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Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

ADP: adenosina difosfato

AMP: adenosina monofosfato

AMPK: proteinquinasa dependiente de AMP lineal
ANOVA: analisis de varianza

ARN: acido ribonucleico

ATP: adenosina trifosfato

BSA: albumina sérica bovina

CAMP: adenosina monofosfato ciclico

CO,: diéxido de carbono

COC: complejo ovocito-cumulus

dbcAMP: dibutiril AMP ciclico

DCHFDA: diacetato de 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina
DIC: contraste interferencial-diferencial

e electron

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidérmico

FAD: flavina adenina dinucleétido (forma oxidada)
FDA: diacetato de fluoresceina

FSH: hormona foliculo estimulante

GSH: glutatién (forma reducida)

GSSG: glutation (forma oxidada)

H™: protén

H,O: agua

H,O,: peréxido de hidrogeno

HO": hidroxilo



HO-: radical hidroxilo

LH: hormona luteinizante

MAPK: proteina quinasa activada por mitbgenos

MAS: esteroides activadores de la meiosis

MPF: factor promotor de la maduracién

mTBM: medio buffer tris modificado

NAD: nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada)
NADH: nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida)
NADP: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma oxidada)
NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma reducida)
NaF: fluoruro de sodio

NHs: amoniaco

NOe¢: Oxido nitrico

O,: oxigeno

O,e-: anion superoxido

OMI: inhibidor de la maduracion del ovocito

PBS: solucion buffer de fosfatos

Pi: fésforo inorganico

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

ROS: especies reactivas del oxigeno

Tris: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol
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La técnica de produccion de embriones porcinos in vitro dista de ser 6ptima.
Una de las principales causas es la deficiente maduracion del ovocito in vitro. El
desconocimiento de las variables involucradas en el proceso de maduracion incluye al
metabolismo del complejo ovocito-cumulus (COC) y a la regulacién de su actividad
metabdlica por accién de las gonadotrofinas. Las caracteristicas del cumulus que
rodea al ovocito inmaduro han demostrado estar relacionadas con la capacidad de
maduracion del gameto, sin embargo no hay consenso sobre los criterios utilizados
para evaluar el cumulus. Ademdas, no se ha considerado la relacion de las
caracteristicas del cumulus con la actividad metabdlica del COC. El objetivo general
del presente trabajo fue estudiar el perfil metabdlico de los COCs porcinos durante la
maduracion in vitro. Los objetivos particulares fueron: establecer la calidad de los
ovocitos inmaduros, evaluar la maduracion in vitro en las diferentes categorias de
COCs y estudiar el metabolismo de los hidratos de carbono, aminoacidos y lipidos y la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) analizando la injerencia del
cumulus y de las gonadotrofinas en los patrones metabdlicos durante el proceso de

maduracion.

Los COCs inmaduros fueron clasificados en seis clases dependiendo del
tamanio y el aspecto del cumulus que rodea al ovocito (clases A;, A, By, B,, Cy D). En
todas las experiencias realizadas para evaluar la participacién del cumulus y de las
hormonas en el metabolismo se maduraron COCs pertenecientes a las clases aptas
para madurar nuclearmente (A;, A,, B; y B,) en presencia y ausencia de
gonadotrofinas. Se determinaron las variaciones en las concentraciones de glucosa,
lactato y amoniaco en el medio de maduracién del COC, el contenido de proteinas
totales del COC, el contenido de lipidos neutros y el nivel de ROS enddgenas del
ovocito. Ademas, se evalu6 el nimero de células del cumulus en las diferentes clases

y su variacion debida al efecto de las gonadotrofinas durante la maduracion in vitro.
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Se observé un mayor porcentaje de ovocitos inmaduros vivos en las clases A,
pero igual porcentaje de ovocitos en estadio de vesicula germinal en las clases A, By
C. El porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase Il luego de la
maduracion in vitro fue similar en las clases A y B, pero el porcentaje de ovocitos con
capacidad de madurar citoplasmaticamente resulté superior en la clase A;. El nimero
de células que forman el cumulus resulté similar en las clases A, aumentando durante
la maduracion con gonadotrofinas y disminuyendo al madurar sin estimulacién
hormonal. En las clases B se hall6 menor nimero de células del cumulus y no se
aprecié variacion del mismo durante la maduracion independientemente de la
presencia de gonadotrofinas. La alta correlacién positiva y la relacion molar 1:2 entre
el consumo de glucosa y la produccion de lactato observadas indican que la glucdlisis
seria el principal destino de la glucosa consumida por el COC porcino durante la
maduracion in vitro. La actividad glucolitica y la produccion de amoniaco resultaron
mayores en las clases A y se incrementaron por accion de las gonadotrofinas, aunque
con mayor intensidad en la clase A;. Al analizar de modo simultaneo la actividad de la
glucdlisis y el estadio nuclear luego del cultivo in vitro, no se hall6 relacion entre estos
parametros. La inhibicién de la glucdlisis con fluoruro de sodio (NaF) y ATP se
acompafd con una disminucién paralela en el porcentaje de ovocitos que alcanzaron
el estadio de metafase Il. EI AMP no modificé la actividad glucolitica en presencia o
ausencia de gonadotrofinas, pero disminuy6 el porcentaje de metafase Il alcanzado.
Se hall6 mayor contenido de proteinas en los COCs inmaduros de las clases A, el cual
no se modificé luego de la maduracion sin gonadotrofinas pero se incrementé al
suplementar el medio con hormonas. Las clases de COCs evaluadas demostraron
tener igual contenido de lipidos y nivel de ROS en el ovocito inmaduro, produciéndose
una disminucion similar de ambos parametros en todas las clases luego de la
maduracién en ausencia o0 presencia de gonadotrofinas. Ademas, la adicion de
cisteina al medio de cultivo ocasioné una mayor disminucion en el nivel de ROS de los

ovocitos en todas las clases de COCs estudiadas.
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Si bien la vitalidad del ovocito inmaduro estaria relacionada con las
caracteristicas del cumulus, el estadio de vesicula germinal seria el factor
principalmente vinculado con la maduracion nuclear. La maduracion mei6tica podria
completarse independientemente de las caracteristicas del cumulus en las clases A 'y
B, sin embargo la maduracién citoplasmatica tendria una dependencia mayor con las
caracteristicas del cumulus que rodea al gameto. La glucdlisis y el metabolismo de
aminoacidos se desarrollarian principalmente en las células del cumulus. ElI mayor
namero de células del cumulus explicaria en parte el mayor contenido de proteinas de
los COCs inmaduros pertenecientes a las clases A y les permitiria responder al
estimulo gonadotréfico durante la maduracion in vitro incrementando la intensidad de
la via glucolitica, el catabolismo de aminoéacidos y la sintesis de proteinas, sin
embargo las particularidades del cumulus clase A; conferirian una mayor capacidad de
respuesta metabdlica a las hormonas. El desarrollo de la actividad glucolitica en las
células del cumulus seria independiente del progreso meiético del ovocito, sin
embargo la actividad de la via seria necesaria para que los ovocitos puedan completar
la maduracién. El contenido de lipidos y el nivel de ROS del ovocito inmaduro no
estarian asociados con el tipo cumulus que rodea al gameto. ElI consumo de lipidos
enddgenos y la disminucion del nivel de ROS en los ovocitos durante la maduracion
serian independientes de las caracteristicas del cumulus y de la estimulacion
gonadotrofica, por lo tanto el metabolismo del ovocito seria responsable de la
regulacién de estos aspectos metabdlicos sin la participacion de las células del
cumulus. La adicién de cisteina al medio de maduracion contribuiria al control de la
produccion de ROS de los ovocitos durante el cultivo in vitro sin estar influido por el
tipo de cumulus que rodea al gameto.

En conclusion, los ovocitos rodeados por un cumulus integro y oscuro tendrian
la mayor competencia de maduracién in vitro. Las gonadotrofinas mejorarian la

maduracién de los ovocitos al modular el metabolismo de los hidratos de carbono y de
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los aminoéacidos en las células del cumulus. La lipdlisis y la produccion de ROS en el
ovocito serian independientes de las caracteristicas del cumulus que lo rodea y no

estarian reguladas hormonalmente.

14



Summary

15



The in vitro porcine embryo production technique needs to be improved.
Inefficient oocyte in vitro maturation is one of the main causes of the embryo
production failure. The cumulus-oocyte complex (COC) metabolism and its regulation
by gonadotropins are relevant aspects that remain unclear. Although immature
cumulus features are related to oocyte maturation ability, those features lack clearly
defined evaluation criteria. In addition, the relation between cumulus characteristics
and COC metabolic activity has not been considered. The main purpose of this work
was to evaluate the metabolic profile of porcine COC during in vitro maturation. The
specific aims were: to establish immature oocyte quality, to evaluate oocyte in vitro
maturation in each COC class and to study the influence of cumulus and gonadotropins
on carbohydrates, amino acids and lipid metabolism and reactive oxygen species

(ROS) production during in vitro maturation.

Immature COCs were allotted into six different classes (A1, Az, By, B,, C and D)
according to their size and morphological criteria. COCs able to complete nuclear
maturation (A;, A,, B; and B,) were matured with and without gonadotropins to
evaluate cumulus and hormonal influence on metabolism. Variations of glucose, lactate
and ammonia concentrations in maturation media, amounts of COC protein and oocyte
neutral lipid and endogenous ROS levels were measured. In addition, the number of
cumulus cells of each COC class and its variation due to the influence of gonadotropins

during in vitro maturation were evaluated.

Although a higher rate of live immature oocytes was observed in A classes, the
percentages of oocytes at germinal vesicle stage were similar between A, B and C
classes. The nuclear maturation rates after in vitro culture were the same in classes A
and B, but cytoplasmic maturation was higher in class A;. The number of cumulus cell
was the same in both A classes, raising with gonadotropic stimulation during

maturation and decreasing during culture without hormones. The cumulus cell number
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observed in B classes was lower and showed no variation during culture with or without
gonadotropins. Glycolysis would be the main fate of glucose consumption showed by
porcine COC during in vitro maturation, as suggested by the high positive correlation
and molar rate 1:2 observed between glucose consumption and lactate production.
Glycolysis and ammonia production were higher in A classes. Both pathways showed
increased activity during gonadotropic stimulation and the hormonal effect was more
intense in class A; COCs. No association was found between the glycolytic activity and
the nuclear maturation of oocytes when both aspects were evaluated simultaneously.
Sodium fluoride (NaF) and ATP induced glycolysis and nuclear maturation inhibition.
AMP showed no effect on glycolytic activity in the presence or absence of
gonadotropins, but it diminished metaphase Il rate. Protein content of immature COC
was higher in A classes. After maturation without gonadotropins no modification was
observed, but hormonal stimulation induced a similar raise in the amount of proteins
present in both A classes. Equal neutral lipid content and ROS levels were observed in
immature oocytes from classes A, A,, B; and B,. Both parameters showed the same
decrease after maturation in the presence or absence of gonadotropins. In addition,
culture media supplementation with cysteine induced a greater decrease in ROS levels

in oocytes belonging to all evaluated classes.

Immature oocyte vitality would be associated with cumulus features, but
germinal vesicle stage seems to be the main factor affecting nuclear maturation.
Oocytes from classes A and B could reach metaphase Il stage regardless of cumulus
characteristics. However cytoplasmic maturation would be closely associated to the
surrounding cumulus. Glycolysis and amino acid metabolism mainly take place in
cumulus cells. The higher protein content in immature class A COCs could be partly
due to their greater cumulus cell number. The increase of glycolysis, amino acid
catabolism and protein synthesis in response to gonadotropins would be partly

mediated by the higher number of cumulus cells. However class A, particularities would
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allow a greater metabolic response to hormones. Glycolysis in cumulus cells seems not
to be associated with oocyte nuclear progress, but the activity of this pathway would be
required for oocytes during in vitro maturation to reach metaphase Il stage. Lipid
content and ROS levels of immature oocytes would not be associated with cumulus
features. The lipid consumption and the decrease in ROS levels during in vitro oocyte
maturation seem to be independent of the surrounding cumulus and gonadotropic
stimulation. Thus, oocyte metabolism itself would regulate those aspects without
cumulus participation. Cysteine supplementation to culture medium would contribute to
diminish ROS production in oocytes during in vitro maturation without cumulus
influence.

In conclusion, oocytes surrounded by a complete and dense cumulus would be
more competent for in vitro maturation. Gonadotropic stimulation of carbohydrates and
amino acid metabolism in cumulus cells would improve oocyte maturation. Oocyte
lipolysis and ROS production would be independent of the surrounding cumulus and

gonadotropic regulation.
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Introduccion general
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La especie porcina y la biotecnologia de la
reproduccion

Respecto a sus caracteristicas reproductivas la hembra porcina es clasificada
como poliéstrica anual o continua (presenta ciclos estrales regulares durante todo el
afo, con una duracion de 21 + 2 dias), politoca (gestacion multiple, de hasta 12 — 14
fetos en cada prefiez, con una duracién de 114 + 2 dias) y de ovulacion espontanea de
caracter multiple (10 — 20 ovocitos en cada ciclo) (Claver y col.,, 1987; Dantzer y
Bjorkman, 1994; Fuster, 1995; Lopez, 1995; Mazuecos, 1995; Hunter, 2000; Anderson,
2002; Jainudeen y Hafez, 2002). Esta especie es de gran importancia en la produccion
pecuaria de nuestro pais, sin embargo debido al elevado nimero de crias obtenidas
por afio naturalmente, la aplicaciébn de biotecnologias de la reproduccién para la
produccién ganadera esta limitada a unas pocas practicas que se caracterizan por su
bajo costo econdémico.

La biotecnologia de la reproduccién comprende las técnicas que permiten
aumentar la eficiencia reproductiva de los animales (Palma y Brem, 2001), abarcando
entre otras a la inseminacion artificial, refrigeracion y congelacion de semen,
sincronizacién de celo e induccién de la ovulacién, superovulacién, transferencia de
embriones, congelacion de ovocitos y embriones, micromanipulacion de embriones
para producir mellizos homocigotos y quimeras, seleccion del sexo de
espermatozoides, determinacién del sexo de embriones, produccion in vitro de
embriones, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides y clonado por
transferencia nuclear (Niemann y Rath, 2001; Niemann y col., 2003; Palma y Brem,
2001). El estado de desarrollo y particularmente el costo de algunas de estas
biotecnologias (produccion in vitro de embriones, clonado, conservacion de
embriones) ocasiona que su uso esté restringido en la mayoria de los casos a una
reducida poblacion de animales de alto valor genético, con aplicacion predominante en

paises industrializados. A modo de ejemplo, en lo referido a la transferencia de
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embriones su mayor aplicacién es en la especie bovina, en la cual los costos y el
rendimiento lo justifican. En el afio 2000 se superd el medio millén de embriones
bovinos transferidos en el mundo, mientras que en la especie porcina sélo se llegd a
unos pocos miles (Palma y Brem, 2001).

La inseminacién artificial es la técnica reproductiva de mas amplia aplicacién en
la especie porcina en paises desarrollados. Practicamente la totalidad de las
inseminaciones se realizan con semen refrigerado, quedando el uso de semen
congelado limitado a casos muy especificos como la introduccién de nuevo material
genético en las explotaciones o a tareas de investigacion (Johnson y col., 2000). Se ha
producido un incremento en la implementacién de la inseminacién artificial en cerdos
debido a las mejoras alcanzadas en las técnicas, principalmente el desarrollo de
diluyentes para el almacenamiento a corto o largo plazo de los espermatozoides
(Martinez y col., 2005).

A pesar de la intensa investigacion en el tema, la produccion in vitro de
embriones porcinos estd muy retrasada respecto a la especie bovina, en la cual esta
tecnologia es utlizada comercialmente (Niemann y Rath, 2001). Ademas, la
transferencia de embriones requiere en el porcino de un procedimiento quirdrgico, por
lo que si bien esta disponible, no es habitualmente utilizada. En afios recientes se ha
progresado a nivel mundial en la produccion de embriones porcinos in vitro,
desarrollando las rutinas de maduracién y fecundacién del ovocito y el cultivo
embrionario temprano (Niemann y Rath, 2001; Niemann y col., 2003; Nagai y col.,
2006; Kikuchi y col., 2008). Los foliculos antrales de ovarios provenientes de cerdas
faenadas son la fuente de ovocitos mas utilizada para estas técnicas. Estos ovocitos
son recuperados como complejos ovocito-cumulus (COCs) inmaduros, los que deben
ser madurados in vitro mediante el cultivo durante 42 — 48 hs. a 38,5 — 39 °C en
medios tales como el 199, NCSU 37 o 23, suplementados con diferentes hormonas
(LH, FSH, hCG, PMSG) y/o factores de crecimiento (por ejemplo EGF), fluido folicular,

etc. (Niemann y Rath, 2001; Rath, 2001). Incluso se ha conseguido el desarrollo fetal y
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nacimientos exitosos luego de implantar los embriones producidos in vitro en hembras
receptoras (Yoshida y col., 1993b; Machaty y col., 1998; Kikuchi y col., 1999; Kikuchiy
col., 2002b; Kikuchi, 2004; Akaki y col., 2009). Sin embargo, las condiciones para la
produccion de embriones porcinos in vitro distan aun de ser éptimas y por lo tanto los
resultados obtenidos son dificilmente reproducibles. Los principales problemas a
resolver radican en la deficiente maduracién del ovocito, la alta proporcion de
polispermia producida durante la fecundacion y el numero y calidad de los embriones
obtenidos (Abeydeera, 2001; Niemann y Rath, 2001; Abeydeera, 2002).

La investigacion sobre la produccion de embriones porcinos in vitro resulta
también de interés fuera del ambito de la producciéon pecuaria. El avance de la
ingenieria genética ha dado como resultado el desarrollo de tecnologias que permiten
realizar modificaciones a nivel del genoma celular. La combinacion de la biotecnologia
de la reproduccion y la ingenieria genética tiene la finalidad de obtener animales con
organos potencialmente Utiles para la realizacion de xenotransplantes en medicina
humana, sin embargo en este aspecto también es necesario mejorar las técnicas
antes de su aplicacion en el tratamiento de pacientes (Niemann y Rath, 2001,

Niemann y col., 2003; Palma y Brem, 2001).

El ovocito

Los gametos son las células encargadas de dar origen a la siguiente
generacion de organismos con reproduccion sexual. Luego de la fusion de los
gametos femenino (ovocito) y masculino (espermatozoide) se constituye un nuevo
individuo cuya carga genética es Unica y esta formada por mitades provenientes de

cada uno de los progenitores. El proceso de fusion de los gametos es conocido como
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fecundacion, dando como resultado una sola célula llamada cigoto, que se dividira por
sucesivas mitosis en las posteriores etapas embrionaria y fetal (Hafez y Hafez, 2002a).

El ovocito es una de las células de mayor tamafio en los mamiferos,
alcanzando en la cerda los 120 um de didmetro cuando ha completado su crecimiento.
La membrana plasmética de los ovocitos de mamiferos est4d rodeada por una
cobertura extracelular especializada llamada zona pelacida, con un espesor
aproximado de 8,6 um en la especie porcina (Anderson, 2002). Su presencia es
esencial para la ovogénesis, la fecundacion y el desarrollo embrionario previo a la
implantacion (Wassarman y Listcher, 2008). Al igual que en otras especies, las
glicoproteinas que forman la zona pelacida del porcino determinan la interaccion
especie especifica entre el ovocito y el espermatozoide en el proceso de fecundacion
(Yonezawa y col, 2007). La separacion existente entre la membrana plasméatica del
ovocito, u oolema, y la zona pelicida conforma el denominado espacio perivitelino. El
nucleo del ovocito inmaduro, o vesicula germinal, presenta generalmente en el porcino
un nucléolo y la cromatina se localiza alrededor de este Ultimo en forma de herradura o
anillo, aunque mas raramente puede disponerse en una conformacion filamentosa
distribuida en toda el area de la vesicula germinal (Moltik y Fulka, 1976; Funahashi y
col., 1997) (Figura 1).

Las mitocondrias son una de las organelas mas abundantes en los ovocitos, de
morfologia ovalada o esférica, con matriz densa y pocas crestas (Cran, 1985;
Bielanska-Osuchowska, 2006). El reticulo endoplasmaético liso del ovocito se presenta
con dos posibles conformaciones, una vesicular y otra tubular (Bielanska-Osuchowska,
2006). ElI complejo de Golgi participa activamente en las sintesis de los granulos
corticales del ovocito durante la etapa de crecimiento. Los granulos corticales son
organelas esféricas pequefias, limitadas por una membrana bien definida, similares a
los lisosomas, que se encuentran en la region cortical de los ovocitos que no han sido
fecundados. En los mamiferos tienen un diametro que varia de 0,2 um a 0,6 pm y

particularmente en la especie porcina su didmetro aproximado es de 0,16 um (Wang y
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col., 1997). Estos granulos se fusionan a la membrana plasmatica al momento de la
fecundacion y liberan su contenido al espacio perivitelino, lo que modifica las
propiedades de la zona pellcida, evitando que la misma sea penetrada por
espermatozoides adicionales (proceso denominado “reaccién de zona”) (Wassarman,
1988; Yanagimachi, 1988). El citoplasma del ovocito porcino tiene un aspecto oscuro
caracteristico debido al alto contenido de lipidos (McEvoy y col.,, 2000). Estos
compuestos forman gotas de un didmetro que oscila entre 1 um y 4 um (Cran, 1985;

Sturmey y col., 2006).

Zona pelucida J(

Espacio perivitelino

Figura 1: Esquema del ovocito inmaduro y su relacion histologica con las células foliculares
circundantes. Adaptado de Hafez y Hafez, 2002b.

Las diferencias morfolégicas y funcionales de los gametos femenino y
masculino se deberian a la division fisiolégica de la labor entre ambos sexos. Si bien
ambos comparten la funcion de aportar el material genético de los organismos
parentales, el cigoto recibe del ovocito una importante reserva de macromoléculas y

organelas que soportan los requerimientos nutricionales, sintéticos, energéticos y
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regulatorios de las etapas tempranas del desarrollo embrionario. Para ello el ovocito
debe prepararse en etapas previas con un marcado crecimiento, acumulacién de
compuestos y modificacion del material genético. Tales condiciones dan origen al

concepto que la embriogénesis comienza durante la ovogénesis (Wassarman, 1988).

Ovogénesis

La ovogénesis en mamiferos comienza relativamente temprano en la vida fetal
y se prolonga meses o0 afios para finalizar en la etapa de madurez sexual durante la
vida adulta del individuo. Las células germinales primordiales se originan a partir de la
capa endodérmica de la pared dorsal del saco vitelino en el momento en que se inicia
la segmentacion somitica. Tales eventos ocurren aproximadamente en el dia 14 del
desarrollo en la especie porcina (Noden y Lahunta, 1990b). Desde esta posicion las
células germinales primordiales migraran para colonizar los cordones sexuales de las
crestas gonadales mesentéricas, con origen en el epitelio celdmico (Davidson y
Stabenfeldt, 1999), multiplicAndose a su vez por sucesivas mitosis y aumentando de
aproximadamente 5.000 en el dia 20 hasta un maximo de 1.100.000 en el dia 50 de
gestaciéon en la cerda (Hunter, 2000; Anderson, 2002). Las células germinales
primordiales se van diferenciando en ovogonias, las que también se multiplican por
divisién mitética, ocupando su lugar definitivo en la corteza del ovario en formacion. En
la cerda hacia el dia 100 del desarrollo fetal se ha completado la multiplicacion de las
ovogonias (Anderson, 2002). Durante la gestacion se producen muchas mas
ovogonias que las que han de sobrevivir, pasando desde aproximadamente 1.100.000
ovogonias a los 50 dias hasta 500.000 al término de la gestacion en la especie porcina
(Noden y Lahunta, 1990b; Hunter, 2000). La sintesis de ADN en la etapa de
preleptotene en preparacion para la meiosis sefiala la transformacion de ovogonias en

ovocitos. En la cerda la meiosis comienza alrededor del dia 40 del desarrollo fetal, sin
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embargo la transformacién de ovogonias en ovocitos puede continuar por lo menos

hasta el dia 35 de vida posnatal (Hunter, 2000; Anderson, 2002) (Figura 2).

Nacimiento
Fecundacioén ‘
10 20 30 40 50 64 80 90 100114 7 10 20 30 40

et 1 1 I 1 ‘&1 1 1 11111 Dias

DS Diferenciacion sexual
Il Divisiones de las ovogonias
[ Profase meictica
t_ _ Atresia

Figura 2: Relacién temporal en los patrones de ovogénesis en la cerda. Adaptado de Hafez y
Hafez, 2002c.

Los ovocitos progresan en la division meidtica hasta detenerse en la etapa de
diplotene de la profase |, también denominada dictiotene. Mientras se encuentren en la
primera division meidtica se denominaran ovocitos primarios y particularmente durante
el periodo en que mantienen su nlcleo arrestado en dictiotene son llamados ovocitos
inmaduros. El nacleo de los ovocitos, llamado vesicula germinal, permanece arrestado
en este estadio hasta ser estimulado para reanudar la meiosis unas pocas horas antes
de la ovulacién. Cada ovocito estd contenido dentro de una estructura tisular, el
foliculo. En éste el gameto esta rodeado por una capa de células foliculares por fuera
de las cuales se organiza una membrana basal. Cuando un foliculo primordial es
reclutado de la reserva folicular comienza a crecer junto con el ovocito. Al alcanzar la
pubertad, los ovocitos totalmente crecidos pueden completar la primera division
meidtica dentro de los foliculos de De Graaf. En los animales domésticos este evento
se produce poco tiempo antes de la ovulacion, a excepcion de la perra en la que

sucede posteriormente (Figura 3).
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Figura 3: Gametogénesis y desarrollo folicular desde la vida fetal hasta la vida sexual activa en
la cerda. Adaptado de Hafez y Hafez, 2002c.

Los ovocitos avanzan desde el estadio de dictiotene de la profase | (contenido
de ADN 4c 2n) hasta la metafase Il (contenido de ADN 2c¢c n) (Wassarman, 1988;
Noden y Lahunta, 1990a). El progreso desde la profase | hasta la metafase Il es
conocido como maduracion del ovocito, in vivo se produce en los foliculos
preovulatorios porcinos aproximadamente 36 — 40 hs. luego del pico de gonadotrofinas
(Hunter, 2000). Durante la misma se produce la ruptura de la vesicula germinal, la
condensaciéon de la cromatina, la separacion de los cromosomas homologos, la
citocinesis asimétrica con la emision del primer corpusculo polar y el arresto meiético
con los cromosomas en metafase Il. Mientras los gametos se encuentren en la
segunda division meiotica se denominardn ovocitos secundarios. Particularmente al
culminar el proceso de maduracion y arrestar el nicleo en metafase Il se los llama

ovocitos maduros. En esta instancia se produciran en el foliculo una serie de cambios
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bioguimicos y morfolégicos que culminan con la ruptura de la pared folicular y la
consiguiente liberacion del ovocito, evento denominado ovulacion, luego del cual el
gameto sera recogido por el infundibulo del oviducto. Los ovocitos permaneceran
arrestados en metafase Il en el oviducto o en cultivo hasta ser estimulados para
completar la meiosis por el espermatozoide en el momento de la fecundacién o por
activacion partenogenética (Figura 4). Al momento de completar la meiosis se
producird la separacion de las cromatides hermanas y la emision del segundo

corpusculo polar (contenido de ADN ¢ n) (Wassarman, 1988; Gigli y col., 2006).

@ CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES .
Mitosis
4
OVOGONIAS
@ X ) Mitosis
4
@ OVOCITOS INICIACION DE LA MEIOSIS
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L 4
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Recombinacién $ 8
Paquitene
Diplotene (dictiotene)
Fim ( ARRESTO MEIOTICO
¥ SIN CRECIMIENTO
Post parto
Crecimiento RS ¥
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REANUDACION DE LA MEIOSIS
- ¥
Maduracién 8 Metafase Il
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Fecundacion o Activacion partenogenética 2 REANUDACION DE LA MEIOSIS
Finalizacién de la meiosis ¥ . 2
MEIOSIS COMPLETA
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Figura 4: Progresion de la ovogénesis y la meiosis en la vida fetal y en la vida sexual activa.
Adaptado de Wassarman y Albertini, 1994.
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Foliculogénesis

Los foliculos se constituyen durante el desarrollo fetal al situarse las ovogonias
en las gonadas en formacién y rodearse de células foliculares. La foliculogénesis
permite obtener un foliculo de De Graaf a partir de foliculos primordiales. En el
momento del nacimiento el ovario posee una gran cantidad de foliculos pequefios, de
los cuales se calcula que sélo el 1 % llegara a ovular (Claver y col., 1987). En el ovario
de la hembra adulta pueden observarse foliculos en diversas fases de desarrollo. El
foliculo primordial se compone de un ovocito (de 27 upm de diametro
aproximadamente) y una capa circundante de células epiteliales planas. La mayor
parte de los foliculos ovéaricos son de este tipo y estan incluidos en la corteza del
ovario, con un didmetro aproximado de 40 um. En la cerda la poblacién de foliculos
primordiales alcanza los 500.000 al momento del nacimiento y para la pubertad ese
ndamero desciende hasta 420.000 (Hunter, 2000). Cuando el foliculo primordial
comienza su crecimiento se transforma en foliculo primario y se desplaza hacia la
profundidad de la corteza ovérica. El ovocito se hace més grande y las células
foliculares crecen en altura volviéndose cubicas. Se comienza a formar la capa
glicoproteica que rodea al ovocito, la zona pellcida, por secrecion de ambos tipos de
células. En el foliculo secundario continta el crecimiento del ovocito, la zona pellcida
esta desarrollada y las células que rodean al gameto proliferan para formar un epitelio
de varias capas (células de la granulosa). Ademas las células del estroma circundante,
separadas por la membrana basal, se ordenan en una capa concéntrica para formar la
teca folicular. En el foliculo terciario el ovocito practicamente ha completado su
crecimiento, la capa celular de la granulosa sigue con su proliferacion y se forman
pequefias zonas llenas de liquido folicular. Estas zonas aumentan de tamafio y se
unen formando un espacio Unico, el antro folicular. El ovocito adquiere gradualmente
una disposicion excéntrica quedando rodeado por células de la granulosa que forman

el cumulus oophorus (las células que rodean inmediatamente al ovocito presentan una
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disposicion radial, denominandose corona radiata). La teca folicular se diferencia en

una teca interna y otra externa (Figura 5).
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Figura 5: Esquema de la estructura del ovario y las diferentes fases en el desarrollo del

foliculo, cuerpo lateo y cuerpo albicans. Adaptado de Mazuecos, 1995.

El foliculo de De Graaf tiene caracteristicas estructurales muy similares al
foliculo terciario pero con mayor volumen de fluido folicular, alcanzando en la cerda el
tamafio preovulatorio de 8 — 11 mm de diametro (Geneser, 1990; Priedkalns, 1994;
Davidson y Stabenfeldt, 1999; Anderson, 2002). En el foliculo de De Graaf el ovocito
experimenta el proceso de maduracion poco tiempo antes la ovulacién. El periodo

desde el inicio del crecimiento del foliculo primordial hasta alcanzar el estadio de
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foliculo preovulatorio demora tres meses en el porcino (Miyano, 2003). Mas
precisamente, se ha estimado que el tiempo requerido en la cerda para desarrollar
desde foliculo primordial hasta foliculo antral es de 84 dias, y que son requeridos 19
dias adicionales para alcanzar el estadio preovulatorio (Hunter, 2000).

En la etapa perinatal todos los ovocitos se encuentran arrestados en dictiotene,
debido a que las ovogonias y los ovocitos que no llegaron a este estadio desaparecen
por la atresia prediploténica que ocurre en los mamiferos generalmente antes del
nacimiento o hasta poco tiempo luego del mismo (Baker, 1986). No se conoce con
certeza el motivo por el cual algunos foliculos primordiales son reclutados y comienzan
el desarrollo folicular y el crecimiento del ovocito primario. Sin embargo, ha sido
sugerido que los foliculos primordiales de raton no requeririan de ningun factor para
iniciar su desarrollo. Por el contrario, los foliculos primordiales y primarios bovinos
requeririan de la estimulacion con algun factor externo para iniciar el crecimiento,
mientras que los foliculos secundarios podrian desarrollarse hasta el estadio antral sin
ninguna estimulacién (Miyano, 2003). Cuando estos procesos se producen en la etapa
fetal y prepuberal en los mamiferos, los foliculos reclutados se atresian. El crecimiento
del foliculo hasta la etapa de formacién temprana del antro no depende de
gonadotrofinas. Por otro lado, el desarrollo del antro y el crecimiento final dependen de
FSH y LH (Hafez y Hafez, 2002b) (Figura 6). A partir de la pubertad, cuando se
produce un aumento significativo en la concentracion de gonadotrofinas, sélo una
porcion de los foliculos reclutados desarrollan hasta foliculos de De Graaf y los

restantes se atresian.
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Figura 6: Desarrollo del foliculo ovarico en mamiferos. Los ovocitos en los foliculos primario y
preantral son meiéticamente incompetentes y no pueden madurar espontaneamente al ser
removidos del foliculo. En el estadio antral temprano, los ovocitos adquieren la competencia
meidtica y pueden madurar al ser aislados del foliculo. En este estadio los foliculos son
reclutados para el crecimiento por la FSH. El pico de LH estimula la reanudacién de la meiosis

en el ovocito y la posterior ovulacién. Adaptado de Mehimann, 2005.

Crecimiento del ovocito

El crecimiento de los ovocitos en mamiferos se produce en dos fases
diferentes. En la primera, el desarrollo del foliculo y del ovocito son conjuntos y se
correlacionan de forma positiva y lineal. En la segunda, el tamafio del ovocito se
mantiene casi constante a pesar de continuar el incremento del diametro folicular de
modo substancial. El ovocito no adquiere la capacidad de completar la primera division
meidtica hasta estar su crecimiento casi completo. Los ovocitos porcinos crecen desde
un tamafo inicial de 30 pum (sin incluir la zona pelicida) hasta un tamario final de 120
— 125 pym (Miyano, 2003), estando casi completo el crecimiento del gameto (115 pm)

en los foliculos de 1,8 mm de didmetro (Hunter, 2000) (Figura 7).
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Ovocitos Algunos

incompetentes ovocitos Mayoria de los ovocitos compententes
meidticamente competentes
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Figura 7: Crecimiento del ovocito y del foliculo y adquisiciéon de la competencia meibtica en
cerdos. Hunter, 2000.

Durante la etapa de crecimiento el tamafio del ovocito se incrementa, indicando
que se trata de un periodo con intensa actividad metabdlica. Se observa la aparicion
de nuevas estructuras como la zona pellcida y los granulos corticales. La vesicula
germinal del ovocito aumenta su volumen, el nucléolo también incrementa su tamafio y
se acompafa de cambios en su estructura. El contenido de ARN vy los niveles de ARN
polimerasa se elevan considerablemente durante el crecimiento de los ovocitos. El
elevado contenido de ARN mensajero del gameto puede atribuirse tanto a la intensa
sintesis como a la inusual estabilidad conferida por la poliadenilacion. La sintesis de
proteinas aumenta drasticamente, abarcando en el proceso proteinas estructurales,
con funciones regulatorias y diversas enzimas. Sin embargo, el nivel de sintesis
proteica no se corresponde con la abundancia de ARN mensajero, por lo que la
regulacién postranscripcional seria determinante en los ovocitos. Si bien la sintesis de
proteinas se incrementa en esta etapa, el aumento de tamafio del gameto es
comparativamente mayor. Durante el periodo de crecimiento las mitocondrias se
encuentran intimamente asociadas al reticulo endoplasmético liso, su numero
aumenta y ademas se producen cambios en la ultraestructura de las mismas. Las
membranas del complejo de Golgi se vuelven mas activas en las etapas tempranas del

crecimiento del ovocito. Se observan cambios indicativos de la participacion del

33



complejo de Golgi en el procesamiento de productos de secrecion (como las
glicoproteinas de la zona pellcida) y la formacion de los granulos corticales. El
material que forma la zona pellcida aparece inicialmente como parches entre el
ovocito y las células foliculares. Al progresar el crecimiento del ovocito la zona
pelicida se vuelve mas densa y cubre al gameto completamente, separandolo de las
células foliculares que lo rodean. Sin embargo el contacto entre el ovocito y las células
foliculares se mantiene gracias a prolongaciones citoplasméticas de éstas Ultimas que
atraviesan la zona pellcida y contactan al oolema mediante uniones comunicantes de
tipo GAP (Figura 1). Cuando la etapa de crecimiento ha finalizado, los ovocitos
primarios arrestados en dictiotene son capaces de reanudar la meiosis previo a la

ovulacion en cada ciclo estral (Wassarman, 1988).

Maduracion del ovocito

Durante la maduracién del ovocito en mamiferos ocurren profundos cambios
que preparan al gameto femenino para la fecundacion y el posterior desarrollo
embrionario. La maduracion del ovocito in vivo se produce en respuesta al aumento
preovulatorio de gonadotrofinas (FSH y LH) en aquellos gametos que han completado
su crecimiento. Por otra parte, los ovocitos son capaces de continuar la maduracion
meidtica durante el cultivo in vitro al ser retirados del entorno del foliculo, incluso en
ausencia de gonadotrofinas. El ovocito debe ser competente en primer lugar para
poder madurar y en segundo lugar para poder sostener el desarrollo temprano del
embrién. El proceso de maduracion implica eventos nucleares y citoplasmaticos. Se
supone que la incompetencia en la maduracién del ovocito depende tanto de la
inmadurez nuclear como de la citoplasméatica (Motlik y col., 1984; Moor y col., 1990).
La maduracién nuclear involucra el progreso de la meiosis desde el estadio de

dictiotene hasta metafase Il, completando la primera divisibn meidtica con la emision

34



del primer corpusculo polar (Wassarman, 1988). La maduracién citoplasmatica
involucra diversos procesos que confieren al ovocito la capacidad de sustentar
adecuadamente el proceso de fecundacién y las primeras etapas del desarrollo
embrionario (Eppig, 1996; Abeydeera, 2002). Un ovocito se considera competente
para el desarrollo cuando es capaz de alcanzar el estadio de blastocisto. El desarrollo
embrionario depende en gran medida de eventos que ocurren durante la maduracion;
esto se debe a que el ovocito no soOlo aporta el material genético para el futuro
embriéon, sino que su citoplasma suministra organelas y macromoléculas
comprometidas en la fecundacion y en los primeros estadios de la embriogénesis
(Wassarman y Albertini, 1994; Krisher y Bavister, 1998). Si bien los ovocitos que han
alcanzado el estadio de metafase Il son considerados maduros, sélo aquellos que
hayan completado también la maduracion citoplasmatica pueden mantener el
desarrollo luego de la fecundacién (Eppig, 1996; Abeydeera, 2002).

Durante el crecimiento del ovocito se adquiere la competencia meidtica, o sea
la capacidad de completar la meiosis | o reduccional. La adquisicion de tal
competencia se produce en dos etapas, en la primera los ovocitos en crecimiento son
capaces de romper la envoltura nuclear y avanzar hasta la metafase I, y en la segunda
se vuelven capaces de avanzar desde la metafase | hasta la metafase Il. Los foliculos
antrales tempranos bovinos y porcinos (1,0 — 1,5 mm de didmetro) contienen ovocitos
de aproximadamente 100 um de diametro, los que han adquirido parcialmente la
competencia meidtica. Estos pueden sufrir la ruptura de la vesicula germinal y
alcanzar la metafase |, pero no pueden completar la maduracién hasta la metafase I
(Miyano, 2003). La ruptura de la vesicula germinal se produce luego de algunas horas
de cultivo; en el ovocito porcino ocurre entre las 17 y las 26 hs. aproximadamente.
Comienza con la formacion de ondulaciones en la membrana que luego se disgrega
para unirse al reticulo endoplasmatico, lo que se acompafia con la desaparicion del
nucléolo al contactar con el contenido citoplasmatico. La condensacién de los

cromosomas se produce en asociacion con el lado interno de la envoltura nuclear al
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tiempo que ésta se ondula. Al alcanzar el estado de condensacion maxima, los
cromosomas se separan de la membrana nuclear fraccionada y se agrupan en forma
circular en el centro del ovocito, para luego alinearse en el ecuador con los husos
meidticos en la metafase I. Este evento se concreta entre las 26 y las 31 hs. de cultivo
en el porcino. Al progresar la anafase I, entre las 31 y las 33 hs. de maduracion in
vitro, los cromosomas homologos se desplazan hacia los extremos opuestos del huso
meidtico. La separacion de los cromosomas se produce con una division asimétrica del
citoplasma del ovocito en la telofase | tardia, dando como resultado la emisiéon del
primer corpusculo polar con la mitad del complemento cromosémico original y algunas
pocas organelas, aproximadamente entre las 33 y las 34 hs. de cultivo. Si bien unos
pocos ovocitos pueden encontrarse en estadio de metafase |l a partir de las 34 hs., la
mayoria lo hacen entre las 44 y las 48 hs. de maduracion (Wassarman, 1988; Ocampo
y col., 1991). Los cromosomas del corpusculo polar en general comienzan a degenerar
en la telofase | tardia, y aunque en algunas ocasiones el corpusculo polar completa la
segunda divisiébn meidtica, finalmente degenera (Claver y col., 1987; Curtis y Barnes,
2000a).

En forma paralela a la maduracion nuclear, se desarrolla en el ovocito la
maduracién citoplasmatica. Durante la misma se produce una redistribuciéon de las
distintas organelas del gameto, como las mitocondrias y los granulos corticales. En el
proceso de maduracién las mitocondrias migran hacia una posicion mas interna en el
ovocito porcino (Sturmey y col., 2006; Brevini y col., 2007). Por otro lado, se produce la
migracién centrifuga de los granulos corticales alinedndose por debajo de la
membrana plasmatica, formando una monocapa en los primeros 4 um del citoplasma
cortical (Cran, 1985; Yoshida y col., 1993a). Las gotas de lipidos distribuidas en el
citoplasma del ovocito varian en estructura y didmetro al progresar la maduracién del
gameto (Cran, 1985; Sturmey y col., 2006). Luego de la ruptura de la vesicula germinal
la sintesis de ARN es muy escasa. Al combinarse el material nuclear con el

citoplasmético se produce la interrupcion de la sintesis de ARN ribosomal. Ademas la
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mitad del ARN poliadenilado acumulado durante el crecimiento del ovocito es
degradado o desadenilado. La sintesis total de proteinas en los ovocitos también
disminuye en comparacion a la etapa de crecimiento, acompafando los cambios en la
sintesis de ARN (Wassarman, 1988). Sin embargo, se produce una reprogramacion de
la sintesis proteica, ocurriendo la transcripcion de parte del ARN mensajero
almacenado durante la fase de crecimiento del ovocito. Se sintetizan proteinas
esenciales para la progresion de la meiosis, la descondensacion de la cabeza del
espermatozoide, la formacién del prondcleo masculino (factor de crecimiento del
prondcleo masculino) (Moor y col.,, 1990) y el desarrollo embrionario luego de la
fecundacion (Eppig, 1996). Se produce también el aumento en el contenido de
glutatién del ovocito, el cual estaria relacionado con la capacidad de formacion de
pronicleos y la adquisicion de la competencia de desarrollo (Sawai y col., 1997;
Yamahuchi y Nagai, 1999; Maedomari y col., 2007).

Los cambios en el compartimiento citoplasmatico durante la maduracion
incluyen variaciones en el contenido de ATP junto a la relocalizacion de las
mitocondrias, lo que podria estar relacionado con la adecuada distribucién de la
energia en el ooplasma. Las modificaciones en la red citoplasmatica de microtubulos
que se producen durante la maduracion actuarian dirigiendo esta relocalizacion,
permitiendo el transporte y anclaje de los componentes celulares a sitios especificos
(Brevini y col., 2007). Las vias metabdlicas utilizadas por el ovocito para obtener
energia y diversos productos necesarios para la regulacion de la maduracion varian
durante la misma, siendo crucial la actividad apropiada de las diferentes vias para
completar la maduracion citoplasmatica (Krisher y col., 2007).

Durante el proceso de maduracién del ovocito ocurre también la expansion del
cumulus y su separacion del gameto. La hormona FSH y los factores de crecimiento
estimularian la sintesis de acido hialurénico, glicosaminoglicanos y glicoproteinas por
las células del cumulus con su consecuente dispersion, produciéndose ademas una

compleja reorganizacion del citoesqueleto de estas células y del citoplasma cortical del
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ovocito (Allworth y Albertini, 1992; 1993; Sutovsky y col., 1993). Aunque se evidencia
la separacion de las células del cumulus entre si, se mantiene la interconexion entre
ellas. En el bovino la expansion del cumulus se observa a partir de las 9 — 12 hs. y es
total a las 24 hs., mientras que en el porcino resulta claramente distinguible a partir de
las 22 — 30 hs. (Algriany y col., 2004; Somfai y col., 2004). Durante la expansion se va
produciendo una paulatina pérdida de las uniones tipo GAP entre el ovocito y las
células del cumulus. Si bien esta pérdida fue correlacionada con la reanudacién de la
meiosis en roedores (Larsen y col.,, 1986), en el bovino las uniones comienzan a
desaparecer paulatinamente entre las 6 — 9 hs. y permanecen funcionales hasta el
estadio de metafase Il. Se postula que este contacto prolongado durante la
maduracion es necesario para mantener el adecuado acoplamiento eléctrico, el
transporte de moléculas reguladoras y/o el aporte de nutrientes al ovocito bovino
(Sutovsky y col., 1993), observandose mayor porcentaje de maduracion en los COCs
gue mantienen el acoplamiento ovocito-corona y demostrando la importancia de las
células del cumulus en esta etapa (de Loos y col., 1989; 1991; Laurincik y col., 1992).
La maduracién meidtica in vitro puede ser inhibida por multiples compuestos.
La ruptura de la vesicula germinal es inhibida por dibutiril adenosina monofosfato
ciclico (dbcAMP) y por agentes que aumenten los niveles intracelulares de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP), ya sea por inhibicion de la fosfodiesterasa o por activacién
de la adenilatociclasa. Se ha identificado una adenilatociclasa de membrana en el
ovocito y se ha demostrado su regulacién por calmodulina. Tanto in vivo como in vitro
la concentracion de cAMP en los ovocitos disminuye previo a la ruptura de la vesicula
germinal, actuando como sefal para continuar con el progreso de la meiosis. Este
compuesto regula la actividad de la proteina quinasa A (PKA), tetramero formado por
dos subunidades regulatorias (con capacidad de unir cAMP) y dos subunidades
cataliticas (con actividad quinasa). Al unir cAMP las subunidades regulatorias, son
liberadas las subunidades cataliticas para poder fosforilar diversas proteinas

involuradas en el mantenimiento del arresto meidtico. El aumento en la concentracion
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de calcio del ovocito actia en conjunto con la disminucién del cAMP para sefalizar la
continuacién del progreso de la meiosis. Las uniones tipo GAP median la
comunicacion intercelular al permitir el pasaje de moléculas pequefias entre las
células. Una extensa red de uniones tipo GAP conecta a las células de la granulosa
con las células del cumulus y a éstas ultimas con el ovocito (Wassarman y Albertini,
1994). En respuesta al pico preovulatorio de LH in vivo, se produce una importante
disminucion en el nimero de este tipo de uniones y consecuentemente la
comunicacion intercelular disminuye (Gilula y col., 1978). Esto lleva a una disminucion
en el flujo de AMPc desde las células del cumulus hacia el ovocito, por debajo del nivel
necesario para la inhibicién del factor promotor de la maduracion (MPF), permitiendo
de este modo que se active el MPF con la consecuente reanudacion de la meiosis en
el gameto (Dekel, 1999). Luego de la ovulacion, el ovocito y las células del cumulus ya
no estan conectados debido a la expansion del cumulus y la retraccién de las
prolongaciones celulares que atravesaban la zona pellcida para contactar la
membrana del ovocito (Wassarman y Albertini, 1994).

Ha sido propuesto que el receptor GPR3, presente en el oolema, participa en el
mantenimiento del arresto meiético en el ovocito. EI mismo tiene una alta actividad
constitutiva, aunque podria también ser estimulado mediante un ligando producido por
las células foliculares. Este receptor se acopla a una proteina Gs, estimulando a la
enzima adenilato ciclasa en la membrana del ovocito con la consecuente produccion
de cAMP. El nivel constante de cAMP activa a la PKA, la cual indirectamente produce
la fosforilacion e inactivacion del MPF. Al momento de reanudar la meiosis el MPF
debe ser desfosforilado. Para ello participa una fosfatasa al mismo tiempo que se
bloquea el sistema de fosforilacion. La accién de la LH podria modificar el ligando del
receptor GPR3. A su vez, la adenilato ciclasa del oolema se inactivaria por una
proteina Gi o por un incremento del calcio, consecuencia de la estimulaciéon por la LH.

También se ha propuesto la intervencion de la fosfodiesterasa PDE3A para degradar
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el CAMP, cuya actividad ha sido identificada en los COCs de ratdén en respuesta a la

LH (Melhmann, 2005) (Figura 8).
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Figura 8:

A — Sefializacion celular que permite el mantenimiento del arresto meidtico. GPR3, activado
constitutivamente o por un ligando desconocido, activa Gs, la cual estimula AC con el
consecuente aumento del cAMP. cAMP activa a PKA, la cual en forma indirecta fosforila e
inactiva al complejo regulador del ciclo celular CDK1/ciclina B (CYB). Directa o indirectamente
PKA fosforila e inactiva a la fosfatasa CDC25b, de igual modo PKA activa la quinasa
WEE1/MYT1 encargada de fosforilar y mantener inactiva a CDK1, previniendo de este modo la
reanudacion de la meiosis.

B — Blancos potenciales en los que podria actuar la LH para estimular la reanudacion de la
meiosis. La disminucién del nivel de cAMP produciria la inactivacién de la PKA, lo que
permitiria la actividad de la fosfatasa CDC25b que desfosforilaria y activaria al complejo

CDK1/CYB, llevando a la reanudacién de la meiosis. Adaptado de Melhmann, 2005.

Ha sido demostrado que la maduracion meiética en ovocitos de mamiferos es
regulada por moléculas conocidas por controlar el ciclo celular, tales como la Cdc2
guinasa y MAPK (proteina quinasa activada por mitdgenos). La Cdc2 quinasa esta
compuesta por una subunidad regulatoria ciclina B y una subunidad catalitica p34°°,
las cuales regulan la transicion G2/M en la mitosis y también en la meiosis del ovocito.
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La ciclina B-p34cdc2 también ha sido denominada MPF. Este factor se activa al inicio
de la maduracion y alcanza los picos de actividad en la metafase | y Il. Se trata de una
serina - treonina quinasa cuya activacion inicia una serie de eventos que conducen
finalmente a la ruptura de la vesicula germinal, condensaciéon de los cromosomas y
formacion de los husos meiéticos (Hunter, 2000). Por otro lado, ha sido demostrada la
fosforilacion de la MAPK durante la maduracién en ovocitos murinos, porcinos y
bovinos, la cual tiene la capacidad de forforilar la ldmina nuclear y diversas proteinas
del citoesqueleto (Hunter, 2000). Incluso se ha comprobado en ovocitos porcinos que,
durante la fase de crecimiento, se desarrolla primero la capacidad de activar al MPF y
luego la capacidad de activar a la MAPK (Miyano, 2003). El sistema de MAPK es
también una serina - treonina quinasa y funciona en forma paralela e interactuando
con el MPF para dirigir el progreso de la meiosis en los ovocitos. El momento de
activacion de la MAPK durante la maduracién es variable entre especies de
mamiferos. En ovocitos porcinos su actividad es baja durante el estadio de vesicula
germinal, aumenta moderadamente con la ruptura de la vesicula germinal y se
incrementa abruptamente en el estadio de metafase I. Se le han atribuido funciones en
la organizacién de los husos meidticos, transicion de metafase | a metafase I,
activacion del MPF y participacion en el mantenimiento del arresto meidtico en
metafase II. Por lo tanto, su activacion se considera de importancia en instancias
posteriores a la ruptura de la vesicula germinal (Fan y Sun, 2004; Liang y col., 2007).
También ha sido sugerido que el arresto meidtico de los ovocitos en el estadio
de dictiotene es mantenido por un producto de las células de la granulosa de bajo
peso molecular presente en el fluido folicular, el inhibidor de la maduracién del ovocito
(OMI). Este compuesto ejerceria su accion a través de las células del cumulus y seria
lo suficientemente pequefio para atravesar las uniones tipo GAP entre estas células y
el ovocito. La actividad del OMI seria potenciada por el AMPc, solapandose algunos
efectos de ambos compuestos en los COCs. Sin embargo, ante la falta de evidencia

bioquimica que corrobore la existencia del OMI, se ha propuesto que la hipoxantina y/o
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la adenosina son en realidad los componentes de bajo peso molecular del fluido
folicular que previenen la maduracion espontanea de los ovocitos in vitro (Wassarman
y Albertini, 1994). El pico de LH in vivo llevaria a la eliminacibn de una o mas
sustancias con accion inhibitoria en el foliculo, como el OMI, permitiendo asi la
activacion de ciclinas, fosfatasas y quinasas requeridas para el progreso de la meiosis
(Hunter, 2000).

La participacion de los esteroides en el proceso de maduracion fue
contemplada en varias especies de mamiferos. Aunque la LH induce tanto la
maduracion de los ovocitos como la sintesis de progesterona en los foliculos, la
estimulacion de la maduracion por la LH no seria mediada por la progesterona. Incluso
se ha demostrado que la maduracion meidtica es inhibida por altas concentraciones de
progesterona, testosterona, pregnenolona y otros esteroides (Wassarman y Albertini,
1994). Por otro lado, se han identificado un grupo de esteroides activadores de la
meiosis (MAS), con capacidad para inducir la reanudacion de la meiosis en los
ovocitos, inclusive sin la participacion de las células del cumulus. Aunque se ha
sugerido que los ovocitos tendrian receptores para MAS, el mismo no fue identificado
aun. Los COCs de raton son capaces de sintetizar MAS al estimularse la maduracion
con FSH. Los MAS estan presentes en el fluido folicular de mujer, yegua y cerda, y si
bien se ha observado la acumulacion de estos compuestos en respuesta a las
gonadotrofinas, no se puede asegurar que formen parte del mecanismo de accién de

las mismas (Byskov y col., 2002).

Gonadotrofinas y maduracion del ovocito

En la adenohipdfisis se sintetizan FSH y LH, hormonas de composicién
glicoproteica conformadas por dos cadenas polipeptidicas a y p. La subunidad a es

idéntica en las dos hormonas y le confiere la especificidad de especie y la subunidad 3
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difiere y genera la especificidad biolégica. La FSH es la responsable del proceso de
esteroidogénesis ovérica y del crecimiento folicular. La LH interviene en el proceso de
esteroidogénesis ovérica, la induccién de la maduracion del ovocito en el foliculo
preovulatorio, la iniciacion de los eventos que desencadenan la ovulacion y la
formacion del cuerpo lateo y su mantenimiento (Priedkalns, 1994; Davidson vy

Stabenfeldt, 1999; Callejas, 2001; Hafez y col., 2002) (Figura 9).

10
9 4
8 -
7 4
6 4
5
4 Ovulacién
34
2
1 1
0 — T T T T T T T T T

-8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

FSH (ng/ml)

Dias a partir del comienzo del estro

7-
6
5.
4

3 Ovulacion

LH (ng/ml)

2 4
1 4

0 L e e e L e e e L p
8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Dias a partir del comienzo del estro

Figura 9: Concentraciones de FSH y LH en el plasma sanguineo periférico durante en ciclo

estral de la cerda. Adaptado de Anderson, 2002.

Tanto las células de la teca y de la granulosa de los foliculos secundarios
terminales como de los foliculos terciarios iniciales responden a las hormonas

gonadotroéficas. Si bien inicialmente las células de la granulosa expresan receptores
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para la FSH y las de la teca expresan receptores para la LH, en los foliculos terciarios
las células de la granulosa son inducidas por la FSH a expresar también receptores
para la LH. Incluso en las células del cumulus se han identificado receptores para esta
dltima hormona (Tanghe y col., 2002). En las células de la teca interna de los foliculos
terciarios la LH estimula la produccién de andrdgenos y pequefias cantidades de
estradiol. Los andrégenos o bien son secretados a los capilares o bien atraviesan la
membrana basal para alcanzar la capa de células de la granulosa. Los receptores de
las células de la granulosa interaccionan con la FSH para activar el sistema de la
enzima aromatasa, que convierte los andréogenos tecales (testosterona,
androstenediona) en estrégenos (17 B estradiol, estrona), que son secretados al fluido
folicular y los capilares. La concentracion antral de 17 3 estradiol es 1000 veces mayor
que la detectada en la circulaciébn sanguinea. La alta concentracion local de
estr6genos mantiene un ambiente favorable para la maduracion folicular. Las acciones
de la FSH y de la LH estdn mediadas por un incremento en la produccion de cAMP,
que actla como segundo mensajero intracelular (Priedkalns, 1994; Davidson y
Stabenfeldt, 1999).

La participacion de las gonadotrofinas en la reanudacion de la meiosis de los
ovocitos estaria mediada, al menos en parte, por el incremento en la produccién de
cAMP en las células del cumulus y la consecuente activacion de la MAPK. En
sistemas in vitro se comprobd la activacion de la MAPK en células del cumulus y de la
granulosa porcinas y murinas luego de la estimulacién con FSH y LH. Ademas la
induccién de la maduracién por gonadotrofinas en los COCs fue impedida al inhibir la
actividad de dicha enzima. Por lo tanto, ha sido sugerido que la induccion de la
maduracion por FSH y LH en los COCs de cerdo y raton estaria mediada por el
sistema MAPK. Ademas, se ha sugerido que la proteina quinasa C (PKC) seria la
conexién entre la estimulacién por FSH y la activacion de MAPK. Por su parte, la PKA
también mediaria la activacion de MAPK en respuesta a las gonadotrofinas en células

del cumulus y de la granulosa. Asimismo, se ha propuesto la intervencion de
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compuestos de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en la activacién
de la MAPK en respuesta a la FSH y a la LH (Fan y Sun, 2004; Liang y col., 2007;
Yamashita y col., 2009; Zhang y col., 2009).

Las células sométicas al ser estimuladas por la LH podrian utilizar dos
mecanismos diferentes para enviar un segundo mensajero al ovocito. La LH actuaria
indirectamente en las células de la teca y/o granulosa induciendo la secreciéon de un
segundo mensajero al fluido folicular o directamente sobre las células del cumulus
(Mehlmann, 2005; Mattioli y Barboni, 2000). Ante la estimulacion por la LH, las células
del cumulus reaccionan con un incremento inmediato en el nivel de calcio intracelular,
el cual difunde al ovocito a través de las uniones tipo GAP (Mattioli y col., 1998;
Mattioli y Barboni, 2000). Luego del pico de LH, dentro del ovocito se observa un
incremento transitorio en el nivel de cAMP. Este segundo mensajero podria ser
producido en las células sométicas y difundir al ovocito a través de las uniones tipo
GAP, o bien podria ser sintetizado por la adenilato ciclasa presente en el oolema en
respuesta a un factor producido por las células de la granulosa estimuladas por la LH.
La funcion del cAMP como regulador del progreso mei6tico sigue siendo controversial.
El cAMP no puede ser considerado como un inhibidor general de la maduracion, ya
que su accion es de mayor complejidad dependiendo su funcién de los niveles
alcanzados en las células del cumulus y en el ovocito, las que a su vez son reguladas
de diferente modo. Unas pocas horas luego de la exposicién a la LH, las células del
cumulus sufren una despolarizacion gradual de su potencial de membrana. Debido al
acoplamiento eléctrico con estas células el ovocito también se despolariza, pudiendo
este cambio en el potencial de membrana participar en la estimulacién de la
maduracion. Debido a la presencia de canales de calcio dependientes de voltaje en el
oolema, se produce un segundo incremento en el nivel de calcio del ovocito
aproximadamente a mitad de la maduracion (Mattioli y Barboni, 2000). Las diferentes

isoformas de adenilato ciclasa halladas en los ovocitos de roedores pueden ser
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inactivadas por calcio. Posiblemente el incremento de calcio luego de la estimulacion
por la LH sea el mecanismo de inactivacion de la enzima (Mehlmann, 2005).

Las células de la granulosa sintetizan proteinas de la familia del EGF en
respuesta a la LH. Estas proteinas son capaces de inducir la maduracion de los COCs
tan efectivamente como la LH, incluso sin la participacién de la hormona. Sin embargo
la via de sefializacion entre las células del cumulus y el ovocito es aun desconocida
para estos compuestos (Mehimann, 2005).

Los efectos de las gonadotrofinas en la maduracion de ovocitos porcinos in
vitro han sido ampliamente estudiados, sin embargo no se ha profundizado en los
efectos metabodlicos mediados por dichas hormonas en los COCs durante este
proceso. La suplementacion del medio de cultivo con FSH y LH, individualmente o en
combinacién, estimula la expansion del cumulus y mejora la maduracion nuclear de los
ovocitos. Si bien las gonadotrofinas no son indispensables para la reanudacién de la
meiosis in vitro, aceleran la ruptura de la vesicula germinal incrementando la
proporcion de ovocitos que alcanzan el estadio de metafase Il (Mattioli y col., 1991;
Marchal y col., 2001; Sun y col., 2001; Schoevers y col., 2003; Algriany y col., 2004).
La adicion de FSH y LH al medio de cultivo también mejora la maduracion
citoplasmética. Se estimula la migracion de los granulos corticales, la actividad de
MAPK vy se incrementa la habilidad de desarrollo hasta blastocisto (Sun y col., 2001).
La adicidon al medio de cultivo de LH individualmente puede inducir la maduracién
citoplasmatica, hecho que se ve reflejado en una mayor capacidad de lo ovocitos de
formar pronucleos (Mattioli y col., 1991). De igual modo, la FSH individualmente tiene
efecto estimulador en la maduracion citoplasmatica de los ovocitos porcinos,
aumentando el porcentaje de clivaje y mejorando la competencia de los embriones
para desarrollar hasta el estadio de blastocisto (Schoevers y col., 2003).

La informacion acerca de los requerimientos del ovocito para alcanzar una
adecuada maduracion in vitro y particularmente en lo que se refiere a los cambios

metabdlicos es insuficiente. El citoplasma del ovocito es el que debe proporcionar la
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maquinaria metabodlica necesaria para la producciéon de energia requerida para la
funcion celular durante la maduracion y posterior fecundacion y desarrollo temprano
del embrién. La fisiologia del cigoto y del embrién en los primeros estadios de division

es considerada como una extension de la correspondiente al ovocito (Gardner, 1998).

Metabolismo

Las reacciones quimicas que tienen lugar en el seno de los tejidos constituyen
en conjunto el metabolismo. Se utiliza la denominacion metabolismo intermedio para
designar las transformaciones quimicas que ocurren dentro de las células. El
metabolismo intermedio abarca procesos de naturaleza muy variada. Muchos de ellos
contribuyen a la degradacion de sustancias y llevan, en su mayoria, a la produccién
final de energia y desechos, mientras que otras reacciones aprovechan esta energia
para realizar la sintesis de las estructuras componentes del organismo o de los
productos necesarios para su funcionamiento. Los procesos degradativos
corresponden al catabolismo y los procesos de biosintesis al anabolismo. En términos
generales, el catabolismo tiene naturaleza oxidativa, mientras que el anabolismo es
reductivo. En ambos se utilizan coenzimas como dadores o aceptores de hidrégenos,
pero mientras en los procesos catabolicos el NAD es el principal agente de
transferencia de equivalentes de reduccién, en el anabolismo el NADPH es el
proveedor de hidroégenos para la sintesis. El catabolismo comprende reacciones cuya
resultante energética final es exergonica, requiere ADP, el cual se fosforila con
produccion neta de ATP. En cambio, el anabolismo comprende transformaciones
endergonicas que utilizan ATP como principal fuente de energia y producen ADP y Pi.

Generalmente las transformaciones metabdlicas, tanto de degradacién como
de sintesis, se realizan a través de series de reacciones catalizadas por enzimas y
ordenadas en una secuencia definida. Cada una de esas series de reacciones que

llevan a la conversion de un sustrato inicial en un determinado producto final
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corresponde a lo que se denomina una via metabdlica. El funcionamiento de las
multiples vias metabdlicas existentes en una célula exige una delicada regulacion.
Como la mayoria de las reacciones quimicas en la célula son catalizadas por enzimas,
el control de la actividad enzimatica puede regular eficazmente los procesos
metabdlicos. En casi todas las vias metabdlicas existe una o0 mas enzimas que actdan
como reguladores del flujo de sustratos y productos, ajustandolos a las necesidades
de la célula. Estas enzimas reguladoras aumentan o disminuyen su actividad en
respuesta a determinadas sefales. Por esta razén, en Ultima instancia la regulacion es
producida modulando la velocidad de reacciones especificas. La velocidad a la cual
cursa una determinada reaccién depende tanto de la cantidad absoluta de enzima
presente, como de la eficiencia catalitica de la misma. La cantidad absoluta de enzima
presente en una célula depende de la relacién entre la velocidad de su sintesis y de su
degradacion. Cuando ambos procesos se mantienen mas 0 menos constantes la
cantidad de enzima permanece estable, este es el caso de las enzimas constitutivas.
En cambio, para las enzimas inducibles, la sintesis se activa o deprime de acuerdo
con los requerimientos de la célula. La induccién comprende sintesis de novo de la
enzima y en general es activada por hormonas. Los mecanismos de regulacion de la
eficiencia catalitica de las enzimas comprenden fundamentalmente dos mecanismos,
la regulacion alostérica y la regulacién por modificacion covalente. En el primer caso,
sustancias de bajo peso molecular actiian como efectores que se unen a la enzima en
un sitio alostérico, produciendo cambios en la afinidad por el sustrato. Cuando
aumentan la afinidad se dice que son efectores positivos, en cambio cuando
disminuyen la afinidad se trata de efectores negativos. En el caso de la modificacion
covalente, se produce la adicién o sustraccion de grupos unidos covalentemente a la
molécula de enzima. En general el grupo fosfato se une al hidroxilo de residuos de
serina en la molécula de enzima, lo que promueve o detiene su actividad catalitica

(Newshome y Crabtree, 1981; Clarenburg, 1992a; York, 2002; Nelson y Cox, 2005a).
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Metabolismo de hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son las moléculas fundamentales de provision
energética en la mayoria de los seres vivos, aunque ademas forman parte de diversas
estructuras de las células. La fuente principal de energia para los mamiferos y otros
vertebrados es el monosacéarido glucosa, que es la forma en que el azlcar se
transporta generalmente en la circulacion de los animales (Curtis y Barnes, 2000b).
Otros monosacaridos como la fructosa y la galactosa pueden también ser utilizados
para obtener energia luego de integrarse al metabolismo de la glucosa (Nelson y Cox,
2005c).

La principal funcion de la glucosa en el organismo es la de servir como
combustible de las células; su oxidacién produce energia utilizable para la realizacién
de trabajo. Sin embargo, también puede ser utilizada como materia prima para la
sintesis de algunos compuestos. La principal via del catabolismo de la glucosa es la
glucdlisis o via de Embden-Meyerhof. En el curso de esta via, una molécula de
glucosa es desdoblada en dos de piruvato. Las transformaciones quimicas de la
glucdlisis comprenden cambios en la molécula del sustrato original que determinan la
produccion de metabolitos ricos en energia, utilizables para la sintesis de ATP. Esta
capacidad de generar ATP por mecanismos de fosforilacion a nivel de sustrato, que no
requieren la participacién del oxigeno ni de la cadena respiratoria mitocondrial, otorga
la importancia fisiolégica a la via. En presencia de oxigeno, el piruvato formado
durante la glucdlisis sufre un proceso de oxidacion total hasta CO, y H,O, mediante la
descarboxilacion del piruvato, el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. En
condiciones de anaerobiosis, la enzima lactato deshidrogenasa cataliza la reduccién
de piruvato a lactato utilizando NADH como coenzima, en una reaccion reversible. La
importancia funcional de la reaccion radica en la reoxidacion de la coenzima reducida

en la reaccion catalizada por la gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa, ya que sin
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producciéon de lactato la glucdlisis se detendria una vez que el NAD existente en el
citosol se hubiese reducido completamente (Harris, 2002; Nelson y Cox, 2005c).

La enzima fosfofructoquinasa 1 es la principal enzima reguladora de la
glucdlisis. Su actividad responde a la carga energética de la célula a través de
diferentes efectores alostéricos. Es una enzima de sintesis inducible, que tiene como
efectores alostéricos positivos al AMP, ADP y fructosa 2,6-bisfosfato y como efectores
negativos al citrato y al ATP a altas concentraciones. De su actividad depende en
parte la actividad de las otras enzimas reguladoras de la via como la hexoquinasa y la
piruvato quinasa, ya que modula la concentracion de sus respectivos efectores. La
hexoquinasa tiene alta afinidad por la glucosa, por lo que actla a velocidad maxima a
la concentracién presente en los fluidos del organismo (5,5 mM), pero es inhibida por
la acumulacién de su producto, la glucosa 6-fosfato. Por su parte, la piruvato quinasa
responde también a la carga energética de la célula, siendo inhibida por ATP vy
activada por ADP. Ademas, la actividad de la piruvato quinasa es deprimida por acetil-
CoA y alanina y estimulada por fructosa 1,6-bisfosfato (Schirmer y Evans, 1990;
Nelson y Cox, 2005d). El fluoruro de sodio (NaF) es un potente inhibidor la enzima
enolasa. Esta enzima participa en la Ultima etapa de la via glucolitica. El ion fluoruro
forma un complejo con el Mg®* y el Pi, el cual es responsable de la inhibicion
competitiva de la enzima al interferir con la union del sustrato (Cimasoni, 1972; Harris,
2002).

Aunque la glucdlisis y el ciclo de Krebs son las principales vias catabdlicas de
la glucosa, existen en las células vias alternativas para producir metabolitos Utiles a
partir de la hexosa. Una de estas vias, de gran interés por ser la principal fuente de
NADPH, es la via de las pentosas fosfato. El NADPH producido en la via cede sus
hidrégenos para ser utilizados en distintos procesos de sintesis. Algunos ejemplos son
la sintesis de acidos grasos, esteroides, glutation reducido (GSH) o aminoacidos a
través de la glutamato deshidrogenasa. Otra funcion importante de la via es la de

producir ribosa 5-fosfato, uno de los intermediarios utilizados para la sintesis de
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nucleétidos y &cidos nucleicos. La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa regula la
velocidad de la via, es una enzima inducible y su actividad depende de la relacion
NADPH/NADP en la célula (Wood, 1986; Clarenburg, 1992b; Harris, 2002; Nelson y
Cox, 2005c).

Otra alternativa en la que la glucosa puede ser utilizada es la via de las
hexosaminas o aminoazucares. En el metabolismo de las hexosaminas se forman una
variedad de compuestos necesarios para la sintesis de glicosaminoglicanos vy
proteoglicanos. Estos son componentes predominantes de la matriz extracelular y la
superficie de la célula que participan en diversos procesos bioldgicos como la
adhesion y sefializaciéon celular. Uno de los glicosaminoglicanos es el acido
hialurénico, el cual esta formado por la repeticion de un disacérido compuesto por N-
acetilglucosamina y acido glucorunico. (Scwartz, 2002; Mayes y Bender, 2004; Murray
y Keeley, 2004).

Ciertos productos derivados de la glucosa pueden servir también para sintetizar
lipidos o esqueletos carbonados de aminoacidos, lo que indica la intima relacion
existente entre los diversos procesos metabdlicos (Schwartz, 2002; Nelson y Cox,

2005c).

Metabolismo de aminoacidos

A diferencia de los azucares y las grasas, que sirven principalmente como
fuentes de energia y pueden ser almacenados en las células, los compuestos
nitrogenados resultan indispensables para la sintesis de estructuras celulares o de
compuestos con actividad biologica y no son pasibles de almacenamiento. Si bien los
amino&cidos pueden ser utilizados para la produccion de energia, esta funcién suele
ser secundaria. En cambio, la participacion en la sintesis de componentes celulares,

de hormonas y de otras sustancias esenciales es una funcion insustituible. El destino
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mas importante de los aminoacidos es su incorporacion a cadenas polipeptidicas
durante la biosintesis de proteinas especificas, con un fin plastico o estructural. Las
proteinas celulares estan en continua renovacion, es decir, se produce la completa
degradaciéon a aminoacidos y resintesis de toda la molécula. En segundo lugar,
muchos aminoacidos pueden sufrir diversas transformaciones y ser utilizados para la
sintesis de compuestos nitrogenados no proteicos con funciones especificas de
importancia fisiologica. Finalmente, los aminoacidos en exceso, como no pueden ser
almacenados, suelen degradarse para su utilizacion con fines energéticos. En este
caso se produce la pérdida de la funciébn amina, lo cual deja libre el esqueleto
carbonado y el grupo nitrogenado se desprende como amoniaco (NHs). A través de
reacciones de transferencia (transaminacion) y de separacion del grupo amino
(desaminacion), éste queda libre formando NHs;. Las cadenas carbonadas siguen
diferentes rutas que las llevan a oxidarse completamente hasta CO, y H,O y producir
energia en el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria, o alternativamente dichas
cadenas pueden ser derivadas a diferentes vias de sintesis (Coomes, 2002; Nelson y

Cox, 2005b; 2005e).

Metabolismo de lipidos

Los triacilglicéridos constituyen la mayor parte de los lipidos que se almacenan
como depdsitos grasos en el organismo y representan el principal material de reserva
energética. Estos compuestos son hidrolizados por lipasas como primer paso de su
catabolismo y los &cidos grasos resultantes pueden ser oxidados en las mitocondrias
mediante la B-oxidacion, ciclo de Krebs y cadena respiratoria para la obtencion de
energia en forma de ATP. Las lipasas son enzimas bastante inespecificas y su

actividad puede ser regulada por induccién de su sintesis y/o por modificacion
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covalente, siendo activadas mediante su fosforilacion (Khoo y Steinberg, 1981,
Torngvist y Belfrage, 1981; Clarenburg, 1992c).

Como material de reserva energética las grasas poseen ventajas sobre los
hidratos de carbono y las proteinas, ya que su valor cal6rico es mas del doble (9 kcal/g
para las grasas y aproximadamente 4 kcal/g para los hidratos de carbono y proteinas).

Los restos acetil-CoA procedentes de la B-oxidacion de acidos grasos y de la
degradacion de la glucosa o cadenas carbonadas de algunos aminoacidos, pueden
utilizarse para sintetizar nuevos acidos grasos. Ellos son incorporados al glicerol activo
para formar acilgliceroles, los cuales son almacenados en los depdsitos grasos

(McGarry, 2002; Nelson y Cox, 2005f).

Oxidaciones biologicas y produccion de especies reactivas del
oxigeno

La respiracién puede ser definida como el proceso por el cual las células
aerdbicas obtienen energia, en forma de ATP, a partir de la oxidaciéon de moléculas
combustibles por accion del oxigeno (Mayes, 1994). Gran parte de los sustratos que
se oxidan en el organismo sufren procesos de deshidrogenacion. Los hidrégenos
sustraidos al sustrato han de unirse finalmente al oxigeno molecular para formar agua:

O,+4H"+4e - 2H,0

Las reacciones de deshidrogenacién son catalizadas por deshidrogenasas
especificas para cada sustrato; los hidrégenos suelen ser captados por coenzimas que
pueden ser un nucleétido de nicotinamida (NAD o NADP) o una flavina (FAD).

Los equivalentes de reduccién producidos en el ciclo de Krebs o en otras vias
metabdlicas son finalmente cedidos a la cadena respiratoria mitocondrial con la
consecuente reduccion del oxigeno a agua. Este proceso exergbdnico que transcurre

con disminucion de energia libre hace que el potencial de transferencia de electrones

53



sea convertido en potencial de transferencia de fosforilos para la sintesis de ATP
(fosforilacion oxidativa) (Beattie, 2002; Nelson y Cox, 2005g; 2005h).

En la cadena respiratoria se produce la reduccion de una molécula de oxigeno
por la cesion de cuatro electrones (0%),. El problema de la convergencia simultanea
de cuatro electrones a la molécula de oxigeno es de gran importancia, pues si la
reduccién del mismo no es completa se forman especies reactivas del oxigeno (ROS).
El término ROS incluye a varios compuestos, entre ellos al peréxido de hidrogeno
(H,0,) vy los radicales libres' anién superoxido (O,e-), hidroxilo (HO+) y éxido nitrico
(NO-) (Matés, 2000).

La produccion de ROS es un proceso normal que ocurre en las células cuando
hay un desvio de electrones al oxigeno durante las reacciones de transferencia de
electrones en la cadena respiratoria mitocondrial, en otros sistemas de transferencia
de electrones mitocondriales y microsomales o por accién de determinadas enzimas
como la NADPH-oxidasa, xantinaoxidasa y L-aminoacido oxidasa.

Las ROS son en general consideradas perjudiciales para las células, ya que su
naturaleza altamente reactiva les da la propiedad de reaccionar con diversos
componentes celulares, como lipidos, proteinas y ADN, alterando su normal
funcionamiento. El radical hidroxilo es mucho mas reactivo que el H,O,y el O,e- Yy, por
lo tanto, mas toxico. Se cree que la toxicidad del O,»- y el H,O, se debe a su
capacidad de generar radical hidroxilo. El peréxido de hidrégeno, aunque no es un
radical libre, puede generar radical hidroxilo en presencia de Fe”* u otro metal de
transicion, por la llamada reaccién de Fenton:

Fe® + H,0, — Fe** + HO™ + HO-

La accion toxica principal del anion superéxido probablemente sea ejercida a
través del radical hidroxilo formado en la reaccion de Haber-Weiss:

02" + H202 + H+ — 02 + HQO + HO'

! Radical libre: ion o grupo neutro de 4tomos que posee uno mas electrones no apareados.
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Para prevenir tal efecto deletéreo existen en las células sistemas enzimaticos y
no enzimaticos encargados de remover las ROS (Matés, 2000; Cadenas y Davies,
2000; Schrader y Fahimi, 2004). El anion superéxido es eliminado en una reaccion
catalizada por la enzima superéxido dismutasa, la cesién de un electrén de un anion
superéxido a otro corresponde a las llamadas reacciones de dismutacion. La
descomposicién del peréxido de hidrégeno es catalizada por la enzima catalasa. La
glutatiobn peroxidasa es una enzima que cataliza la reduccion de hidroperoxidos
organicos y de perdxido de hidrégeno en reacciones en las que participa el GSH. El
glutation oxidado (GSSG) es reducido por accion de la glutation reductasa, enzima que
utiliza NADPH como dador de equivalentes de reduccién. Las peroxirredoxinas son
una familia de proteinas encargadas de eliminar los peréxidos, con una gran
efectividad para eliminar el peréxido de hidrégeno (Cox y col., 2009).

Una importante funcion protectora contra las ROS es ejercida también por
compuestos como a-tocoferol o vitamina E, B-carotenos o provitaminas A, acido
ascorbico o vitamina C, ubiquinol, GSH, entre otros (Beattie, 2002; Nelson y Cox,
2005g; 2005h, Gruszka y col., 2008).

Al estudiar los efectos nocivos de las ROS, en ciencias biolégicas ha sido
frecuentemente utilizado el concepto de estrés oxidativo, el cual se define como un
aumento de los oxidantes o una disminucién de los antioxidantes en las células,
generandose una situacion en la que las ROS se incrementan superando los valores
fisioldégicos (Gonzales Flecha y col., 1993; Sikka, 2001). Sin embargo, en los ultimos
afios se ha observado que a concentraciones fisiolégicas las ROS participan en
mecanismos de sefializacién intracelular, siendo el O,e-, el H,O, y el NO+ consideradas
las especies mas importantes involucradas en dichos procesos (Lowenstein y col.,
1994; Aitken y col., 1995; Kamata y Hirata, 1999; Hancock y col., 2001; Pfeilschifter y

col., 2001).
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Hipétesis
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El resultado subdptimo de la produccion de embriones porcinos in vitro se debe
en gran parte al desconocimiento de las variables involucradas en el control de la
maduracién del ovocito. Los cambios morfolégicos han sido utilizados en forma
rutinaria para evaluar el seguimiento de la maduracion in vitro, sin embargo en la
actualidad se ha establecido la importancia de los cambios bioquimicos como
marcadores potenciales del proceso.

El estudio del metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y aminoacidos
contribuird a dilucidar el perfil metabdlico de los COCs porcinos durante la maduracion
in vitro. La glucdlisis es la via metabdlica basica de obtencién de energia de las
células, la determinacion de su actividad en los COCs es fundamental en el estudio de
su perfil metabdlico. El ovocito porcino presenta gran cantidad de gotas lipidicas en el
citoplasma, posiblemente su catabolismo se produzca durante la maduracién. Los
aminoacidos son utilizados como sustrato tanto de la sintesis proteica como del
metabolismo energético, la identificacién de su destino es esencial para establecer el
patron metabdlico de los COCs.

Se ha demostrado que la maduracién meidtica en los ovocitos de conejo y de
bovino puede ocurrir in vitro en ausencia de gonadotrofinas, sin embargo la falta de
estimulacion hormonal compromete la maduracién nuclear y citoplasmatica del ovocito
porcino. Se ha observado en roedores, humanos y bovinos que las gonadotrofinas
regulan la actividad metabdlica de los COCs, controlando la actividad de diferentes

vias involucradas en la maduracion del ovocito. Las gonadotrofinas podrian en parte
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estar regulando diferentes vias metabdlicas implicadas en la maduracion de ovocitos
en el porcino.

El metabolismo oxidativo implica la potencial produccion de ROS. Las altas
tensiones de oxigeno de los sistemas in vitro podrian incrementar la produccion de
ROS vy alterar el funcionamiento del ovocito durante la maduracion. Compuestos
antioxidantes han probado ser beneficiosos en mejorar la competencia de maduracion
y de desarrollo embrionario de los ovocitos porcinos. Sin embargo no hay estudios que
hayan determinado si las condiciones de maduracién in vitro son causa de estrés
oxidativo para los COCs. La determinacién de la produccién de ROS durante la
maduracién de ovocitos porcinos in vitro permitirAd establecer la variaciébn de sus
niveles y asi controlar su produccién para optimizar el proceso.

La produccién de embriones in vitro de cualquier especie necesita protocolos
especificos basados en sus requerimientos particulares. La comprension de los
cambios citoplasméticos involucrados en el metabolismo de los COCs conducira a
establecer condiciones mas favorables para la maduracion de ovocitos porcinos in

vitro.
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Objetivos
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General

Estudiar el perfil metabdlico de los COCs porcinos durante la maduracion in vitro.

Particulares

* Establecer la calidad de los ovocitos porcinos inmaduros obtenidos a partir de ovarios

de cerdas de faena.

« Evaluar la maduracion in vitro en las diferentes categorias de COCs.

» Determinar el perfil metabdlico durante la maduracién in vitro de aquellas categorias

de COCs consideradas morfolégicamente aptas para madurar, estudiando:

-El metabolismo de los hidratos de carbono (glucdlisis).

-El metabolismo de aminoéacidos.

-El metabolismo de los lipidos (lipdlisis).

* Analizar la injerencia de las gonadotrofinas en los patrones metabdlicos estudiados.

» Evaluar la posible variacion en la producciéon de ROS durante la maduracion como

indicador de estrés oxidativo.

+ Correlacionar los patrones metabdlicos estudiados con la fecundacion in vitro como

método de evaluacién de la maduracién citoplasmatica.
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Materiales y métodos generales
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Materiales

Todos los quimicos y reactivos utilizados fueron suministrados por Sigma

Chemical Company (St. Louis, MO, USA), salvo aquellos con aclaracién particular.

Recoleccion y clasificacion de los COCs inmaduros

Los ovarios provenientes de cerdas de faena fueron transportados hasta el
laboratorio en termos (28 - 33°C) y lavados en solucion fisioldgica adicionada con
penicilina 10.000 Ul % (m/v) y estreptomicina 10 mg % (m/v). Los COCs inmaduros se
obtuvieron por aspiracién de foliculos antrales (3 - 8 mm) utilizando una jeringa de 10
ml con aguja 18 g y se clasificaron morfolégicamente bajo lupa estereoscépica de

acuerdo a las caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito:

Clase A;: ovocitos rodeados por un cumulus integro y oscuro.

Clase A,: ovocitos rodeados por un cumulus integro y claro.

Clase B;: ovocitos rodeados solo por la corona radiata.

Clase B,: ovocitos parcialmente desnudos con pocas células del cumulus
remanentes.

Clase C: ovocitos totalmente desnudos.

Clase D: ovacitos rodeados por un cumulus con células picnéticas.

Denudacion de los ovocitos

La denudacion de los ovocitos inmaduros fue realizada por agitacién con vortex

durante 1 minuto en solucion reguladora de fosfatos (PBS) con albumina sérica bovina
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(BSA) 0,3 % (m/v) a 37°C. Luego, los ovocitos fueron separados de las células del
cumulus mediante recoleccion con pipeta Pasteur.
Los COCs madurados se incubaron en hialuronidasa 0,1 % (m/v) en PBS

durante 5 minutos a 37°C y luego los ovocitos se denudaron con pipeta Pasteur fina.

Maduracion de los ovocitos in vitro

Los COCs fueron madurados en medio 199 (sales Earle, L-glutamina, 2,2 mg/|
bicarbonato de sodio, GIBCO, Grand Island, NY, USA) con 50 ug/ml de sulfato de
gentamicina, 10 % (v/v) de suero fetal bovino (GIBCO), 0,57 mM de cisteina, 0,5 pg/ml
de FSH porcina (Folltropin-V, Bioniche, Belleville, Ontario, Canada) y 0,5 pg/ml de LH
porcina (Lutropin-V, Bioniche), bajo aceite mineral a 39°C, 5 % CO, en aire y 100 % de
humedad durante 48 hs. (Abeydeera y col., 2001).

El nimero de COCs madurados en las diferentes experiencias fue la cantidad

minima suficiente para la sensibilidad de la medicién de cada método.

Fecundacion in vitro

La fecundacion in vitro se realizo utilizando semen fresco de un verraco de raza
Yorkshire de probada fertilidad. La fraccién rica en espermatozoides del eyaculado fue
obtenida por la técnica de mano enguantada (Hancock y Hovell, 1959). Los
espermatozoides fueron lavados en medio PBS con 0,3 % (m/v) de seroalbumina
bovina (BSA) dos veces por centrifugacion a 400 x g durante 5 minutos y
resuspendidos en medio de fecundacién Tris-buffer modificado (TBMm). EI TBMm
consistié en NaCl 113,1 mM, KCI 3 mM, CaCl, 10 mM, Tris 20 mM, glucosa 11 mM,
piruvato de sodio 5 mM, BSA 0,4 % (m/v), cafeina 2,5 mM y sulfato de gentamicina 50

ug/ml (Abeydeera y Day, 1997). La suspension de espermatozoides fue filtrada por

63



gravedad en columna de lana de vidrio (20 mg de lana de vidrio en 10 mm de altura y
4 mm de didmetro) recuperando la fraccion rica en espermatozoides vivos (Pereira y
col., 2000).

Los COCs madurados fueron denudados con pipeta Pasteur fina, colocados en
el medio de fecundacién y luego inseminados a una concentracion final de 5 x 10°
espermatozoides motiles/ml. Los gametos fueron coincubados bajo aceite mineral a
39°C, 5 % de CO; en aire y 100 % de humedad durante 18 hs. Para evaluar
partenogénesis el 10 % de los ovocitos en cada repeticion fueron sometidos al

procedimiento de fecundacion sin ser expuestos a espermatozoides.

Evaluacion de la maduracion meiodtica

Los ovocitos madurados fueron denudados, incubados en una solucién
hipoténica de citrato de sodio 1 % (m/v) durante 15 minutos a 37°C en ambiente
humidificado, fijados sobre un portaobjetos con fijador de Carnoy (etanol:acido acético
3:1) y tefiidos con Giemsa (Merck, Darmstadt, Germany) 5 % (v/v) durante 15 minutos
a temperatura ambiente. La maduracion meiética se determiné evaluando la presencia
de la placa cromosémica en metafase Il bajo microscopio 6ptico a 125 x y 400 X

(Cetica y col., 1999a).

Evaluacion de la maduracidén citoplasmatica

La maduracion citoplasmatica se evaluo luego de las 18 hs. de coincubacion de
los gametos. El exceso de espermatozoides fue removido con pipeta Pasteur fina, los
ovocitos presuntamente fecundados fueron fijados sobre un portaobjetos con fijador de
Carnoy (etanol:4cido acético 3:1) durante al menos 24 hs., teflidos con Hoechst 33342

10 pg/ml en agua destilada durante 15 minutos a temperatura ambiente y finalmente
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observados bajo microscopio de epifluorescencia (filtro de 410 nm) a 250 x y 400 x. Se
consideraron ovocitos citoplasmaticamente maduros cuando pudo identificarse la

presencia de una 0 mas cabezas espermaticas descondensadas y/o pronucleos.

Analisis estadistico

Los datos no paramétricos se expresaron en porcentajes y los datos
paramétricos como media + SEM (error estandar de la media). La prueba utilizada
para las comparaciones estadisticas se especificd en cada caso particular en el disefio

del experimento. Un p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Capitulo 1

Evaluacion de la calidad de los ovocitos
inmaduros y su competencia de maduracion
in vitro

66



Introduccion

Las técnicas de produccion de embriones in vitro se han desarrollado durante
afos en las diferentes especies de animales domésticos, alcanzando embriones
viables y hasta nacimientos exitosos (Brackett y col., 1982; Eyestone y First, 1989;
Yoshida y col., 1993; Thompson y col., 1995; Machaty y col., 1998; Kikuchi y col.,
1999). Sin embargo, los sistemas de produccién de embriones in vitro han alcanzado
mayores porcentajes de blastocistos en las especies bovina y ovina (Sutton-McDowall
y col., 2006; Gutnisky y col., 2007; Garcia-Garcia y col., 2007; Zhu y col., 2007) que en
la especie porcina (Kikuchi y col., 2002b; Schoevers y col., 2003).

La maduracién del ovocito es uno de los pasos cruciales de los sistemas de
produccién de embriones porcinos in vitro. Si bien la maduracion de ovocitos porcinos
in vitro ha sido en gran parte estudiada, la calidad de los ovocitos inmaduros no ha
sido suficientemente evaluada. La calidad del ovocito se adquiere progresivamente
durante el crecimiento del gameto en el foliculo ovarico, repercutiendo en la
maduracion del ovocito in vitro, el desarrollo embrionario in vitro, el establecimiento y
mantencién de la prefiez y el desarrollo fetal (Krisher y col., 2007).

El tamafio del ovocito ha sido el factor mas utilizado para evaluar la calidad del
ovocito inmaduro en los sistemas de maduracion in vitro en el porcino (Motlik y Fulka,
1986; Homa y col., 1988; Ikeda y Takahashi, 2003). Por otro lado, el diametro folicular
ha sido asociado con la calidad del ovocito, siendo generalmente aceptado que el
tamafio folicular se relaciona tanto con la maduracion nuclear y citoplasmética como
con el potencial de desarrollo embrionario (Motlik y col., 1984; Sun y col., 2001,
Marchal y col., 2002). Si bien estos parametros de evaluacion han mostrado buena
asociacion con la calidad del ovocito inmaduro, no son utilizados en forma rutinaria en

los programas de maduracion in vitro debido a la complejidad practica que
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representan. Contrariamente, la seleccion de ovocitos inmaduros segun las
caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito es utilizada habitualmente para la
maduracion in vitro debido a que se realiza facil y rapidamente.

Para la adquisicion de la competencia de desarrollo in vitro del ovocito es
esencial la asistencia de las células foliculares. Es generalmente aceptado que las
células del cumulus sustentan tanto la maduracion del ovocito hasta el estadio de
metafase I como la maduracion citoplasmatica requerida para el desarrollo
posfecundacién del gameto. Si bien los ovocitos rodeados por varias capas de células
del cumulus son utilizados de rutina en los protocolos de maduracion in vitro, los
criterios de seleccién de los COCs varian ampliamente entre autores (Wang y col.,
1997; Gandhiy col., 2001; Qian y col., 2003; Algriany y col., 2004; Stokes y col., 2005).
Por lo tanto, la asociacion entre la calidad del ovocito inmaduro y las caracteristicas
del COC resulta variable segun el criterio utilizado.

En el bovino ha sido observado que las caracteristicas morfologicas del COC
estan relacionadas con el estadio nuclear de los ovocitos inmaduros y con la
competencia de maduracion (Cetica y col.,, 1999a). En este capitulo se presenta la
evaluacion de la calidad del ovocito porcino inmaduro y su competencia de
maduracién en relacion a las caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito, para

luego poder seleccionar los ovocitos mas adecuados para ser madurados in vitro.

Materiales y métodos

Evaluacion de la vitalidad de los ovocitos inmaduros

Los ovocitos inmaduros fueron denudados y luego incubados en una solucion

de Azul Tripan 0,25 % (m/v) y fluorocromo diacetato de fluoresceina (FDA) 0,25 ug%
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(m/v) en PBS durante 10 minutos a 37°C en ambiente humidificado. Luego de ser
lavados en PBS fueron observados bajo microscopio 6ptico a 125 X, los ovocitos
muertos presentan color azul, a diferencia de los vivos que no adquieren la coloracién
debido a la integridad de la membrana plasmatica (Foto 2). Por microscopia de
epifluorescencia (filtro de 510 nm) a 125 x, los ovocitos vivos presentan fluorescencia
verde debido a la presencia de esterasas intracelulares activas, mientras que los

muertos no presentan fluorescencia (Hoppe y Bavister, 1984) (Foto 2).

Evaluacion del estadio nuclear de los ovocitos inmaduros

Los ovocitos inmaduros fueron denudados y centrifugados a 8200 x g durante
30 minutos para polarizar los lipidos. Luego fueron incubados en fluorocromo Hoechst
33342 0,5 mg % (m/v) en PBS durante 30 minutos a 37°C en ambiente humidificado y
lavados en PBS. Se evalu6 la presencia de vesicula germinal bajo microscopio de
epifluorescencia (filtro de 410 nm) (Luttmer y Longo, 1986) y contraste interferencial-
diferencial (DIC) segun Nomarsky a 125 x, 250 x y 400 x (Foto 3).

Para evaluar la asociacion entre la vitalidad y el estadio nuclear, los ovocitos
denudados fueron incubados simultdneamente con los fluorocromos diacetato de
fluoresceina y Hoechst 33342 durante 30 minutos a 37°C, lavados y evaluados como

se describid previamente.

Maduracion de los ovocitos in vitro

Se utilizaron las condiciones de maduracion detalladas en la seccién general
con las particularidades descriptas a continuacion. Para estudiar la maduracion
meidtica y citoplasmatica se maduraron 50 COCs en hoyos de 500 pul. Para evaluar el

namero de células del cumulus fue necesario madurar 15 COCs en gotas de 150 pl.
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En la experiencia en que se evalu6 el efecto de las gonadotrofinas fue utilizado como

control el mismo medio de maduracion sin el agregado de FSH y LH.

Evaluacion de la maduracioén in vitro

Para evaluar la maduracion in vitro de los ovocitos fueron considerados varios
parametros, tales como el grado de expansion del cumulus, la maduraciéon nuclear
(extrusion del primer corpusculo polar y presencia de la placa cromosémica en
metafase II) y la maduracion citoplasmética (descondensacion de cabezas
espermaticas y formacion de pronucleos).

El grado de expansion del cumulus en los COCs madurados solo pudo ser
evaluado en las clases A; y A, se realiz6 bajo lupa estereoscépica segun las
caracteristicas morfolégicas del cumulus que rodea al ovocito (Foto 8):

- Expansion total: cumulus claro y ampliamente expandido con células
separadas por un abundante material intercelular elastico.

- Expansion parcial: cumulus oscuro y compacto con escaso material
intercelular.

- Denudacion parcial espontanea: ovocitos con pérdida parcial de células del
cumulus y con restos de cumulus oscuro y compacto.

Para determinar la relacion entre la expansién del cumulus y la maduracién de
los ovocitos, los COCs fueron separados de acuerdo al tipo de expansion que
presentaron y divididos en dos grupos para evaluar la maduracion nuclear vy
citoplasmaética.

Para evaluar la extrusion del primer corpusculo polar los ovocitos madurados
fueron denudados y observados bajo lupa estereoscoOpica a 40 X y microscopio
invertido a 400 x determinando la presencia del primer corpusculo polar en el espacio

perivitelino (Foto 4).
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La maduracion meidtica se confirmd evaluando la presencia de la placa
cromosémica en metafase Il bajo microscopio éptico a 125 x y 400 x (Foto 5).

La maduracion citoplasmatica se evalud, luego del procedimiento de
fecundacion, por la presencia de una o mas cabezas espermaticas descondensadas
y/o pronucleos en el ovocito bajo microscopio de epifluorescencia (filtro de 410 nm) a

250 xy 400 x (Fotos 6y 7).

Determinacion del numero de células del cumulus

Los COCs inmaduros y madurados in vitro, fueron individualmente agitados con
vortex a 37°C durante 10 minutos en una solucién de hialuronidasa 0,1 % (m/v) y
albumina sérica bovina (BSA) 0,3 % (m/v) en solucion reguladora de fosfatos (PBS).
Luego la misma solucién fue suplementada con tripsina 0,25 % (m/v) y EDTA 0,38 %
(m/v) y agitada con vortex a 37°C durante 10 minutos. Finalmente se calculd la
concentracion de la suspension de células obtenida realizando conteo en Camara de

Neubauer.

Disefio de experimentos y analisis estadistico

Experimento 1: Para establecer la distribucion de COCs inmaduros obtenidos

de ovarios de faena, se determind la cantidad de COCs inmaduros recuperados de las
distintas clases segln las caracteristicas propuestas. Las comparaciones estadisticas
fueron realizadas por la prueba de Kruskal-Wallis.

Experimento 2: Para determinar el porcentaje de ovocitos inmaduros vivos en

las distintas clases de COCs, los ovocitos provenientes de las clases Aj, A, B;, Boy D
fueron denudados (los provenientes de la clase C estan desnudos al ser recuperados),

coloreados con Azul Tripan y fluorocromo FDA y observados bajo microscopio optico y
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de epifluorescencia. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba
de homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 3: Para evaluar el estadio nuclear de los ovocitos inmaduros en

las distintas clases de COCs, los ovocitos provenientes de las clases A;, A, B;, B,y D
fueron denudados (los provenientes de la clase C estan desnudos al ser recuperados),
centrifugados para polarizar los lipidos, coloreados con fluorocromo Hoechst 33342 y
observados bajo microscopio de epifluorescencia y DIC. Las comparaciones
estadisticas fueron realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 4: Para analizar la asociacion entre la vitalidad y el estadio nuclear
de los ovocitos inmaduros en las distintas clases de COCs, los ovocitos provenientes
de las clases A, A,, By, B, y D fueron denudados (los provenientes de la clase C estan
desnudos al ser recuperados), centrifugados para polarizar los lipidos, coloreados
simultdneamente con los fluorocromos FDA y Hoechst 33342 y observados bajo
microscopio de epifluorescencia y DIC. Las comparaciones estadisticas de los
resultados presentados en las figuras 13 y 14 fueron realizadas por las pruebas de
independencia y homogeneidad de Chi-cuadrado, respectivamente.

Experimento 5: Para estudiar la competencia de maduraciéon nuclear en las

distintas clases de COCs (prueba de homogeneidad) y la asociacion entre la presencia
del primer corpusculo polar y la placa cromosémica en metafase Il (prueba de
independencia), los COCs de las clases A, A,, B1, B,, C y D fueron madurados en
forma separada y luego la maduracion se evalu6 con ambos criterios en el mismo
ovocito en forma secuencial. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por las
respectivas pruebas de Chi-cuadrado.

Experimento 6: Para evaluar la relacién entre la calidad del ovocito inmaduro y
su competencia de maduracion in vitro, la misma muestra de COCs inmaduros de las
clases A;, A;, By, B,, C y D fue dividida en dos alicuotas. A una se le realiz6 la
coloracién combinada con los fluorocromos FDA y Hoechst 33342 y se la evalué como

fue descripto anteriormente. La otra alicuota fue madurada y se determind la
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maduracién nuclear de los ovocitos. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas
por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 7: Para estudiar la competencia de maduracion citoplasmatica en
las distintas clases de COCs, sélo fueron madurados y fecundados en forma separada
COCs de las clases que mostraron mayor competencia de maduracion nuclear (Az, A,
B: y B,). Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba de
homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 8: Para evaluar la asociacion entre la expansion del cumulus y la
maduracion nuclear, so6lo fueron madurados en forma separada COCs de las clases A;
y A, debido a las caracteristicas del cumulus necesarias para la evaluacion. Luego de
la maduracion los COCs fueron clasificados segun los tipos de expansion y utilizados
para evaluar la maduracion meidtica. Las comparaciones estadisticas fueron
realizadas por la prueba de independencia de Chi-cuadrado.

Experimento 9: Para evaluar la asociacion entre la expansion del cumulus y la
maduracion citoplasmatica, soélo fueron madurados en forma separada COCs de las
clases A; y A, debido a las caracteristicas del cumulus necesarias para la evaluacion.
Luego de la maduracién los COCs fueron clasificados segun los tipos de expansion y
sometidos al procedimiento de fecundacion. Las comparaciones estadisticas fueron
realizadas por la prueba de independencia de Chi-cuadrado.

Experimento 10: Para evaluar la influencia del cumulus y de las gonadotrofinas

en la maduracién nuclear de los ovocitos, se maduraron COCs de las clases A;, A;, B;
y B, en ausencia y presencia de FSH y LH y luego se determiné la presencia de la
placa cromosdmica en metafase Il. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas
por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 11: Para evaluar la influencia del cumulus y de las gonadotrofinas

en la maduracion citoplasmatica, se maduraron COCs de las clases Aj, A,, B1 y B, en

ausencia y presencia de FSH y LH y luego fueron sometidos al procedimiento de
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fecundacion. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba de
homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 12: Para determinar el nUmero de células del cumulus en las

distintas clases de COCs inmaduros y su variacion durante la maduracioén en ausencia
y presencia de gonadotrofinas, fueron procesados en forma separada COCs
pertenecientes a las clases A;, A, B; y B, inmaduros y madurados en medio sin y con
suplemento de FSH y LH. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas mediante

un ensayo factorial 4 x 3.

Resultados

Recuperacién de las distintas clases de COCs inmaduros

Si bien se aspiraron sélo foliculos antrales de entre 3 y 8 mm de didmetro con
la intenciébn de obtener ovocitos inmaduros totalmente crecidos, la recoleccion de
COCs en el material recuperado dio como resultado una poblacion heterogénea de
complejos en relacién al cumulus que rodea al ovocito.

En el desarrollo de la técnica de recoleccion de los COCs porcinos
provenientes de ovarios de cerdas faenadas, se recuperaron en promedio 33,4 + 2,4
COCs inmaduros por ovario y 0,8 £ 0 COCs inmaduros por foliculo. Se realizé una
adaptacion de la clasificacion de COCs inmaduros utilizada en la especie bovina de
acuerdo a las caracteristicas propias de la especie porcina (Foto 1). La distribucion de
los COCs recuperados por ovario al ser clasificados morfolégicamente, segun las

clases propuestas, se muestra en la Figura 10 (Experimento 1).
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Foto 1: Clasificacién morfolégica de los COCs inmaduros de acuerdo a las caracteristicas del
cumulus que rodea al ovocito. A;: ovocito rodeado por un cumulus integro y oscuro. A,: ovocito
rodeado por un cumulus integro y claro. B;: ovocito rodeado sélo por la corona radiata. B,:
ovocito parcialmente desnudo con pocas células del cumulus remantentes. C: ovocito

totalmente desnudo. D: ovocito rodeado por un cumulus con células picnéticas (100 x).
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Figura 10: Namero de COCs inmaduros de cada clase recuperados por ovario. * ®¢ Barras con

diferentes superindices difieren significativamente (p < 0,05). Experimento 1. n = 40 ovarios.
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Calidad de los ovocitos inmaduros recuperados

Como paso previo al desarrollo de la maduracién in vitro se realizé la
evaluacién de la calidad del material biol6gico a utilizar. Para ello fueron considerados
dos aspectos de los ovocitos recuperados necesarios para comenzar el proceso de
maduracion: la vitalidad y el estadio nuclear. Ambos aspectos fueron analizados en
relacibn a las caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito utlizando Ila

clasificacion de COCs inmaduros propuesta.

Evaluaciéon de la vitalidad de los ovocitos inmaduros en las distintas
clases de COCs

Para establecer la vitalidad de los ovocitos se trabajé con dos técnicas basadas
en diferentes propiedades de la célula, la permeabilidad selectiva de la membrana y la
actividad enzimatica, a fin de verificar la sensibilidad de la evaluacion y poder utilizar el
criterio mas estricto.

Al evaluar la proporcién de ovocitos inmaduros vivos con la técnica combinada
de Azul Tripan y FDA (Foto 2) no se hallaron diferencias significativas entre ambas
tinciones. Sin embargo, el FDA revela como muertos algunos ovocitos que no son
identificados por el Azul Tripan, sugiriendo una mayor sensibilidad de aquella técnica
(Figura 11). Al evaluar con ambas tinciones se observaron diferencias significativas en
el porcentaje de ovocitos inmaduros vivos entre clases de COCs, resultando
significativamente superiores en aquellos ovocitos rodeados por un cumulus integro

(clases A1 y Ay) (p < 0,05, Experimento 2) (Figura 11).
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Foto 2: Ovocitos denudados con tincibn combinada de Azul Tripan y FDA. A y B, fotos
apareadas: A — El ovocito vivo no se tifie de azul. B — El mismo ovocito presenta fluorescencia
de color verde. C y D, fotos apareadas: C — El ovocito muerto se tifie de color azul. D — El

mismo ovocito no presenta fluorescencia (125 x).
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Figura 11: Porcentaje de ovocitos inmaduros vivos en las distintas clases de COCs. Cada

a b ¢ Barras con diferentes superindices

ovocito fue tefiido y evaluado con ambas técnicas.
difieren significativamente entre clases de COCs (p < 0,05). No hay diferencia significativa entre
Azul Tripdn y FDA en la misma clase de COC. Experimento 2. n = 80 — 88 ovocitos para cada

clase.
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Evaluacion del estadio nuclear de los ovocitos inmaduros en las
distintas clases de COCs

El alto contenido lipidico de los ovocitos porcinos no permitié la visualizacion
directa por DIC de la vesicula germinal (Foto 3B). Luego de polarizar los lipidos
mediante ultracentrifugacion (8200 x g durante 30 minutos) la vesicula pudo ser
identificada (Foto 3D). La presencia o ausencia de vesicula germinal observada por
DIC presentd 100 % de coincidencia con la presencia o ausencia de material nuclear
descondesado fluorescente en la misma ubicacion segun la coloracién de Hoechst
33342 en todas las clases (n = 159), indicando que la observacion de material nuclear
descondensado fluorescente en el ovocito puede ser considerada como indicador del

estadio de vesicula germinal (Fotos 3A - C).
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Foto 3: Ay B, fotos apareadas: A — Material nuclear descondensado fluorescente en ovocitos
denudados utilizando tincion de Hoechst 33342. B — Ovocitos denudados utilizando DIC. C y D,
fotos apareadas: C — Material nuclear descondensado fluorescente en ovocito denudado y
centrifugado utilizando tincion de Hoechst 33342. D — Se observa la presencia de la vesicula

germinal en ovocito denudado y centrifugado utilizando DIC. La flecha indica la vesicula
germinal (250 x).

Al evaluar el estadio nuclear de los ovocitos inmaduros con la tincion de
Hoechst 33342 y DIC no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de
ovocitos inmaduros en estadio de vesicula germinal en cada clase, a excepcion del

bajo porcentaje observado en la clase D (p < 0,05, Experimento 3) (Figura 12).
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Figura 12: Porcentaje de ovocitos inmaduros en estadio de vesicula germinal (VG) en las
distintas clases de COCs. * ° Barras con diferentes superindices difieren significativamente

entre clases de COCs (p< 0,05). Experimento 3. n = 274 — 303 ovocitos para cada clase.

Evaluaciéon simultanea de la vitalidad y el estadio nuclear de los
ovocitos inmaduros en las distintas clases de COCs

El hallazgo de gametos muertos y en un estadio nuclear inadecuado para los
ovocitos inmaduros resulté llamativo. Por ello, se disefié una experiencia que
permitiera analizar ambos parametros en forma simultanea para determinar si existia

relacion entre las alteraciones del material biol6gico recuperado.
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Al realizar en forma combinada las tinciones fluorescentes de FDA y Hoechst
33342, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de ovocitos con
vesicula germinal entre aquellos recuperados vivos 0 muertos en las diferentes clases
de COCs, a excepcién de la clase D (p < 0,05, Experimento 4) (Figura 13), indicando

gue la vitalidad del ovocito no est4 asociada al mantenimiento del estadio de vesicula

germinal.
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Figura 13: Porcentaje de ovocitos inmaduros vivos y muertos en estadio de vesicula germinal
(VG) en las distintas clases de COCs. * ® Barras con diferentes superindices difieren

significativamente en la misma clase de COC (p < 0,05). Experimento 4. n =110 — 147 ovocitos
para cada clase.

Los porcentajes de ovocitos inmaduros recuperados vivos en estadio de
vesicula germinal fueron significativamente superiores en las clases A; y A, respecto

de las clases C y D (p < 0,05, Experimento 4) (Figura 14).
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Figura 14: Porcentaje de ovocitos inmaduros vivos en estadio de vesicula germinal (VG) en las

distintas clases de COCs. ** “ “ Barras con diferentes superindices difieren significativamente

(p < 0,05). Experimento 4. n = 110 — 147 ovocitos para cada clase.

Competencia de maduracion de los ovocitos in vitro

El primer aspecto a ser evaluado del sistema de maduracién in vitro fue la
eficiencia obtenida con la metodologia utilizada. Para ello se consideré la competencia
de maduracion nuclear y citoplasmatica de los ovocitos inmaduros en relacion a las

caracteristicas del cumulus segun la clasificacion propuesta.

Competencia de maduracion nuclear de los ovocitos in vitro

Para la evaluacion de la competencia de maduracién nuclear fueron utilizados
dos criterios en forma secuencial sobre el mismo ovocito. En primera instancia se
examinO la extrusion del primer corpusculo polar (Foto 4) y luego se verificd la
presencia de la placa cromosémica en metafase Il (Foto 5). El porcentaje de ovocitos
en los que se observo presencia del primer corpusculo polar fue mayor en la clase A;

de COCs (p < 0,05). Sin embargo, los porcentajes de ovocitos en los que se verificé la
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presencia de la placa cromos6mica en metafase Il fueron similares entre las distintas
clases de COCs, a excepcidn de los bajos porcentajes observados en las clases Cy D
(p < 0,05). Ademéas debe mencionarse que soOlo se observd asociacion estadistica
entre ambos criterios de evaluaciéon de la maduracién nuclear en la clase A; (p < 0,05,
Experimento 5) (Figura 15).

En las pruebas subsiguientes se utilizé la presencia de la placa cromosdémica

en metafase Il para la evaluacion de la maduracion nuclear, ya que demostré ser el

pardmetro mas adecuado en todas las clases de COCs.

Foto 5: Placa cromosdmica en metafase Il de un ovocito con tincién de Giemsa (1000 x).
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Figura 15: Porcentaje de ovocitos nuclearmente maduros en las distintas clases de COCs

a, b,c,deyAB,C

segun los diferentes criterios de evaluacion. Barras con diferentes superindices

difieren significativamente entre clases de COCs al evaluar con el mismo criterio (p < 0,05). *
Difieren significativamente en la misma clase de COC al evaluar con los diferentes criterios (p <

0,05). Experimento 5. n = 84 — 100 ovocitos para cada clase.

Relacion entre la calidad del ovocito inmaduro y la competencia de
maduracion nuclear in vitro

En las experiencias anteriores se puede apreciar que el porcentaje de ovocitos
vivos en estadio de vesicula germinal fue similar al porcentaje de ovocitos capaces de
alcanzar el estadio de metafase Il luego del cultivo in vitro, sin embargo, se realizé un
disefio de experimento particular para verificar la asociacion entre ambos eventos.
Para ello, los mencionados parametros fueron evaluados en las mismas muestras de
COCs con la intencién de disminuir el posible error debido a la variabilidad del material
recuperado en cada muestreo.

No se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de ovocitos
inmaduros vivos en estadio de vesicula germinal y la tasa de ovocitos en metafase |l
luego de la maduracién in vitro en las clases A y B, indicando que estos parametros se
encuentran asociados en dichas clases. Sin embargo, no se observo tal asociacion en

las clases C y D (p < 0,05, Experimento 6) (Figura 16).
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Figura 16: Porcentaje de ovocitos inmaduros vivos es estadio de vesicula germinal (VG) y
porcentaje de ovocitos en metafase |l en las distintas clases de COCs. * ® Barras con diferentes
superindices difieren significativamente en la misma clase de COC (p < 0,05). Experimento 6. n

=120 - 129 ovocitos para cada clase.

Competencia de maduracion citoplasmatica de los ovocitos in vitro

La adecuada maduracién de los ovocitos requiere tanto de la maduracion
nuclear como de la citoplasmatica. El éxito de la maduracion nuclear puede ser
evaluado con relativa facilidad, en cambio la evaluacion de la maduracion
citoplasmaética requiere de procedimientos mas complejos como la fecundacion in vitro.
Por ello, la competencia de maduracion citoplasmatica sélo fue evaluada en las clases
de COCs en las que se observé el mayor porcentaje de ovocitos en metafase Il y que
a su vez no presentaron diferencias significativas entre si (A, Az, B1 y By).

El mayor porcentaje de maduracion citoplasmatica fue observado en la clase A;
(p < 0,05) (Figura 17). Si bien iguales porcentajes de descondensacion de cabezas
espermaticas (Foto 6) fueron observados entre las clases A; y A,, una mayor tasa de
formacion de pronucleos (Foto 7) fue observado en la clase A; (p < 0,05, Experimento
7) (Figura 17). Los porcentajes de activacion partenogenética espontanea en el

estadio de pronudcleos (18 hs.) fueron: 0 % clase A;, 0 % clase A,, 0 % clase B; y 5 %
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clase B, y en el estadio de embriones a las 48 hs. (2 0 mas blastomeros) fueron: 0%

clase A;, 0 % clase A,, 10,5 % clase B; y 5,3 % clase B, (n = 18 — 20 para cada valor).

Foto 6: Ovocito fecundado con tincién Hoechst 33342 (250 x). A: cabeza espermatica sin

descondensar, B: cabeza espermética descondensada.

Foto 7: Ovocito fecundado con tincién Hoechst 33342 (250 x). A: cabeza espermatica sin

descondensar, B: pronicleo.
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Figura 17: Porcentaje de ovocitos citoplasmaticamente maduros en las distintas clases de

COCs. La maduracion citoplasmatica fue evaluada por descondensacion de cabezas

a, b,cd

espermaticas y/o formacién de prontcleos. Barras con diferentes superindices difieren

significativamente entre clases de COCs al evaluar con el mismo parametro (p < 0,05).

Experimento 7. n = 176 — 187 ovocitos para cada clase.

Relacion entre la expansion del cumulus y la maduracion de
los ovocitos in vitro

Durante el cultivo in vitro de las distintas clases de COCs se observaron
diferentes comportamientos del cumulus. Es por eso que se evalué la posible relacion

entre el tipo expansion del cumulus durante el cultivo y la maduracién de los ovocitos.

Tipos de expansién del cumulus

Debido al escaso cumulus que rodea al ovocito en las clases B; y B,, a la falta
de cumulus en la clase C y a las caracteristicas propias de las células del cumulus en
la clase D, la expansion del cumulus durante el cultivo in vitro s6lo pudo ser evaluada
en las clases A; y A,. Se observaron tres patrones diferentes de expansion del
cumulus (Foto 8). La distribucion observada de los COCs madurados en los tres tipos

de expansion del cumulus se muestra en la Figura 18 (Experimento 8).
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Foto 8: Tipos de expansion del cumulus en COCs madurados in vitro. A: expansion total, B:

expansion parcial, C: denudacién parcial espontanea.
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Figura 18: Distribucion porcentual de los COCs clase A; y A, madurados en los tres tipos de
expansion del cumulus. ® ® Barras con diferentes superindices difieren significativamente en la
misma clase de COC (p < 0,05). Experimento 8. n = 154 — 162 COCs para cada clase.

Expansion del cumulus y maduracién nuclear de los ovocitos

Al evaluar la maduracion nuclear de los ovocitos en cada tipo de expansion del
cumulus, no se observo diferencia en los porcentajes de ovocitos que alcanzaron el

estadio de metafase Il (Experimento 8) (Figura 19).
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Figura 19: Porcentaje de ovocitos en estadio de metafase |l segun los tipos de expansion del
cumulus en las clases A; y A, de COCs. ® Barras con el mismo superindice no difieren

significativamente en la misma clase de COC. Experimento 8. n = 154 — 162 ovocitos para cada
clase.

Expansion del cumulus y maduracién citoplasmatica de los
ovocitos

Al evaluar la maduracion citoplasmatica en cada tipo de expansiéon del
cumulus, no se observé diferencia en los porcentajes de ovocitos que fueron capaces
de descondensar cabezas espermaticas y/o formar prondcleos, excepto en los
ovocitos que mostraron denudacion parcial espontdnea en la clase A, en los que la
descondensacion de cabezas espermaticas y la maduracion citoplasmatica fueron
menores que en los ovocitos con expansion total del cumulus (p < 0,05, Experimento

9) (Figura 20).
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Figura 20: Porcentaje de ovocitos citoplasmaticamente maduros segun los tipos de expansién
del cumulus en las clases A; y A, de COCs. La maduracion citoplasmatica fue evaluada por
descondensacion de cabezas espermaticas y/o formacion de pronicleos. ® ® Barras con
diferentes superindices difieren significativamente en la misma clase de COC al evaluar con el

mismo parametro (p < 0,05). Experimento 9. n = 147 — 176 ovocitos para cada clase.

Efecto de las gonadotrofinas sobre la maduracion de los
ovocitos in vitro

Para realizar la evaluacion del sistema de maduracién in vitro utilizado, se
debié determinar la influencia de la adicion de gonadotrofinas al medio de cultivo tanto

en la maduracién nuclear como en la citoplasmatica de los ovocitos.

Efecto de las gonadotrofinas sobre la maduracién nuclear de los
ovocitos in vitro

No se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de ovocitos
que alcanzaron el estadio de metafase Il luego de la maduraciobn en ausencia o
presencia de gonadotrofinas en ninguna de las clases evaluadas. Ademas, el
porcentaje de maduracion nuclear resulté similar entre las distintas clases de COCs

(Experimento 10) (Figura 21).
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Figura 21: Porcentaje de ovocitos en metafase Il en las distintas clases de COCs madurados
en ausencia y presencia de FSH y LH. # 7 A Barras con igual superindice no difieren
significativamente entre clases de COCs. No hay diferencia significativa entre Madurado — FSH
y LH vs. Madurado + FSH y LH en la misma clase de COC. Experimento 10. n = 91 — 100
ovocitos para cada valor.

Efecto de las gonadotrofinas sobre la maduracion citoplasmatica de
los ovocitos in vitro

Los porcentajes de maduracién citoplasmética resultaron superiores en todas
las clases de COCs en presencia de gonadotrofinas (p < 0,05), excepto en la clase B.,.
Los mayores porcentajes de maduracion citoplasmatica y de formacién de pronucleos
fueron observados en la clase A; en presencia de gonadotrofinas (p < 0,05). No se
observo formacion de pronucleos al madurar los COCs en ausencia de gonadotrofinas
(Experimento 11) (Figura 22).

Los porcentajes de activacion partenogenética espontanea en el estadio de
prontcleos (18 hs.) fueron: 0 % clase A4, 0 % clase A,, 0 % clase B; y 0 % clase B, en
el medio control y 0 % clase A;, 0 % clase A,, 0 % clase B; y 6,7 % clase B, en el

medio suplementado con gonadotrofinas (n = 10 — 15 para cada valor).

90



70

* A
60 1 —
50 -
*
40 - A B

% ovocitos

2019 a E
a
B

10 A AB ab b D
: H =] ]

Q\

~

KN

o

RS RS RS CS
Al &g @ g & g &
. * ’ * ’ * ’ *

A A, B, B,

Clases de COCs
0O Descondensacion de cabezas espermaticas O Formacion de pronuicleos

Figura 22: Porcentaje de ovocitos citoplasmaticamente maduros en las distintas clases de

a,byA B C D

COCs madurados en ausencia y presencia de FSH y LH. Barras con diferentes

superindices difieren significativamente entre clases de COCs al evaluar con el mismo
parametro (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma clase de COC madurado — FSH
y LH vs. madurado + FSH y LH (p < 0,05). Experimento 11. n = 140 — 148 ovocitos para cada

valor.

Numero de células del cumulus en las distintas clases de COCs

Para lograr una mejor descripcion de las diferencias morfoldgicas observadas
bajo lupa estereoscdépica entre las clases de COCs inmaduros, se evalué el nimero de
células del cumulus en cada clase. Ademas, se contempl6 la posible variacion del
parametro en la maduracion in vitro para ampliar el analisis del comportamiento del
cumulus durante el proceso.

Se observé mayor numero de células del cumulus en los COCs pertenecientes
a las clases A respecto a las clases B (p < 0,05), no hallandose diferencia entre A; y A,
ni entre B, y B,, ya sea en COCs inmaduros o madurados en ausencia o presencia de
gonadotrofinas. Durante la maduracion in vitro se detect6 aumento en el niUmero de
células del cumulus en las clases A en presencia de gonadotrofinas (p < 0,05) y

disminucion en los COCs madurados sin gonadotrofinas (p < 0,05). Sin embargo, en
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las clases B no se observé variacion en el numero de células del cumulus debida a la
maduracion in vitro en ninguna de las condiciones utilizadas (Experimento 12) (Figura

23).
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Figura 23: NUmero de células del cumulus en las distintas clases de COCs inmaduros y
madurados in vitro. **Y Amnv aYoo o Barras con diferentes superindices difieren significativamente
entre clases de COCs (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma clase de COC entre
las tres condiciones: Inmaduro, Madurado — FSH y LH, Madurado + FSH y LH (p < 0,05).
Experimento 12. n = 30 para cada valor.

Discusion

Los sistemas de produccion de embriones in vitro en rumiantes han sido
ampliamente desarrollados y sus técnicas extrapoladas a otras especies de interés
pecuario. Sin embargo, el menor éxito de la maduracién de ovocitos in vitro,
fecundacion y produccion de embriones en el porcino (Wang y col., 1997; Qian y col.,
2003; Algriany y col., 2004) demuestran que tal extrapolacion no es recomendable en
esta especie. La seleccion de ovocitos bovinos de acuerdo a la compactacion y
numero de capas de células del cumulus de los COCs ha mostrado un efecto positivo

en los porcentajes de maduracion in vitro, fecundacion, clivaje y desarrollo hasta el
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estadio de morula y blastocisto (Shioya y col., 1988; Cetica y col., 1999a; Khurana y
Niemann, 2000). Varios reportes sobre maduracion y produccion de embriones in vitro
en la especie porcina describen la seleccion de COCs con al menos dos capas
compactas de células del cumulus (Gandhi y col., 2001; Stokes y col., 2005). Sin
embargo, una importante proporcion de ovocitos inmaduros con cumulus de
caracteristicas diferentes son recuperados habitualmente durante la recoleccién a
partir de ovarios de faena. Por tal motivo, la totalidad de los COCs recuperados fueron
clasificados en seis clases de acuerdo a las caracteristicas del cumulus y se evaluo la
calidad del ovocito inmaduro y su relacion con la competencia de maduracion.

La calidad del ovocito porcino inmaduro fue evaluada en cada clase en
términos de ovocitos vivos en estadio de vesicula germinal. Una diferencia importante
en la recuperacion de ovocitos de foliculos ovéaricos entre bovino y porcino es la
proporcion de ovocitos muertos en los COCs recolectados. La vitalidad determinada
tanto por FDA como por Azul Tripan mostré ovocitos porcinos muertos en todas las
clases de COCs, estando el porcentaje de ovocitos vivos asociado con las
caracteristicas del cumulus. Por otro lado, en la especie bovina ha sido observada la
supervivencia de todos los ovocitos independientemente de la clase de COC,
trabajando con similares condiciones de transporte de los ovarios (Cetica y col.,
1999a). Debe considerarse que el bajo porcentaje de maduracion alcanzado en la
especie porcina no puede ser totalmente atribuido a la presencia de ovocitos muertos.
Ya que por ejemplo en la clase A; los ovocitos muertos solo representan el 7,1 %
mientras que en la misma clase los porcentajes de falla en la maduracion nuclear y
citoplasmaética alcanzan el 37,8 % y 45,5 %, respectivamente.

Al igual que en el bovino el estadio nuclear de vesicula germinal en el ovocito
porcino inmaduro parece estar intimamente relacionado con la maduracion meiética
(Cetica y col., 1999a). El porcentaje de ovocitos inmaduros en estadio de vesicula
germinal mostrd coincidencia con el porcentaje de ovocitos con metafase Il luego del

cultivo in vitro en las clases A;, A,, B; y B,. Esto sugiere que, entre los pardmetros
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considerados, el estadio de vesicula germinal en el ovocito inmaduro seria el factor
mas relevante para la progresion nuclear hasta metafase Il. Basandose en la
observacion que al remover las células de cumulus durante la maduracién de ovocitos
porcinos in vitro se inicia la progresion meiotica con ruptura de la vesicula germinal,
Isobe y col. (1996) sugirieron que una inadecuada funcién del cumulus podria ser la
causa de la maduraciéon nuclear precoz. Un fenbmeno similar fue observado en
ovocitos de humano, mono y equino obtenidos de foliculos atrésicos, los que se sabe
gque adelantan el reinicio de la maduracion nuclear (Gougeon y Testart, 1986; Lefevre
y col., 1987, 1988; Hinrichs y Williams, 1997). De modo similar, la ruptura de la
vesicula germinal temprana observada en todos los ovocitos porcinos inmaduros de la
clase D podria deberse al reinicio precoz de la meiosis en los ovocitos ovaricos
determinados a la atresia, como ha sido descripto en raton, ovino y bovino (Oakberg,
1979; Murdoch, 1992; Assey y col., 1994; Cetica y col., 1999a).

En la primera aproximacion para evaluar la competencia de maduracion, se
observé que un similar porcentaje de ovocitos alcanzaron el estadio de metafase Il en
las clases A;, A;, B; y By, mostrando la importancia de ampliar la evaluacion en esas
clases. La presencia del primer corpusculo polar es comunmente utilizada para evaluar
la maduracion nuclear en roedores, rumiantes, equinos y humanos, en los que su
presencia coincide con el estadio de metafase Il (Eppig y Koide, 1978; Saeki y col.,
1991; Hardarson y col., 2000; Dalvit, 2003; Choi y col., 2004). Resulta llamativo que tal
asociacion solo fue observada en los ovocitos porcinos pertenecientes a la clase A;.
La proporcién de maduracion similar al evaluar por la presencia del primer corpusculo
polar y por la presencia de la placa cromosdmica en metafase Il en otras especies
posiblemente se debe al corto lapso de tiempo entre ambos eventos. En cambio en el
porcino, el mayor nUmero de ovocitos con extrusion del primer corpusculo polar es
observado a las 33 hs. y con metafase Il a las 48 hs. de cultivo (Ocampo y col., 1991).
La degeneracion del primer corpusculo polar podria ocurrir en algunos ovocitos debido

al amplio periodo de tiempo entre la extrusion del mismo y la aparicién de la metafase
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Il en esta especie. Ademas los bajos porcentajes de ovocitos con primer corpusculo
polar observados en las clases A,, Bi, B, y C, sugieren que dicho evento estaria
asociado con las caracteristicas del cumulus. Una maduracion asincronica entre las
clases de COCs porcinos podria ser la explicacion para las diferencias observadas
entre ambos parametros utilizados para evaluar la maduracién nuclear. Posiblemente
un sustento diferente por parte del cumulus en cada clase durante el cultivo in vitro
esté asociado con tal asincronia.

Aunque la evaluacion de la maduracién nuclear mediante la metafase Il no
mostrod diferencias entre las clases Ay, A,, B; y B,, la aptitud de los ovocitos de la clase
A; para madurar citoplasmaticamente fue significativamente mayor que en las otras
clases. Asimismo la formacién de pronudcleos pareceria estar involucrada en tal
capacidad. Solo en los COCs clase A; madurados in vitro la maduracion nuclear y
citoplasmética alcanzaron porcentajes similares, indicando que habria sincronia entre
ambos eventos sélo en los ovocitos rodeados por un cumulus completo y oscuro.
Varios autores han observado mayor porcentaje de maduracion nuclear que
citoplasmética en los ovocitos porcinos (Schoevers y col., 2003; Algriany y col., 2004),
probablemente la falta de criterios minuciosos en la seleccion de COCs inmaduros sea
la causa de tal discrepancia.

La maduracion citoplasmatica es un proceso complejo en comparacion con la
maduracién nuclear. La participacion del cumulus de modo diferencial durante el
cultivo in vitro podria ser una de las explicaciones para las diferencias en los
porcentajes de maduracion citoplasmatica observados entre las clases Aj, A,, B1 y Bo.
La relacién entre la expansion del cumulus y la maduracién del ovocito ha sido
estudiada por varios autores. Algriany y col. (2004) observaron mayor expansion del
cumulus y mayor porcentaje de maduracion nuclear al suplementar el medio de cultivo
con fluido folicular porcino. Los mismos autores atribuyeron la gran variacion en el
grado de expansion del cumulus entre ovocitos individuales a la heterogeneidad en la

poblacion de ovocitos. Del mismo modo, al suplementar el medio de cultivo con fluido
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folicular porcino, Qian y col. (2003) propusieron que el area del cumulus expandido
podria ser utilizada como un parametro de prediccion del desarrollo de ovocitos
porcinos madurados y fecundados in vitro, aunque no observaron relacién con la
maduracion nuclear. Somfai y col. (2004) evaluaron la expansion del cumulus en
COCs individualmente y sugirieron que el diverso comportamiento de las células del
cumulus durante el cultivo in vitro afecta la maduracién nuclear y citoplasmética de los
ovocitos porcinos. Los experimentos planteados en la tesis estuvieron enfocados en la
evaluacién de la expansion del cumulus en forma individual para cada COC, ya que
este podria resultar como un método no invasivo de evaluacion de la maduracion en
las clases A; y A,. Sin embargo, no se observo relacion entre el grado de expansiéon
del cumulus y la maduracion nuclear o citoplasmatica. La falta de expansion del
cumulus en las clases A; y A; no tuvo influencia en la capacidad de completar la
maduracién nuclear o citoplasmatica de los ovocitos. Por lo tanto, de acuerdo con los
resultados presentados, la competencia de maduracion de los ovocitos porcinos
estaria mas estrechamente relacionada con las caracteristicas del cumulus del COC
inmaduro que con el comportamiento del cumulus durante el cultivo in vitro.

Ha sido observado anteriormente que, a pesar de la capacidad de los ovocitos
porcinos de madurar meidticamente en ausencia de gonadotrofinas, estas hormonas
tienen un efecto estimulador sobre la maduracién nuclear y citoplasmatica durante el
cultivo in vitro (Mattioli y col., 1991; Sun y col., 2001; Schoevers y col., 2003). Sin
embargo, en las experiencias realizadas en el presente trabajo sélo pudo evidenciarse
tal efecto sobre la maduracién citoplasmatica de los ovocitos. Esta discrepancia podria
deberse a la composicién no definida del medio utilizado debida al suplemento con
suero fetal bovino y/o al diferente origen de las hormonas FSH y LH.

Las determinaciones del numero de células del cumulus en COCs inmaduros y
madurados in vitro no mostraron diferencias entre las clases A,y A,, indicando que las
diferencias morfolégicas observadas no estarian relacionadas con el numero de

células. Las caracteristicas del cumulus inmaduro podrian ser afectadas por otros
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factores, tales como la cantidad y composicién de matriz intercelular, la cantidad y
tipos de uniones intercelulares, no quedando claro aun el origen de las diferencias
morfoldgicas observadas. Por lo tanto, la mayor formacion de pronucleos en los
ovocitos de la clase A; en comparacion con los de la clase A; no puede ser atribuido al
grado de expansion ni al nimero de células del cumulus. Otras causas como el
comportamiento metabdlico de los COCs y la asincronia entre la maduracién nuclear y
citoplasmética del ovocito podrian ser responsables de dicha diferencia. La
disminucion en el numero de células del cumulus durante la maduracion en ausencia
de gonadotrofinas observada en las clases A; y A, sugiere que se produciria pérdida
de células si el cumulus no es estimulado hormonalmente durante el cultivo in vitro. En
células de la granulosa de foliculos antrales tempranos y preovulatorios de rata ha sido
sugerido que durante el cultivo in vitro las gonadotrofinas actuarian como factores de
supervivencia previniendo la apoptosis celular, proponiéndose que esta accién ejercida
por las gonadotrofinas seria al menos en parte mediada por el factor de crecimiento
IGF-I (Chun y col., 1994; 1996). Este efecto podria ocurrir también en las células del
cumulus siendo la apoptosis debida a la falta de estimulo hormonal una posible
explicacién para la disminucion del numero de células observada. Por otro lado,
cuando la maduracion se realizé en presencia de FSH y LH se observé aumento en el
nuamero de células del cumulus en las clases A; y A, sugiriendo que la proliferacion
celular se produce en respuesta al estimulo gonadotrofico. Este efecto de las
hormonas ha sido anteriormente demostrado en los COCs bovinos (Gutnisky y col.,
2007). En células de la granulosa porcinas se ha descripto el efecto de las
gonadotrofinas estimulando la produccion de IGF-I (Hsu y Hammond, 1987; Hatey y
col., 1992), habiéndose propuesto también el sinergismo de las gonadotrofinas y el
IGF-I estimulando la proliferacion de células ovéricas (Adashi y col., 1985; Hammond y
col., 1991). En los COCs con cumulus formado por la corona radiata y en aquellos
parcialmente desnudos (clases B; y B,) no se produjo variacion en el nimero de

células del cumulus durante la maduracion en ausencia o presencia de gonadotrofinas.
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A diferencia de los cumulus integros que parecerian necesitar de la estimulacion
gonadotrofica para evitar el descenso en el nimero de células, estas clases de COCs
serian independientes del estimulo. Las células mas cercanas al ovocito podrian
recibir estimulos troficos desde el gameto, siendo asi mantenidas durante el cultivo en
ausencia de gonadotrofinas. Ha sido ya sugerido anteriormente que factores
secretados por el ovocito facilitarian la proliferacion de células de la granulosa y
regularian el desarrollo folicular (Vanderhyden y col., 1992; Miyano, 2003). Por otro
lado, la falta de division celular durante el cultivo en presencia de gonadotrofinas en
estas clases de COCs podria deberse a diferencias en la respuesta ala FSHy a la LH
respecto a las células de los cumulus integros.

Resumiendo, aunque los porcentajes de ovocitos inmaduros vivos estarian
relacionados con las caracteristicas del cumulus, el estadio de vesicula germinal del
ovocito inmaduro seria el factor principalmente involucrado en la progresién nuclear
hasta metafase Il. Los porcentajes similares de metafase Il observados en las clases
A, A,, By y B, sugieren que la maduraciébn nuclear puede completarse
independientemente de las caracteristicas del cumulus en esas clases.
Contrariamente, el mayor porcentaje de formacion de pronucleos obtenido en la clase
A; indicaria una mayor dependencia de la maduracion citoplasmatica con las
caracteristicas del cumulus. No se observaron diferencias en los porcentajes de
maduracién nuclear o citoplasmatica al evaluarse en cada tipo de expansion del
cumulus. Por lo tanto, la competencia de maduracién del ovocito porcino pareceria
estar mas relacionada con las caracteristicas del cumulus del COC inmaduro que con
el comportamiento del cumulus durante el cultivo in vitro. Es generalmente aceptado
gue la calidad del ovocito impacta en las diferentes fases de la produccion de
embriones in vitro. La seleccion de COCs parece ser crucial para la calidad del
ovocito. Sin embargo otros aspectos, como la actividad metabdlica de los diferentes
tipos de cumulus durante la maduracion in vitro, podrian cooperar de modo diferencial

al proceso de maduracién del ovocito. La clasificacion morfolégica de los COCs
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inmaduros propuesta permitiria seleccionar ovocitos con mayor competencia de
maduracién, debiendo ser dilucidada aun la participacion del comportamiento

metabdlico de los COCs en la competencia de maduracion de los ovocitos.
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Capitulo 2

Metabolismo de hidratos de carbono en los
complejos ovocito-cumulus durante la
maduracion in vitro
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Introduccion

En el porcino, distintas hexosas fueron probadas como sustrato durante la
maduracion de ovocitos y el cultivo embrionario in vitro. La galactosa resulté ser un
sustrato inadecuado para ambos eventos. Por el contrario, la presencia tanto de
glucosa como de fructosa en el medio de cultivo incrementaron la habilidad de los
ovocitos de alcanzar el estadio de metafase Il y luego desarrollar hasta el estadio de
blastocisto tras la fecundacion in vitro. Sin embargo, con glucosa en el medio de
maduracion se obtuvieron los mayores porcentajes de metafase Il, por lo que se la
consideré el sustrato mas adecuado para esta etapa. En cambio, al adicionar fructosa
al medio de cultivo de embriones, el nimero de células de los blastocistos fue mayor y
el dafio en el ADN resulté menor, por lo que se la considerd el sustrato mas adecuado
para el desarrollo embrionario (Wongsrikeao y col., 2006).

En el ratén, ha sido demostrada una estrecha relacién entre la disponibilidad de
glucosa en el medio de maduracién y el progreso de la meiosis (Downs, 1995). De
igual modo, una adecuada concentracidon de glucosa presente en el medio de cultivo
contribuye al proceso de maduracién y posterior desarrollo embrionario en el bovino
(Rose-Hellekant y col., 1998; Lim y col., 1999; Khurana y Niemann, 2000). Incluso se
ha sugerido en esta especie que la concentracion de glucosa en el medio de cultivo
actuaria regulando la ruptura de la vesicula germinal (Sutton-McDowall y col., 2005).
En el porcino, el agregado de glucosa en el medio de maduracién aceleré el progreso
de la meiosis (Sato y col., 2007) e incremento la habilidad de los ovocitos de completar
la maduracién nuclear (Wongsrikeao y col., 2006; Funahashi y col., 2008). Ademas, se
ha sugerido que el metabolismo de la glucosa estaria involucrado no sélo en

mecanismos de control de la maduracién nuclear, sino también de la maduracion
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citoplasmaética en el ovocito porcino, favoreciendo el desarrollo embrionario también en
esta especie (Krisher y col., 2007).

En roedores, se sugirié que las células del cumulus desempefian un importante
papel como soporte nutricional proveyendo intermediarios glucoliticos al ovocito para
su crecimiento y maduracién (Biggers y col., 1967; Donahue y Stern, 1968; Leese y
Barton, 1984; Buccione y col., 1990). Las células del cumulus serian las encargadas
de catabolizar glucosa para obtener energia y ademas producir piruvato y/o lactato
para ser utilizados como sustratos oxidativos para la obtencién de energia por el
ovocito bovino (Brackett y Zuelke, 1993; Cetica et al, 1999b). También se observé que
el ovocito durante la maduracién puede utilizar intermediarios del ciclo de Krebs como
fuente de energia (Zuelke y Brackett, 1993; Brackett y Zuelke, 1993; Rieger y
Loskutoff, 1994; Cetica y col.,, 2003). En el porcino los datos acerca del perfil
metabdlico de los COCs en el proceso de maduracion son escasos y preliminares
(Eroglu, 1993; Sturmey y Leese, 2003).

La conversion de glucosa a lactato en las células generalmente se produce
bajo condiciones de anaerobiosis (Claremburg, 1992b). Sin embargo se determiné que
el fluido de los foliculos antrales tardios no es anoxico y que la presion parcial de
oxigeno es cercana a la detectada en sangre venosa (Shalgi y col., 1972; Gosden y
col., 1988). Fue propuesto que en las células somaticas del foliculo ovarico se produce
el fenébmeno denominado “glucdlisis aerdbica” que consiste en el consumo de glucosa
y la produccion de lactato pero en presencia de oxigeno, el cual fue descripto en
tumores de rapido crecimiento, células normales con alto potencial proliferativo y
embriones (Hume y Weidemann, 1979; Morgan y Faik, 1981; Mandel, 1986; Gardner y
Leese, 1990).

Se ha observado que se producen importantes cambios metabdlicos en los
COCs en respuesta a la estimulacion hormonal. Las gonadotrofinas incrementan la
produccion de lactato en los foliculos de rata, raton y humano aumentando la actividad

glucolitica en las células del cumulus y de la granulosa (Billig y col., 1983; Harlow y
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col., 1987; Boland y col., 1993; Gull y col., 1999). En el ratdn, la reanudacion de la
meiosis inducida por las gonadotrofinas es dependiente de la presencia de glucosa
(Fagbohun y Downs, 1992; Downs y Mastropolo, 1994). También en el ratén la FSH
incrementa la actividad de la enzima hexoquinasa, la glucdlisis, el consumo de glucosa
y la produccién de lactato de los COCs (Downs y col., 1996, 1997; Downs y Utecht,
1999). Incluso las células del cumulus aumentan la captacioén de glucosa mediante la
translocacion de los transportadores GLUT4 a la membrana celular en respuesta a
esta hormona (Roberts y col, 2004). Por otro lado, la presencia de gonadotrofinas
durante la maduracion in vitro incrementa el consumo de glucosa y la actividad de la
via glucolitica en los COCs bovinos (Zuelke y Brackett, 1992; Gutnisky y col., 2007).

Si bien se ha comprobado la importancia de la presencia de glucosa en el
medio de cultivo para el progreso de la maduracion del ovocito porcino, la influencia de
la via glucolitica y su modulacién en el proceso de maduracién in vitro no ha sido

evaluada en profundidad.

Materiales y métodos

Maduracion de los ovocitos in vitro

Se utilizaron las condiciones de maduracion detalladas en la seccion general
con las particularidades descriptas a continuacion. En las experiencias para la
evaluacion del efecto de las gonadotrofinas fue utilizado como control el mismo medio
de maduracion sin el agregado de FSH y LH. Para complementar el estudio de la
influencia del cumulus en la via glucolitica, los ovocitos fueron denudados y luego
madurados en medio suplementado con FSH y LH. En las experiencias realizadas

para evaluar la influencia del agregado de reguladores de la glucélisis al medio de
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maduracioén, el medio de cultivo fue adicionado con NaF (Biopack, Buenos Aires,
Argentina), ATP o AMP a diferentes concentraciones. Para completar la evaluacion del
efecto del AMP se realizaron experiencias en las que el medio sin FSH y LH fue
adicionado con AMP a diferentes concentraciones. Para determinar el consumo de
glucosa y la produccion de lactato, los COCs fueron madurados individualmente en

gotas de 20 pl.

Consumo de glucosay produccion de lactato

Luego de la maduracién in vitro, cada COC fue removido de su respectiva gota
de 20 pl, se determiné el contenido de glucosa y lactato en el medio de cultivo
remanente y la maduracién mei6tica del ovocito correspondiente a cada gota.

La concentracion de glucosa se determind espectrofotométricamente mediante
la oxidacion del azucar en presencia de glucosa oxidasa y la cuantificacion del
peréxido de hidrégeno resultante (Barham y Trinder, 1972). La concentracién de
lactato se determiné espectrofotométricamente mediante la oxidacion del lactato por la
enzima lactato oxidasa y la cuantificacion del peréxido de hidrégeno resultante
(Barham y Trinder, 1972). En cada experimento fueron incluidas gotas de 20 pl de
medio de maduracion sin COCs como control de la concentracion de glucosa y lactato.
Los nmoles de glucosa consumida por COC se calcularon por la diferencia entre la
concentracion en las gotas de medio de cultivo sin COCs y la concentracion en las
gotas de medio en las que maduraron los COCs. Los nmoles de lactato producido por
COC se calcularon por la diferencia entre la concentracion de lactato en las gotas de
medio en las que maduraron los COCs y la concentracion en las gotas de medio de

cultivo sin COCs.
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Evaluacion de la vitalidad de los COCs madurados in vitro

Los COCs madurados fueron incubados en una solucién de FDA 0,25 ug%
(m/v) en PBS durante 10 minutos a 37°C en ambiente humidificado. Luego de ser
lavados en PBS fueron observados bajo microscopia de epifluorescencia (filtro de 510
nm) a 125 x, las células del cumulus y los ovocitos vivos presentan fluorescencia verde
debido a la presencia de esterasas intracelulares activas, mientras que las células

muertas no presentan fluorescencia (Hoppe y Bavister, 1984).

Disefio de experimentos y analisis estadistico

Experimento 13: Para evaluar la influencia de las caracteristicas del cumulus

que rodea al ovocito y de las gonadotrofinas en la via glucolitica, los COCs
pertenecientes a las clases A;, A,, B; y B, fueron madurados in vitro individualmente
en presencia y ausencia de gonadotrofinas. Luego se determind el estado de
maduracion meidtica del ovocito, el consumo de glucosa y la produccion de lactato por
COC. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduracién fueron
realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado y las del consumo de
glucosa y produccion de lactato mediante un ensayo factorial 4 x 2 x 2. El grado de
asociacion entre el consumo de glucosa y la produccion de lactato se analizé mediante
la correlacion de Pearson.

Experimento 14: Para verificar la participacién del ovocito en el consumo de

glucosa y la produccién de lactato del COC, ovocitos pertenecientes a la clase A; de
COC fueron denudados y luego madurados in vitro individualmente en presencia de
gonadotrofinas. Al concluir las 48 hs. de cultivo se determiné el estado de maduracion
meidtica del gameto, el consumo de glucosa y la produccion de lactato por ovocito.

Experimento 15: Para evaluar el efecto del NaF en la via glucolitica, COCs

pertenecientes a la clase A; fueron madurados in vitro individualmente en presencia de
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gonadotrofinas y con diversas concentraciones de NaF. Luego se determind el estado
de maduracién meio6tica del ovocito, el consumo de glucosa y la produccién de lactato
por COC. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduraciéon fueron
realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado y las del consumo de
glucosa y produccién de lactato mediante ANOVA. El grado de asociacion entre el
consumo de glucosa y la produccion de lactato se analizé mediante la correlacion de
Pearson.

Experimento 16: Para evaluar el efecto del NaF en la vitalidad de las células del

cumulus y del ovocito, COCs pertenecientes a la clase A; fueron madurados in vitro en
presencia de gonadotrofinas y con diversas concentraciones de NaF. Luego se
determiné el porcentaje de COCs con las células del cumulus vivas y con ovocitos
vivos. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba de
homogeneidad de Chi-cuadrado.

Experimento 17: Para evaluar el efecto del ATP en la via glucolitica, COCs

pertenecientes a la clase A; fueron madurados in vitro individualmente en presencia de
gonadotrofinas y con diversas concentraciones de ATP. Luego se determiné el estado
de maduracion meidtica del ovocito, el consumo de glucosa y la produccién de lactato
por COC. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduraciéon fueron
realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado y las del consumo de
glucosa y produccién de lactato mediante ANOVA. El grado de asociacion entre el
consumo de glucosa y la produccién de lactato se analiz6 mediante la correlaciéon de
Pearson.

Experimento 18: Para evaluar el efecto del ATP en la vitalidad de las células

del cumulus y del ovocito, COCs pertenecientes a la clase A; fueron madurados in
vitro en presencia de gonadotrofinas y con diversas concentraciones de ATP. Luego
se determiné el porcentaje de COCs con las células del cumulus vivas y con ovocitos
vivos. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba de

homogeneidad de Chi-cuadrado.
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Experimento 19: Para evaluar el efecto del AMP en la via glucolitica, COCs

pertenecientes a la clase A; fueron madurados in vitro individualmente en presencia de
gonadotrofinas y con diversas concentraciones de AMP. Luego se determiné el estado
de maduracién meio6tica del ovocito, el consumo de glucosa y la produccion de lactato
por COC. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduracion fueron
realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado y las del consumo de
glucosa y producciéon de lactato mediante ANOVA. El grado de asociacién entre el
consumo de glucosa y la produccion de lactato se analizé mediante la correlacion de
Pearson.

Experimento 20: Para completar la evaluacién del efecto del AMP en la via

glucolitica, COCs pertenecientes a la clase A; fueron madurados in vitro
individualmente en ausencia de gonadotrofinas y con diversas concentraciones de
AMP. Luego se determind el estado de maduracién meidtica del ovocito, el consumo
de glucosa y la produccion de lactato por COC. Las comparaciones estadisticas de los
porcentajes de maduracion fueron realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-
cuadrado y las del consumo de glucosa y produccion de lactato mediante ANOVA. El
grado de asociacion entre el consumo de glucosa y la produccién de lactato se analizé
mediante la correlacion de Pearson.

Experimento 21: Para evaluar el efecto del AMP en la vitalidad de las células

del cumulus y del ovocito, COCs pertenecientes a la clase A; fueron madurados in
vitro en ausencia de gonadotrofinas y con diversas concentraciones de AMP. Luego se
determiné el porcentaje de COCs con las células del cumulus vivas y con ovocitos
vivos. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba de

homogeneidad de Chi-cuadrado.
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Resultados

Influencia de las caracteristicas del cumulus que rodea al
ovocito y de las gonadotrofinas en la via glucolitica

Las cuatro clases de COCs que demostraron ser aptas para madurar
meidticamente presentan cumulus marcadamente diferentes, por lo que fue de interés
evaluar la relevancia de las caracteristicas del cumulus en la actividad glucolitica del
COC. Al estar la accion de las gonadotrofinas mediada por las células del cumulus,
también fue analizada la importancia de la estimulacion gonadotrdéfica en la actividad
glucolitica de cada clase de COC.

Es generalmente aceptado que la actividad bioquimica de las células del
cumulus y del ovocito estdn intimamente relacionadas. Por lo tanto, la actividad
glucolitica del complejo podria ser un marcador bioquimico del progreso de la meiosis
en el ovocito. Debido a que la sensibilidad de los métodos para las determinaciones
metabdlicas permiten cultivar COCs individualmente, se evalu6 la asociaciéon entre el

desarrollo de la via glucolitica en el COC y el progreso de la meiosis del ovocito.

Consumo de glucosa

Se observé mayor consumo de glucosa en las clases A respecto de las clases
B durante la maduracion sin gonadotrofinas (p < 0,05), no habiendo diferencia entre A;
y A, y entre B, y B,. Sélo se observé aumento en el consumo de glucosa en las clases
A durante la maduracion debido a la presencia de gonadotrofinas, resultando
significativamente mayor en la clase A; (p < 0,05, Experimento 13) (Figura 24).

No se observaron diferencias significativas en los nmoles de glucosa
consumida por COC debido al estadio de maduracién meib6tica del ovocito en el medio

control (clase A; 12,1 + 1 vs. 16,2 + 3,8, clase A, 11,1 + 1,2 vs. 10,5 £ 1,4, clase B; 3,6
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+1,2vs.49+24yclase B,4,8+ 1,7 vs. 3,4 £ 0,9, con metafase Il vs. sin metafase I
respectivamente), ni en el medio suplementado con gonadotrofinas (clase A; 42,4 +
6,2 vs. 35,2 £ 7,9, clase A, 28,4 +29vs. 325+ 38, claseB; 41+17vs. 541y
clase B, 7,5 + 1,5 vs. 4,3 £ 1, con metafase Il vs. sin metafase Il respectivamente)

(Experimento 13).

45 - 000
40 - *

35 - 00
30 -
25 -
20 -
15 - M
10 -

nmoles glucosa COC 148hs ?
o

A1 Az Bl BZ
Clases de COCs
0O Madurado - FSHy LH B Madurado + FSHy LH

Figura 24: Consumo de glucosa en las distintas clases de COCs madurados en ausencia y
presencia de FSH y LH. A~ n Y oo o0 o Barrgs con diferentes superindices difieren
significativamente entre clases de COCs (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma
clase de COC Madurado — FSH y LH vs. Madurado + FSH y LH (p < 0,05). Experimento 13. n =
20 — 25 para cada valor.

Produccion de lactato

La produccion de lactato fue mayor en las clases A respecto de las clases B
durante la maduracion sin gonadotrofinas (p < 0,05), no habiendo diferencia entre A; y
A, y entre B; y B,. La produccion de lactato aumento en las clases A durante la
maduracién debido a la presencia de gonadotrofinas, siendo significativamente mayor
en la clase A; (p < 0,05). En las clases B no se detecté aumento de la produccién de
lactato por accién de las hormonas (Experimento 13) (Figura 25).

No se observaron diferencias significativas en los nmoles de lactato producido

por COC debido al estadio de maduracion meiética del ovocito en el medio control

109



(clase A; 22 £ 6,2 vs. 30,9 £ 2,3, clase A, 25,3 £ 4,8 vs. 22,3 + 4,2, clase B; 10,7 £ 4,3
vs. 12,2 £+ 49y clase B, 7,9 + 4,4 vs. 10,2 £ 4,5, con metafase Il vs. sin metafase Il
respectivamente), ni en el medio suplementado con gonadotrofinas (clase A; 147,4 +
23,3 vs. 125,1 £+ 28,6, clase A, 50,3 +9,3vs. 528+ 7,9, clase B; 2,1 +1vs.8+28y
clase B, 12,9 £ 5,1 vs. 4,1 £ 2,1, con metafase Il vs. sin metafase Il respectivamente)

(Experimento 13).
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Figura 25: Produccién de lactato en las distintas clases de COCs madurados en ausencia y
presencia de FSH y LH. A ~ Y oo o0 o Barrags con diferentes superindices difieren
significativamente entre clases de COCs (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma
clase de COC Madurado — FSH y LH vs. Madurado + FSH y LH (p < 0,05). Experimento 13. n =
20 — 25 para cada valor.

En las experiencias realizadas para analizar el consumo de glucosa y la
produccion de lactato, el porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase
Il no difiri6 en ausencia o presencia de FSH y LH ni entre las clases de COCs

(porcentaje de maduracién meidtica promedio 59,6 %, n = 178).

Correlacion entre consumo de glucosay produccién de lactato

Al realizar las determinaciones de consumo de glucosa y produccion de lactato

se observé una gran dispersion en los datos obtenidos dependiendo del tipo de
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cumulus y/o la presencia de gonadotrofinas en el medio de cultivo. Con el objetivo de
analizar la dependencia entre las variables se evalud la correlacion entre las lecturas
de cada metabolito obtenidas de la misma gota de medio de maduracion.

Se observo una alta correlacion positiva entre el consumo de glucosa y la
produccién de lactato en los COCs porcinos durante la maduracion in vitro (r = 0,85; p
= 0,0000, Experimento 13) (Figura 26). Se hall6 una relacion molar glucosa/lactato de
aproximadamente 1/2 en las clases A en presencia 0 ausencia de gonadotrofinas,
excepto en la clase A; durante la maduraciéon con hormonas donde la relacion molar

fue aproximadamente 1/3,5.

nmoles lactato COC* 48 hs*

0 20 40 60 80 100

nmoles glucosa COC * 48 hs *

Figura 26: Correlaciéon entre consumo de glucosa y produccion de lactato de los COCs
madurados in vitro (r = 0,85; p = 0,0000). Experimento 13.

Consumo de glucosay produccion de lactato en ovocitos
denudados

El mayor consumo de glucosa y producciéon de lactato en las clases con
cumulus integro sugiere que la actividad glucolitica de los COCs se desarrollaria
principalmente en las células del cumulus. Para evaluar la participacion relativa del
ovocito y de las células del cumulus en el consumo de glucosa y la produccién de
lactato de los COCs se procedié a determinar tales parametros en ovocitos denudados

provenientes de COCs clase A;. Con las técnicas utilizadas no pudo registrarse

111



consumo de glucosa ni produccién de lactato por los ovocitos porcinos denudados
durante las 48 hs. de cultivo in vitro (n = 30, Experimento 14). En las experiencias
realizadas con ovocitos denudados el porcentaje de maduracién meiodtica promedio

observado fue 30 % (n = 30).

Influencia de reguladores negativos (NaF, ATP) y positivos
(AMP) de la via glucolitica

En las experiencias presentadas se establecié que la actividad glucolitica del
COC se desarrollaria independientemente del progreso meiético del ovocito. Sin
embargo, la clase A; de COC ha demostrado tener una mayor capacidad de
maduracion citoplasmética (Capitulo 1) al igual que una mayor capacidad de respuesta
a la estimulacién por las gonadotrofinas de la via glucolitica. De alli surgi6 el interés en
profundizar la relevancia de la regulacién de la via en el progreso de la maduracién de

los ovocitos en esta clase de COC.

Regulacion de la glucdlisis con NaF

Consumo de glucosa con NaF

Se observé una disminucién dosis dependiente en los nmoles de glucosa
consumida por COC debida a la presencia de NaF en el medio de maduracion (p <

0,05, Experimento 15) (Figura 27).
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Figura 27: Consumo de glucosa en COCs clase A; madurados con distintas concentraciones
de NaF. * ® © Barras con diferentes superindices difieren significativamente (p < 0,05).
Experimento 15. n = 30 para cada valor.

Produccién de lactato con NaF

Se observé una disminucién dosis dependiente en los nmoles de lactato
producido por COC debida a la presencia NaF en el medio de maduracién (p < 0,05,
Experimento 15) (Figura 28).

Se observé una alta correlacion positiva entre el consumo de glucosa y la
produccion de lactato en los COCs porcinos durante la maduracion in vitro (r = 0,86; p

= 0,0000, Experimento 15).
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Figura 28: Produccion de lactato en COCs clase A; madurados con distintas concentraciones
de NaF. * ™ © Barras con diferentes superindices difieren significativamente (p < 0,05).
Experimento 15. n = 30 para cada valor.

Maduracion nuclear con NaF

El porcentaje de maduracién meidtica no difiri6 entre el medio control y el
adicionado con 2,5 mM de NaF, pero disminuyé con 5 mM y la inhibicién de la

maduracion fue total con 7,5y 10 mM (p < 0,05, Experimento 15) (Figura 29).
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Figura 29: Porcentaje de ovocitos con metafase Il en COCs clase A; madurados con distintas
concentraciones de NaF. *" ¢ Barras con diferentes superindices difieren significativamente (p
< 0,05). Experimento 15. n = 30 para cada valor.

Vitalidad de los COCs con NaF

Debido a la inhibicion de la maduracién meiética observada por la presencia de
NaF resultd necesario comprobar si el compuesto tiene la capacidad de afectar la
vitalidad de las células durante el cultivo.

El porcentaje de ovocitos y de cumulus vivos en los COCs clase A; madurados
in vitro no se modificé por el agregado de NaF al medio de maduracion a ninguna de

las concentraciones utilizadas (Experimento 16) (Tabla 1).
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NaF 0mM 2,5mM 5mM 7,5 mM 10mM
% ovocitos 1002 93,32 96,7 2 1002 1002
Vivos
% cumulus 100 ? 100 ? 100 ? 100 % 100 %
Vivos
n 30 30 30 30 30

Tabla 1: Porcentaje de ovocitos y cumulus vivos madurados con distintas concentraciones de

NaF. ? Valores con igual superindice no difieren significativamente en la misma fila.

Experimento 16.

Regulacion de la glucdlisis con ATP

Consumo de glucosa con ATP

Se observd una disminucion dosis dependiente en los nmoles de glucosa

consumida por COC debida a la presencia de ATP en el medio de maduracion (p <

0,05, Experimento 17) (Figura 30).

nmoles glucosa COC *48hs™

70 1

60

a
50 -
40 -

b
30 -
b

20 -
10 - - C
0 ﬁ

0 1 10 20

mM ATP

40

Figura 30: Consumo de glucosa en COCs clase A; madurados con distintas concentraciones

de ATP. * ™ ¢ Barras con diferentes superindices difieren significativamente (p < 0,05).
Experimento 17. n = 30 para cada valor.
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Produccion de lactato con ATP

Se observé una disminucion dosis dependiente en los nmoles de lactato
producido por COC debida a la presencia de ATP en el medio de maduracién (p <
0,05, Experimento 17) (Figura 31).

Se observo una alta correlacion positiva entre el consumo de glucosa y la
produccién de lactato en los COCs porcinos durante la maduracion in vitro (r = 0,86 p

= 0,0000, Experimento 17).
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Figura 31: Produccién de lactato en COCs clase A; madurados con distintas concentraciones
de ATP. ™ © 9 Barras con diferentes superindices difieren significativamente (p < 0,05).
Experimento 17. n = 30 para cada valor.

Maduracién nuclear con ATP

El porcentaje de maduracién meidtica disminuyé en forma dosis dependiente
por efecto de la adicion de ATP al medio de maduracion (p < 0,05, Experimento 17)

(Figura 32).
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Figura 32: Porcentaje de ovocitos con metafase Il en COCs clase A; madurados con distintas
concentraciones de ATP. "¢ Barras con diferentes superindices difieren significativamente (p
< 0,05). Experimento 17. n = 30 para cada valor.

Vitalidad de los COCs con ATP

Debido a la inhibicién de la maduracién meiética observada por la presencia de
ATP resultd necesario comprobar si el compuesto tiene la capacidad de afectar la
vitalidad de las células durante el cultivo.

El porcentaje de ovocitos y de cumulus vivos en los COCs clase A; madurados
in vitro no se modificé por el agregado de ATP al medio de maduracién a ninguna de

las concentraciones utilizadas (Experimento 18) (Tabla 2).

ATP 0mM 1 mM 10 mM 20 mM 40mM
% ovocitos 96,7 2 1002 93,32 1002 96,7 2
ViVoS
% cumulus 1002 1002 1002 100 ¢ 100 @
Vivos
n 30 30 30 30 30

Tabla 2: Porcentaje de ovocitos y cumulus vivos madurados con distintas concentraciones de

ATP. ? Valores con igual superindice no difieren significativamente en la misma fila.
Experimento 18.
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Regulacion de la glucdlisis con AMP

Consumo de glucosa con AMP

No se observo diferencia en los nmoles de glucosa consumida por COC en

presencia de AMP a ninguna de las concentraciones utilizadas (Experimento 19)

(Figura 33).
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Figura 33: Consumo de glucosa en COCs clase A; madurados con distintas concentraciones
de AMP. ? Barras con igual superindice no difieren significativamente. Experimento 19. n = 30
para cada valor.

Produccién de lactato con AMP

No se observé diferencia en los nmoles de lactato producido por COC en
presencia de AMP a ninguna de las concentraciones utilizadas (Experimento 19)
(Figura 34).

Se observo una alta correlacion positiva entre el consumo de glucosa y la
produccion de lactato en los COCs porcinos durante la maduracion in vitro (r = 0,87 p

= 0,0000, Experimento 19).
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Figura 34: Produccion de lactato en COCs clase A; madurados con distintas concentraciones

de AMP. ? Barras con igual superindice no difieren significativamente. Experimento 19. n = 30
para cada valor.

Maduracién nuclear con AMP

El porcentaje de maduracion meiética no se modificé por el agregado de AMP
al medio de maduracion a ninguna de las concentraciones utilizadas (Experimento 19)

(Figura 35).
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Figura 35: Porcentaje de ovocitos con metafase Il en COCs clase A; madurados con distintas
concentraciones de AMP. ° Barras con igual superindice no difieren significativamente.
Experimento 19. n = 30 para cada valor.
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Consumo de glucosa con AMP (sin adicion de gonadotrofinas)

En las experiencias presentadas anteriormente no se observo efecto del AMP
en la via glucolitica. Por otra parte, las gonadotrofinas demostraron ser capaces de
estimular la via en los COCs porcinos. Para completar el estudio del AMP como
regulador de la via glucolitica resultd necesario evaluar si la accion de las
gonadotrofinas podria enmascarar el efecto del AMP, por lo que el regulador fue
agregado al medio de maduracion sin suplemento de hormonas.

Al realizar la maduracion en ausencia de gonadotrofinas no se observd
diferencia en los nmoles de glucosa consumida en presencia de AMP a ninguna de las

concentraciones utilizadas (Experimento 20) (Figura 36).
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Figura 36: Consumo de glucosa en COCs clase A; madurados en ausencia de gonadotrofinas

a

con distintas concentraciones de AMP. Barras con igual superindice no difieren

significativamente. Experimento 20. n = 30 para cada valor.

Produccién de lactato con AMP (sin adicion de gonadotrofinas)

Al realizar la maduracion en ausencia de gonadotrofinas no se observo
diferencia en los nmoles de lactato producido en presencia de AMP a ninguna de las

concentraciones utilizadas (Experimento 20) (Figura 37).
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Se observo una baja correlacion positiva entre el consumo de glucosa y la
produccion de lactato en los COCs porcinos durante la maduracion in vitro (r = 0,23 p

= 0,0056, Experimento 20).
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Figura 37: Produccién de lactato en COCs clase A; madurados en ausencia de gonadotrofinas
con distintas concentraciones de AMP. ? Barras con igual superindice no difieren

significativamente. Experimento 20. n = 30 para cada valor.

Maduracion nuclear con AMP (sin adicion de gonadotrofinas)

Al realizar la maduracion en ausencia de gonadotrofinas el porcentaje de
maduracién meidtica disminuy6 aproximadamente a la mitad por el agregado de AMP

a todas las concentraciones utilizadas (p < 0,05, Experimento 20) (Figura 38).
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Figura 38: Porcentaje de ovocitos con metafase Il en COCs clase A; madurados en ausencia
de gonadotrofinas con distintas concentraciones de AMP. & ® Barras con diferentes

superindices difieren significativamente (p < 0,05). Experimento 20. n = 30 para cada valor.

Vitalidad de los COCs con AMP (sin adicién de gonadotrofinas)

Debido a la inhibicién de la maduracién meiética observada por la presencia de
AMP en ausencia de gonadotrofinas resultd necesario comprobar si el compuesto
tiene la capacidad de afectar la vitalidad de las células durante el cultivo.

El porcentaje de ovocitos y de cumulus vivos en los COCs clase A; madurados
in vitro en ausencia de gonadotrofinas no se modificé por el agregado de AMP al

medio de maduracién a ninguna de las concentraciones utilizadas (Experimento 21)

(Tabla 3).
AMP 0mM 1mM 10 mM 20 mM 40mM
% ovocitos 96,7 2 93,3% 1002 96,7 @ 100 @
Vivos
% cumulus 1002 1002 1002 1002 1002
Vivos
n 30 30 30 30 30
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Tabla 3: Porcentaje de ovocitos y cumulus vivos madurados en ausencia de gonadotrofinas

a

con distintas concentraciones de AMP. Valores con igual superindice no difieren

significativamente en la misma fila. Experimento 21.

Discusion

La maduracién de los ovocitos porcinos in vitro fue realizada en medio 199, el
cual es un medio de composicion compleja (Anexo 1) disefiado para el cultivo de
distintos tipos de células y comunmente utilizado para la maduracién in vitro de
gametos de diferentes especies. Los hidratos de carbono incluidos en el medio son la
glucosa a una concentracion 5,56 mM y desoxi-ribosa y ribosa a una concentracion
considerablemente menor (0,003 mM cada una).

En los ensayos realizados se evalu6 el consumo de glucosa conjuntamente con
la produccion de lactato en el medio de maduracion por el COC porcino, hallandose
una alta correlacién positiva entre ambos pardmetros. Ademas, la relacion molar
glucosallactato obtenida fue aproximadamente 1/2 en la mayoria de las condiciones de
maduracion de las clases A; y A,. Estas observaciones sugieren que la glucdlisis es el
principal destino de la glucosa consumida por el COC porcino durante la maduracion in
vitro. Otras vias alternativas para el consumo de glucosa por el COC son la via de las
pentosas fosfato y la via de las hexosaminas. En roedores, bovinos y porcinos ha sido
descripta la utilizacién de la glucosa en la via de las pentosas fosfato por el COC
durante la maduracion in vitro, proponiéndose el aprovechamiento de la glucosa con
fines no energéticos en esta via para el control de la maduracion nuclear y
citoplasmatica del ovocito (Zuelke y Brackett, 1992; Downs y col., 1998; Downs y
Utecht, 1999; Herrick y col., 2006; Sato y col., 2007; Funahashi y col., 2008). Por otro
lado, en rumiantes y roedores se ha demostrado la utilizacién de glucosa para la
sintesis de glicosaminoglicanos componentes de la matiz extracelular, en especial

acido hialurénico (Chen y col., 1990; Sutton-McDowall y col., 2004; Thompson, 2006;
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Gutnisky y col., 2007), estimandose en el bovino que el 23 % de la glucosa consumida
por el COC estaria destinada a la via de las hexosaminas (Gutnisky y col., 2007). Se
ha comprobado la sintesis de &cido hialurénico por los COCs porcinos durante la
maduracion in vitro y su participacion en el proceso de expansion del cumulus (Sato y
Yokoo, 2005; Yokoo y col., 2008). A pesar de las alternativas metabolicas existentes
para la utilizacién de la glucosa, los resultados presentados indicarian que la glucdlisis
es la principal via para el consumo de este azucar por el COC porcino. De igual modo,
en el COC bovino la glucdlisis ha sido propuesta como la principal via de utilizacién de
la glucosa (Sutton y col., 2003).

En las experiencias desarrolladas se observdé mayor actividad glucolitica en los
COCs porcinos pertenecientes a las clases A; y A, respecto a los pertenecientes a las
clases B; y B,, esta diferencia sugiere que la actividad glucolitica de los COCs se
desarrolla principalmente en las células del cumulus. Tal proposicion es reforzada por
la imposibilidad de evidenciar con las técnicas utilizadas tanto consumo de glucosa
como produccién de lactato por los ovocitos denudados durante la maduracién in vitro.
Del mismo modo, en el bovino se ha observado escasa o nula actividad glucolitica
durante la maduracion in vitro en los ovocitos aislados de las células del cumulus
(Zuelke y Brackett, 1992; Rieger y Loskutoff, 1994; Sutton y col., 2003). Si bien la
glucdlisis ha sido propuesta como la principal fuente de ATP para el ovocito porcino
(Herrick y col., 2006; Krisher y col., 2007), e incluso ha sido sugerida la utilizacién de la
glucosa en la via glucolitica preferentemente sobre la via de las pentosas (Krisher y
col., 2007), los estudios se basaron en el comportamiento de los ovocitos maduros, sin
examinar la actividad metabdlica en el proceso de maduracion. Durante la maduracion
in vitro, se ha demostrado que la actividad glucolitica de las células del cumulus
bovinas y porcinas puede producir importantes cantidades de lactato, incluso si el
mismo no estaba presente en el medio de cultivo (Sutton-McDowall y col., 2004;
Experimento 13). Por otra parte, se ha observado un efecto aditivo por la

suplementacién con glucosa y piruvato al medio de maduracion de los complejos
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ovocito-cumulus porcinos, acelerando el progreso de la maduracidbn nuclear y
mejorando la maduracién citoplasmatica de los ovocitos. Esto sugiere la utilizacién
diferencial de los metabolitos derivados de la glucosa y el piruvato por el COC en
estas condiciones, siendo la primera utilizada en la via de las pentosas para la
regulacibn de la maduracidbn nuclear, mientras el segundo posiblemente sea
consumido en el ciclo de Krebs para la produccion de ATP (Sato y col., 2007;
Funahashi y col., 2008). Debe considerarse la posibilidad que, como ha sido sugerido
en el bovino, las células del cumulus sean las encargadas de catabolizar glucosa con
el proposito de obtener energia y producir sustratos oxidativos que pueden ser
utilizados por el ovocito durante el proceso de maduracion (Brackett y Zuelke, 1993;
Cetica y col., 1999b; Cetica y col., 2003).

Si bien Sutton-McDowall y col. (2005), Wongsrikeao y col. (2006), Sato y col.
(2007) y Funahashi y col. (2008) han demostrado la importancia de la concentracién
de glucosa en el progreso de la maduracion nuclear in vitro de los ovocitos bovinos y
porcinos, ninguno de ellos vincula el comportamiento metabdélico del COC con la
maduracion del ovocito. Por su parte, Krisher y Bavister (1999) y Herrick y col. (2006)
evaluaron la actividad metabdlica del ovocito maduro en ambas especies,
demostrandose la correlacion del metabolismo con la maduracién nuclear y la
competencia de desarrollo; pero las células del cumulus fueron removidas al completar
la maduracién y se evalué sélo la actividad metabdlica del ovocito denudado. En los
experimentos realizados en la presente tesis se observé mayor consumo de glucosa y
produccién de lactato por los COCs porcinos pertenecientes a la clase A; respecto a
los pertenecientes a las clases A, B; y B, al ser cultivados en presencia de
gonadotrofinas. Sin embargo, los ovocitos pertenecientes a las cuatro clases
mostraron igual capacidad de madurar meiéticamente (Capitulo 1). Ademas, al evaluar
individualmente la actividad metabdlica del COC y la maduracion nuclear del ovocito,
no se observé mayor consumo de glucosa ni produccién de lactato en aquellos COCs

porcinos cuyos ovocitos alcanzaron el estadio de metafase Il. Seria posible entonces
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que en las células del cumulus se desarrolle actividad glucolitica independientemente
del progreso meiético del ovocito. En el bovino, si bien se propuso que el ovocito
podria regular la actividad glucolitica del cumulus al utilizar los metabolitos de la
glucdlisis yl/o secretar factores moduladores (Zuelke y Brackett, 1992), mas
recientemente ha sido demostrado que el metabolismo del piruvato, la glucosa vy el
lactato en el COC no es afectado por la presencia del ovocito (Sutton y col., 2003).

Las investigaciones realizadas han demostrado que las clases de COCs con
cumulus integro (clases A; y A,) aumentan tanto el consumo de glucosa como la
produccion de lactato en presencia de gonadotrofinas, siendo mayor el incremento en
la clase A;. Estos resultados sugieren que las células de cumulus responden a la
estimulacion hormonal aumentando la actividad de la via glucolitica. Si bien el mayor
numero de células del cumulus observado en las clases A podria explicar la mayor
actividad metabdlica, no se registr6 diferencia en el nimero de células entre los COCs
clase A; y A, indicando alguna participacion de las caracteristicas del cumulus de la
clase A; en la intensidad de respuesta a las hormonas. El efecto promotor de la
actividad glucolitica de las gonadotrofinas también ha sido observado en células del
cumulus y de la granulosa de rata, ratén y humano, al evaluar la produccion de lactato
en los foliculos (Billig y col., 1983; Harlow y col., 1987; Boland y col., 1993; Gull y col.,
1999). Durante la maduracion in vitro de ovocitos bovinos la presencia de LH y/o FSH
también increment6 la actividad de la via glucolitica en los COCs (Zuelke y Brackett,
1992; Sutton-McDowall y col., 2004). Al evaluar algunos de los posibles mecanismos
de participacién de la FSH en la modulacién de la actividad glucolitica en COCs de
ratén, se demostré el aumento en la capacidad de las células del cumulus para
incorporar y utilizar el aztcar, mediado por la translocacion de transportadores y por la
sintesis de una de las enzimas reguladoras de la via, la hexoquinasa (Downs y col.,
1996; Roberts y col, 2004).

Un hallazgo llamativo en las experiencias desarrolladas al ser madurados los

COCs clase A; en presencia de gonadotrofinas fue la alta produccién de lactato. La
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misma resulté mayor a la esperada en base al consumo de glucosa registrado,
alcanzando la relacion molar glucosa/lactato un valor aproximado de 1/3,5. Estos
resultados sugieren que la estimulacién hormonal no sélo incrementaria la produccién
de lactato a partir de la via glucolitica, sino que ademéas modularia la derivacién de
otros sustratos hacia este metabolito. Ha sido descripto que varios amino4cidos son
metabolizados hasta piruvato, el cual mediante la enzima lactato deshidrogenasa
puede ser reducido a lactato (Nelson y Cox, 2005b), resultando estos pasos un origen
no glucolitico posible para la mayor produccién de lactato observada en la clase A;.

Si bien ha sido demostrado que la inhibicién de la utilizacion de la glucosa en la
via de las pentosas fosfato durante la maduracién de los ovocitos porcinos in vitro
afecta negativamente la maduracién nuclear, el clivaje de los embriones y el desarrollo
embrionario hasta el estadio de blastocisto (Herrick y col., 2006; Sato y col., 2007;
Funahashi y col., 2008), la importancia de la regulacién de la actividad de la via
glucolitica no habia sido evaluada aun en esta especie. En presencia de NaF o ATP
en el medio de maduraciéon se produjo la disminucion conjunta del consumo de
glucosa y de la produccion de lactato por el COC, manteniéndose la alta correlacién
positiva entre ambos parametros, lo que sugiere que estos compuestos tendrian un
efecto inhibitorio sobre la via glucolitica del COC porcino.

La inhibicién de la glucdlisis por accion del NaF fue dosis dependiente. El NaF
es uno de los inhibidores mejor caracterizados de la via glucolitica, encontrandose
descripta su accién sobre la enzima enolasa (Harris, 2002). La concentracién a la cual
se manifestaron los efectos del NaF sobre los COCs fue menor a la necesaria para la
inhibicién de la enzima bacteriana purificada (Kaufmann y Bartholmes, 1992; Guha-
Chowdhury y col., 1997) e incluso a la requerida para disminuir la utilizacion de la
glucosa en varios tipos de células eucariotas (Anderson, 1969; Feig y col., 1971;
Shayiq y Kidwai, 1986). La inhibicion de la glucdlisis por el NaF fue acompafiada con
una disminucion paralela del porcentaje de ovocitos que completaron la maduracién

meidtica, resultando llamativa la coincidencia en el comportamiento de los parametros
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evaluados en respuesta al compuesto. Es destacable que a una concentracion 5 mM
de NaF la glucdlisis desarroll6 aproximadamente ¥4 de la actividad respecto del control
y el porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase Il también fue
aproximadamente ¥4 del observado sin inhibidor, sugiriendo que la actividad glucolitica
del COC es necesaria para que los ovocitos puedan completar la maduracién nuclear.
Al evaluar el efecto del ATP sobre la via glucolitica también se observd una
inhibicion dosis dependiente en el consumo de glucosa y en la produccién de lactato.
El ATP ha sido descripto como uno de los principales moduladores fisioldgicos de la
glucdlisis, actuando como efector alostérico negativo de dos enzimas claves de la via,
la fosfofructoquinasa 1 (Harris, 2002; Kamp y col., 2007) y la piruvato quinasa (Berg y
col., 2008a). En las experiencias presentadas, la inhibicion de la glucdlisis por el ATP
fue acompafiada también de una disminuciéon en la maduracion nuclear, resultando
similares las proporciones en que ambos parametros fueron afectados. A
concentraciones 1 mM y 10 mM de ATP la via glucolitica desarroll6 aproximadamente
% de la actividad evidenciada sin el efector negativo y el porcentaje de ovocitos que
maduraron nuclearmente también fue de aproximadamente ¥z del observado respecto
al control. Cabe mencionar que las concentraciones a las cuales se observé inhibicion
coinciden con las informadas en la bibliografia como efectivas sobre la enzima
fosfofructoquinasa 1 (Harris, 2002; Kamp y col., 2007). Aunque no puede descartarse
totalmente la posibilidad que el ATP alterase el progreso de la meiosis por un
mecanismo diferente a la inhibicion de la via glucolitica, la similar proporcion de
disminucién de ambos pardmetros sugiere una relacién entre los mismos. Refuerza
esta sugerencia que el inhibidor especifico de la via (NaF) mostré igual
comportamiento a pesar de no compartir el mecanismo de acciéon. Ademas, ninguno
de los dos compuestos afecto la vitalidad de los ovocitos o del cumulus que lo rodea.
En un estudio anterior, Herrick y col. (2006) no obtuvieron resultados concluyentes al
intentar modular la actividad glucolitica de los COCs porcinos durante la maduracion in

vitro, sin embargo los reguladores utilizados fueron diferentes a los del presente
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trabajo y la actividad metabdlica del COC no fue evaluada, por lo que las experiencias
presentadas en esta tesis evidencian por primera vez la importancia de la regulaciéon
de la via glucolitica del COC porcino para la maduracion del ovocito.

Entre los reguladores mas importantes de la via glucolitica ha sido descripto el
AMP como efector alostérico positivo de la principal enzima reguladora, la
fosfofructoquinasa 1 (Harris, 2002; Simpfendorfer y col., 2006; Kamp y col., 2007). En
las investigaciones realizadas para evaluar el efecto del AMP en presencia de FSH y
LH, no se observé estimulacion de la glucolisis, ni variacion en la maduracién nuclear
del ovocito a ninguna de las concentraciones utilizadas. Esto sugiere que el AMP no
tendria efecto sobre la actividad glucolitica del COC ni sobre el progreso de la meiosis
del ovocito durante la maduracion con gonadotrofinas. En el experimento 13 fue
determinado que la FSH y la LH incrementan la intensidad de la glucdlisis en el COC
porcino. El experimento 19 demostr6 que al mantener la accién estimuladora de las
hormonas en los COCs el AMP no es capaz de aumentar la actividad glucolitica,
sugiriendo que el AMP y las hormonas no tendrian efecto sinérgico o aditivo.

En la experiencia realizada en ausencia de gonadotrofinas para completar el
estudio del efecto del AMP, la actividad glucolitica no se modificé por la presencia del
efector a ninguna de las concentraciones utilizadas, a pesar de haber sido incluidas y
superadas las concentraciones de AMP descriptas como efectivas sobre la enzima
fosfofructoquinasa 1 (Simpfendorfer y col., 2006; Kamp y col., 2007). Sin embargo, el
porcentaje de ovocitos que completaron la maduracién nuclear cay6 practicamente a
la mitad del observado sin el efector, independientemente de la concentraciéon de AMP
utilizada. Se comprob6 también que la vitalidad de los ovocitos o del cumulus no es
afectada por el compuesto. El resultado de esta experiencia suma evidencia a la
proposicion que la actividad glucolitica de los COCs porcinos no seria dependiente del
progreso meiotico del ovocito. Un efecto similar ha sido observado en el raton,
demostrandose que la actividad glucolitica del COC no es afectada cuando se inhibe

la maduracion del ovocito (Downs y col., 1996). En el bovino, ha sido propuesto un
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perfil metabdlico diferente entre las células del cumulus y el ovocito, sugiriéndose que
el metabolismo del COC completo no reflejaria la actividad metabdlica del ovocito
(Sutton y col., 2003). Una posible explicacion del efecto inhibidor del AMP en la
maduracién meidtica es la activacion de una proteina quinasa dependiente de AMP
lineal (AMPK) en COCs bovinos y porcinos, la cual tiene la capacidad de inhibir la
ruptura de la vesicula germinal y de disminuir el porcentaje de ovocitos que alcanzan
el estadio de metafase Il (Bilodeau-Goeseels y col., 2007). A diferencia de lo
observado en el presente trabajo, ha sido demostrado el aumento en el consumo de
glucosa y en la produccion de lactato por los COCs bovinos durante la maduracion in
vitro en ausencia de gonadotrofinas debido a la adicién de AMP en el medio de cultivo
(Gutnisky y col., 2008). Las diferencias entre ambas especies no se limitan a la
modulacion de la actividad glucolitica del COC, sino que el progreso de la meiosis no
se vio afectado en el ovocito bovino al utilizar concentraciones de AMP similares a las
del presente trabajo (Bilodeau-Goeseels y col., 2007; Gutnisky y col., 2008). Se puede
concluir que el AMP no tendria efecto sobre la actividad glucolitica del COC porcino
independientemente de la accion de las gonadotrofinas, pero podria actuar modulando
otros aspectos bioquimicos de importancia para la maduracién nuclear del ovocito. El
efecto negativo del AMP en el progreso meiético del ovocito no pudo evidenciarse
cuando la maduracion se realizé en presencia de gonadotrofinas. Esto sugiere que los
mecanismos involucrados en la regulacién de la maduracién nuclear por accion de las
hormonas serian preponderantes sobre aquellos mediados por AMP.

En conclusién, la alta correlacién positiva y la relacion molar entre el consumo
de glucosa y la produccion de lactato indican que la glucdlisis seria el principal destino
de la glucosa consumida por el COC porcino durante la maduracion in vitro. A su vez,
la mayor actividad glucolitica en las clases A sugiere que la misma se desarrollaria
principalmente en las células del cumulus. EI mayor numero de células del cumulus en
los COCs pertenecientes las clases A les permitiria responder al estimulo

gonadotroéfico incrementando la intensidad de la via, sin embargo las particularidades
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del cumulus de la clase A; le conferirian a este tipo de COC una mayor capacidad de
respuesta a las hormonas que el de la clase A,.

El desarrollo de la actividad glucolitica en las células del cumulus seria
independiente del progreso meiético del ovocito, por lo tanto el consumo de glucosa y
la produccién de lactato no podrian ser utilizados como marcadores bioquimicos de la
maduracién nuclear. Sin embargo, la inhibicion de la glucolisis con NaF y ATP se
acompafié con una disminucién paralela del porcentaje de maduracion meidtica,
indicando que la actividad de la via seria necesaria para que los ovocitos puedan
completar la maduracion nuclear. Por otro lado, el AMP no tendria efecto en la
actividad glucolitica del COC porcino independientemente de la presencia o ausencia
de gonadotrofinas, pero podria actuar modulando otros aspectos de importancia para

la maduracion nuclear del ovocito.
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Capitulo 3

Metabolismo de aminoacidos en los complejos
ovocito-cumulus durante la maduracion in vitro

132



Introduccion

Como ha sido descripto para los hidratos de carbono, también se ha
demostrado que los aminoacidos estan involucrados en eventos relacionados con la
maduracion de los ovocitos en roedores, bovinos y porcinos (Kito y Bavister, 1997; Ka
y col., 1997; Cetica y col.,, 2003). En el bovino, ha sido sugerido que la accién
estimulatoria de los hidratos de carbono seria en la maduracion nuclear, mientras que
los amino&cidos actuarian ademas estimulando la maduracion citoplasmatica (Lim y
col., 1999). Se ha observado que la presencia de ciertos aminoacidos en el medio de
maduracion de los ovocitos bovinos y porcinos incrementa el porcentaje de éxito de la
fecundacion in vitro y el nimero de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto
(Krisher y Bavister, 1998; Rose-Hellekant y col., 1998; Lim y col, 1999; Hong y col.,
2004; Hong y Lee, 2007). En ovocitos porcinos se observéd que la suplementacion de
aminoacidos al medio de maduracion no tuvo efecto estimulador sobre la maduracion
nuclear, ni sobre el tiempo requerido para el progreso de la meiosis, pero incrementé
la formacion de pronucleos y blastocistos, sugiriéndose que el efecto beneficioso de
los aminoé&cidos se deberia a su accién en la maduracion citoplasmatica (Ka y col.,
1997; Hong y Lee, 2007).

En el ovocito bovino se observé que la progresion de la meiosis requiere la
sintesis de ARNm y de proteinas en las células del cumulus y el ovocito (Hunter y
Moor, 1987; Simon y col., 1989; Motlik y col., 1990; Kastrop y col., 1991b; Milanov y
Sirard, 1994; Lévesque y Sirard, 1995; Tatemoto y Terada 1995). La importancia de
los diferentes procesos relacionados a la sintesis de proteinas y su vinculacién con la
reanudacion de la meiosis fue demostrada mediante experimentos en los que se
utilizaron inhibidores de la transcripcion (a-amanitina) (Kastrop y col.,, 1991b;
Rambhatla y Latham, 1995), de la traduccion (cicloheximida) (Nussbaum y Prather,
1995; Kubelka y col., 1995) y de las modificaciones postraduccionales (6-

dimetilaminopurina) (Hampl y Eppig, 1995). Estos agentes impidieron tanto la
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progresion nuclear como el normal desarrollo de los ovocitos, proveyendo evidencia
sobre la participacion de la sintesis de proteinas en la regulacion de la maduracion de
los ovocitos. Se determiné que las etapas de la maduracién que requieren de sintesis
proteica son la ruptura de la membrana nuclear, la formacién de los husos meidticos,
la entrada y arresto en la metafase Il (Moor y Crosby, 1986; Sirard y col., 1989;
Szollosi y col., 1991). En ovocitos bovinos madurados in vivo o in vitro se observaron
cambios en los patrones proteicos comparados con aquellos que permanecieron en el
estadio de vesicula germinal (Kastrop y col., 1990; Kastrop y col., 1991a). Ademas de
los cambios cualitativos en las proteinas sintetizadas por el ovocito bovino durante la
maduracion in vitro, se observé un leve pero constante aumento de la sintesis proteica
durante las primeras 12 hs., que luego declin6 con la progresién del cultivo (Wu y col.,
1996). Mas recientemente se demostré que el incremento en la sintesis de proteinas
se produce en el momento de la ruptura de la vesicula germinal (Tomek y col., 2002).

Las células del cumulus mostraron menos diferencias cualitativas en cuanto al
patrén proteico durante la maduracion, sin embargo el contenido de proteinas aumentd
durante este periodo, siendo la velocidad de sintesis proteica relativamente constante.
Se ha sugerido que la sintesis y secrecion de proteinas tanto por los ovocitos como
por las células del cumulus bovinas serian necesarias para la normal maduracion del
ovocito, la expansion del cumulus y el subsecuente desarrollo embrionario (Wu y col.,
1996). La sintesis de proteinas ha sido descripta también en los ovocitos y las células
del cumulus porcinas durante el proceso de maduracién (Ball y col., 1985), aunque con
mucho menor detalle que en el bovino.

Varios mecanismos estan involucrados en la activacion de las moléculas de
ARNmM traduccionalmente inactivas (Hershey, 1991; Brown y Schreiber 1996). Los
procesos responsables incluyen la fosforilacion de una serie de factores de iniciacion
(Tach, 1992), fosforilacion de las proteinas de las subunidades ribosomales (Morley y
Thomas 1991; Morley, 1994; Gavin y Schorderet-Slatkine 1997) y desfosforilacién de

la enzima poli-A-polimerasa (Colgan y col., 1996). La modificacién de la secuencia
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poli-A del ARNm también ha sido correlacionada con la activacion de la transcripcion
(Gebauer y col., 1994; Sheets y col., 1995; Gebauer y Richter, 1996; Shim y col.,
1997). Particularmente en ovocitos bovinos, ha sido demostrado que la estimulacién
de la traduccion mediante la poliadenilacion triplica la sintesis de proteinas al momento
de la ruptura de la vesicula germinal (Tomek y col., 2002). Sin embargo, los mismos
autores sugirieron la existencia de otros mecanismos adicionales de regulacién de la
traduccién durante otras etapas de la maduracién de los ovocitos.

Ha sido propuesto que los ovocitos bovinos pueden utilizar distintos
amino&cidos como sustratos energéticos (Zuelke y Brackett, 1993; Rieger y Loskutoff,
1994). La utilizacién de sus esqueletos carbonados en el ciclo de Krebs fue sugerida al
demostrarse actividad de las enzimas de dicha via en el gameto femenino (Cetica y
col., 2003). Sin embargo, Hong y Lee (2007) sugirieron que podrian existir diferencias
especie especificas en el metabolismo de aminoacidos durante la maduracion de los
ovocitos. Por otro lado, la accién de las gonadotrofinas en la maduraciéon ha sido
vinculada con la presencia de aminoacidos durante el cultivo in vitro (Kito y Bavister,
1997). Particularmente en el porcino, se demostré que la accion beneficiosa de los
aminodacidos es superior en presencia de gonadotrofinas y EGF, sugiriéndose que este
efecto estaria modulado por las hormonas (Hong y col., 2004).

Si bien Ball y col. (1985) observaron la acumulacion de proteinas en los COCs
porcinos durante las primeras 24 hs. de cultivo en respuesta a la FSH, el efecto no fue
evaluado durante el periodo de maduracion completo y ademas no se contempl6 la
influencia de ambas gonadotrofinas en este proceso. La posible utilizacién de los
aminoacidos con fines catabdlicos y la relevancia de las gonadotrofinas sobre la
misma durante la maduracién in vitro tampoco han sido estudiadas en los COCs

porcinos.
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Materiales y métodos

Maduracion de los ovocitos in vitro

Se utilizaron las condiciones de maduracion detalladas en la seccién general
con las particularidades descriptas a continuacion. En las experiencias en las que se
evalué el efecto de las gonadotrofinas, fue utilizado como control el mismo medio de
maduracién sin el agregado de FSH y LH. Para complementar el estudio de la
influencia del cumulus en el metabolismo de los amino&cidos, los ovocitos
provenientes de COCs clase A; fueron denudados y luego madurados en medio
suplementado con FSH y LH. Para analizar en forma conjunta la cantidad de proteinas
de los COCs y la produccion de amoniaco, se maduraron 25 COCs en gotas de 250 pl.
Los estudios de correlacion entre nimero de células del cumulus y contenido de

proteinas del COC requirieron madurar 55 COCs en gotas de 550 pl.

Produccion de amoniaco y determinacion de proteinas totales

Luego de la maduracion in vitro, los COCs fueron removidos de las gotas de
250 ul, se determin6 el contenido de proteinas de 20 COCs y la concentracion de
amoniaco en el medio de maduracibn remanente. Paralelamente se evalud la
maduracion meidtica de los 5 COCs restantes.

Para la determinacion del contenido de proteinas, grupos de 20 COCs
inmaduros y madurados in vitro fueron suspendidos en H,O destilada, luego
congelados-descongelados dos veces, agitados en vortex durante 30 minutos en una
solucion de NaOH 1 N y el homogenato resultante fue centrifugado a 10.000 x g
durante 20 minutos. Se agregaron a los sobrenadantes los reactivos del Biuret y Folin-

Ciocalteu y la absorbancia fue medida en espectrofotometro a 660 nm (Lowry y col.,
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1951). Se corrigieron las absorbancias utilizando blancos paralelos. Para calcular la
concentracion de proteinas se realiz6 una curva de calibracion utilizando como testigo
diferentes diluciones de una solucion de albumina bovina de concentracion conocida.
La concentracion de amoniaco se determind espectrofotométricamente basada
en el consumo del compuesto por la enzima glutamato deshidrogenasa. La cantidad
de NADPH oxidado durante la reaccion equivale a la cantidad de amoniaco presente
en la muestra, midiéndose la disminucion de la absorbancia a 340 nm (Kirsten y col.,
1963; Da Fonseca-Wollheim, 1973a; 1973b). En cada experimento fueron incluidas
gotas de 250 ul de medio de maduracién sin COCs como control de la concentracion
de amoniaco. Los nmoles de amoniaco producido por COC se calcularon por la
diferencia entre la concentracion de amoniaco en las gotas de medio en las que
maduraron los COCs y la concentracion en las gotas de medio de maduracion sin

células.

Correlacion entre el numero de células del cumulus y el
contenido de proteinas del COC

Para analizar la correlacién entre el nimero de células del cumulus y el
contenido de proteinas del COC en la misma muestra, se estimo el nimero células del
cumulus utilizando un método de cuantificacién de ADN, el cual no interfiere con la
medicion de proteinas de la muestra. En una experiencia previa se verificé una alta
correlacion positiva entre el método de determinacion del niumero de células por
conteo en Camara de Neubauer descripto en el Capitulo 1 y el método de estimacion
del namero de células por cuantificacion de ADN (r = 0, 83; p = 0,0000; n = 21).

Grupos de 50 COCs inmaduros y madurados in vitro, pertenecientes a las
clases A; y A, fueron suspendidos en H,O destilada, luego congelados-descongelados
dos veces, homogeneizados mediante agitacion en vortex durante 5 minutos y se

dividio la muestra en dos alicuotas para la cuantificacion de proteinas y de ADN,
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respectivamente. Paralelamente se evalué la maduracién meiética de los 5 COCs
restantes.

Una alicuota se utilizé para la cuantificacion de proteinas de idéntica forma a la
descripta en el item precedente. Para la cuantificacion de ADN, la alicuota
correspondiente fue adicionada con una solucién de Tris 0,121 % (m/v), EDTA 0,037
% (m/v), NaCl 20,44 % (m/v), Hoechst 33258 0,1 pug/ml de pH 7,4 e incubada en
oscuridad durante 10 minutos. Luego la fluorescencia fue medida en
espectrofluorémetro a 365 nm de excitacion y 458 nm de emision (Labarca y Paigen,
1980). La fluorescencia fue corregida utilizando blancos paralelos de la solucion de
tincién y de autofluorescencia de las células. Para calcular la concentracion de ADN se
realiz6 una curva de calibracion utilizando como testigo diferentes diluciones de una
solucion de ADN de timo de ternero (ICN Biomedicals Inc, Aurora, OH) de
concentracion conocida. El nimero de células del cumulus fue calculado considerando

que una célula porcina contiene en promedio 5,1 pg de ADN (Mirsky y Osawa, 1961).

Disefio de experimentos y analisis estadistico

Experimento 22: Para evaluar la influencia de las caracteristicas del cumulus y

de las gonadotrofinas en el metabolismo de los aminoacidos, los COCs pertenecientes
a las clases A;, A, B; y B, fueron madurados in vitro en ausencia y presencia de
gonadotrofinas. Se determind la variacién en el contenido de proteinas de los COCs
debido al proceso de maduracion, cuantificando el contenido de proteinas de COCs
inmaduros y madurados in vitro en ausencia y presencia de gonadotrofinas (ensayo
factorial 4 x 3). Se evaluo6 la produccion de amoniaco en el medio de cultivo remanente
luego de las 48 hs. de cultivo (ensayo factorial 4 x 2) y se determind el estado de
maduracién meidtica en una alicuota de los COCs utilizados en cada experiencia. Las

comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduracion fueron realizadas por la
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prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado. El grado de asociacion entre el contenido
de proteinas del COC madurado y la produccion de amoniaco durante el proceso de
maduracion se analizé mediante la correlacion de Pearson.

Experimento 23: Para evaluar la participacion del ovocito en la variacion del

contenido de proteinas del COC y en la produccién de amoniaco durante el proceso
de maduracion, ovocitos provenientes de la clase A; de COC fueron denudados y
luego madurados in vitro en presencia de gonadotrofinas. Al concluir las 48 hs. de
maduracion in vitro se determind el contenido de proteinas del ovocito, la produccion
de amoniaco y se determiné el estado de maduraciéon meiética en una alicuota de los
ovocitos utilizados en cada experiencia. En simultdneo COCs pertenecientes a la
misma clase fueron madurados in vitro en presencia de gonadotrofinas. Luego de las
48 hs. de cultivo los ovocitos fueron denudados y se determiné su contenido final de
proteinas y el estado de maduracion meiotica en una alicuota de los COCs utilizados.
Ovocitos inmaduros provenientes de la clase A; de COC fueron denudados y utilizados
para cuantificar el contenido de proteinas inicial del ovocito. Las comparaciones
estadisticas del contenido de proteinas se realizaron por la prueba de ANOVA.

Experimento 24: Para evaluar la correlacion entre el nUmero de células del

cumulus y en el contenido de proteinas de los COCs y su posible variacién debido al
proceso de maduracion, se utilizaron COCs pertenecientes a las clases A; y A
inmaduros y madurados in vitro en ausencia y presencia de gonadotrofinas. Se
determiné el estado de maduracién meiética en una alicuota de los COCs utilizados en
cada experiencia. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduracion
fueron realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado. El grado de
asociacion entre el niumero de células del cumulus y el contenido de proteinas del

COC en las diferentes condiciones se analiz6 mediante la correlacién de Pearson.
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Resultados

Influencia de las caracteristicas del cumulus que rodea al
ovocito y de las gonadotrofinas en el metabolismo de
aminoacidos

De igual modo que al estudiar el metabolismo de los hidratos de carbono, en el
presente capitulo se evalué la relevancia de las caracteristicas del cumulus en el
metabolismo de los aminoacidos en las cuatro clases de COCs aptas para madurar
meidticamente. Ademas, se prosiguid con el andlisis de la influencia de las hormonas

en el metabolismo de aminoéacidos en cada clase de COC.

Variacion en el contenido de proteinas del COC durante la
maduracion in vitro

En los COCs inmaduros se observd mayor contenido de proteinas en las
clases A respecto de las clases B (p < 0,05), no habiendo diferencia entre A; y A, y
entre B, y B,.

Del mismo modo, se observé mayor contenido de proteinas en los COCs de las
clases A respecto a las clases B al ser madurados sin gonadotrofinas (p < 0,05), no
habiendo diferencia entre A; y A, y entre B; y B,. En ninguna de las clases de COCs
se detectd6 aumento en el contenido de proteinas debido a la maduracién sin
gonadotrofinas.

Se observo aumento en el contenido de proteinas en las clases A durante la
maduracion debido a la presencia de gonadotrofinas (p < 0,05), en cambio en las
clases B no se detectd incremento en el contenido de proteinas por accion de las

hormonas (Experimento 22) (Figura 39).
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Figura 39: Contenido de proteinas en las distintas clases de COCs inmaduros y madurados in
vitro. ¥ *¥ an aYoo 0 Barras con diferentes superindices difieren significativamente entre clases
de COCs (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma clase de COC Inmaduro y
Madurado — FSH y LH vs. Madurado + FSH y LH (p < 0,05). Experimento 22. n = 9 — 11 para
cada valor.

Produccion de amoniaco durante la maduracion in vitro

La produccién de amoniaco fue mayor en las clases A respecto de las clases B
durante la maduracion sin gonadotrofinas (p < 0,05), no habiendo diferencia entre A; y
A, y entre B; y B,. La produccidon de amoniaco aumentd en las clases A;, A, y By
durante la maduracién debido a la presencia de las hormonas, resultando en orden
decreciente: clase Aj, clase A, y clase B; (p < 0,05). En la clase B, no se detectd
aumento en la producciéon de amoniaco por accién de las gonadotrofinas (Experimento
22) (Figura 40).

En las experiencias realizadas para analizar la cantidad de proteinas del COCy
la produccién de amoniaco, el porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de
metafase Il no difiri6 en ausencia o presencia de FSH y LH ni entre las clases de

COCs (porcentaje de maduracién meiética promedio 54,9 %, n = 337).
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Figura 40: Produccion de amoniaco en las distintas clases de COCs madurados en ausencia y
presencia de FSH y LH. A~ A Y oooor 000 00 0 Barras con diferentes superindices difieren
significativamente entre clases de COCs (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma
clase de COC Madurado — FSH y LH vs. Madurado + FSH y LH (p < 0,05). Experimento 22. n =
9 — 11 para cada valor.

Correlacion entre contenido de proteinas del COC y produccién de
amoniaco

Con el objetivo de analizar la relacién entre el contenido de proteinas del COC
luego de la maduracion y la produccibn de amoniaco durante el proceso de
maduracion, se evalué la correlacion entre las lecturas de cada parametro obtenidas
del mismo grupo de COCs.

Se observd una alta correlacion positiva entre el contenido de proteinas de los
COCs madurados in vitro y la produccién de amoniaco por los mismos durante la

maduracion in vitro (r = 0,82; p = 0,0000; Experimento 22) (Figura 41).
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Figura 41: Correlacion entre contenido de proteinas y produccion de amoniaco de los COCs
madurados in vitro (r = 0,82; p = 0,0000). Experimento 22.

Variacién en el contenido de proteinas y produccion de amoniaco
por el ovocito denudado durante la maduracién in vitro

La variacién en el contenido de proteinas totales y la producciéon de amoniaco
durante la maduracion in vitro resultaron mayores en las clases de COCs con cumulus
integro en presencia de gonadotrofinas, sugiriendo la participacion preponderante del
cumulus en ambos parametros. Para confirmar la participacion relativa del ovocito y de
las células del cumulus en el contenido de proteinas totales del COC vy la produccion
de amoniaco se procedi6 a determinar los mismos parametros en ovocitos denudados
provenientes de COCs clase A;.

Con las técnicas utilizadas no se registré variacion en el contenido de proteinas
totales en los ovocitos porcinos denudados ni produccion de amoniaco por los mismos
durante las 48 hs. de cultivo in vitro (n = 8, Experimento 23) (Tabla 4). El porcentaje de
maduracion meioética promedio observado en esta experiencia con ovocitos denudados
fue 27,5 % (n = 40).

Tampoco se evidencidé variacion en el contenido de proteinas del ovocito

denudado luego de la maduracion del COC in vitro (n = 8, Experimento 23) (Tabla 4).
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El porcentaje de maduracién meiética promedio observado en esta experiencia fue 60

% (n = 40).

Tabla 4 Ovocito Ovocito denudado y Ovocito madurado y
Inmaduro luego madurado luego denudado

ug de prot. Ovocito * |  1,4+0,1? 1,3+0,1° 1,3+0,1°

Tabla 4: Contenido de proteinas de los ovocitos porcinos inmaduros y madurados in vitro.
# Valores con igual superindice no difieren significativamente. Experimento 23. n = 8 para cada

valor.

Correlacién entre el numero de células del cumulus y el contenido
de proteinas del COC

Con el objetivo de analizar la dependencia entre la variacion del contenido de
proteinas y la variaciéon del nimero de células del cumulus, se calcul6 la correlacion
entre las variables en la misma muestra de COCs. La estimacién del nimero de
células del cumulus s6lo pudo realizarse en las muestras de COCs pertenecientes a
las clases A; y A; debido a la sensibilidad de la técnica de cuantificacion de ADN.

Se observo alta correlacion positiva entre el numero de células de cumulus y el
contenido de proteinas en los COCs inmaduros y en los COCs madurados en
presencia de gonadotrofinas, sin embargo no se observo correlacion significativa en
los COCs madurados sin gonadotrofinas (Experimento 24) (Tabla 5).

En las experiencias realizadas para analizar correlacion entre el nimero de
células del cumulus y el contenido de proteinas del COC, el porcentaje de ovocitos
que alcanzaron el estadio de metafase Il no difiri6 en ausencia o presencia de FSH y
LH ni entre las clases de COCs (porcentaje de maduracion meiética promedio 56,6 %,

n = 175).
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Tabla 5 Inmaduro Madurado — FSHy LH | Madurado + FSHy LH

r 0,92 0,28 0,70
p 0,0000 0,2513 0,0026
n 15 19 16

Tabla 5: Correlacion entre numero de células del cumulus y contenido de proteinas de los
COCs inmaduros y madurados in vitro en ausencia y presencia de gonadotrofinas

(Experimento 24).

Discusion

La formulacién del medio utilizado para la maduracion de los ovocitos (Anexo
1) incluye veintin aminoacidos que podrian ser utilizados por las células para la
sintesis de proteinas y de otros compuestos nitrogenados, o bien ser degradados para
utilizar los esqueletos carbonados como sustratos energéticos; esta Ultima alternativa
requiere la desaminacion de los mismos. Si bien los diferentes aminoécidos pueden
tener diversos destinos, todos ellos liberarian NH; al ser catabolizados. La sumatoria
de los aminoécidos presentes en el medio 199 da una concentracion final de 5,71 mM,
la cual es similar a la concentracion del principal sustrato energético del medio
(glucosa 5,56 mM). Ademas, en la composicion del medio se hallan otros compuestos
gue contienen nitrdgeno y podrian liberan NH; al ser catabolizados (adenina,
adenosina, glutation, guanina, hipoxantina, timina, uracilo, xantina, colina, inositol,
niacina, niacinamida, piridoxina, riboflavina y tiamina), sin embargo, todos estos
compuestos sumados alcanzan una concentracion final de 0,04 mM, por lo que su
posible aporte a la produccion de NH; en el medio de cultivo es considerablemente
menor.

En los ensayos realizados se observé un mayor contenido de proteinas totales

en las clases A; y A, respecto a las clases B; y B,, tanto en COCs inmaduros como
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madurados in vitro. Esta diferencia se podria deber al mayor nimero de células del
cumulus presentes en dichos complejos (Capitulo 1), asi como también a un mayor
contenido de matriz extracelular por tratarse de COCs de mayor tamafio.

En el caso de los COCs inmaduros se observd una muy alta correlacion
positiva entre el nUmero de células del cumulus y el contenido de proteinas (r = 0,92),
demostrando la relacion entre las variables y proponiendo que el contenido de
proteinas de los COCs inmaduros dependeria principalmente del nimero de células
del cumulus.

En las experiencias desarrolladas se ha demostrado que la sintesis de
proteinas en los COCs porcinos es estimulada por la presencia de gonadotrofinas en
el medio de maduracion, efecto observado exclusivamente en las clases A; y A,. Estos
resultados sugieren que las células del cumulus serian principalmente las encargadas
de responder al estimulo gonadotréfico con un incremento en la sintesis proteica. Tal
proposicion es reforzada por la falta de variacién en el contenido de proteinas del
ovocito denudado luego del proceso de maduracion. La estimulacién de la sintesis de
proteinas por las gonadotrofinas ha sido demostrada también en los COCs bovinos
(Gutnisky y col., 2007). Es destacable observar que se mantiene la alta correlacion
positiva entre el nimero de células del cumulus y el contenido de proteinas de los
COCs luego de la maduracion con gonadotrofinas (r = 0,70). Se advierte un aumento
tanto del nimero de células del cumulus, alcanzando 1,3 veces el valor del COC
inmaduro (Capitulo 1), como del contenido de proteinas totales, llegando a 1,5 veces
el valor del COC inmaduro. Estos resultados sugieren que la FSH y la LH estimularian
la sintesis proteica de tipo celular principalmente, correspondiendo a la misma
aproximadamente el 60 % del total de proteinas sintetizadas, mientras el 40 %
restante corresponderia a sintesis de proteinas de la matriz extracelular. Por otro lado,
durante la maduracion sin el estimulo hormonal la sintesis de proteinas no pareceria
ser estimulada. La alta correlacion positiva entre el nimero de células del cumulus y el

contenido de proteinas se pierde luego de la maduracion sin hormonas (r = 0,28). La
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causa de tal efecto seria la pérdida de aproximadamente el 20 % de las células del
cumulus (Capitulo 1) acompafiada por el mantenimiento del contenido de proteinas del
COC durante la maduracién. Esto sugiere que habria algin nivel de sintesis de
proteinas a pesar de la falta de estimulo hormonal, que posiblemente corresponda a
proteinas de la matriz extracelular.

En el experimento 23 no se observd diferencia en el contenido de proteinas
totales del ovocito denudado inmaduro o madurado in vitro. Por otra parte, en el
ovocito bovino se ha observado la disminucion en el contenido de proteinas totales
durante la maduracién in vitro (Cetica y col.,, 2001). Si bien la determinacion
cuantitativa del contenido de proteinas totales realizada indica que en el porcino la
sintesis de proteinas se produciria principalmente en las células del cumulus, no
puede obviarse la necesidad de sintesis proteica en el ovocito para la maduracion
normal del gameto. Al estudiar la sintesis de algunas proteinas en particular, ha sido
demostrado que el ovocito porcino tiene la capacidad de sintetizar proteinas que
determinan su habilidad para reiniciar la meiosis aun al ser madurados en medio sin
gonadotrofinas o cultivados los ovocitos denudados (Sun y col., 2001). En estudios
similares se determinaron cambios cualitativos en las proteinas sintetizadas por el
ovocito bovino durante la maduracion in vitro (Wu y col., 1996). Por lo tanto, no se
produciria un aumento en el contenido total de proteinas de los ovocitos, pero la
sintesis de diversas proteinas regulatorias seria necesaria para la maduracion de los
ovocitos en ambas especies.

La produccidon de amoniaco observada durante la maduracién in vitro de las
diferentes clases de COCs porcinos sugiere gue los aminoacidos presentes en el
medio de maduracién son catabolizados por dichos complejos. La mayor produccion
de amoniaco por parte de las clases de COCs con cumulus integro (clases A; y A)
indica que el catabolismo de los aminoacidos se produciria principalmente en las
células del cumulus. Tal proposicion se ve reforzada al no detectarse con las técnicas

utilizadas produccion de amoniaco por los ovocitos denudados durante las 48 hs. de
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cultivo in vitro. Si bien no se ha informado la presencia de desaminasas en el COC, en
el bovino se ha demostrado una alta actividad de transaminasas en las células del
cumulus respecto del ovocito y se propuso su relacion con la provision de sustratos
oxidativos al gameto femenino (Cetica y col., 2003). Por otro lado, la generacion de
amoniaco a partir de otras fuentes de nitrégeno presentes en el medio de cultivo
resultaria despreciable en comparacién a la produccion a partir de los aminoacidos, ya
que la concentracion total de estos ultimos es 131 veces superior.

En las experiencias realizadas se ha determinado un aumento en la produccién
de amoniaco en las clases de COCs A;, A, y B; en presencia de gonadotrofinas en el
medio de maduracion. Estos resultados sugieren que las células del cumulus
responderian al estimulo hormonal con un aumento en el catabolismo de amino&cidos.
A su vez, la produccién de amoniaco en la clase A; fue aproximadamente el doble al
madurar en presencia de FSH y LH respecto a la registrada por los COCs madurados
sin gonadotrofinas, mientras que en las clases A, y B; fue aproximadamente un 50 %
superior bajo la accion de las hormonas respecto a sus correspondientes controles. La
mayor produccién de amoniaco de la clase A; en presencia de hormonas indicaria un
mayor catabolismo de aminoacidos en estos complejos. Si bien la mayor produccién
de amoniaco de las clases A respecto a las clases B podria atribuirse al mayor nimero
de células del cumulus, no se ha observado diferencia en su nimero entre las clases
A1 Yy A,, sugiriendo alguna influencia de las caracteristicas del cumulus de la clase A;
en la capacidad de respuesta a las hormonas. Ha sido descripto que varios
aminoacidos son metabolizados hasta piruvato, el cual mediante la lactato
deshidrogenasa puede ser reducido a lactato (Nelson y Cox, 2005b), resultando estos
pasos un origen no glucolitico posible para la mayor produccién de lactato observada
en la clase A; (Capitulo 2). En roedores ha sido demostrada la accién de las
gonadotrofinas mediando la utilizacién de los aminoacidos presentes en el medio de
cultivo durante la maduracién de los ovocitos in vitro (Kito y Bavister, 1997). En el caso

del porcino, ha sido sugerido que las gonadotrofinas y el EGF en conjunto serian los
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moduladores del efecto beneficioso de los aminoacidos sobre la maduracion de los
ovocitos in vitro (Hong y col., 2004). Sin embargo la influencia de la accion hormonal
sobre el destino metabdlico de los aminoacidos no habia sido evaluada hasta el
momento.

En el presente estudio se ha observado una importante estimulacién del
metabolismo de aminoacidos por las gonadotrofinas en las clases de COCs con
cumulus integro (clases A; y A), tanto en su catabolismo como en su utilizacion para
la sintesis proteica. Si bien se hubiera esperado que al aumentar la sintesis de
proteinas en respuesta a las hormonas el catabolismo de aminoacidos disminuyera, la
alta correlacion hallada entre el contenido de proteinas y la produccién de amoniaco
sugiere que los COCs porcinos utilizarian los aminoacidos para ambos destinos
durante la maduracién in vitro. Incluso, el contenido de proteinas de los COC
madurados bajo la accién de las gonadotrofinas alcanzé valores de 1,6, 1,4 y 1 veces
respecto a los madurados sin hormonas en las clases A;, A; y B; respectivamente,
mientras que el alcanzado en la producciéon de amoniaco fue de 1,9, 1,6 y 1,5 veces
respecto al COC madurado sin gonadotrofinas, respectivamente. El incremento
superior en la produccién de amoniaco sugiere que la estimulacién hormonal induciria
en mayor proporcion la utilizacién de los aminoacidos con un destino catabdlico.

En resumen, el mayor nimero de células del cumulus de las clases A explicaria
el mayor contenido de proteinas de los COCs inmaduros pertenecientes a estas
clases. A su vez, las gonadotrofinas estimularian la sintesis de proteinas
principalmente en las células del cumulus durante la maduracién in vitro de los COCs
porcinos clases A.

Los aminoacidos presentes en el medio de maduracion serian catabolizados
por los COCs, como lo sugiere la produccion de amoniaco observada. Esta
degradacion de los aminoéacidos se produciria principalmente en las células del
cumulus y seria estimulada por las gonadotrofinas. Este Ultimo aspecto estaria

relacionado con las caracteristicas propias del cumulus de la clase A;, pudiendo
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contribuir en la mayor capacidad de maduracion citoplasmatica observada en esta

clase de COC.
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Capitulo 4

Metabolismo de los lipidos en los complejos
ovocito-cumulus durante la maduracion in vitro
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Introduccion

Una de las principales funciones de los triglicéridos es servir como fuente de
energia para las células. Para ello deben ser catabolizados a través de una serie de
vias metabdlicas (hidrdlisis de ftriglicéridos, B-oxidacién de acidos grasos, ciclo de
Krebs y cadena respiratoria) hasta CO, y H,O (Mayes y Botham, 2004b y 2004c). La
hidrélisis de los triglicéridos es un proceso citosolico y la oxidacion de los acidos
grasos para la obtencion de energia se realiza totalmente en las mitocondrias (Berg y
col., 2008Db).

El citoplasma del ovocito es el lugar donde se desarrollan los procesos
metabdlicos que proveen la energia necesaria para las funciones celulares durante el
proceso de maduracion. El ovocito porcino presenta un caracteristico color oscuro,
este aspecto es conferido por el alto contenido de lipidos enddégenos que se pueden
observar formando gotas distribuidas en todo el citoplasma del gameto inmaduro
(Fujihira y col., 2004). En los ovocitos porcinos, el nimero de gotas lipidicas aumenta
durante la maduracion in vitro por la transformacién de aquellas grandes en otras mas
pequefias (Cran, 1985; Niimura y col., 2002). Se han clasificado las diferentes
conformaciones que pueden adquirir las gotas de lipidos en el ovocito porcino luego de
la maduracion, considerdndose normal cuando las mismas son pequefas y se hallan
distribuidas en forma homogénea en todo el ovoplasma y anormal cuando la
distribucion es heterogénea o las gotas son de gran tamafo. Se ha observado mayor
proporcion de ovocitos con conformacién normal de sus gotas de lipidos y distribucién
homogénea de las mitocondrias luego de la maduracion de los COCs respecto a la
maduracion de los ovocitos denudados, sugiriendo que las células del cumulus
cumplirian una funcion importante en la distribuciobn de ambos elementos en el gameto

(Cui y col., 2009). Ademas de la redistribucion de las gotas lipidicas y las mitocondrias,
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se demostro la colocalizacion de ambas estructuras a una distancia menor a 10 nm,
tanto en ovocitos porcinos inmaduros como en aquellos madurados in vitro. La
estrecha asociacién de las mitocondrias con las gotas de lipidos sugeriria que las
mismas mantendrian un contacto directo, el cual permitiria la eficiente difusién de los
acidos grasos desde estas gotas hacia las mitocondrias para su degradacion (Sturmey
y col., 2006). Se han observado cambios en el aspecto de las gotas de lipidos y de las
mitocondrias durante la maduracion de los ovocitos porcinos in vitro por la
suplementacion del medio con TGF-qa, sin embargo no se conocen las implicancias
metabdlicas de tales cambios (Mito y col., 2009). Las gotas de lipidos modifican su
estructura no so6lo durante la maduracion del ovocito, sino también durante la
fecundacion y el desarrollo embrionario, por lo que se cree que cumplirian una funcién
importante en todas estas etapas (Kikuchi y col., 2002a).

Un ovocito porcino inmaduro contiene aproximadamente 161 ng de lipidos, un
valor que casi triplica al determinado en los ovocitos de rumiantes (McEvoy y col.,
2000). Ha sido demostrado que los triglicéridos son el componente principal de los
lipidos intracelulares en los ovocitos porcinos inmaduros (Homa y col., 1986). En
ovocitos bovinos y porcinos ha sido observada una disminucion en el contenido de
triglicéridos durante la maduracion in vitro (Ferguson y Leese, 1999; Kim y col., 2001;
Stumey y Leese, 2003; Sturmey y col., 2006); este comportamiento sugeriria que los
triglicéridos enddgenos serian una importante fuente de energia para los ovocitos
durante este proceso en ambas especies. Incluso, Ferguson y Leese (2006) han
propuesto que esta funcibn se extenderia durante el proceso de fecundacién y
potencialmente en el desarrollo embrionario en el bovino. En diferentes tipos de
células, varios compuestos han demostrado ser capaces de estimular la degradacion
de triglicéridos, entre los que se encuentran el dbAMPc y la forscolina (un potente
activador de la adenilato ciclasa) (Seamon y col., 1981; Ho y Shi, 1982; Holm, 2003).
Se ha observado la estimulacién de la actividad lipolitica intracelular por forscolina

durante el cultivo in vitro de blastocistos porcinos (Men y col., 2006). Sin embargo, la
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participacion de las células del cumulus y la relevancia de la estimulacion
gonadotroéfica en el metabolismo lipidico de los COCs porcinos durante la maduracion

in vitro no han sido consideradas.

Materiales y métodos

Maduracion de los ovocitos in vitro

Se utilizaron las condiciones de maduracion detalladas en la seccién general
con las particularidades descriptas a continuacién. En las experiencias para la
evaluacion del efecto de las gonadotrofinas fue utilizado como control el mismo medio
de maduracion sin el agregado de FSH y LH. Para evaluar el contenido de lipidos del

ovocito se maduraron 20 COCs en gotas de 200 pl.

Determinacion del contenido de lipidos del ovocito

El contenido de lipidos neutros de los ovocitos se determiné segun la técnica
descripta por Genicot y col. (2005) y Leroy y col. (2005) con algunas modificaciones.
Los ovocitos inmaduros y madurados in vitro fueron denudados e incubados a 37°C
durante 2 hs. en una solucion del fluorocromo Rojo Nilo 10 pg/ml y polivinilalcohol 0,1
% (m/v) en solucion fisiolégica. La fluorescencia fue cuantificada por medicion de las
fotografias digitales tomadas bajo microscopio de epifluorescencia (excitaciéon: 510 nm
y emision: 590 nm). Las fotografias obtenidas fueron analizadas con el software Image
J 1.240 midiendo la cantidad de fluorescencia emitida por cada ovocito. Los resultados

fueron expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia x ovocito™. Luego de la
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determinacion del contenido de lipidos se evalu6é la maduracion meiética de los

OVOCitos.

Disefio de experimentos y analisis estadistico

Experimento 25: Para evaluar la influencia del cumulus y de las gonadotrofinas

sobre la variacion en el contenido de lipidos de los ovocitos debido al proceso de
maduracion, se analizaron COCs de las clases A;, A,, B; y B, inmaduros y madurados
in vitro en ausencia y presencia de gonadotrofinas. Se determiné el contenido de
lipidos mediante el fluorocromo Rojo Nilo y el estado de maduracién meiotica del
ovocito. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de maduracién fueron
realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado y las del contenido de

lipidos de los ovocitos mediante un ensayo factorial 4 x 3.

Resultados

Influencia de las caracteristicas del cumulus que rodea al
ovocito y de las gonadotrofinas en el metabolismo de los
lipidos

Otros autores han demostrado que las células del cumulus y el suplemento del
medio de cultivo afectan la estructura y la distribucién de las gotas de lipidos en el
citoplasma de los ovocitos porcinos. En las experiencias desarrolladas en este capitulo
se evalud la influencia de las caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito y la
injerencia de las gonadotrofinas en el metabolismo de los lipidos enddgenos del
gameto, para ello se cuantificé la variacion en el contenido de lipidos de los ovocitos
en cada clase de COC al ser madurados en ausencia y presencia de hormonas.
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Variacion en el contenido de lipidos en los ovocitos durante la
maduracion in vitro

Debido a la maduracién in vitro se produjo una disminucién en el contenido
lipidico de los ovocitos en todas las clases de COCs (p < 0,05), no observandose
efecto por la presencia de gonadotrofinas. Tampoco se observé diferencia en el
contenido de lipidos entre los ovocitos provenientes de las diferentes clases de COCs

(Experimento 25) (Figura 42).
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Figura 42: Contenido de lipidos en los ovocitos de las distintas clases de COCs inmaduros y
madurados in vitro. Barras de igual de color no difieren significativamente. * Difieren
significativamente en la misma clase de COC Inmaduro vs. Madurado — FSH y LH y Madurado
+ FSHy LH (p < 0,05). Experimento 25. n = 64 — 78 para cada valor.

En las experiencias realizadas para analizar el contenido de lipidos, el

porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase Il no difirié6 en ausencia
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0 presencia de FSH y LH ni entre las clases de COCs (porcentaje de maduracion

meidtica promedio 58,2 %, n = 612).

Apreciacién del contenido relativo de lipidos del ovocito y el
cumulus mediante el fluorocromo Rojo Nilo.

Foto 9: A y B fotos apareadas: A - Complejo ovocito-cumulus inmaduro tefiido con Rojo Nilo
bajo microscopia de luz blanca. B - Fluorescencia de los lipidos en el ovocito y en las células
del cumulus en el mismo complejo (250x).

En la Foto 9 se puede observar el contenido de lipidos del complejo ovocito-
cumulus con la tincion de Rojo Nilo. Si bien la fluorescencia indica la presencia de
lipidos tanto en el ovocito como en las células del cumulus, la intensidad de la misma
resulta ampliamente superior en el gameto, indicando que el contenido de lipidos del

ovocito es considerablemente superior al del cumulus.

Discusion
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Para la maduracién de los ovocitos porcinos in vitro se utiliz6 medio 199
suplementado con suero fetal bovino. El medio contiene acetato a una concentracion
0,61 mM (Anexo 1), pero el mismo debe ser activado a acetil-CoA para servir de
sustrato al ciclo de Krebs o a la sintesis de &cidos grasos, no habiendo sido aun
descripto este proceso en los COCs. El suplemento utilizado aporta a la formulacién
una variedad de acidos grasos, siendo los componentes mayoritarios el linoleico,
palmitico y estearico. Se ha observado que la disminucion en el contenido de
triglicéridos de los ovocitos bovinos durante la maduracion in vitro es menor al
suplementar el medio con suero fetal bovino, sugiriéndose que los lipidos y los acidos
grasos de este suplemento podrian participar en el metabolismo lipidico del gameto
(Kimy col., 2001).

En los ensayos realizados se evalu6 el contenido relativo de lipidos neutros de
los ovocitos porcinos con la técnica descripta por Genicot y col. (2005) y Leroy y col.
(2005). Anteriormente Greenspan y col. (1985) sefialaron, en otros tipos de células, la
especificidad del Rojo Nilo para lipidos neutros a la longitud de onda utilizada en el
presente trabajo. El grupo de lipidos neutros esta compuesto por triacilgliceroles y
ésteres de colesterol (Mayes y Botham, 2004a). Particularmente en los ovocitos
porcinos fue descripto un alto contenido lipidico, siendo los triglicéridos el componente
mayoritario (Homa y col., 1986; McEvoy y col., 2000). Por lo tanto, la variacién en el
contenido de lipidos determinada con Rojo Nilo puede atribuirse principalmente a la
variacion en el contenido de triglicéridos del ovocito. Refuerza esta propuesta la
observacion que los acidos grasos palmitico, estearico y oleico son los mas
abundantes en el ovocito porcino (McEvoy y col., 2000), siendo estos compuestos los
constituyentes principales de los lipidos de reserva en esta especie (Kaufmann y
Saelzer, 1976).

Ha sido demostrado por varios autores que el contenido de lipidos en los
ovocitos contribuye a la apariencia morfolégica del ovoplasma (Kim y col., 2001; Leroy

y col., 2005; Fujihira y col., 2004). Las clases de COCs porcinos descriptas en este
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trabajo presentan diferencias morfologicas apreciables bajo lupa estereoscépica
cuando el cumulus rodea al ovocito. Sin embargo, en los ovocitos denudados que se
obtienen de las diferentes clases no se evidenciaron diferencias morfoldgicas bajo lupa
estereoscopica 0 microscopio Optico (datos no mostrados). El similar contenido de
lipidos hallado en los ovocitos inmaduros provenientes de las diferentes clases de
COCs resulta acorde con la apariencia morfolégica del ovoplasma observada luego de
la denudacién de los ovocitos porcinos y sugiere que el contenido de lipidos del
ovocito inmaduro no estaria relacionado con las caracteristicas del cumulus que lo
rodea. Ademas, en la evaluacion del COC completo puede apreciarse la mayor
concentracion de lipidos en el ovocito respecto al cumulus, indicando que el
metabolismo de estos compuestos deberia realizarse principalmente en el gameto.

En las experiencias desarrolladas, todas las clases de COCs evaluadas
mostraron una disminucion de similar magnitud en el contenido lipidico de los ovocitos
durante la maduracion in vitro. El analisis realizado en las distintas clases de COCs
indicaria que el consumo de lipidos endbgenos en el gameto porcino seria
independiente de las caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito, siendo la
primera vez que este aspecto del metabolismo lipidico es considerado. Las células del
cumulus son de gran importancia para la regulacion del nivel de diversos compuestos
intracelulares en el ovocito (Leese y Barton, 1984; Grupen y col., 1995; Yamauchi y
Nagai, 1999; Cetica y col., 2002 y 2003). En roedores, bovinos y porcinos se ha
demostrado la participacion de las células del cumulus en la utilizacion por parte del
ovocito de metabolitos exdégenos, como hidratos de carbono y aminoacidos (Buccione
y col., 1990; Brackett y Zuelke, 1993; Ka y col., 1997; Cetica y col., 1999b; Capitulo 2;
Capitulo 3), sin embargo no ocurriria lo mismo en relacién a la utilizacién de los lipidos
enddgenos en el ovocito porcino. Cui y col. (2009) demostraron la relacion entre las
células del cumulus y la distribucion de las gotas de lipidos en el ovoplasma, sin
embargo sus estudios estuvieron enfocados en la ultraestructura del gameto porcino

sin incluir los aspectos metabdlicos abordados en el presente trabajo. Los resultados
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de este capitulo indicarian algun grado de independencia metabdlica entre el ovocito y
las células del cumulus en relacién a los lipidos neutros. Refuerza esta propuesta lo
observado anteriormente por Cetica y col. (2002), quienes detectaron alta actividad de
lipasa en el ovocito bovino durante la maduracion in vitro, mientras que observaron
una disminucién de la misma en las células del cumulus, sugiriendo que el ovocito
podria utilizar lipidos como sustrato oxidativo incluso luego de ser separado del
cumulus que lo rodea.

También cabe resaltar que la injerencia de las gonadotrofinas en el
metabolismo lipidico de los ovocitos no habia sido evaluada anteriormente. En los
estudios realizados se ha observado que el consumo de lipidos en los ovocitos
porcinos durante la maduracién in vitro no fue afectado por la presencia de
gonadotrofinas, sugiriendo la falta de regulacion de la lipdlisis por parte de las mismas
en el COC porcino. Esta situacion es diferente a lo demostrado respecto a la
regulacion del metabolismo glucolitico y de los aminoacidos por accion de la FSH y la
LH en los COCs porcinos.

En las clases de COCs evaluadas, la maduracion meiotica y el metabolismo de
los lipidos enddgenos demostraron ser independientes de las caracteristicas del
cumulus y de la estimulacion hormonal, sugiriendo que estos aspectos estarian
regulados por factores propios del ovocito. Por otro lado, si bien la variacion en la
capacidad de madurar citoplasmaticamente y la similar disminucién en el contenido de
lipidos de los ovocitos observada en las distintas clases de COCs sugieren que ambos
eventos se desarrollarian independientemente, no puede afirmarse que no exista
relacién entre ellos, ya que ha sido demostrado que la inhibicion de la oxidacion de
acidos grasos mediante el bloqueo de su incorporacion a la mitocondria durante la
maduracion in vitro de los ovocitos porcinos y bovinos afecta su capacidad de alcanzar
el estadio de blastocisto (Sturmey y col., 2006; Ferguson y Leese, 2006). Si bien la

utilizacion de los lipidos propios en los ovocitos estaria relacionada con la maduracion
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citoplasmética de los mismaos, la regulacion de estos aspectos metabdlicos podria ser
independiente de la maduracion citoplasméatica del gameto.

En resumen, el contenido de lipidos del ovocito inmaduro no estaria
relacionado con las caracteristicas del cumulus que lo rodea. Las clases de COCs
evaluadas mostraron una disminucién de similar magnitud en el contenido lipidico de
los ovocitos durante la maduracion in vitro, sugiriendo que el consumo de lipidos
enddégenos en el gameto porcino seria independiente de las caracteristicas del
cumulus que rodea al ovocito. Ademas, la mayor concentracion de lipidos en el ovocito
respecto al cumulus, refuerza la proposicién que el metabolismo de estos compuestos
se produciria principalmente en el gameto. Los resultados de este capitulo indicarian
algun grado de independencia metabdlica entre el ovocito y las células del cumulus en
relacion a los lipidos neutros. El consumo de lipidos en los ovocitos porcinos
observado durante la maduracion in vitro no fue afectado por la presencia de
gonadotrofinas, sugiriendo la falta de regulacion de la lipdlisis por parte de las mismas

en el COC porcino.
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Capitulo 5

Produccién de especies reactivas del oxigeno
durante la maduracién in vitro de los complejos
ovocito-cumulus
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Introducciodn

El efecto de las ROS en el cultivo de ovocitos de mamiferos ha sido evaluado
anteriormente, describiéndose mudltiples alteraciones como consecuencia del estrés
oxidativo generado por compuestos exdgenos adicionados durante la maduracion in
vitro. En el porcino, ha sido informado que la presencia de ROS durante la maduracion
in vitro afecta el progreso de la meiosis provocando una disminucion del nimero de
ovocitos que alcanzan el estadio de metafase Il, comprometiendo también la
maduracion citoplasmética y la competencia de desarrollo de los embriones. Asimismo
se ha demostrado que las ROS tienen la capacidad de producir dafio en el ADN y de
inducir la muerte celular por mecanismos de apoptosis en los ovocitos (Tatemoto y
col., 2000; 2001; 2004). En ovocitos de ratén fueron observadas alteraciones en la
estructura de los husos meiéticos inducidas por estrés oxidativo durante la maduracion
in vitro y se propuso que las ROS participarian en el arresto mei6tico del ovocito
(Downs y Mastropolo, 1994; Zhang y col., 2006b; Choi y col., 2007). Se ha demostrado
que la presencia de ROS durante el cultivo in vitro puede inducir la apoptosis en
ovocitos humanos (Zhang y col., 2006a). En ovocitos bovinos se observé que el estrés
oxidativo durante la maduracion in vitro afecta su competencia de desarrollo (Fatehi y
col., 2005). La maduracion de ovocitos bovinos en medios ricos en glucosa y con altas
tensiones de oxigeno aumenta la producciéon de ROS afectando su competencia de
desarrollo (Hashimoto y col., 2000). También se ha demostrado que la tension de

oxigeno utilizada en el cultivo de embriones porcinos in vitro, idéntica a la de
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maduracion, es capaz de inducir la acumulacion de ROS en los mismos provocando
lesiones en el ADN y afectando su desarrollo (Kitagawa y col., 2004).

En el cerdo, ha sido sugerido que las células del cumulus protegerian a los
ovocitos del estrés durante el cultivo in vitro, dando como resultado una mejor
maduracién nuclear y citoplasmética (Tatemoto y col., 2000; Somfai y col., 2004). Una
de las explicaciones propuestas para tal efecto seria su relacion con el contenido
citoplasmético de glutatién (Yamauchi y Nagai, 1999; Tatemoto y col., 2000). También
se ha demostrado que al estimular los COCs con FSH durante la maduracion in vitro
se obtiene un mayor nivel de glutatién en las células del cumulus y el ovocito porcino
(Ozawa y col., 2010). Se ha propuesto que la presencia de las células del cumulus
rodeando al gameto durante la maduracion in vitro regularia el contenido
citoplasmético de glutation, el cual seria sintetizado por estas células y acumulado en
el ovocito (Tatemoto y col., 2000; Maedomari y col., 2007). A su vez, el contenido de
glutation del gameto seria importante para la formacién de pronucleos y su posterior
desarrollo hasta el estadio de blastocisto luego de la fecundacion (Maedomari y col.,
2007). Ademas, ha sido demostrado que durante la maduracion in vitro las células del
cumulus protegen al ovocito del dafio celular por estrés oxidativo debido a la adicion
de ROS exdgenas, efecto que estaria mediado por el incremento en el contenido de
glutation del gameto (Tatemoto y col., 2000).

El medio de maduracion de los ovocitos porcinos es suplementado
rutinariamente con diversos compuestos que aseguran el adecuado nivel de glutatién
en el gameto (Sawai y col., 1997; Abeydeera y col., 1999; Yamauchi y Nagai, 1999;
Viet Linh y col., 2009). Se ha demostrado que la adicién de cisteamina al medio de
maduracién incrementa la capacidad de los ovocitos de formar pronucleos, asi como la
competencia de desarrollo de los embriones luego de la fecundacion (Grupen y col.,
1995). Tales efectos serian mediados por su capacidad de aumentar el contenido de
glutation de los ovocitos (Yamauchi y Nagai, 1999). De igual modo, ha sido

comprobado que la presencia de cisteina y B-mercaptoetanol en el medio de
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maduraciéon produce un incremento en el nivel de glutation de los ovocitos, con la
consecuente mejora en la maduracion citoplasmatica (Sawai y col., 1997; Abeydeera y
col., 1999; Tatemoto y col., 2001; Viet Linh y col., 2009). Se ha propuesto que un
adecuado balance redox en el ovocito mediaria en parte tal efecto (Viet Linh y col.,
2009). También ha sido observado que la adicion tanto de cisteamina como de B-
mercaptoetanol durante la maduracién in vitro de ovocitos ovinos estimula la sintesis
de glutatién y produce una disminuciéon de las ROS en el gameto (de Matos y col.,
2002).

Al suplementar los medios de cultivo con diversos compuestos antioxidantes se
ha demostrado su implicancia durante las diferentes etapas de la produccién de
embriones in vitro. En el cerdo, se observé que el suplemento con &cido ascorbico
durante la maduracién in vitro permite al ovocito alcanzar una concentracion
intracelular critica del compuesto que desempefaria un papel fundamental en la
prevencion del estrés oxidativo, sustentando la maduracion citoplasmética responsable
de la formacién de pronucleos y el subsiguiente desarrollo hasta el estadio de
blastocisto. Este efecto del &cido ascorbico se observé incluso en la maduracion de
ovocitos denudados en los que el contenido de glutation disminuyd, por lo que se le
atribuy6 una funcién protectora contra el estrés oxidativo diferente a la del glutation
(Tatemoto y col., 2001). También se obtuvo un mayor porcentaje de blastocistos al
suplementar con antioxidantes sintéticos el medio de maduraciéon de los ovocitos
porcinos (Whitaker y Knight, 2009). En el cultivo in vitro de embriones porcinos se ha
observado un incremento en el desarrollo embrionario y una disminucién en el nivel de
ROS cuando se adiciona el medio con B-mercaptoetanol o vitamina E, sugiriéndose
gue tales compuestos protegerian al ADN del dafio por estrés oxidativo (Kitagawa y
col., 2004). Sin embargo, los resultados publicados en otras especies resultan
contradictorios. Se observé la inhibicion de la reanudacion de la meiosis en ovocitos
de rata por la adicién de compuestos antioxidantes, sugiriendo que las ROS tendrian

alguna funcién regulatoria en el proceso de maduracion (Takami y col., 1999). En
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ovocitos bovinos, el suplemento del medio de maduracion con diversos antioxidantes
(4cido ascorbico, B-mercaptoetanol, superdxido dismutasa, a-tocoferol) no modificé los
porcentajes de éxito de la maduracion meibtica in vitro, pero se observé una
disminucion en el porcentaje de blastocistos obtenidos (Blondin y col., 1997; Dalvit y
col., 2005b). También en el bovino se observd que la adicion de antioxidantes al medio
de fecundacion in vitro afecta negativamente el proceso. Los antioxidantes presentes
en este medio de cultivo redujeron el porcentaje de clivaje de los embriones,
sugiriéndose que seria necesario cierto nivel de produccion de ROS durante la
maduracioén y fecundacién de los ovocitos bovinos in vitro (Blondin y col., 1997; Dalvit
y col., 1998).

El rol de las ROS durante la maduracion in vitro sigue siendo controvertido y
pareceria no ser el mismo en las diferentes especies estudiadas. Particularmente en el
cerdo, la participacion de las ROS producidas por el propio ovocito en el proceso de
maduracion adn no ha sido evaluada. Si bien se ha propuesto la capacidad de las
células del cumulus de proteger al ovocito del estrés oxidativo, su relevancia en la
produccion de ROS propia del gameto no ha sido contemplada. De igual modo, no se
ha estudiado la influencia de la suplementacion con hormonas y compuestos

antioxidantes durante la maduracion en la produccion de ROS endbdgena del ovocito.

Materiales y métodos

Maduracion de los ovocitos in vitro

Se utilizaron las condiciones de maduracion detalladas en la seccién general
con las particularidades descriptas a continuacion. En las experiencias para la

evaluacion del efecto de las gonadotrofinas y de la cisteina fue utilizado como control
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el mismo medio de maduracion sin el agregado de FSH y LH o sin el agregado de
cisteina, respectivamente. Para evaluar la produccion de ROS se maduraron 13 COCs

en gotas de 130 pl.

Produccién de ROS

Para la determinacién de la produccién de ROS los ovocitos inmaduros y
madurados in vitro fueron denudados e incubados a 37°C durante 30 minutos en una
solucion de diacetato de 2"-7-diclorodihidrofluoresceina (DCHFDA) 5 uM y BSA 0,3 %
(m/v) en PBS (Le Bel y col., 1992). Para la determinacion de la actividad de las
esterasas los ovocitos denudados fueron incubados a 37°C durante 15 minutos en una
solucion de diacetato de fluoresceina (FDA) 0,12 uM y BSA 0,3 % (m/v) en PBS. La
fluorescencia de ambas muestras fue cuantificada por medicién de las fotografias
digitales tomadas bajo microscopio de epifluorescencia (excitacién: 450-490 nm vy
emision: 520 nm). Las fotografias obtenidas fueron analizadas con el software Image J
1.240 midiendo la cantidad de fluorescencia emitida por cada ovocito.

Los niveles de fluorescencia detectados por DCHFDA son dependientes de la
actividad de esterasas y de la produccién de ROS. Por lo tanto, el nivel de ROS de
cada ovocito fue corregido mediante el cociente entre la intensidad de fluorescencia
del ovocito medida por DCHFDA y la media de la fluorescencia detectada por FDA en
cada grupo de ovocitos (Lane y col., 2002). Los niveles de ROS fueron expresados
como unidades arbitrarias de fluorescencia x ovocito® x minuto™. Luego de la

determinacioén del nivel de ROS se evalud la maduracién meidtica de los ovocitos.

167



Disefio de experimentos y analisis estadistico

Experimento 26: Para evaluar la influencia del cumulus y de las gonadotrofinas

sobre la produccion de ROS en los ovocitos durante la maduracion, se utilizaron COCs
de las clases Aj, A,, B; y B, inmaduros y madurados in vitro en ausencia y presencia
de gonadotrofinas. Se determiné la produccién de ROS en el ovocito inmaduro y
madurado en ausencia y presencia de gonadotrofinas en cada clase de COC vy el
estado de maduracion meiética del ovocito. Las comparaciones estadisticas de los
porcentajes de maduracion fueron realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-
cuadrado y las del nivel de ROS de los ovocitos mediante un ensayo factorial 4 x 3.

Experimento 27: Para evaluar la influencia del cumulus y el efecto de la cisteina

en la produccién de ROS en los ovocitos durante la maduracion, se utilizaron COCs de
las clases Aj, Az, B: y B, inmaduros y madurados in vitro en ausencia y presencia de
cisteina. Se determiné la produccién de ROS en el ovocito inmaduro y madurado en
ausencia y presencia de cisteina en cada clase de COC y el estado de maduracion
meidtica del ovocito. Las comparaciones estadisticas de los porcentajes de
maduracién fueron realizadas por la prueba de homogeneidad de Chi-cuadrado y las
del nivel de ROS de los ovocitos mediante un ensayo factorial 4 x 3.

Experimento 28: Para evaluar la influencia del cumulus y de la cisteina en la

maduracién citoplasmatica, se maduraron COCs de las clases A;, A;, B; y B, en
ausencia y presencia de cisteina y luego fueron sometidos al procedimiento de
fecundacion. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas por la prueba de

homogeneidad de Chi-cuadrado.

Resultados
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Producciéon de ROS en el ovocito durante la maduracion in
vitro

Las condiciones de cultivo utilizadas en la maduracion in vitro de los COCs
porcinos podria influir la produccién de ROS en el ovocito, al igual que algunos
factores que participan durante el proceso, como las caracteristicas del cumulus y el

suplemento con gonadotrofinas y cisteina.

Influencia de las caracteristicas del cumulus y de las gonadotrofinas
en la produccion de ROS en el ovocito

Las células del cumulus y las gonadotrofinas han demostrado estar
relacionadas con la actividad metabodlica del COC, de ese modo podrian afectar la
produccién de ROS en el ovocito.

Debido al proceso de maduracién in vitro se produjo una disminucién de la
produccién de ROS en los ovocitos de todas las clases de COCs (p < 0,05), no
observandose efecto por la presencia de gonadotrofinas. No se observo diferencia en
el nivel de ROS entre los ovocitos provenientes de las diferentes clases de COCs

(Experimento 26) (Figura 43).

700 -
600 . .
500
400 4
300

200 +

Unidades de fluorescencia
ovocito® minuto®

100 A

Ay B,

Az B,
Clases de COC
B Inmaduro O Madurado - FSHy LH B Madurado + FSHy LH

169



Figura 43: Produccion de ROS en los ovocitos de las distintas clases de COCs inmaduros y
madurados in vitro. Barras de igual de color no difieren significativamente. * Difieren
significativamente en la misma clase de COC Inmaduro vs. Madurado — FSH y LH y Madurado

+ FSHy LH (p < 0,05). Experimento 26. n = 30 para cada valor.

En las experiencias para analizar la produccion de ROS, el porcentaje de
ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase Il no difirid en ausencia o presencia de
FSH y LH y tampoco entre las clases de COCs (porcentaje de maduracion meidtica

promedio 57,5 %, n = 240).

Efecto de la cisteina sobre la produccién de ROS en el ovocito

Ha sido propuesto que el agregado de cisteina al medio de cultivo mejoraria la
maduracion de los ovocitos al aumentar el contenido de glutation del gameto, efecto
mediado por las células del cumulus. Sin embargo, no ha sido evaluado si tal
condicion afecta la produccion de ROS en el ovocito porcino durante la maduracion.

Se observo una disminucién de la producciéon de ROS en los ovocitos de todas
las clases de COCs debido a la maduracién in vitro (p < 0,05), observandose mayor
disminucién en presencia de cisteina (p < 0,05). No se observé diferencia en el nivel
de ROS entre los ovocitos provenientes de las diferentes clases de COCs

(Experimento 27) (Figura 44).
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Figura 44: Produccion de ROS en los ovocitos de las distintas clases de COCs inmaduros y

a,

madurados in vitro. Barras de igual de color no difieren significativamente. * * © Barras con

diferentes superindices difieren significativamente en la misma clase de COC (p < 0,05).

Experimento 27. n = 52 — 53 para cada valor.

Efecto de la cisteina sobre la maduracién nuclear de los ovocitos in
vitro

Para completar la evaluacién del sistema de maduracion utilizado se debié
determinar la influencia de la adiciébn de cisteina al medio de cultivo tanto en la
maduracién nuclear como en la citoplasmatica de los ovocitos.

No se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de ovocitos
gue alcanzaron el estadio de metafase Il luego de la maduracién en ausencia o
presencia de cisteina en ninguna de las clases evaluadas. Ademas, el porcentaje de
maduracién nuclear resulté similar entre las distintas clases de COCs (Experimento

27) (Figura 45).
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Figura 45: Porcentaje de ovocitos en metafase Il en las distintas clases de COCs madurados

ay A

en ausencia y presencia de cisteina. Barras con igual superindice no difieren

significativamente entre clases de COCs. No hay diferencia significativa entre Madurado —

Cisteina vs. Madurado + Cisteina en la misma clase de COC. Experimento 27. n =52 — 53 para
cada valor.

Efecto de la cisteina sobre la maduracion citoplasmatica de los
oVoOcCitos in vitro

Los porcentajes de maduracién citoplasmética resultaron superiores en todas
las clases de COCs en presencia de cisteina (p < 0,05), excepto en la clase B,. Los
mayores porcentajes de maduracion citoplasmatica y de formacion de pronicleos
fueron observados en la clase A; en presencia de cisteina (p < 0,05, Experimento 28)

(Figura 46).

172



70 -

* A
60 - ]
50 -
%) *
2 A B
-540-
S a
o 30 4 *
20 A ab
bc [BC D
1047 A ﬂ A I c
ol mE i
0 B

T @& T @& T & T @&
AN N NN AN
2
&

) < Q (] Q Q )
O &) O &) O o) ¢ O
’ * ’ * ’ ® ’ *
Aq Az B, B,

Clases de COCs
O Descondensacion de cabezas espermaticas O Formacion de pronucleos

Figura 46: Porcentaje de ovocitos citoplasmaticamente maduros en las distintas clases de

a,bcyA B C D

COCs madurados en ausencia y presencia de cisteina. Barras con diferentes

superindices difieren significativamente entre clases de COCs al evaluar con el mismo
pardmetro (p < 0,05). * Difieren significativamente en la misma clase de COC Madurado —

Cisteina vs. Madurado + Cisteina (p < 0,05). Experimento 28. n = 56 — 63 para cada valor.

Los porcentajes de activacidn partenogenética espontanea en el estadio de
pronucleos (18 hs.) fueron: 0 % clase A;, 0 % clase A,, 0 % clase B; y 0 % clase B, en
el medio control y 0 % clase A;, 0 % clase A,, 0 % clase B; y 0 % clase B, en el medio

suplementado con cisteina (n = 5 para cada valor).

Discusion

En el presente trabajo se determind la produccion de ROS endodgena del
ovocito por primera vez en la especie porcina. Los cultivos in vitro presentan mayor
concentracion de oxigeno que los ambientes in vivo, favoreciendo el aumento en los
niveles de ROS (Luvoni y col., 1996). Sin embargo, se observé una disminucion de los

niveles de ROS durante la maduracion de los ovocitos porcinos in vitro en el sistema
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de cultivo empleado. Utilizando condiciones de cultivo semejantes a las del presente
trabajo, ha sido demostrado que el nivel de ROS en los ovocitos bovinos madurados in
vitro es similar al de los gametos inmaduros (Cetica y col., 2001; Dalvit y col., 2005a).
Tales observaciones podrian deberse a la actividad de los sistemas removedores de
ROS tanto enzimaticos como no enzimaticos. Durante el proceso de maduracién in
vitro se ha demostrado la actividad de un sistema enzimético antioxidante en los
ovocitos bovinos (Cetica y col., 2001) y el aumento del contenido de glutatién en los
ovocitos porcinos (Sawai y col., 1997; Abeydeera y col., 1999), considerado uno de los
principales compuestos que protegen a las células contra el dafio oxidativo (Matés,
2000).

Ha sido propuesto en el bovino por Fatehi y col. (2005) y en el porcino por
Tatemoto y col. (2000) que las células del cumulus protegerian al ovocito del estrés
oxidativo; sin embargo estos estudios fueron realizados con diversos sistemas
generadores de ROS exdgenos. En las experiencias realizadas en el presente trabajo,
la evaluacion de ovocitos inmaduros y madurados in vitro revel6 igual nivel de ROS en
todas las clases de COCs, sugiriendo la falta de relacion entre la produccién de ROS
enddégena del gameto y las caracteristicas del cumulus que lo rodea. Refuerza esta
proposicion lo observado en el bovino por Cetica y col. (2001), quienes no detectaron
diferencia en la produccion de ROS endégena entre ovocitos denudados y luego
madurados in vitro y ovocitos provenientes de COCs madurados in vitro, indicando que
las células del cumulus no regularian la produccion de ROS en el ovocito bovino.

La injerencia de las gonadotrofinas en la produccion de ROS de los ovocitos
porcinos durante la maduracion in vitro no habia sido evaluada anteriormente. La
presencia de FSH y LH durante las 48 horas de maduracién no produjo variacién en el
nivel de ROS, indicando que la estimulacion hormonal no modificaria la produccion de
ROS enddégena de los ovocitos en esta especie.

Considerando de manera conjunta que los receptores para las gonadotrofinas

se expresan en las células de la granulosa y del cumulus (Priedkalns, 1994; Tanghe y
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col., 2002) y la falta de relacion entre la producciéon de ROS vy las caracteristicas del
cumulus que rodea al ovocito, los resultados presentados sugeririan que el
metabolismo del ovocito seria responsable del nivel de produccién de ROS sin la
participacion del cumulus. Tal proposicion ha sido realizada también en el bovino al
demostrar que la denudacién de los ovocitos inmaduros y posterior maduracion in vitro
no produce variacion en el nivel de ROS del gameto (Cetica y col.,, 2001). La
estimulacion hormonal del metabolismo de los hidratos de carbono y de los
aminoacidos en las células del cumulus no modificaria la produccion de ROS
enddgena en los ovocitos, pudiendo esto deberse a que la Ultima seria dependiente
del metabolismo del ovocito sin la influencia del cumulus.

En las clases de COCs evaluadas la maduracién meiética y la produccion de
ROS en los ovocitos demostraron ser independientes de las caracteristicas del
cumulus y de la estimulacion hormonal, sugiriendo que estos aspectos estarian
regulados por factores propios del ovocito. Por otro lado, la diferencia en la
maduracién citoplasmatica y la similar produccibn de ROS enddgenas entre las
distintas clases de COCs indicarian la independencia entre estos sucesos. Sin
embargo, no puede afirmarse que no exista relacién entre ellos, ya que se ha
demostrado anteriormente el efecto de la adicion de antioxidantes durante la
maduracion de los ovocitos porcinos y bovinos in vitro sobre su capacidad de alcanzar
el estadio de blastocisto (Blondin y col., 1997; Tatemoto y col., 2001; Dalvit y col.,
2005b; Whitaker y Knight, 2009). Si bien la produccion de ROS endégena en los
ovocitos estaria relacionada con la maduracion citoplasmatica de los mismos, la
regulacibn de este aspecto del metabolismo podria ser independiente de la
maduracion citoplasmatica del gameto.

En el presente trabajo al adicionar cisteina al medio de cultivo se produjo una
disminucién en el nivel de ROS de los ovocitos en todas las clases de COCs. Estos
resultados sugieren que la adicién de cisteina al medio de maduracion contribuye al

control de la produccion de ROS de los ovocitos durante el cultivo in vitro
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independientemente de las caracteristicas del cumulus que rodea al gameto. En
presencia de cisteina el progreso de la meiosis no se modifico en las diferentes clases
de COCs, sin embargo el porcentaje de maduracién citoplasméatica resultdé superior.
Debe mencionarse que la falta de influencia de la cisteina en la maduracion nuclear y
su contribucion para mejorar la maduracion citoplasmatica de los ovocitos porcinos
habia sido observada por otros autores (Sawai y col., 1997; Abeydeera y col., 1999),
situacion que se repite para el caso de la cisteamina (Grupen y col., 1995; Yamauchi y
Nagai, 1999).

Ha sido demostrado que las células del cumulus porcinas sintetizan glutation al
ser cultivadas en presencia de gonadotrofinas y cisteina (Ozawa y col., 2010). La
cisteina es utilizada durante la maduracién de ovocitos porcinos in vitro para la sintesis
de glutatién, el cual seria necesario para la formaciéon de pronucleos y el desarrollo
embrionario luego de la fecundacién (Sawai y col., 1997; Abeydeera y col., 1999; Viet
Linh y col., 2009) y permitiria al gameto adquirir un adecuado estado redox (Viet Linh y
col., 2009). Sin embargo, Tatemoto y col. (2001) observaron una mayor formacion de
prondcleos con el agregado de acido ascorbico al medio de maduracion respecto al
suplemento sélo de cisteina, incluso en ovocitos denudados en los que el contenido de
glutation disminuyé. Estos autores propusieron que el acido ascoérbico contribuiria en
la adquisicién de la competencia de desarrollo por un mecanismo diferente al del
glutation, al prevenir el estrés oxidativo de los ovocitos porcinos durante la maduracion
in vitro. Del mismo modo, los resultados presentados en este capitulo sugieren que la
adicion de cisteina durante la maduracién de los ovocitos porcinos in vitro podria
contribuir en la adquisicién de competencia de desarrollo no sélo a causa del aumento
en los niveles de glutation sino también a una mejor maduracion citoplasmatica debida
a la reduccion en la produccion de ROS en los ovocitos. En concordancia con esta
proposicion, de Matos y col. (2002) hallaron una disminucion en el nivel de H,O, en el
ovocito ovino al adicionar cisteamina o 3-mercaptoetanol al medio de cultivo durante la

maduracioén in vitro y Whitaker y Knight (2009) observaron una mejor maduracion
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citoplasmética de los ovocitos porcinos con el suplemento de otros compuestos
antioxidantes sintéticos.

En resumen, al determinarse por primera vez en la especie porcina la
produccion de ROS enddgena en ovocitos, se observd una disminucion del nivel de
ROS durante la maduracion in vitro, la cual seria independiente de las caracteristicas
del cumulus que rodea al gameto. Ademas, la estimulacién hormonal no modificaria la
produccion de ROS enddgena de los ovocitos porcinos. La falta de relacion de la
produccién de ROS con las caracteristicas del cumulus y la estimulacion hormonal
sugeriria que el metabolismo del ovocito seria responsable del nivel de produccion de
ROS sin la participacion del cumulus.

La adicion de cisteina al medio de maduracion contribuiria al control de la
produccion de ROS de los ovocitos durante el cultivo in vitro independientemente de
las caracteristicas del cumulus que rodea al gameto y podria favorecer la adquisicién
de competencia de desarrollo no solo a causa del aumento en los niveles de glutation
sino también a una mejor maduracién citoplasmatica debida a la reduccién en la

produccion de ROS en los ovocitos.
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Conclusiones generales
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La vitalidad del ovocito inmaduro estaria relacionada con las caracteristicas del

cumulus que lo rodea.

La maduracidon nuclear podria completarse independientemente de las
caracteristicas del cumulus en las clases A;, A,, B; y B,, siendo el estadio de
vesicula germinal del ovocito inmaduro el factor principalmente involucrado en
la progresion nuclear hasta metafase Il. Contrariamente, la maduracion

citoplasmética tendria una dependencia mas estrecha con el tipo de cumulus.

La competencia de maduracién de los ovocitos estaria mas relacionada con las
caracteristicas del cumulus del COC inmaduro que con el tipo de expansion del

cumulus durante el cultivo in vitro.

La capacidad de las gonadotrofinas de estimular la maduracién citoplasmética

del ovocito dependeria del tipo de cumulus que circunda al gameto.

La glucdlisis seria el destino principal de la glucosa consumida por el COC
durante la maduracion in vitro. La via metabdlica se desarrollaria
principalmente en las células del cumulus, las cuales responderian a la

estimulacion gonadotréfica con un aumento en la actividad de la misma.

La actividad glucolitica del COC no dependeria del progreso meiético del

ovocito; por lo tanto, seria posible que en las células del cumulus se desarrolle

la via independientemente de la actividad bioquimica del ovocito.
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La actividad glucolitica en el COC seria necesaria para el progreso meidtico del
gameto, ya que la inhibicion de la via metabdlica (tanto con NaF como con

ATP) impactd negativamente en la maduracién nuclear del ovocito.

El AMP no tendria efecto sobre la actividad glucolitica del COC
independientemente de la accién de las gonadotrofinas. Sin embargo, podria
actuar modulando otros aspectos bioquimicos de importancia para la

maduracion nuclear del ovocito.

El estimulo gonadotréfico induciria la sintesis de proteinas en las células del
cumulus. Si bien la FSH y la LH estimularian la sintesis proteica principalmente
al inducir el aumento en el nUmero de células, ante la falta de estimulo
hormonal habria algin nivel de sintesis de proteinas, posiblemente de la matriz

extracelular.

Los aminoacidos presentes en el medio de cultivo serian catabolizados por los
COCs durante la maduracion in vitro. Las células del cumulus serian las
encargadas de este proceso, respondiendo al estimulo gonadotréfico con un

incremento en la actividad degradativa.

Las gonadotrofinas estimularian la utilizacion de los amino&cidos tanto para su
catabolismo como para la sintesis proteica en los COCs durante la maduracién

in vitro.

El catabolismo de los aminoacidos podria estar relacionado con el metabolismo
de los hidratos de carbono a través del lactato producido por las células del

cumulus bajo estimulacion gonadotrofica.
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La utilizacibn de los triacliglicéridos contenidos en el gameto seria

independiente de las caracteristicas del cumulus que rodea al ovocito.

La actividad de la via lipolitica en el ovocito durante la maduracion in vitro no

estaria regulada por las gonadotrofinas.

El metabolismo del ovocito durante la maduracién in vitro seria responsable del

nivel de produccion de ROS sin la participaciéon del cumulus.

La produccion de ROS enddgena de los ovocitos durante la maduracion in vitro

no seria regulada por las gonadotrofinas.

La adicion de cisteina al medio de cultivo contribuiria al control de la
produccibn de ROS de los ovocitos durante la maduracion in vitro

independientemente de las caracteristicas del cumulus que rodea al gameto.

El control de la produccién de ROS de los ovocitos por accién de la cisteina

mejoraria su capacidad de madurar citoplasmaticamente.

Los distintos tipos de cumulus responderian de manera diferencial a la

estimulacion gonadotréfica, la cual induciria cambios metabdlicos en el COC

implicados en la maduracién del ovocito.
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Consideraciones finales
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En el presente trabajo se ha estudiado el metabolismo de los hidratos de
carbono, lipidos y aminoécidos, contribuyendo a dilucidar el perfil metabdlico de los
COCs porcinos durante la maduracién in vitro. Ademas, se ha demostrado la
participacion de las gonadotrofinas en la regulacion de las diferentes vias implicadas
en la maduracién de los ovocitos porcinos. Ha sido determinada por primera vez en la
especie porcina la produccién de ROS enddgenas en el ovocito y la variacion de su
nivel durante el proceso de maduracion. De este modo se ha logrado ampliar el
conocimiento del metabolismo de los COCs, lo que permitiria establecer condiciones
mas favorables para la maduracion de los ovocitos porcinos in vitro y desarrollar

protocolos especificos basados en sus requerimientos particulares.

Al evaluar la maduracién por la presencia de la placa cromosémica en
metafase Il no se observaron diferencias entre las clases de COCs A;, A,, B; y B,,
indicando que los ovocitos rodeados por un cumulus de menor tamafio o incompleto
no serian totalmente incompetentes para madurar. Sin embargo, la deficiencia en la
maduracion citoplasmatica en las clases B; y B, hace que estos tipos de COCs no
sean aptos para el desarrollo embrionario. A su vez, en estas clases de COCs la
actividad glucaolitica y el metabolismo de aminoacidos resultaron menores en relacion a
las clases A, lo que podria resultar en un deficiente aporte de energia y/o
intermediarios metabdlicos a los ovocitos. El suplemento del medio de cultivo con los
metabolitos que deberian ser aportados por las células del cumulus podria contribuir al
mejoramiento de la maduracién citoplasmatica de los ovocitos en estas clases de

COGCs.

Si bien la mayor actividad glucolitica y produccion de amoniaco de las clases A
respecto a las clases B podrian atribuirse al mayor nimero de células que forman el
cumulus, no se ha observado diferencia en su nimero entre las clases A; y A,

indicando alguna influencia de las caracteristicas del cumulus en estas clases. Las
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diferencias en el tipo de cumulus entre las clases A; y A, no solo serian morfologicas
sino también funcionales, como lo evidencian la mejor maduracion citoplasmatica y
mayores actividad glucolitica y catabolismo de aminoacidos de los COCs
pertenecientes a la clase A; al ser cultivados en presencia de gonadotrofinas. La
estimulacion hormonal podria generar una mayor provision de energia y/o de diversos
metabolitos intermedios en el COC durante la maduracién in vitro de los ovocitos, que
serian necesarias para la adecuada maduracion citoplasmatica de los gametos,
especialmente en la adquisicion de la capacidad de formar pronucleos.

El consumo de glucosa, la produccion de lactato y la produccion de amoniaco
registrados en los COCs clase A; madurados con gonadotrofinas resultaron 2,7, 5,2 y
1,9 veces respecto a los valores alcanzados por los COCs madurados sin estimulacién
hormonal. Sin embargo, el nimero de células del cumulus determinado luego de la
maduracién en presencia de hormonas fue aproximadamente 1,6 veces respecto al de
los COCs madurados en ausencia de las hormonas en la clase A;. Esto sugiere que el
mayor nimero de células del cumulus puede explicar sélo en parte la mayor actividad
metabdlica al estimular los COCs con FSH y LH, mientras que el incremento superior
en los parametros metabdlicos considerados respecto al aumento en el nimero de
células indicaria que las mismas intensificaron su metabolismo en respuesta a las

hormonas.

Los estudios de correlacion realizados indican que el contenido de proteinas
del COC inmaduro dependeria principalmente del nimero de células que forman el
cumulus y que las gonadotrofinas en el medio de maduracién estimularian en igual
medida la sintesis de proteinas en los COCs clases A; y A,, sugiriendo que la
actividad de sintesis proteica dependeria principalmente del nimero de células del
cumulus, pero no del tipo de cumulus que rodea al ovocito en estas clases. La
estimulacion de la sintesis de proteinas por accién de las gonadotrofinas observada en

las clases A no pareceria ser necesaria para el progreso de la meiosis hasta el estadio
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de metafase Il, como queda demostrado por la similar capacidad de madurar
nuclearmente de las clases B en las que no se manifiesta este efecto de las hormonas.
En cambio, la maduracién citoplasméatica podria estar relacionada con la estimulacién
de la sintesis de proteinas por la FSH y la LH, como lo sugiere el incremento de
ambos parametros en las clases A; y A, en presencia de hormonas.

Los resultados presentados sugieren que las células del cumulus responderian
al estimulo hormonal con un aumento en la actividad glucolitica, en la sintesis de
proteinas y en el catabolismo de aminoacidos, estando la intensidad de la respuesta
de la glucdlisis y la produccién de amoniaco relacionada con el tipo de cumulus que
rodea al ovocito. EI medio de cultivo aporta los hidratos de carbono y los aminoacidos
que serian captados y metabolizados por las células del cumulus para que el ovocito
tenga acceso a los metabolitos derivados de ambos tipos de compuestos. La
estimulacion del cumulus por las gonadotrofinas estaria impactando en la capacidad
del COC de metabolizar los compuestos de origen exdégeno disponibles en el medio de

cultivo.

La maduracién meidtica, el metabolismo de los lipidos enddgenos y la
produccién de ROS en los ovocitos mostraron un comportamiento similar en todas las
clases de COCs evaluadas; sin embargo, la maduracién citoplasmatica resulto
superior en las clases A. Tales resultados podrian sugerir cierta independencia de la
maduracion citoplasmatica respecto a estos aspectos del metabolismo. La similar
disminucién en el contenido de lipidos neutros y en la produccion de ROS en los
ovocitos pertenecientes a las clases A y B de COCs madurados en presencia o
ausencia de gonadotrofinas indicaria la falta de relacién entre el metabolismo de los
lipidos enddgenos y el nivel de ROS con el tipo de cumulus, el nUmero de células que
rodea al gameto y la estimulacion hormonal, sugiriendo que estos aspectos estarian
regulados por factores propios del ovocito. Los resultados obtenidos plantean algin

grado de independencia metabdlica entre el gameto y las células del cumulus en
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relacibn a estos aspectos metabdlicos. ElI metabolismo de estos compuestos
enddgenos se produciria en el propio ovoplasma, por lo que no dependeria del
cumulus rodea al ovocito ni de la accion de las hormonas sobre las células del

cumulus.

La estimulacion hormonal de la sintesis de proteinas en las clases A deberia
estar acompafiada por un aumento en el requerimiento energético de los COCs,
especialmente en las células del cumulus. En forma simultanea, las gonadotrofinas
incrementarian la actividad glucolitica principalmente en las células del cumulus en los
COCs, generando un aumento en la produccién de ATP para satisfacer la mayor
demanda energética en esta situacion metabdlica.

La mayor produccion de lactato a la esperada en base al consumo de glucosa
registrado al ser madurados los COCs clase A; en presencia de gonadotrofinas
sugiere que la estimulacién hormonal modularia ademéas la derivacion de otros
sustratos hacia este metabolito. A su vez, la mayor produccion de amoniaco de la
clase A; en presencia de hormonas indicaria un mayor catabolismo de aminoacidos en
estos complejos. La metabolizacion de diferentes aminoacidos hasta lactato podria ser

estimulada por accion de las hormonas en las células del cumulus en la clase A;.

Las mayores actividades de la via glucolitica y del metabolismo de aminoacidos
en los COCs pertenecientes a las clases A y el aumento de las mismas por accion de
las gonadotrofinas no se asociaron a un cambio en el consuno de lipidos end6genos o
de la produccién de ROS de los ovocitos. Esto indicaria que la mayor obtencién de
energia y/o diversos intermediarios metabdlicos debido a la degradacién de azlcares
0 amino&cidos del medio de cultivo por parte de las células del cumulus no influiria en

la utilizacién de lipidos enddgenos o en la produccion de ROS por los ovocitos.
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Los resultados de las experiencias desarrolladas indican que la glucdlisis, la
sintesis de proteinas y el catabolismo de los aminoacidos dependerian de las
caracteristicas del cumulus y serian regulados por las gonadotrofinas, mientras que la
variacion en el contenido de lipidos neutros y la produccion de ROS enddgenas en el
ovocito serian independientes de estos aspectos, estando modulados por factores
propios del gameto. Es generalmente aceptado que los COCs se comportan como un
sincitio morfolégico y funcional con cooperacion metabdlica. Sin embargo, se pudo
apreciar que el metabolismo de los diferentes compuestos se desarrolla en las células
del cumulus o en el ovocito, sugiriendo la posibilidad de una compartimentalizacién

funcional del COC vinculada con los distintos aspectos del metabolismo.

En conclusion, el mayor tamafio del cumulus que rodea al ovocito en las clases
A demostrd estar relacionado con una mejor maduracién citoplasmatica y con una
mayor intensidad en la actividad glucolitica, sintesis de proteinas y catabolismo de
aminoacidos por los COCs durante la maduracién in vitro. Ademas, las caracteristicas
del cumulus de estas clases le conferirian a los COCs la capacidad de responder al
estimulo hormonal con un incremento en la via glucolitica y en la degradacion de
aminoacidos. Si bien se hubiera esperado que tales observaciones se debieran al
mayor numero de células del cumulus en los COCs pertenecientes a las clases A, la
glucdlisis y el catabolismo de aminoacidos fueron mas intensos en la clase A;, cuyo
cumulus esta formado por igual nimero de células que el de los COCs pertenecientes
a la clase A,. Por lo tanto, la diferencia morfolégica observable bajo lupa
estereoscopica en los COCs inmaduros se corresponderia con propiedades del
cumulus relacionadas a una mayor capacidad metabdlica, la cual seria necesaria para
una adecuada maduracion citoplasmética que permitiria al ovocito adquirir la habilidad
de formar pronucleos.

La disminucién en el contenido de lipidos neutros y la disminucién en el nivel

de ROS endogenas de los ovocitos no parecerian estar relacionadas con las
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caracteristicas del cumulus ni con la estimulaciéon hormonal de los COCs. Por lo tanto,
la diferencia en la capacidad de madurar citoplasméaticamente entre las clases de

COCs no podria atribuirse a variaciones en el metabolismo de estos compuestos.
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Anexo 1

Composicion del medio 199, sales Earle, L-
glutamina, 2,2 mg/l bicarbonato de sodio, GIBCO,
Grand Island, NY, USA

Molecular Concentration
“OMPOTERE <mg/L>

Glycine 75 50 0.667
L-Alanine 89 25 0.281
L-Arginine hydrochloride 211 70 0.332
L-Aspartic acid 133 30 0.226
L-Cysteine hydrochloride-H20 176 0.1 0.000568
L-Cystine 2HCI 240 26 0.108
L-Glutamic Acid 147 75 0.51
L-Glutamine 146 100 0.685
L-Histidine hydrochloride-H20 210 21.88 0.104
L-Hydroxyproline 131 10 0.0763
L-Isoleucine 131 40 0.305
L-Leucine 131 60 0.458
L-Lysine hydrochloride 183 70 0.383
L-Methionine 149 15 0.101
L-Phenylalanine 165 25 0.152
L-Proline 115 40 0.348
L-Serine 105 25 0.238
L-Threonine 119 30 0.252
L-Tryptophan 204 10 0.049
L-Tyrosine disodium salt dihydrate 261 58 0.222
L-Valine 117 25 0.214
Alpha-tocopherol Phosphate 702 0.01 0.0000142
Ascorbic Acid 176 0.05 0.000284
Biotin 244 0.01 0.000041
Choline chloride 140 0.5 0.00357
D-Calcium pantothenate 477 0.01 0.000021
Folic Acid 441 0.01 0.0000227
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Menadione (Vitamin K3) 172 0.01 0.0000581

Niacinamide 122 0.025 0.000205
Nicotinic acid (Niacin) 123 0.025 0.000203
Para-Aminobenzoic Acid 137 0.05 0.000365
Pyridoxal hydrochloride 204 0.025 0.000123
Pyridoxine hydrochloride 206 0.025 0.000121
Riboflavin 376 0.01 0.0000266
Thiamine hydrochloride 337 0.01 0.0000297
Vitamin A (acetate) 328 0.1 0.000305
Vitamin D2 (Calciferol) 397 0.1 0.000252
i-Inositol 180 0.05 0.000278
Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd.) 111 200 1.8

Ferric nitrate (Fe(NO3)-9H20) 404 0.7 0.00173
Magnesium Sulfate (MgSO4) (anhyd.) 120 97.67 0.814
Potassium Chloride (KCI) 75 400 5.33
Sodium Bicarbonate (NaHCO?3) 84 2200 26.19
Sodium Chloride (NaCl) 58 6800 117.24

Sodium Phosphate monobasic
(NaH2P0O4-H20)

Other Components

138 140 1.01

2-deoxy-D-ribose 134 0.5 0.00373
Adenine sulfate 404 10 0.0248
Adenosine 5'-phosphate 347 0.2 0.000576
Adenosine 5'-triphosphate 605 1 0.00165
Cholesterol 387 0.2 0.000517
D-Glucose (Dextrose) 180 1000 5.56
Glutathione (reduced) 307 0.05 0.000163
Guanine hydrochloride 188 0.3 0.0016
Hypoxanthine Na 136 0.4 0.00294
Phenol Red 376.4 20 0.0531
Ribose 150 0.5 0.00333
Sodium Acetate 82 50 0.61
Thymine 126 0.3 0.00238
Tween 80® 20 0

Uracil 112 0.3 0.00268
Xanthine-Na 152 0.34 0.00224
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