar controles internos representados por genes de referencia, es decir, genes que presentan patrones de expresión estables independientemente de los tratamientos experimentales (Macabelli et al., 2014). Para la especie bovina algunos de los genes de referencia más usados en diversas investigaciones son RPL15 (proteína ribosomal L15 de la subunidad 60S), GAPDH (gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa), ACTB (beta-actina), HPRTI (hipoxantina fosforibosiltransferasa 1), H2AFZ (miembro Z de la familia de histonas H2A), entre otros (Goossens et al., 2005; Macabelli et al., 2014). En oocitos y embriones se han evaluado diferentes genes asociados a su calidad o competencia.


La enzima superóxido dismutasa mitocondrial (MnSOD) pertenece a la familia de las superóxido dismutasa hierro/manganeso y se encarga de transformar el superóxido, un subproducto de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, en peróxido de hidrógeno y oxígeno diatómico. Esta función le permite a la MnSOD disminuir las especies reactivas de oxígeno mitocondriales protegiendo a la célula y ejerciendo un efecto antiapoptótico (Gutiérrez-Adán et al., 2004; Candas y Li, 2014; Liu et al., 2017).


La sirtuína 1 (SIRT1) es una desacetilasa de histonas dependiente de NAD que desempeña un papel importante en la regulación de la expresión génica, el metabolismo, el desarrollo y el envejecimiento. La SIRT1 regula muchos factores de transcripción como FOXO, el supresor de tumores p53 y el factor nuclear kappa β. Además modula proteínas reguladores que mantienen la función mitocondrial como PGC1-α, la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) y FOXO3A (Ou et al., 2014; Wang et al., 2014).


El factor de transcripción Forkhead box O3 (FOXO3A) pertenece a la familia Forkhead, la cual comprende otros genes como FOXL2 y FOXO1A que actúan como reguladores de la transcripción. Los genes Forkhead controlan procesos relacionados con el envejecimiento, el cáncer y la diabetes, pueden desencadenar procesos de apoptosis por medio de la sobrerregulación de genes necesarios para la muerte celular, o mediante la subregulación de proteínas antiapoptóticas. El FOXO3A también parece estar involucrado en la protección contra el estrés oxidativo al sobrerregular enzimas antioxidantes como la catalasa y la MnSOD (Corcoran et al., 2007; Cordts et al., 2011; Klotz et al., 2015).


La lipasa sensible a hormonas del tejido adiposo (PNPLA2) cataliza el desdoblamiento de los triglicéridos almacenados en glicerol y ácidos grasos libres, siendo una enzima clave en el metabolismo energético (Schweiger et al., 2008; DesJardin et al., 2013).


Los genes pertenecientes a la familia BCL-2 desempeñan papeles de gran importancia en la regulación de la apoptosis. En particular, la proteína BCL2L1 previene la apoptosis mediante la regulación de la apertura de los canales dependientes de voltaje de la membrana mitocondrial externa (Heinzmann et al., 2015), mientras que BAX acelera los procesos apoptóticos ya que forma un heterodímero con BCL2L1, contrarrestando su efecto en la supervivencia celular (Yang y Rajamahendran, 2002; Opferman y Kothari, 2018).


Además de los ejemplos ya mencionados otros genes, como aquellos que codifican para la proteína de unión a cadena pesada de inmunoglobulina, (la subunidad β5 del proteosoma), el factor de transcripción de unión al octámero 4, el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 2, el factor de diferenciación del crecimiento 9, las proteína de choque térmico, los transportadores de glucosa, las DNA metil transferasas, la conexina 43, la proteína morfogenética ósea 15, la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, el antígeno materno 5 y 2, y muchísimos genes más ejercen un efecto determinante para el desarrollo embrionario (Ruddock-D’Cruz et al., 2007; Li et al., 2010; Peng et al., 2012; Cánepa et al., 2014; Zhang y Smith, 2015; Liu et al., 2016; Sadeesh et al., 2016).


Balance de reducción-oxidación y especies reactivas de oxígeno


El estado de reducción-oxidación (redox) describe una interacción compleja de las concentraciones relativas de las formas oxidadas y reducidas de varias moléculas, entre las que se encuentran las nicotinamidas adeninas dinucleótidos (NAD(P)+/NAD(P)H), las flavinas (FAD+/FADH), ubiquinonas, peróxidos y tioles (Harvey et al., 2002). Por otro lado, las ROS son un término que incluye radicales centrados o no en oxígeno, los cuales se generan constantemente como producto del metabolismo celular normal (Pandey y Rizvi, 2011). Las ROS incluyen radicales libres como radicales anión superóxido (O2·-), radicales hidroxilo (OH·) y especies radicales no libres como peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno singlete (O2) (Hussein, 2011). Estas moléculas pueden ocasionar diversos daños celulares debido a su naturaleza reactiva, ya que poseen electrones desapareados que pueden transferir a moléculas estables causando una reacción en cadena (Harvey et al., 2002; De Haan et al., 2003; Krumova y Cosa, 2016; Sharma et al., 2012). Sin embargo, también poseen un importante rol dentro de las células mamíferas, ya que pueden regular la función celular, actuar como segundos mensajeros activando importantes vías de señalización (Morado et al., 2009), activar la expresión de genes antioxidantes, de proteínas quinasas y factores de transición; adicionalmente tienen un papel fundamental en la regulación de la apoptosis (Harvey et al., 2002; Ivanova et al., 2016; Redza-Dutordoir y Averill-Bates, 2016).


Sistema antioxidante del embrión


A pesar de su producción natural a causa del metabolismo y la respiración celular, y de su importante rol fisiológico, las ROS deben mantenerse en equilibrio con las moléculas antioxidantes de la célula; de lo contrario, esta puede entrar en un estado de estrés oxidativo (Pandey y Rizvi, 2011). Debido a esto, las células han desarrollado tres mecanismos de defensa contra las ROS que incluyen: la prevención de la reacción de las ROS con componentes biológicos importantes, la interrupción de las reacciones en cadena de los radicales libres y la neutralización de los productos de las reacciones de radicales libres con sustancias biológicas (Hussein, 2011). Ante el estrés oxidativo las células responden reestableciendo los parámetros homeostáticos básicos; para esto recurren a la activación de factores de transcripción que inducen la expresión de enzimas antioxidantes como catalasas y peroxidasas, también promueven la síntesis de moléculas antioxidantes como glutatión y las vitaminas C y E. Adicionalmente, pueden inducir la degradación de biomoléculas oxidadas mediante la activación de vías como la autofagia y la ubiquitinación de proteínas para su degradación en los proteosomas. Como último recurso, se puede inducir la muerte celular mediante la activación de la apoptosis (Martindale y Holbrook, 2002; Pandey y Rizvi, 2011; Farrugia y Balzan, 2012).
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