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CONSECUENCIAS REPRODUCTIVAS DE LA DEFICIENCIA DE ZINC EN 
BOVINOS: ANÁLISIS DE LOS FACTORES METABÓLICOS 

INVOLUCRADOS Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE ACCIÓN 

Palabras claves: COC bovino, oviducto bovino, zinc, hormonas reproductivas, 
maduración in vitro, cultivo in vitro 

Resumen 

El zinc (Zn+2) cumple funciones en innumerables procesos celulares. Sin embargo, el 

conocimiento acerca de su homeostasis en la célula (en particular, en el sistema 

reproductor bovino) es aún limitado. En este contexto, se estudió la influencia de las 

hormonas folículo estimulante, luteinizante, estradiol y progesterona (según 

correspondiera) sobre la expresión de los transportadores de Zn+2 y la concentración 

intracelular del mineral en i) el complejo ovocito-cúmulus (COC) bovino y ii) las 

células epiteliales del oviducto bovino (CEOB). Luego, se evaluó la expresión de dichos 

transportadores según la fase del ciclo estral en los COC y las CEOB, y, además, el 

efecto del Zn+2 y el estradiol sobre el proteoma de las CEOB. Para ello, se realizaron 

maduraciones in vitro de COC y cultivos in vitro de CEOB obtenidos a partir de 

hembras de frigorífico. La concentración intracelular de Zn+2 se determinó por medio 

del colorante FluoZin-3, la expresión y cuantificación de los transportadores por PCR 

en Tiempo Real (PCR-RT), y el análisis proteómico por espectrometría de masas (nano 

LC- MS/MS) y análisis funcionales. Las investigaciones permitieron comprobar la 

expresión génica de transportadores de Zn+2 en los COC y las CEOB, y señalaron que 

las hormonas estudiadas participarían activamente en la regulación intracelular del Zn+2 

en dichas células. Además, se detectó interacción entre las hormonas y el Zn+2 en la 

mayoría de los casos al evaluar el nivel intracelular de Zn+2 y la expresión génica de sus 

transportadores. En el COC y las CEOB, los transportadores cuantificados tuvieron 

diferencias en su expresión de ARNm entre las fases luteal y folicular del ciclo estral. 
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La exposición de las CEOB al Zn+2 en presencia de E2 provocó cambios en la 

abundancia de proteínas involucradas en involucradas en la remodelación del epitelio 

oviductal y la proteostasis, entre otros procesos.  
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REPRODUCTIVE CONSEQUENCES OF ZINC DEFICIENCY IN THE 
BOVINE: ANALYSIS OF METABOLIC FACTORS INVOLVED AND 

POSSIBLE ACTION MECHANISMS 

Key words: bovine COC, bovine oviduct, zinc, reproductive hormones, in vitro 
maturation, in vitro culture 

Abstract 

Zinc (Zn2+) is involved in a myriad of cellular functions. However, knowledge about 

Zn2+ homeostasis in the cell (particularly, in the bovine reproductive system) is still 

scarce. In this context, follicle-stimulating and luteinizing hormones, as well as estradiol 

and progesterone (where appropriate) were analyzed on how they may influence Zn2+ 

transporters gene expression and intracellular Zn2+ levels in i) the oocyte-cumulus 

complex (OCC) and ii) the bovine oviductal epithelial cells (BOEC). Subsequently, 

Zn2+ transporters gene expression in different estral cycle phases (luteal or follicular) 

was assessed in both OCC and BOEC. Furthermore, a proteomic study on how estradiol 

and Zn2+ impact the BOEC proteome was performed. For these purposes, in vitro 

maturation of OCC and in vitro culture of BOEC were employed. Zn2+ intracellular 

concentration was determined using indicator FluoZin-3, gene expresion analyses and 

cuantification by Real Time PCR (RT-PCR) and the proteomic studies by mass 

spectrometry (nano LC- MS/MS) and functional analyses. Experiments confirmed the 

transporters gene expression in OCC and BOEC, and showed that these hormones 

would actively participate in intracellular Zn2+ regulation. Moreover, Zn2+-hormone 

interplay was detected in most FluoZin-3 and RT-PCR results. Transporters whose gene 

expression was quantified held differences in their mARN levels when comparing the 

luteal and follicular phases of the estral cycle. Lastly, BOEC exposure to estradiol and 

Zn2+ during culture led to changes in the abundance of proteins involved in the oviduct 

epithelia remodeling and proteostasis, among other cell proceses.   
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1.1 Aspectos históricos 

Desde principios del siglo XX, el número de investigaciones en pos de mejorar 

el entendimiento de la biología de la reproducción en mamíferos ha crecido 

sustancialmente. Para el desarrollo de dichos estudios, fue necesario crear condiciones 

in vitro similares a aquellas encontradas en el microambiente natural, que permitieran 

mantener a los ovocitos y a los espermatozoides en estado funcional.  

 Los trabajos pioneros en el desarrollo de modelos in vitro se generaron durante 

la década de 1930 (Pincus y Enzmann, 1935; Pincus y Saunders, 1939) y consistieron en 

pruebas de fecundación utilizando gametas de conejo y un medio de cultivo que 

preservara su viabilidad. Se transfirieron ovocitos recién fecundados a oviductos de 

conejas cuya ovulación había sido inducida, eventualmente obteniéndose éxito con el 

nacimiento de crías. A pesar de este primer logro en mamíferos, a lo largo de la década 

de 1940 gran parte de los conocimientos sobre fecundación se basaron en estudios 

realizados en erizo de mar. El auge en los estudios sobre fisiología de la reproducción 

en mamíferos llegó al trascurrir los años ’50, gracias al éxito conseguido en la 

fecundación in vitro (FIV) de conejos, ratones y hámsteres (Austin, 1951; Chang, 1968; 

Chang y col., 1977). De todos modos, fue en 1977 que se llevó a cabo la primer FIV de 

ovocitos bovinos madurados en cultivo (Iritani y Niwa, 1977). Para 1987, ya se habían 

obtenido terneros desarrollados a partir de un procesamiento in vitro completo que 

incluyó las etapas de maduración, fecundación, y cultivo de embriones, denominado 

desde entonces “producción in vitro de embriones” (PIV) (Lu y col., 1987). Este 

progreso alcanzado en bovinos tuvo también repercusión en ovinos, porcinos, equinos, 

caprinos, búfalos y ciervos; e incluso estimuló investigaciones orientadas hacia las 

especies en vías de extinción. La mayoría de los trabajos realizados con embriones de 
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rumiantes a dicho momento histórico fueron compilados por Trounson (Trounson, 

1992). 

 De 1990 en adelante, han tenido especial impulso los estudios fisiológicos y 

metabólicos en ovocitos, espermatozoides y embriones de mamíferos en relación con el 

microambiente que los rodea. En la década de 1990, se le concedió especial atención a 

las funciones que cumplen los aminoácidos (Gardner y col., 1994; Hill y col., 1997), las 

glicoproteínas (Hunter, 1994), los protectores contra el estrés oxidativo (Yoshida, 1993; 

Yoshida y col., 1993) y los glicosaminoglicanos (GAG) presentes en los fluidos 

folicular, oviductal y uterino (Sato y col., 1990; Edelstam y col., 1991; Carolan y col., 

1995). Ya por los años 2000, las investigaciones se centraron en la regulación ejercida 

por diversos factores ovocitarios sobre las funciones de las células del cúmulus 

(Gilchrist y col., 2008), el rol que desempeñan distintos factores de crecimiento durante 

la maduración in vitro (MIV) del ovocito (Chen y col., 2008; Shabankareh y Zandi, 

2010) y las vías metabólicas involucradas en dicho proceso (Sutton-McDowall y col., 

2010). También fueron objeto de estudio la dinámica de los eventos relacionados con 

los microfilamentos durante la maduración del ovocito y la fecundación (Sun y 

Schatten, 2006) y las mitocondrias en ovocitos y embriones preimplantacionales (Wang 

y col., 2009).  

 Se conoce que las alteraciones en el desarrollo embrionario están condicionadas 

al microambiente que rodea, tanto al ovocito como al embrión en sus primeros estadios 

de desarrollo (De Wit y col., 2000; Ward y col., 2002; Li y Winuthayanon, 2017). En 

este sentido, el oviducto, el órgano que constituye el soporte estructural, ambiental y 

nutricional del embrión temprano, además de ser la vía de transporte de las gametas, 

entre otras funciones, ha ganado también creciente atención, especialmente desde los 
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años 2000 (Leese y col., 2008; Ulbrich y col., 2010; Besenfelder y col., 2012; Li y  

Winuthayanon, 2017; Almiñana y Bauersachs, 2019).  

Dado este contexto, los estudios sobre el impacto de diversos factores o las 

consecuencias de cambios drásticos en el ambiente folicular, oviductal o uterino 

continúan desarrollándose intensamente en la actualidad (Hoelker y col., 2014; Warzych 

y col., 2014; Nikoloff y col., 2017; Da Broi y col., 2018; Anchordoquy y col., 2019).  

 

1.2 El aparato reproductor de la hembra bovina  

El sistema reproductor de la vaca está compuesto por dos ovarios, dos oviductos, 

dos cuernos uterinos, un cuerpo uterino, el cérvix, la vagina y la vulva (Figura i1). El 

tracto reproductivo se extiende por debajo del recto, y está separado de él por el saco 

recto-genital. Esta disposición anatómica permite la palpación manual (manipulación 

vía recto) y/o examen ultrasónico del tracto reproductivo femenino para, por ejemplo, 

diagnosticar el estatus ovárico (Figura i2) (Senger, 2003).  

 

Figura i1. Aparato reproductor de la hembra bovina. Ilustración del sistema reproductor 
de la vaca (vista lateral). Se observa la disposición de los órganos dentro de las 
cavidades pélvica y abdominal. Modificada de Gyeongsang National University 
(GSNU) http://nongae.gsnu.ac.kr/~cspark/teaching/chap2.html.  
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Los ovarios constituyen los órganos sexuales primarios de la hembra. Son 

estructuras ovoides relativamente densas y sus principales funciones son las de producir 

las gametas femeninas y las hormonas estrógeno y progesterona (P4). Durante el ciclo 

estral de la vaca, sufren una dramática serie de cambios (ver sección “Ciclo estral 

bovino”). Los oviductos, por su parte, proporcionan un ambiente óptimo para la 

fecundación, mientras que el útero es la ruta de transporte del esperma y la localización 

de la embriogénesis temprana y la implantación. El útero funciona como punto de 

conexión entre el cérvix y los dos cuernos uterinos. Éstos últimos consisten en tres 

capas de músculo y una red de vasos sanguíneos que les permiten contraerse 

rítmicamente para ayudar en el transporte del esperma hacia el oviducto. El cérvix o 

cuello uterino, compuesto de tejido conectivo denso y muscular, es un anillo que 

conecta el útero con la vagina y tiene como principales roles producir una barrera de 

sellado cervical durante la preñez y secretar moco durante el estro. Finalmente, la 

vagina es el órgano copulador y también produce lubricación en el estro, a la vez que la 

vulva sirve como canal de parto y de pasaje de orina (Senger, 2003). 

 

1.3 Fisiología reproductiva de la hembra bovina 

1.3.1 Ovogénesis y desarrollo folicular 

La ovogénesis es el proceso por el cual se forman las gametas femeninas, 

encargadas de aportar el complemento haploide de cromosomas que, junto con el del 

espermatozoide, darán origen a un nuevo individuo. En los mamíferos, la ovogénesis 

comienza relativamente temprano, durante el desarrollo del feto, y termina meses o años 

más tarde en la madurez sexual del adulto (Aerts y Bols, 2010a, b). La ovogénesis se 

inicia con la formación de las células germinales primordiales (CGP), que sufren una 
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serie de transformaciones celulares hasta llegar al estado de ovogonia, y de ovogonia 

hasta ovocito, ambas etapas en el feto, para finalmente evolucionar hasta la formación 

del ovocito maduro (O’Shea y col., 2012; Combelles y Rawe, 2013; Rossi y col., 2019).  

 

Etapas de la ovogénesis 

a) Proliferación 

En el ovario, las divisiones mitóticas de las CGP resultan en la formación de 

grupos de ovogonias, que se encuentran conectadas entre sí por medio de puentes 

citoplasmáticos intercelulares (Pepling y Spradling, 1998; Larose y col., 2019). Cuando 

la formación de estos grupos se completa, el ovario queda formado por unas pocas 

células germinales individuales y numerosos sincitios de células germinales 

primordiales llamados “células germinales en nido” (Nest Germ Cells). Antes del 

nacimiento, estos grupos celulares comienzan a separarse para formar los folículos 

individuales. Esta separación resulta crítica ya que muchas células mueren y solo 

algunas llegan a formar folículos primordiales (Tingen y col., 2009). El número total de 

ovogonias que tiene cada individuo ya está fijado antes de la madurez sexual y en 

algunos casos antes del nacimiento (Yang y Fortune, 2008) . Actualmente se cree que el 

número de divisiones mitóticas que sufre una ovogonia antes de entrar en la fase de 

crecimiento es fijo para cada especie (Fair, 2003) . 

 

b) Formación del folículo primordial 

Las ovogonias se diferencian a ovocitos primarios (ovocitos sin crecimiento), 

que se caracterizan por permanecer detenidos por un período prolongado en la profase 

de la primera división meiótica (P-I) (Aerts y Bols, 2010a). Estos ovocitos rodeados por 
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una única capa de células epiteliales aplanadas denominadas células foliculares forman 

los folículos primordiales, que están ubicados superficialmente en la corteza del ovario, 

y constituyen la reserva de folículos que permanecerá durante toda la vida reproductiva 

del   individuo. En la hembra bovina los folículos primordiales completos están 

presentes alrededor de los 90 días de gestación (Yang y Fortune, 2008). 

Existe una clasificación clásica del desarrollo folicular en folículos primordiales, 

primarios, secundarios o preantrales, y terciarios o antrales (Fair, 2003; Figura i2).  

 
Figura i2. Esquema del desarrollo folicular. Modificada de www.erin.utoronto.ca. 
Universidad de Toronto. 
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Una clasificación más específica para bovinos sugiere la subdivisión de los folículos 

preantrales en dos tipos (Braw-Tal y Yossefi, 1997; Tabla i1). 

 

Tabla i1. Clasificación de los folículos preantrales ** 
 

Folículo 
(Tipo) 

Capas de 
células de 

la     
granulosa 

N° células 
de la 

granulosa 

Folículo 
(diámetro) 

(rango-m) 

Ovocito 
(diámetro 

m) (X ES) 

Zona 
pellucida, 
presencia 

Teca 
interna 

claramente 
definida 

Primordial 
(tipo 1) 

1  10 
(planas) 

 40 29  0,3 − − 

Primario 
(tipo 2) 

1 – 1,5 
10-40 

(cúbicas) 
40-80 31  0,4 − − 

Pre-antral 
pequeño 
(tipo 3) 

 
2 – 3 

 
41-100 

 
81-130 49,5  2,4 

 
− 

 
+/− 

Pre-antral 
grande  
(tipo 4) 

 
4 – 6 

 
101-250 

 
131-250 68,6 2,8 

 
+ 

 
+ 

Antral 
pequeño 

  (tipo 5)  

 6  250 

 
250-500 92,9 4,5 

 
++ 

 
++ 

 
**El número de capas de de células de la granulosa fue tomado en el folículo más 
grande, cuando el núcleo del ovocito estaba presente. (Modificado de Braw-Tal y 
Yossefi, 1997). 
 

Los ovocitos primarios permanecen detenidos en diplonema tardío o difuso 

(también llamado estadio de diacinesis) hasta que el folículo complete la atresia 

folicular o complete su crecimiento en respuesta al pico de hormona luteinizante (LH), 

el cual induce la reanudación de la meiosis convirtiendo al ovocito primario en una 

gameta haploide (van den Hurk y Zhao, 2005). 

Una de las doctrinas básicas de la biología indica que la mayoría de las hembras 

de mamífero pierden la capacidad de renovación de las células germinales durante la 

vida fetal, quedando fijada la reserva de células germinales (ovocitos primarios) al 

nacimiento. Sin embargo, estudios realizados en primates adultos (Bukovsky y col., 
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2004) y en ratones (Johnson y col., 2004) mostraron que los ovarios de estas especies 

poseían células germinales mitóticamente activas capaces de formar ovocitos y 

folículos. Además, se observó que los componentes de los folículos primordiales 

(células germinales y células de la granulosa primitiva) pueden diferenciarse a partir de 

células progenitoras mesenquimáticas presentes en la túnica albugínea de ovarios de 

mujeres adultas (Bukovsky y col., 2004). De  todos, al presente no se han reportado 

otros trabajos que confirmen estos resultados (Akahori y col., 2019). 

 

 

c) Crecimiento: folículos preantrales 

Los folículos primordiales se convierten en folículos primarios tras la hipertrofia 

de las células planas que rodean al ovocito, y que se transforman en células cúbicas. A 

partir de este momento, el folículo comienza a crecer en un proceso continuo que está 

regulado por el ovario. El ovocito y las células foliculares que lo rodean, crecen 

coordinadamente progresando a través de una serie de estadios morfológicos definidos, 

que culminan en la ovulación de un ovocito maduro o en la atresia folicular 

(Moniruzzaman y Miyano, 2010). 

El ingreso de los folículos primordiales a la fase de crecimiento ocurre a ritmos 

relativamente constantes y por ciclos, es decir que periódicamente un grupo de folículos 

inicia esta etapa. Existe un balance entre los factores estimuladores e inhibidores de 

origen sistémico y local, que influyen sobre el número de folículos primordiales que 

comienzan a crecer en cada ciclo y que son independientes de la acción directa de la 

hormona FSH (Méduri y col., 2002; Moniruzzaman y Miyano, 2010; Reddy y col., 

2010; Kim, 2012; Monget y col., 2012). Durante esta fase de crecimiento, el ovocito 

permanece detenido en diplonema de la primera profase meiótica e incrementa su 
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volumen. La cantidad de citoplasma aumenta por acumulación de sustancias de reserva, 

produciéndose un incremento en la síntesis de ácido ribonucleico (ARN). Además, 

aumenta el número de mitocondrias que elevan el consumo de oxígeno, se forman los 

gránulos corticales que contienen mucopolisacáridos y enzimas proteolíticas, y que se 

ubican por debajo de la membrana plasmática, se forman microvellosidades en la 

membrana citoplasmática y aparece la zona pelúcida (ZP) (Aerts y Bols, 2010a). Ésta 

última está constituida por glicoproteínas como las ZP I a IV que, si bien presentan 

variaciones entre especies, son esenciales para mantener la esfericidad del ovocito, 

permitir la fijación del espermatozoide y generar la reacción acrosómica (Gupta y 

Bhandari, 2011; Gupta, 2015) 

La capa de células foliculares cúbicas del folículo primario se estratifica por una 

serie de divisiones mitóticas pasando a constituir las células de la granulosa. De esta 

manera, queda formado el folículo preantral o folículo secundario (Young y McNeilly, 

2010). Tanto los estrógenos como la FSH estimulan la proliferación de las células de la 

granulosa ejerciendo un efecto mitogénico sobre las mismas (Shimizu y col., 2007) . 

Estas células, además de comunicarse entre sí, presentan uniones gap con el ovocito 

(Gilchrist y col., 2004). Estas uniones están formadas por proteínas llamadas conexinas, 

como la conexina-37 que se expresa en el ovocito a lo largo de todos los estadios de la 

foliculogénesis (Borowczyk y col., 2006). Este tipo de uniones se encuentran en muchos 

sistemas biológicos y actúan como mediadores de la comunicación intercelular, 

permitiendo el pasaje de pequeñas moléculas que influyen sobre las células vecinas, 

incluyendo nutrientes, precursores metabólicos como aminoácidos y nucléotidos, 

hormonas y factores de crecimiento (van den Hurk y Zhao, 2005; Johnson y col., 2017). 

El ovocito estimula y controla el desarrollo de las células de la granulosa a través de las 
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uniones gap y de una regulación de tipo parácrina (Gilchrist y col., 2004; Sanfins y col., 

2018). 

  A medida que el folículo continúa creciendo, se reclutan los precursores de las 

células de la teca, y se completa el proceso de ensamblaje del folículo (Edson y col., 

2009; Hirshfield, 1991a; Figura i4). Se ha propuesto que las células tecales derivan del 

estroma intersticial del ovario y están presentes como células individuales en la lámina 

basal de los folículos primarios  (Hirshfield, 1991b); sin embargo, un origen definitivo 

de este tipo celular aún no ha sido determinado (Peters y Pedersen, 1967; Erickson y 

col., 1985; Young y McNeilly, 2010). Las primeras células de la teca interna pueden ser 

identificadas en folículos preantrales pequeños o Tipo 3. Sin embargo, la teca interna no 

se desarrolla claramente hasta el estadio preantral grande o Tipo 4 (Tabla i1; Figura i3). 

La capa externa de la teca está densamente vascularizada y provee al folículo los 

factores endócrinos (Tajima y col., 2006; Rodgers y Irving-Rodgers, 2010). 

Aunque los folículos multilaminares son sensibles a las gonadotropinas LH y 

FSH, que promueven su crecimiento (McGee y col., 1997), son capaces de desarrollarse 

hacia el próximo estadio (antral) con una mínima circulación de FSH o en presencia de 

receptores de FSH defectuosos (Schoot y col., 1994; Abel y col., 2000; McGee y Hsueh, 

2000). La hormona LH parecería ser más importante para el desarrollo del folículo 

multilaminar que la FSH (Eppig y col., 1997).  

El crecimiento de los folículos en la etapa preantral es independiente de la 

acción directa de las gonadotrofinas y se encuentra regulado por factores autócrinos y 

parácrinos, dentro de los cuales, los factores de crecimiento GDF9 y BMP15 secretados 

por el ovocito serían  esenciales (Rajkovic y col., 2006; Andrade y col., 2019). A 
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medida que la foliculogénesis progresa, el folículo se vuelve sensible a las 

gonadotrofinas (Erickson, 2000; Forde y col., 2011). 

  

 

Figura i3. Folículos pequeños en ovarios de bovino. (a) Dos folículos primordiales 
(Tipo 1, p) con una capa de células planas de la granulosa y un folículo transitorio (Tipo 
1+, t), con una mezcla de células aplanadas y cúbicas. (b) Folículo primario (Tipo 2): 
ovocito rodeado de una capa simple de células cúbicas. (c) Folículo preantral primario 
(Tipo 3): el ovocito comenzó su crecimiento y está rodeado de dos capas de células de 
la granulosa. El inicio en la formación de la teca puede ser reconocido por la presencia 
de células elongadas (flecha), pegadas a la membrana basal. (d) Folículo preantral 
grande (Tipo 4): el ovocito continúa creciendo y está rodeado por cinco capas de células 
de la granulosa, mientras que la teca interna está poco definida. (e-g) Formación de la 
ZP en folículos de bovinos. (gc) Células de la granulosa. (e) Pequeño folículo preantral 
con una isla de material PAS positivo (detección de polisacáridos, flecha). (f) Folículo 
preantral grande con ZP que forma un anillo completo alrededor del ovocito (flecha). 
(g) Folículo antral con una gruesa ZP (flecha). (a-d) Tinción con hematoxilina-eosina. 
(e-g) Reacción de PAS. La barra de la escala representa 10 µm. Braw-Tal y Yossefi, 
1997. 
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Referencias: 1 células de la teca, 2 células de la granulosa, 3 ovocito, 4 zona pellucida, 5 proyecciones trans-zonales, 
6 células de la granulosa murales, 7 células del cúmulus. 

Figura i4. Folículo en crecimiento, etapas preantral y antral. Durante el crecimiento 
preantral, se forma la zona pelúcida, la primera barrera significativa entre el ovocito y 
las células foliculares. Para el mantenimiento continuo de un puente citoplasmático 
entre la célula germinal y las somáticas, el ovocito estimula a las células de la granulosa 
a que generen filamentos citoplasmáticos especializados que conectan ambas células: 
las proyecciones trans-zonales (A). En los folículos en crecimiento antral, se forma una 
segunda barrera significativa entre las células foliculares: el antro. La comunicación 
bilateral se mantiene mediante señalización parácrina y tráfico de vesículas 
extracelulares. La señalización parácrina de factores secretados por ovocitos y la 
activación del receptor de EGF por señalización de LH impulsa el desarrollo y la 
ovulación del folículo. Las vesículas extracelulares se secretan en el líquido folicular y 
son captadas por diferentes tipos de células mediante un mecanismo de entrega de carga 
(B). CC: células del cúmulus; VE: vesículas extracelulares; CG: células de la granulosa. 
(Modificada de Andrade y col., 2019).  

 

d) Maduración 

d-1. Folículos antrales 

Como se discutió anteriormente, en el desarrollo folicular se distinguen una 

etapa inicial, independiente de la estimulación por gonadotrofinas, y una segunda etapa 

dependiente de las mismas. Si bien los folículos antrales tempranos presentan ARN 

mensajero (ARNm) para receptores de FSH, son relativamente independientes de las 

gonadotrofinas durante el período de crecimiento inicial. Estos folículos aumentan su 
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tamaño en presencia de muy bajas concentraciones de FSH y LH e incluso, lo hacen en 

ausencia de las mismas (van den Hurk y Zhao, 2005). En la hembra bovina, cuando los 

folículos antrales alcanzan un tamaño de aproximadamente 4 a 5 mm, se vuelven 

dependientes de gonadotrofinas (Driancourt, 2001).  

Los folículos antrales se caracterizan por la formación de una cavidad llena de 

líquido folicular. Este fluido antral comienza a formarse cuando el folículo posee más 

de 250 células de la granulosa en pequeñas zonas, que luego se unifican para formar el 

antro folicular (Smitz y Cortvrindt, 2002). El líquido folicular se forma por el gradiente 

osmótico que generan proteoglicanos sintetizados por las células de la granulosa, con 

ingreso de agua por las vías paracelular y transcelular desde los vasos tecales (Rodgers 

y Irving-Rodgers, 2010; Figura i5). El fluido folicular es una importante fuente de 

sustancias regulatorias y moduladoras derivadas de la sangre, como gonadotrofinas, 

esteroides, factores de crecimiento, enzimas, proteoglicanos y lipoproteínas, además de 

sustratos energéticos y especies reactivas de oxígeno (van den Hurk y Zhao, 2005; 

Ambekar y col., 2013). La señal que dispara la formación del antro folicular no está 

definida hasta el momento. Estudios in vitro han postulado a la FSH como potencial 

candidata en murinos (Hartshorne, 1997; Mao y col., 2002), primates (Xu y col., 2011), 

humanos (Wright y col., 1999) y bovinos (Gutierrez y col., 2000; McLaughlin y col., 

2010), aunque también se  señala a la LH (Cortvrindt y col., 1998), a la activina (Zhao y 

col., 2001; McLaughlin y col., 2010) y al LK (Driancourt y col., 2000). 
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Figura i5. Esquema de formación del líquido antral en el folículo. Las rutas 1 y 3 (líneas 
sólidas) indican vías transcelulares, y las rutas 2 y 4 (líneas punteadas), las vías 
transcelulares que incluyen acuaporinas y transcitosis. Modificada de Rodgers e Irving-
Rodgers, 2010. 

 

Al volverse dependientes de gonadotrofinas, los folículos son reclutados para 

continuar su crecimiento (Driancourt, 2001). El número de folículos reclutados varía 

entre  las especies, siendo de 5 a 20 en bovinos (Forde y col., 2011). El reclutamiento y 

la selección de los folículos antrales ocurren en forma de ondas, con 2 a 3 ondas por 

ciclo estral, la última de las cuales culmina en la ovulación (Figura i6). Una señal 

hormonal, en la que intervienen FSH, LH y estrógenos, selecciona a un grupo de 

folículos que continúan su crecimiento. En esta selección, y hasta alcanzar un diámetro 

de aproximadamente 8 mm, el crecimiento del folículo es estimulado por la FSH 

secretada por la glándula pituitaria. Los folículos se desarrollan por medio de la rápida 

proliferación de las células de la granulosa y la teca que contribuyen a un mayor 

agrandamiento del antro y el folículo en sí.  

A partir de los 8 mm de diámetro aproximadamente, comienzan a desarrollarse 

receptores de LH en las células de la granulosa. A partir de allí, los folículos se 
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desarrollan principalmente gracias a la estimulación trófica de LH, y reciben el nombre 

de dominantes (Eppig y col., 1997; Driancourt, 2001). Los mismos, sometidos a la 

acción de la LH, independientemente de que la concentración de FSH disminuya, 

crecerán rápidamente en pocos días y se volverán más grandes que el resto. En los 

folículos dominantes, el ovocito se encuentra rodeado muy estrechamente por células de 

la granulosa conocidas como células del cúmulus, formando  un complejo muy 

compacto llamado complejo ovocito - cúmulus (COC), cuyo desarrollo in vitro es 

dependiente de FSH. A lo largo de todo este proceso de crecimiento y diferenciación 

folicular, se produce paralelamente el crecimiento y la adquisición de  competencia del 

ovocito (El-Hayek y Clarke, 2015; Monniaux, 2016). 

 

Figura i6. Ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral bovino. Cada onda de 
crecimiento folicular incluye una etapa de reclutamiento (R) de folículos primordiales 
de reserva (P), seguido de una etapa de selección de uno de ellos (S), mientras el resto 
se atrofia (A), y finalmente una etapa de dominancia (D), para terminar en la ovulación. 
Modificado de Aerts y Bols, 2010-b. 
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El COC constituye una “península” embebida en liquido folicular y conectada 

con las células de la granulosa murales que rodean el antro folicular (Eppig y col.; 

Figura i4). Se ha sugerido que los ovocitos tienen la capacidad de regular el 

metabolismo de las CG para coordinar el ritmo del desarrollo del folículo (Sugiura y 

Eppig, 2005).  

La dominancia folicular se encuentra reforzada por al menos dos factores 

locales, el IGF-I (insulin-like growth factor 1), que estimula la formación de receptores 

para LH (Chase y col., 1998), y el VEGF (vascular endothelial growth factor), un 

potente promotor de la angiogénesis derivado de la teca, cuya producción se encuentra 

estimulada por la LH (Garrido y col., 1993). La LH que llega a las células foliculares 

estimula la producción de altos niveles de estrógenos que, mediante un mecanismo de 

retroalimentación negativa a nivel del hipotálamo e hipófisis, inhiben la producción de 

FSH, lo que priva a los folículos menos desarrollados del estímulo hormonal necesario 

para comenzar o completar el proceso de crecimiento (Zeleznik, 1981). Se cree que esta  

inhibición disminuye la actividad de la enzima aromatasa, que es dependiente de FSH 

(Hillier, 1994). Esta falta de estrógenos en los folículos de menor grado de maduración 

impide completar su desarrollo, por lo que estarían destinados a la atresia (Aerts y Bols, 

2010b). 

D-2. Maduración nuclear o meiótica 

Durante el período comprendido entre el pico de LH y la ovulación, el ovocito 

sufre una serie de cambios en su núcleo y citoplasma, necesarios su maduración. Este 

proceso incluye la redistribución de organelas celulares, la migración de mitocondrias a 

una posición perinuclear y la acumulación de gránulos a lo largo del oolema (van den 

Hurk y Zhao, 2005). 
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El progreso del ovocito desde el estadio de profase I (P-I) hasta el de meiosis II 

(M-II) se denomina maduración meiótica. Este proceso se lleva a cabo en 

aproximadamente 24 horas en rumiantes y se caracteriza por un fuerte incremento en la 

síntesis de proteínas durante el período denominado “germinal vesicle breakdown” 

(GVBD), que involucra el desarmado de la membrana nuclear e inicio de la 

condensación de los cromosomas (van den Hurk y Zhao, 2005). Ya que no se produce la 

transcripción genética de novo en este momento del ciclo, las proteínas deben ser 

sintetizadas a partir de un pool de ARNm latente; es decir, que se traduce ARNm 

preformado (Wrenzycki y col., 2007). 

En concreto, la maduración o competencia meiótica consiste en la siguiente 

secuencia: disolución de la membrana nuclear, la condensación de la cromatina (que 

lleva a la formación de cromosomas bivalentes distinguibles), la separación de los 

cromosomas homólogos, la emisión del primer cuerpo polar, y la detención en M-II con 

los cromosomas alineados en el huso acromático. Los ovocitos que ovulan completan la 

meiosis con la separación de las cromátidas y la emisión del segundo cuerpo polar 

(segunda división reduccional) en el momento de la fecundación. Este proceso es 

inducido por la penetración del espermatozoide y permite que se complete, así, el ciclo 

celular y ocurra la subsecuente transición desde un tipo de división meiótica a una 

mitótica (Fan y Sun, 2004). In vivo, la meiosis se inicia por el estímulo hormonal de la 

oleada de LH, pero en condiciones in vitro el proceso meiótico continúa aún en medios 

carentes de LH (Hashimoto y col., 2002; Hashimoto, 2009). 

 

1.3.2 Oviducto 
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El oviducto es un órgano de aproximadamente 25 a 28 cm de largo en el bovino 

(Prange y Duby, 2011) con funcionalidades diferentes según cada zona. Este órgano 

resulta esencial para la capacitación de los espermatozoides, la fertilización del óvulo y 

el desarrollo embrionario temprano (Killian, 2004). Anatómicamente, el oviducto se 

divide en cuatro secciones: la unión útero-tubal (UUT), que conecta el útero con el 

comienzo del oviducto, el istmo, el ámpula y el infundíbulo (Menezo y Guerin, 1997) 

(Figura i7).  

 
Figura i7. Configuración del oviducto en la hembra bovina. La unión UUT sirve como 
barrera selectiva permitiendo que solo los espermatozoides sanos ingresen al istmo, 
donde forman un reservorio. Al liberarse, continúan hasta el ámpula, sitio de la 
fertilización. Modificado de Dejarnette y Nebel (2013). 

 

La UUT regula el movimiento del embrión hacia el útero por influencia 

hormonal. Al aumentar las concentraciones de E2, la UUT forma un pliegue que 

bloquea el movimiento embrionario, a la que vez que su descenso endereza el pliegue y 

permite que el embrión ingrese fácilmente a la luz uterina (Senger, 2003). Esta unión 

también funciona como un filtro de espermatozoides anormales, ya que su estructura 

permite que los sanos transiten en el istmo, donde forman un reservorio (Hunter, 1981; 
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Pollard y col., 1991; Bosch y Wright, 2005). El ámpula es la región superior del 

oviducto y el sitio de la fecundación. Su región interna consiste en pliegues de la 

mucosa, con epitelio ciliado (Senger, 2003). En el extremo abierto se encuentra una 

gran estructura en forma de embudo, llamada infundíbulo. El mismo atrapa al ovocito 

luego de su liberación desde el ovario, y lo guía hacia el ámpula. 

La pared oviductal se compone desde la luz a la periferia de una túnica mucosa 

interna, una submucosa, una muscular y una serosa (Senger, 2003; Bosch y Wright, 

2005). La serosa está compuesta por mesotelio y tejido conectivo submesotelial. La 

túnica muscular, está formada por dos capas de músculo liso dispuestas en distintas 

direcciones, cuya función principal es generar contracciones para la progresión y 

transporte de los espermatozoides y del óvulo hacia el ámpula, en donde se produce la 

fecundación (Senger, 2003). La submucosa es una capa de tejido conectivo que se ubica 

entre la muscular y la mucosa. Ésta última, por su parte, consiste de una capa de células 

epiteliales altas de aspecto columnar que secretan diferentes sustancias necesarias para 

proveer un ambiente óptimo al óvulo que aún no ha sido fecundado, además de 

mantener la función espermática hasta la fecundación. Asimismo, ofrece un ambiente 

favorable para el desarrollo embrionario temprano (Senger, 2003)   

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

Células epiteliales del oviducto bovino (CEOB) 

 
 
 

 
Figura i8. Estructura de célula epitelial con sus uniones intercelulares. La región apical 
está próxima al lumen mientras que la basal mira al tejido conectivo. Modificado de 
Deyab (2013).  

 

Como se puede apreciar en la Figura i8, la túnica mucosa oviductal está 

revestida por las CEOB, compuestas por células ciliadas y secretoras (Yániz y col., 

2000) cuya morfología varía de manera dinámica dependiendo del estadio del ciclo 

estral (Rottmayer y col., 2006). Las células ciliadas son esenciales para el transporte de 

gametas, mientras que las otras son responsables de sintetizar y liberar productos de 

secreción (Abe, 1996; Rottmayer y col., 2006). 

Las CEOB secretan numerosos factores nutricionales, tales como aminoácidos, 

piruvato (Kölle y col., 2009), factores de crecimiento como el IGF alfa, FGF, VEGF 
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(Makarevich y Markkula, 2002; Wolf y col., 2003; Wijayagunawardane y col., 2005), 

antioxidantes, hipotaurina y taurina (Guérin y col., 2001). Producen, también, factores 

embriotróficos, entre los cuales la más importante es la glicoproteína específica del 

oviducto 1 (OVGP1), que participa en la fecundación y en el desarrollo embrionario 

temprano (Avilés y col., 2010). Por otro lado, las CEOB producen el fluido oviductal, 

donde ocurren todos los procesos relacionados a las gametas y el embrión temprano.   

 

1.3.3 Ciclo estral bovino 

Cuando la hembra alcanza la pubertad manifiesta cambios rítmicos en su 

conducta sexual (receptividad sexual), denominada celo. Los acontecimientos que 

comienzan en un estro y finalizan en el siguiente reciben el nombre de ciclo estral. El 

ciclo estral bovino tiene una duración promedio de 21 días (rango: 17-25) y se produce 

en forma continua a lo largo del año, por lo que se clasifica a las hembras bovinas como 

poliéstricas continuas (Hurnik, 1987; Hafez y Palacios Martińez, 1996). 

 

Control del ciclo estral 

Eje hipotálamo-hipófisis-ovario-útero 

El ciclo estral se encuentra regulado por una interacción hormonal controlada 

por el eje hipotálamo-hipófisis-ovario-útero (Figura i9).  

a) Hipotálamo 

Es un órgano ubicado a la parte baja del cerebro cuyas neuronas, denominadas 

neuronas endócrinas (Hazum y Conn, 1988), generan la hormona liberadora de 
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gonadotrofinas o GnRH (Carmel y col., 1976; Anderson y col., 1981; Rodriguez y 

Wise, 1989).  

La GnRH se libera de modo pulsátil a los capilares del sistema porta-hipofisario, 

y de ahí llega a las células de la adenohipófisis (McDonald, 1978; Hafez y Palacios 

Martińez, 1996). Esta hormona (un decapéptido) al llegar a la célula gonadotropa se une 

a un receptor de membrana (Naor, 1990; Conn y col., 1995) y da lugar a cambios 

moleculares que controlan la producción y secreción de gonadotrofinas (Anderson y 

col., 1981; Rodriguez y Wise, 1989; Conn y col., 1995). 

b) Hipófisis  

Es una glándula endócrina constituida por dos porciones bien diferenciadas: la 

adenohipófisis y la neurohipófisis (Hafez y Palacios Martińez, 1996). 

La adenohipófisis sintetiza varios tipos de hormonas, entre las cuales la FSH y la 

LH tienen un rol destacado en la regulación neuroendócrina del ciclo estral. Estas 

gonadotrofinas hipofisarias son de tipo glicoproteicas y se encuentran conformadas por 

dos cadenas polipeptídicas, α y β, que son necesarias para que la hormona tenga 

funcionalidad biológica. Su mecanismo de acción consiste en la unión de gonadotrofina 

a receptores de membrana celular y en la estimulación de la adenilatociclasa como 

segundo mensajero (Combarnous, 1988; Bousfield y col., 1994). 

Considerando sus funciones más relevantes, la FSH es la responsable de la 

esteroidogénesis ovárica y el crecimiento y maduración folicular, mientras que la LH 

también está involucrada en la ovulación, la formación del cuerpo lúteo (CL) y el 

mantenimiento del mismo (Hafez y Palacios Martińez, 1996). 

La neurohipófisis almacena la oxitocina que se produce en el hipotálamo (Hafez 

y Palacios Martińez, 1996). Entre las diversas funciones de esta hormona se encuentran 
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la regulación del mecanismo del parto (Bazer y First, 1983), de la bajada de leche 

(Kucker, 1994) y del proceso de luteólisis (Bazer, 1992). 

c) Ovarios 

Son órganos cuya función principal es la ovogénesis. Además, poseen función 

endócrina ya que producen y secretan hormonas.  Entre las hormona sintetizadas por los 

ovarios podemos mencionar a los estrógenos, la P4, la inhibina y la activina.   

 Los estrógenos, como el 17-β E2, son hormonas de tipo esteroideas producidas 

por los folículos ováricos. En cuanto a su síntesis, se ha propuesto que la LH 

interacciona con su receptor en las células de la teca interna y ellas sintetizan 

andrógenos. A su vez, éstos pasan a las células de la granulosa, sobre las que actúa la 

FSH. Esta hormona entonces activa un sistema aromatizante que transforma los 

andrógenos en estrógenos, los cuales se transportan al líquido folicular y a la circulación 

general (McDonald, 1978; Holy, 1983; Calandra, 1985; Hafez y Palacios Martińez, 

1996). Finalmente, llegan a su órgano blanco y ejercen diversos efectos por medio de 

los mecanismos de acción propuestos para las hormonas esteroideas (Brann y col., 

1995). 

Entre los principales órganos blanco de los estrógenos se hallan el sistema 

nervioso central, la vulva, la vagina, el útero y el oviducto. En el primero, estimulan la 

conducta del celo, y en el hipotálamo ejercen un feed back negativo sobre el generador 

de pulsos y uno positivo sobre la regulación de la actividad cíclica. En la vulva y la 

vagina, elevan el flujo sanguíneo (hiperemia) e inducen la congestión, así como la 

extravasación de líquido (agua y sales) al espacio extracelular. En el útero, los 

estrógenos trabajan como una hormona de crecimiento al producir la proliferación de las 
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células y las glándulas endometriales, que aumentan su secreción. Además, se produce 

una congestión de los vasos sanguíneos con edema del estroma. Por otro lado, las 

células del miometrio se sensibilizan a la acción de la oxitocina, que favorece la 

contractibilidad. En el cérvix, los estrógenos producen relajación, aumento de diámetro 

y la aparición de abundante secreción mucosa; en tanto que, en el oviducto, aumenta la 

actividad del músculo liso y la secreción serosa, junto con la estimulación de la 

proliferación celular (Hafez y Palacios Martińez, 1996).  

La P4 es una hormona esteroidea producida por el CL gracias a la acción de la 

LH. A nivel hipotalámico, la P4 ejerce un efecto de feed back negativo sobre el control 

de la secreción de GnRH (McDonald, 1978; Holy, 1983; Calandra, 1985; Hafez y 

Palacios Martińez, 1996; Weems y col., 1998).  

En el endometrio, la P4 produce un aumento en el espesor del epitelio y las 

glándulas uterinas llegan a su máximo desarrollo. Éstas secretan sostenidamente un 

líquido que contiene proteínas séricas, glicoproteínas y minerales, esenciales para la 

nutrición del cigoto. En el miometrio, la P4 inhibe las contracciones, lo cual es necesario 

en la gestación, y en el cérvix se establece un tapón mucoso; esto convierte al útero en 

una cámara de incubación.    

 La inhibina (Kaneko y col., 1993, 1997; Findlay, 1994; Vale, 1994; Akagi y 

col., 1997) es una hormona proteica producida por las células de la granulosa del 

folículo ovárico, que participa en el mecanismo de regulación de la secreción de FSH. 

En este sentido, ejerce un feed back negativo en la hipófisis que disminuye su secreción. 

Por otro lado, posee una acción paracrina positiva por sobre la producción de 

andrógenos ejercida por la LH en las células tecales (Findlay, 1993). 



29 
 

La activina es generada por las células de la granulosa y tiene un papel autócrino 

tanto sola como en conjunto con FSH por sobre dichas células, manteniendo el 

desarrollo de la foliculogénesis (Findlay, 1993).  

 

Figura i9. Mecanismos de retroalimentación entre el hipotálamo, la hipófisis, el ovario y 
el útero. González (2018). 

 

d) Útero 

 Este órgano produce dos clases de prostaglandinas, la PGF2α (Danet-Desnoyers 

y col., 1994) y la PGE2 (Shemesh y col., 1997). La PGF2α se secreta en forma pulsátil 

(Kindahl y col., 1976) e interviene en la regulación neuroendócrina del ciclo estral por 

medio de un efecto luteolítico (Knickerbocker y col., 1986), mientras que la PGE2 

participa en el ablandamiento del cérvix durante el proestro y estro (Shemesh y col., 
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1997). Por último, PGE2 también interviene en el proceso del parto (Bazer y First, 

1983). 

 La principal fuente de PFG2 es la célula endometrial (Danet-Desnoyers y col., 

1994), aunque se cree que las células del estroma también contribuirían en su 

producción (Poyser, 1995).  

 

Fases del ciclo estral 

El ciclo estral en la vaca se puede dividir en dos fases: la luteal (14 a 18 días de 

duración) y la folicular (4 a 6 días de duración). La primera, también conocida como 

metaestro y diestro, es el período que sigue a la ovulación, y en el cual se forma el CL. 

La fase folicular (o proestro y estro) comprende el tiempo entre la degeneración del CL 

(luteólisis) y la ovulación (Figura i10). Durante la fase folicular es cuando ocurre la 

maduración definitiva y la ovulación del folículo ovulatorio, y el ovocito se libera al 

oviducto para ser fecundado (revisión bibliográfica por Forde y col., 2011). 
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Figura i10. Ciclo estral en la especie bovina. Modificado de González (2018) 

 

 Fase folicular  

Este es un estadío caracterizado por la existencia de niveles basales de P4 en 

circulación debido a la regresión del CL. El rápido crecimiento del folículo dominante 

preovulatorio eleva la concentración de E2, situación que, junto con el descenso de la P4, 

induce un pico de GnRH y dispara el comportamiento del estro. Éste implica que las 

vacas o vaquillonas se mostrarán sexualmente receptivas y tolerarán ser montadas 

(Frandson y col., 2009) . El disparo de GnRH provoca a su vez un pico preovulatorio de 

LH. En cuanto a la FSH, su secreción decrece como consecuencia del feed back 

negativo del E2 y la inhibina, excepto en el momento en que ocurre en pico 
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preovulatorio de LH, cuando puede producirse un pico de FSH (Kaneko y col., 1991). 

En las 4 a 12 horas posteriores al pico de LH, aumenta la concentración basal y la 

amplitud de los pulsos de FSH  (Walters y  Schallenberger, 1984), que se relaciona con 

la primera onda de crecimiento folicular (Turzillo y Fortune, 1990) (Adams y col., 

1992).  Después de 12 a 24 horas de comenzado el celo, el sistema nervioso de la vaca 

se vuelve refractario al E2 y merman todas las manifestaciones psíquicas de dicho 

período.   

Eventualmente, al darse las condiciones de coexistencia de concentraciones 

basales de P4 con pulsos de LH cada 40-70 minutos, por 2 o 3 días, es que ocurre la 

ovulación del folículo dominante (Roche, 1996). A diferencia de otras especies, la 

ovulación se presenta luego del período de celo, entre las 10 y 20 horas posteriores 

(Luque y col., 1983). El primer evento que se desencadena es un aumento en el flujo 

sanguíneo del folículo ovulatorio (Spey y Lipner, 1994). Posteriormente, se produce 

edema en las tecas interna y externa, se disocia el cúmulus oophorus, cesa la inhibición 

de la meiosis y se elimina el primer corpúsculo polar (Lipner, 1988; Hafez y Palacios 

Martińez, 1996). Finalmente, se produce la ruptura del folículo, activada por la acción 

de PGF2α. Ésta produce contracciones ováricas que fomentan dicha ruptura, además de 

favorecer la contracción del folículo. El proceso culmina en la liberación del ovocito 

(Hafez y Palacios Martińez, 1996).  

 

Fase luteal 

El comienzo de la fase luteal se conoce como metaestro y comúnmente dura 3-4 

días. Se caracteriza por la formación del CL a partir del folículo remanente que colapsó 

al ovular, denominado cuerpo hemorrágico (Figura i10). Luego de la ovulación, se 
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producen una serie de cambios morfológicos, endocrinológicos y bioquímicos que dan 

lugar a que las células foliculares se transformen en luteales. Se presentan receptores 

para LH y FSH, principalmente los primeros a medida que se va desarrollando el CL 

(Niswender y col., 1994; Smith y col., 1994). La estructura del CL está comprendida 

por dos tipos de células: las luteales pequeñas, derivadas de la teca interna, y las 

grandes, derivadas de la granulosa  

El período diestro se caracteriza por el predominio de CL, cuyo desarrollo y 

mantenimiento es regulado por la LH (Peters y col., 1994; Vizcarra y col., 1997). Su 

secreción de tipo pulsátil es necesaria para sostener los niveles de P4 en los primeros 12 

días del ciclo estral. Se cree que luego dicha secreción pulsátil no sería indispensable y 

sería modulada por bajas concentraciones de LH (Peters y col., 1994) o por mecanismos 

independientes de dicha hormona (Wiltbank, 1994). 

 Durante la fase luteal, la LH se secreta en pulsos de baja frecuencia (Walters y 

Schallenberger, 1984; Peters, 1985) y gran amplitud (Schallenberger y col., 1985). En la 

regulación de su secreción intervienen la P4, el E2 y los neuropéptidos opioides, en una 

acción conjunta para anular la frecuencia pulsátil de dicha gonadotrofina (Stumpf y col., 

1993). Si la fecundación no se produce, el CL permanece funcional hasta el día 16-19 

del ciclo estral, para luego entrar en regresión  y que se establezca la preparación para 

un nuevo ciclo (Luque y col., 1983). A partir de aquí, los niveles de P4 empiezan a 

descender y la frecuencia pulsátil de LH se incrementa (Roberson y col., 1989).  

 

1.4 El zinc 

1.4.1 Introducción 
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El Zinc (Zn+2) es un microelemento cuya función esencial en los organismos 

vivos se conoce desde 1869 (McCall y col., 2000). Se trata de un oligoelemento 

involucrado en una amplia gama de procesos celulares, como la proliferación, la 

respuesta inmune, la defensa antioxidante, la expresión génica y la actividad de la ARN 

polimerasa (Powell, 2000; Dreosti, 2001; Prasad y  Kucuk, 2002). Además, participa en 

la estabilidad y regulación génica, forma parte de más de 3000 factores de transcripción, 

de más de 300 enzimas incluyendo la cobre/zinc superóxido dismutasa (Cu/Zn+2-SOD) 

y de varias proteínas involucradas en la reparación del ácido desoxirribonucleico 

(ADN), (Prasad, 1998, 2003; Dreosti, 2001; Prasad y  Kucuk, 2002; Andreini y  Bertini, 

2012). El Zn+2 se encuentra presente en casi todas las células animales, sin embargo, las 

concentraciones presentes en el músculo esquelético y en el hueso representan el 90 % 

del Zn+2 total del individuo (Cousins, 1999). Se lo considera el oligoelemento 

intracelular más abundante, y forma parte de las metaloproteínas Zn+2-dependientes que 

se encuentran en el interior del citoplasma, el núcleo y las organelas incluyendo el 

retículo endoplasmático (RE), el aparato de Golgi, las vesículas secretoras y las 

mitocondrias (Eide, 2006). 

En los mamíferos, la homeostasis del Zn+2 es esencial para una óptima función 

metabólica en general y en los procesos reproductivos en particular. En este sentido, la 

deficiencia de Zn+2 puede resultar en teratogénesis fetal, gestaciones prolongadas, 

dificultades en el trabajo de parto, y bajo peso y debilidad al nacer (Favier, 1992; 

Bedwal y  Bahuguna, 1994). Por otro lado, la biodisponibilidad de Zn+2 es importante 

para una gran variedad de eventos reproductivos, entre los que se encuentran el 

crecimiento folicular, la maduración ovocitaria, la fecundación y el desarrollo 

embrionario (Falchuk, 1998; Hostetler y col., 2003). 
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1.4.2 Distribución de Zn+2 en la célula 

En las células, el Zn+2 varía en su proporción distribuyéndose por el citoplasma 

(50%), el núcleo (30-40%) y la membrana celular (10%) (Thiers y Vallee, 1957; Haase, 

2014). Se cree que la concentración total de Zn+2 se encontraría en el rango de entre 

decenas o cientos de micromoles (Palmiter y Findley, 1995; Krężel y Maret, 2006; 

Colvin y col., 2008). De todos modos, dado que este mineral se une a cantidades de 

proteínas y, por otra parte, es capturado hacia el interior de organelas y compartimientos 

subcelulares, la concentración de Zn+2 citosólico lábil (“libre”) es muy baja, valorada en 

magnitudes entre picomolares y nanomolares (Sensi y col., 1997; Outten y O’Halloran, 

2001; Vinkenborg y col., 2009; Qin y col., 2011). Se ha demostrado que la 

concentración de Zn+2 puede fluctuar en respuesta a varios estímulos, como en el caso 

de los fenómenos de “onda” y “chispa” de Zn+2. El primero da nombre a la liberación de 

Zn+2 desde la región perinuclear, incluyendo al RE, proceso importante en varias 

funciones de señalización (Yamasaki y col., 2007; Taylor y col., 2012). El segundo, a la 

expulsión de Zn+2 acumulado en el proceso de activación ovocitaria, que requiere la 

disminución de los niveles de este mineral en el ovocito una vez iniciadas las 

variaciones en las concentraciones de Ca+2, correspondientes a dicha etapa (Kim y col., 

2011). Por otro lado, se ha encontrado que las fluctuaciones temporales en los niveles de 

Zn+2 juegan un papel crucial en las vías de señalización celular que lo utilizan como 

mediador (Outten y O’Halloran, 2001; Maret, 2013).  

Las mediciones de Zn+2 libre en organelas intracelulares han arrojado valores de 

0,14 pM en la mitocondria (Park y col., 2012), 0,2 pM en la matriz mitocondrial 

(McCranor y col., 2012), 0,9 pM en el RE y 0,2 pM en el Golgi (Qin y col., 2011).  
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1.4.3 Funciones del Zn+2 

El Zn+2 participa en múltiples y variados procesos biológicos, tanto en su forma 

iónica como parte estructural y/o funcional de una gran variedad de proteínas. También 

participa en la respuesta inmune y la defensa antioxidante (Powell, 2000; Prasad y 

Kucuk, 2002). De acuerdo a la ubicación del Zn+2 en las metaloproteínas, este 

microelemento puede actuar como catalizador (carboxipeptidasa A), cocatalizador 

(fosfatasa alcalina, fosfolipasa C, nucleasa P1 y leucina aminopeptidasa) (Vallee y 

Auld, 1990; Vallee y Falchuk, 1993; Andreini y Bertini, 2012) o con funciones 

estructurales (Cu+2/Zn+2-SOD y “dedos de Zn+2”) (Krishna y col., 2003; Gamsjaeger y 

col., 2007; Andreini y col., 2011). Cuando el Zn+2 se encuentra en el sitio catalítico, su 

forma iónica participa directamente en el proceso de conformación o ruptura de uniones 

moleculares. Por último, el Zn+2, en su función estructural, participa en la estabilización 

de la estructura terciaria de las enzimas, de manera análoga al puente disulfuro 

(Schmalen y col., 2014). En todos los casos, la eliminación del Zn+2 de su sitio de 

acción puede llevar a la pérdida de la actividad enzimática (McCall y col., 2000). 

El Zn+2 forma parte de aproximadamente 300 enzimas (Andreini y Bertini, 

2012). Algunas de estas pertenecen al grupo de las metaloproteinasas (matrix 

metaloproteinases) como las colagenasas, gelatinasas y endometasas, entre otras. Estas 

enzimas intervienen en la proliferación y motilidad celular, en el proceso de 

cicatrización de heridas, en la angiogénesis y en el control de eventos reproductivos 

claves como la ovulación, la implantación embrionaria, la embriogénesis, la involución 

uterina, la involución mamaria y prostática, y la proliferación endometrial (Hulboy y 

col., 1997; Amǎlinei y col., 2007). Las enzimas alcohol deshidrogenasa, fosfatasa 
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alcalina, anhidrasa carbónica y carboxipeptidasas A y B también forman parte de la 

extensa lista de enzimas Zn+2-dependientes (Underwood y Suttle, 1999). 

En cuantos a las funciones estructurales, los “dedos de Zn+2” fueron definidos 

por Laity y colaboradores (2001) como cualquier dominio proteico pequeño, funcional y 

plegado de forma independiente que requiere la coordinación de uno o más iones de 

Zn+2 para estabilizar su estructura. Las proteínas con dedos de Zn+2 forman parte de una 

gran cantidad de receptores de membrana, nucleoproteínas y más de 1000 factores de 

transcripción (Cousins, 1999; Beyersmann y Haase, 2001; Andreini y Bertini, 2012). 

Las funciones de estas estructuras son extraordinariamente diversas e incluyen el 

reconocimiento del ADN, el empaquetamiento del ARN, la activación de la 

transcripción, la regulación de la apoptosis, el ensamble y plegamiento de las proteínas 

y la unión de éstas a lípidos (Laity y col., 2001). Es principalmente por la participación 

del Zn+2 en la expresión génica que este mineral posee vital importancia en la glucólisis, 

la síntesis de ADN, la síntesis de ácido nucleico, en la división celular y el metabolismo 

de las proteínas (Underwood y Suttle, 1999; Andreini y Bertini, 2012).  

 Además de lo anteriormente expuesto, ha sido creciente a lo largo de los años la 

evidencia que señala al Zn+2 iónico como posible factor de señalización tanto extra 

como intracelularmente (Beyersmann y Haase, 2001; Fukada y Kambe, 2014). Según 

estos autores, el Zn+2 podría unirse a un receptor específico y regular una función 

orgánica al igual que lo hacen las hormonas locales. 

 

1.4.4 Regulación del Zn+2 en la célula 

La captación y liberación de Zn+2 en las células del organismo se realiza por 

múltiples mecanismos, entre los que se encuentran: el cotransporte unido a aminoácidos 
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(cisteína o histidina), la unión al receptor de transferrina y la unión a proteínas 

transportadoras específicas o semiespecíficas de Zn+2 (Tapiero y Tew, 2003). El estudio 

de éstas últimas ha ganado particular atención hasta la actualidad [revisiones por Goff 

(2018) y Kambe (2015); ver sección a continuación]. Estos sistemas de captación, 

distribución, almacenamiento y liberación son complejos y fundamentales para la 

homeostasis de Zn+2 a nivel tanto celular como subcelular. 

La homeostasis intracitoplasmática de Zn+2 también se encuentra regulada por 

las metalotioneínas (MT) (Coyle y col., 2002). Las MT son un grupo de proteínas de 

bajo peso molecular (6000-7000 kDa) que contienen 60-68 residuos de aminoácidos, de 

los cuales 25-30 % son cisteína (Powell, 2000). Cada molécula de MT contiene 7 

átomos de Zn+2 que pueden ser liberados, a pesar de su elevada estabilidad 

termodinámica, de acuerdo a la demanda celular (Maret, 2001). Este hecho, sumado a la 

capacidad de la MT de atravesar diferentes compartimientos celulares le otorga a esta 

proteína un rol esencial en el metabolismo del Zn+2 (Maret, 2003). La MT permite la 

amortiguación de la concentración intracitoplasmática de Zn+2 de una manera 

controlada, tomando o cediendo átomos de Zn+2 de acuerdo a las circunstancias 

(Tapiero y Tew, 2003). Además, participa en la translocación del Zn+2 entre los 

diferentes compartimentos celulares (Maret, 2003). 

En el murino, se ha estudiado que la expresión de las variedades I y II de las MT 

se incrementa significativamente ante exceso de Zn+2 en la célula. El mecanismo que 

conduce dicho aumento involucra la unión del metal-response element-binding 

transcription factor-1 (MTF-1) al metal response element (MRE) localizado en el 

promotor (Stuart y col., 1985). Cuando los niveles de Zn+2 se elevan, MTF-1 juega un 

rol central en la homeostasis de Zn+2 al incrementar la transcripción de un set de genes 
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relacionados a la reducción de su toxicidad en caso de incrementarse sus 

concentraciones, tales como MTs, ZnT1 y ZnT2 (Stuart y col., 1985; Langmade y col., 

2000; Guo y col., 2010), y también al inhibir la expresión de una batería de genes 

involucrados en la captación de Zn+2, como ZIP10 (Wimmer y col., 2005; Lichten y 

col., 2011) 

  

1.4.5 Transportadores de Zn+2 

Para que el Zn+2 lleve a cabo sus funciones biológicas, es necesario un sistema 

de transporte específico y de fina regulación que permita su paso a través de la 

membrana celular. Este sistema es imprescindible, además, para el mantenimiento de la 

homeostasis celular del Zn+2, que involucra su captación, distribución, almacenaje y 

liberación. Es por esto que las proteínas transportadoras de Zn+2 son fundamentales para 

la fisiología de este metal. En particular, las denominadas ZnT (Zn trasporter) y ZIP 

(Zrt-, Irt-related proteins) contribuyen en un amplio abanico de funciones fisiológicas y 

celulares (inmunes, endócrinas, reproductivas, óseas, neuronales) gracias a su estricto 

control de la homeostasis de Zn+2. 
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Figura i11. Localización subcelular y dirección de transporte de ZIPs y ZnTs. Se 
muestra la localización principal de los ZnT y de los ZIP de acuerdo a los datos 
disponibles en la bibliografía. Aunque se exponen de manera estática, la mayoría de los 
transportadores se redistribuyen en respuesta a diversos estímulos (Kambe, 2013). El 
Zn+2 citosólico se trasporta a o desde el interior de compartimientos subcelulares, 
incluyendo las vesículas sinápticas o los gránulos de insulinas, específicos de ciertos 
tipos celulares. Modificado de Baltaci y Yuce (2018). 

  

 Los transportadores ZnT pertenecen a la familia de transportadores 30A 

(SLC30A), de 10 miembros (ZnT1 a Znt10) (Palmiter y Huang, 2004). Movilizan el 

Zn+2 desde el citosol hasta el espacio extracelular y/o el lumen de compartimientos 

intracelulares, y en general operan mediante el transporte hacia el lado luminal (Huang 

y Tepaamorndech, 2013; Kambe, 2012; Lichten y Cousins, 2009) (Figura i11). En 

cuanto a la estructura conformacional, aunque no hay datos concretos en la actualidad, 

está ampliamente descrito un homólogo bacteriano, el YiiP (Lu y Fu, 2007; Lu y col., 
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2009; Coudray y col., 2013; Gupta y col., 2014), cuyo mecanismo de intercambio 

Zn2+/H+ se halla conservado en mamíferos (Ohana y col., 2009; Shusterman y col., 

2014). En base a las propiedades estructurales de YiiP, se ha caracterizado 

bioquímicamente a los ZnT (Figura i12a). De este modo, se predice que cuentan con 

seis hélices transmembrana y forman homodímeros (Suzuki y col., 2005; Fukunaka y 

col., 2009; Murgia y col., 2009; Salazar y col., 2009; Itsumura y col., 2013; Lasry y col., 

2014), a excepción de ZnT5, que posee nueve hélices y forma heterodímeros con ZnT6  

(Kambe y col., 2002; Fukunaka y col., 2009; Lasry y col., 2014).  

 

Figura i12. Estructuras de los transportadores ZnT y ZIP. Modificado de Kambe (2013). 

 

 Por su parte, los transportadores ZIP constituyen 14 miembros (ZIP1-ZIP14), 

ordenados en la familia SLC39A (Eide, 2004; Jeong y Eide, 2013). Realizan la 

captación de Zn+2 en el medio extracelular y en el lumen de los compartimientos 

intracelulares para su posterior  liberación en el citosol (Jeong y Eide, 2013; Kambe, 

2012; Lichten y Cousins, 2009), (Figura i11). Fue gracias a la secuenciación al 

completo del genoma humano que se identificaron todos los ZIP conocidos al momento 

en mamíferos (Kambe y col., 2006; Lichten y Cousins, 2009). La mayoría de los ZIP se 
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localizan en la membrana plasmática, y su número se incrementa ante condiciones 

deficientes de Zn+2, a excepción de ZIP5 (Gaither y Eide, 2001; Dufner-Beattie y col., 

2003; Liuzzi y col., 2004; Liu y col., 2008; Lichten y col., 2011). Por el contrario, frente 

al exceso de Zn+2 en la célula, se retrotraen y/o degradan rápidamente (Huang y 

Kirschke, 2007a; Mao y col., 2007; Weaver y col., 2007). En cuanto a estructura, no 

existen modelos de los ZIP o sus homólogos en la actualidad. Sin embargo, trabajos con 

gráficos de hidrofobicidad sugieren que estos transportadores poseen ocho hélices 

transmembrana (Jeong y Eide, 2013; Kambe, 2012; Lichten y Cousins, 2009). Se 

conoce, por otro lado, que tanto los ZIP como sus homólogos forman homodímeros a la 

hora de transportar Zn+2 (Lin y col., 2010; Bin y col., 2011) (Figura i12b). Con respecto 

a los mecanismos de transporte, no hay una caracterización definitiva actualmente para 

los ZIP, aunque se sugiere un sistema simportador de tipo NaHCO3/Zn2+ en varios casos 

(Gaither y Eide, 2000; He y col., 2006; Girijashanker y col., 2008). Finalmente, los ZIP 

transportan principalmente Zn+2, pero también pueden movilizar Fe+2 (Liuzzi y col., 

2006; Gao y col., 2008), Mn+2 y cadmio (Cd+2) (Girijashanker y col., 2008; Fujishiro y 

col., 2012; Jenkitkasemwong y col., 2012).  

 

Regulación transcripcional y estímulo hormonal 

Investigaciones previas han revelado que la expresión génica de los 

transportadores de Zn+2 responde a una variedad de estímulos, entre los que se 

encuentran las citoquinas (Liuzzi y col., 2005), los lipopolisacáridos (Ishihara y col., 

2006), los factores de transcripción, como el mencionado MTF-1 (Langmade y col., 

2000; Liu y col., 2013; Miyai y col., 2014), el estrés oxidativo (Homma y col., 2013), la 

hipoxia (Zhao y col., 2015), la concentración misma de Zn+2 (Ryu y col., 2008; Guo y 
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col., 2010) y hormonas como la testosterona y el estrógeno (Manning y col., 1988; 

Cousins y col., 2006; Thomas y col., 2014). 

 La sensibilidad de diversos transportadores de Zn+2 al estímulo hormonal se ha 

detectado en variedad de tejidos y órganos reproductivos en mamíferos. En tejidos 

susceptibles a la acción de hormonas esteroideas, como la placenta, la glándula mamaria 

y la próstata, la expresión de ZIP6 es elevada (Taylor y Nicholson, 2003). Por otro lado, 

en tejido mamario tumoral, la expresión de este transportador resulta inducible no sólo 

por estrógenos, sino también por la 5a-dihidroxi-testosterona y el factor de crecimiento 

epidérmico (Manning y col., 1988; El-Tanani y Green, 1995). Siguiendo con dicho 

tejido, la expresión de ZIP7, ZIP 8 y ZIP14 también se incrementa en respuesta a 

estrógenos (Taylor y col., 2007). ZnT 9, que actúa además como coactivador de 

receptores nucleares, aumenta su expresión en respuesta al E2 (Chen y col., 2005). Otros 

estudios, llevados a cabo en células mamarias no tumorales, mostraron que la prolactina 

ejerce una acción regulatoria sobre la transcripción de ZIP3 (Kelleher y Lönnerdal, 

2005) y ZnT2 (Qian y col., 2009). 

 

1.5 Maduración in vitro (MIV) de COC 

La MIV es la base de muchas tecnologías aplicadas a la reproducción. En 

bovinos, ha permitido aumentar el potencial reproductivo de las hembras y el desarrollo 

de otras tecnologías, como la clonación y la producción de animales transgénicos. Por 

otro lado, como modelo experimental para la investigación de desarrollo embrionario 

temprano, permite la obtención en el laboratorio de un gran número de embriones a bajo 

costo, a partir de ovocitos extraídos de ovarios de animales sacrificados para consumo 

humano. 
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A pesar de que los ovocitos madurados in vitro manifiestan tasas de maduración 

nuclear, fecundación y clivaje similares a los ovocitos madurados in vivo, su capacidad 

de desarrollo es significativamente menor. Mientras que el 85% de los ovocitos 

madurados in vivo son capaces de ser fecundados y dar origen a un embrión, sólo un 

tercio de los ovocitos de MIV obtienen esa capacidad. Esta diferencia se debería 

fundamentalmente al origen de los ovocitos (Blondin y col., 2002). La maduración in 

vivo ocurre en folículos preovulatorios, luego de una etapa de selección y dominancia 

que dura unos 5 días, durante los cuales crecen desde los 2 mm hasta los 15 mm de 

diámetro (Driancourt, 1991). En contraposición, el origen de los ovocitos de MIV es 

muy heterogéneo, ya que se obtienen de folículos subordinados o en crecimiento que 

pueden estar a entre 4 y 10 días de una posible ovulación. Estos ovocitos no 

completarían la pre-maduración, o capacitación, que ocurre in vivo en los folículos 

dominantes y mediante la cual alcanzarían la capacidad de desarrollo completa (Hyttel y 

col., 1997). 

El tamaño de los folículos está directamente relacionado con la capacidad de 

desarrollo ya que un mayor porcentaje de ovocitos obtenidos de folículos mayores de 6 

mm son capaces de dar origen a embriones en comparación con los obtenidos de 

folículos de entre 2 y 6 mm (Lonergan y col., 1994). Por otro lado, esto también 

significa que existe una proporción de ovocitos que adquiere la capacidad de desarrollo 

en el estadio folicular de 3 mm sin necesidad de la pre-maduración en el folículo 

preovulatorio.   

En la práctica de la MIV, los ovocitos bovinos se obtienen por aspiración de 

folículos antrales de 2 a 8 mm de diámetro de ovarios obtenidos en mataderos. Luego, 

son seleccionados morfológicamente por homogeneidad de citoplasma y presencia de 
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un cúmulus de células de la granulosa compacto y que rodee completamente al ovocito 

conformando el COC (Figura 15, izquierda). Estos parámetros son indicadores de 

capacidad de desarrollo (Leibfried y First, 1979).  

In vitro, los COC bovinos reinician la meiosis espontáneamente luego de ser 

retirados del ambiente folicular. Al cabo de 24 horas alcanzan el estadio de metafase II 

(MII) donde se arrestan nuevamente hasta el momento de la fecundación. Durante este 

período, también se produce la expansión del cúmulus, el cual es uno de los indicadores 

morfológicos de maduración citoplasmática (Figura i13, derecha). Esta expansión se ve 

favorecida por el agregado de FSH y de un 5% de suero fetal bovino durante la 

maduración. 

 

 

Figura i13. Expansión de células del cúmulus luego de 24 horas de maduración. 

Izquierda: ovocito rodeado por un cúmulus compacto al inicio de la MIV. Derecha: 
ovocito rodeado por un cúmulus completamente expandido después de un periodo de 24 
horas de MIV. 

 

Estudios in vitro revelaron que durante el proceso de maduración del ovocito es 

fundamental la presencia de aminoácidos y sustratos energéticos (Sutton y col., 2003), 

ya que se produce un aumento en la actividad glucolítica, en la oxidación de la glucosa 

y de la glutamina (Zuelke y Brackett, 1993) y en el metabolismo oxidativo del piruvato 
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luego de la ruptura de la GVBD (Kim y col., 1993; Rieger y  Loskutoff, 1994). Se ha 

demostrado, además, que hormonas presentes en el medio de maduración, como la LH, 

pueden afectar los procesos celulares pre- y post- desarrollo preimplantacional (Rose y 

Bavister, 1992; Trounson y col., 2001).  

 

1.6 Cultivos primarios de células del epitelio oviductal (CEOB) 

A lo largo del tiempo, se han utilizado diversos métodos para la obtención de 

CEOB viables. Los mecánicos incluyen lavado oviductal, compresión con pinzas 

(squeezing) y presión sobre las paredes. Los métodos enzimáticos, por su parte, 

requieren el uso de colagenasa y tripsina (Walter, 1995; Reischl y col., 1999). En 

comparación, el primer tipo de metodología demanda menos tiempo y costos, son 

sencillos de realizar y minimizan el daño celular (Reischl y col., 1999).  El lavado es un 

procedimiento relativamente inofensivo para la viabilidad celular, pero el rendimiento 

en cantidad de células no suele ser suficiente para llevar adelante un cultivo. Las 

compresiones y presiones, sin embargo, reclutan un gran número de células viables 

aptas para experimentos. En contraposición, los métodos enzimáticos, aunque también 

dan lugar a un alto rendimiento en número, llevan a menores tasas de viabilidad celular, 

probablemente por el daño perpetrado por las enzimas.  

 Se han llevado adelante cultivos en diversos materiales de soporte celular, tales 

como el polímero Thermanox, nitrato de celulosa, vidrio, gasa, nylon, policarbonato y 

nucleoporo. El Thermanox, seguido por el vidrio y el nitrato de celulosa, demostró 

sustentar satisfactoriamente el crecimiento de células epiteliales (Reischl y col., 1999). 

Sin embargo, estos sistemas de soporte celular tienen un gran efecto sobre el estado de 

diferenciación de las células epiteliales cultivadas. También se ha demostrado que los 
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materiales de soporte permeables llevan a las células a mayores estadíos de 

diferenciación que los materiales no permeables (Reischl y col., 1997). También se han 

empleado sistemas estáticos y de perfusión; los primeros contienen medio de cultivo 

que se cambia después de un período de tiempo particular, mientras que los de perfusión 

mantienen un flujo constante de medio sobre las células en crecimiento. Los cultivos de 

perfusión tienden a mantener los aspectos morfológicos y fisiológicos de las células 

cultivadas durante un período prolongado en comparación con el sistema estático 

(Reischl y col., 1999). Por otro lado, en una comparación directa entre las CEOB 

cultivadas en monocapa o en cultivo en suspensión, solo las células en suspensión 

mantuvieron su morfología con cilias y su actividad secretora (Walter, 1995).  
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Hipótesis más relevante 

 La concentración de Zn+2 intracelular en el complejo ovocito-cúmulus y en las 

células del oviducto depende de los transportadores específicos de este mineral, cuya 

expresión está condicionada por la acción de las hormonas involucradas en las etapas de  

maduración y fecundación del ovocito. 

 

Objetivo general  

 

Estudiar la homeostasis del Zn+2 en el complejo ovocito-cúmulus y las células 

epiteliales del oviducto de la hembra bovina en presencia o ausencia de estradiol (E2), 

hormona folículoestimulante (FSH), hormona luteneizante (LH) y progesterona (P4). 

Objetivos específicos  

Para investigar la influencia de las hormonas reproductivas sobre la homeostasis 

de Zn+2 se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1. Establecer el efecto de la presencia de E2, FSH, LH y P4 sobre la concentración 

intracelular de Zn+2 en el complejo ovocito-cúmulus y en células del oviducto. 

2. Determinar el efecto de la presencia de E2, FSH, LH y P4 sobre la expresión de 

transportadores de Zn+2: ZIP6, ZIP8, ZIP14, ZnT3, ZnT7 y ZnT9 en el complejo 

ovocito-cúmulus y células del oviducto. 
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3. Estudiar la expresión de transportadores de Zn+2: ZIP6, ZIP8, ZIP14, ZnT3, 

ZnT7 y ZnT9 en el complejo ovocito-cúmulus y células del oviducto obtenidos de 

hembras bovinas en los diferentes períodos del ciclo estral.  

4. Evaluar el efecto del Zn+2 y el E2 sobre el proteoma de las células epiteliales del 

oviducto bovino.   
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

Efecto de las hormonas E2, FSH y LH sobre la 

concentración de Zn+2 libre intracelular y la expresión de 

sus transportadores en el COC bovino 
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1 INTRODUCCION 

El Zn+2 es un oligoelemento involucrado en una amplia variedad de procesos 

celulares, como la proliferación, la respuesta inmune, la defensa antioxidante y la 

expresión génica, entre otros (Powell, 2000; Dreosti, 2001; Prasad y Kucuk, 2002). En 

mamíferos, la homeostasis del Zn+2 resulta esencial para una óptima función 

metabólica, incluso en los procesos reproductivos En este sentido, la biodisponibilidad 

de Zn+2 es importante para una gran variedad de fenómenos entre los que se 

encuentran el crecimiento folicular, la maduración del ovocito, la fecundación y el 

desarrollo embrionario (Falchuk, 1998; Hostetler y col., 2003). 

Trabajos previos han destacado la participación del Zn+2 en el tracto 

reproductivo de la hembra bovina, tanto en la viabilidad de las células 

somáticas como en la maduración de los ovocitos (Picco y col., 2010; Anchordoquy y 

col., 2011). En los últimos años, se ha demostrado que los niveles intracelulares de este 

mineral se elevan durante la maduración del ovocito, lo cual resulta necesario  para la 

culminación de la primera división meiótica (Kim y col., 2010) y el posterior 

establecimiento de la MII (Suzuki y col., 2010; Bernhardt y col., 2012). Finalmente, el 

avance de la MII y la consumación de la meiosis requieren como condición esencial la 

disminución de su concentración intracelular. Dicha reducción se ve facilitada por una 

rápida expulsión de Zn+2 desde el ovocito al ambiente externo en un proceso conocido 

como “chispas de zinc” (zinc sparks), el cual resulta crítico para la activación y 

reanudación del ciclo celular  (Kim y col., 2011). En un hallazgo reciente, se encontró 

que los ovocitos bovinos también sufren dicho fenómeno, como consecuencia de su 

activación química o de su unión al espermatozoide (fecundación). Debido a que el flujo 

de salida de Zn+2 del ovocito bovino es muy similar al descripto en humanos, monos y 
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murinos, podría suponerse que es un evento altamente conservado entre los mamíferos 

(Que y col., 2019). 

De lo expuesto anteriormente, se desprende la importancia de la preservación de 

niveles de Zn+2 adecuados para el correcto funcionamiento celular y del ovocito en 

particular. Por lo tanto, resulta valioso conocer cómo se encuentra regulada la expresión 

de los transportadores de Zn+2, que son los actores claves en el metabolismo y la 

homeostasis celular de este mineral (Kambe y col., 2015). Investigaciones previas han 

revelado que la expresión génica de los transportadores de Zn+2 puede ser modificada 

por una variedad de estímulos, entre los que se encuentran las citoquinas (Liuzzi y col., 

2005), los lipopolisacáridos (Ishihara y col., 2006), diferentes factores de transcripción 

(Langmade y col., 2000; Liu y col., 2013; Miyai y col., 2014), el estrés oxidativo 

(Homma y col., 2013), la hipoxia (Zhao y col., 2015), la concentración misma de Zn+2 

(Guo y col., 2010; Ryu y col., 2008) y hormonas como la testosterona y el estrógeno 

(Cousins y col., 2006; Thomas y col., 2014). Sin embargo, aún no se ha estudiado la 

regulación del transporte de Zn+2 en el COC del bovino. 

El objetivo de este capítulo fue investigar si las hormonas FSH, LH y el 17-beta 

E2 intervienen en la regulación de la homeostasis del Zn+2, modificando la expresión 

génica de sus transportadores y su biodisponibilidad durante la MIV del COC bovino. 

Para ello se evaluó la expresión génica de Slc39a6 (ZIP 6), Slc39a8 (ZIP 8), Slc39a14 

(ZIP 14), Slc30a3 (ZnT 3), Slc30a7 (ZnT 7), Slc30a9 (ZnT 9) y los niveles 

intracelulares del Zn+2 biodisponible en el ovocito y las CC luego de la MIV. 

 

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Reactivos 



53 
 

Todos los reactivos necesarios para la preparación de los medios se compraron a  

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.), excepto que se indique lo contrario. Los 

COC se maduraron in vitro en medio TCM-199 suplementado con bicarbonato de sodio 

(NaHCO3), suero fetal bovino (SFB) al 10% (v/v), 0,2 mM de piruvato de sodio, 1 mM 

de glutamina y 50 mg/ml de kanamicina. Además, se agregaron FSH (Bioniche Life 

Sciences Inc., Belleville, Canadá), LH, E2 y sulfato de Zn+2 (ZnSO4) (Merck, Tokio, 

Japón) al medio de MIV.  

  

2.2 Complejos ovocito-cúmulus (COC) 

Los COC se obtuvieron a partir de ovarios de frigorífico extraídos de hembras 

jóvenes Aberdeen Angus, independientemente de la etapa del ciclo estral. Los ovarios 

se colocaron en solución fisiológica a 37-39°C y se mantuvieron en termos hasta llegar 

al laboratorio donde se lavaron tres veces en solución fisiológica estéril. De cada ovario 

se aspiraron los folículos de 2 - 8 mm usando una aguja de 18 G conectada a una jeringa 

estéril de 10 ml. Los COC obtenidos se colectaron con un estereomicroscopio (Nikon, 

Tokio, Japón) a menor aumento (30 x) y se colocaron en medio TCM-199 suplementado 

con 15 mM de HEPES y 10% (v/v) de SFB (medio de mantenimiento). Se 

seleccionaron para la MIV los COC cuyos ovocitos presentaron el citoplasma 

homogéneo y las células del cúmulus compactas. 

 

2.3 Maduración in vitro (MIV) 

Para la maduración, se tomaron grupos de 10 COC que se transfirieron a 

microgotas de 40 μl de medio de MIV cubiertas por aceite mineral y se incubaron por 

24 hs a 39 °C en atmósfera gaseada con 5 % de CO2 y humedad a saturación 
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(Anchordoquy y col., 2011). El medio de MIV fue suplementado con FSH (1 µg/ml), 

LH (10 µg/ml) y/o E2 (1 µg/ml) (Furnus y col., 1998), con o sin el agregado de 1,2 

µg/ml de Zn+2 (concentración considerada “adecuada” para el plasma sanguíneo; Picco 

y col., 2010). De esta forma quedaron constituidos los siguientes tratamientos; a) 

Control (sin hormonas, sin Zn+2); b) ZnT (sin hormonas, con Zn+2); c) E2T; d) E2+ZnT; e) 

FSHT ; f) FSH+ZnT ; g) LHT ; h) LH+ZnT ; i) 3HT (E2+FSH+LH); j) 3H+ZnT. Debido a 

la presencia de SFB en el medio de MIV se midieron las concentraciones de Zn+2 y de 

las mencionadas hormonas antes de constituir los diferentes tratamientos. Las 

mediciones hormonales se llevaron a cabo en el Departamento de Química Clínica del 

laboratorio comercial Iglesias-Haramburu (La Plata, Argentina). La cuantificación de 

Zn+2 se realizó en el Laboratorio de Nutrición Mineral de la Facultad de Cs. 

Veterinarias de la UNLP mediante un espectrofotómetro de absorción atómica (GBC 

902) (Anchordoquy y col., 2019; Picco y col., 2012). El análisis del medio de MIV 

indicó la presencia de 5,8 pg/ml de E2, 0,39 pg/ml de FSH y 0,3 µg/ml de Zn+2. No se 

detectó LH. Por lo tanto, las concentraciones halladas fueron consideradas 

despreciables.  

 

 2.4 Medición de los niveles de Zn+2 libre intracelular con el indicador selectivo 

FluoZin-3 AM 

 Para evaluar los niveles intracelulares de Zn+2 en el ovocito y las CC luego de la 

MIV, se utilizó el colorante fluorescente FluoZin-3 AM (InvitroGen, EE. UU.). Se trata 

de un indicador permeable a las células y selectivo de Zn+2, capaz de unirse al Zn+2 libre 

o de enlaces intracelulares débiles y revelar los niveles de este mineral en la célula 

(Lisle y col., 2013). Para ello, se utilizaron un total de 45 COC por tratamiento 
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(obtenidos en 3 réplicas, n= 15 por réplica). Los COC madurados se lavaron con 

solución salina de Hanks equilibrada con HEPES (HHBSS) para eliminar el medio 

MIV. Luego, los COC se incubaron a temperatura ambiente en una solución 1 µM de 

FluoZin-3 AM (concentración final) durante 30 min en oscuridad, se lavaron con 

HHBSS durante 15 minutos y luego se los sometió a un lavado final en HHBSS para 

eliminar el exceso de colorante. Posteriormente, los COC se transfirieron a un 

portaobjetos para ser observados con un microscopio de epifluorescencia (Olympus 

BX40, Japón). Para observar los COC se utilizó un filtro NB (longitudes de onda de 

470-490 y 520 nm para la excitación y emisión, respectivamente) y un aumento de 

100X. Los ovocitos y CC en cada COC mostraron fluorescencia verde y las intensidades 

obtenidas correspondieron a los niveles intracelulares de Zn+2 como se describió 

anteriormente. Las imágenes se tomaron con una cámara de alta resolución Sony CCD-

IRIS (Sony, Japón).  

En cada réplica experimental se incluyó un control de fluorescencia que 

consistió en 15 COC madurados en las condiciones del tratamiento Control e incubados 

con el colorante FluoZin-3 AM para luego ser fotografiados. Posteriormente, los COC 

se incubaron con 10 µM del quelante de metales pesados N,N,N’,N’-tetrakis (2-

piridilmetil) etano-1,2-diamina (TPEN) durante 30 min, y se fotografiaron nuevamente. 

La ausencia de fluorescencia en estos COC confirmó que la fluorescencia emitida por  

los COC tratados y teñidos se debía específicamente a la presencia de Zn+2 

biodisponible y no a simple acumulación de reactivo (Que y col., 2019). Además, esta 

prueba también permitió descartar autofluorescencia por parte de los COC.  

Para evaluar la intensidad de la fluorescencia, se utilizó el software ImageJ v 

1.48 (Wayne Rasband, National Institute of Health, EE UU) que permitió determinar la 
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intensidad de la fluorescencia emitida en ovocitos y CC por separado en cada COC. Los 

valores de intensidad de fluorescencia observados corresponden a la intensidad 

promedio del área seleccionada (área del ovocito o área del cúmulus) menos el valor de 

fluorescencia del background. La intensidad promedio del área seleccionada (para cada 

tipo celular) equivale a la intensidad de píxeles dividida por la cantidad de píxeles 

(Ferreira y Rasband, 2012). 

 

2.5 Obtención de ARN y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-

PCR) 

En este ensayo, se utilizaron un total de 750 COC para tres réplicas (250 COC 

por réplica, 25 COC por tratamiento). Al finalizar la MIV, las CC se separaron de los 

ovocitos mediante pipeteo. Luego, se utilizó el RNeasy Micro Kit (Qiagen, Alemania) 

para extraer el ARN total de ovocitos y CC, respectivamente, de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. El contenido de ARN y la calidad en cada muestra se 

verificaron con un espectrofotómetro NanoVue (NanoVue™ - GE Healthcare Limited, 

Reino Unido) midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm y a un ratio de 

260/280 nm, respectivamente. Para la síntesis de ADNc, se preparó una mezcla de 

reacción que incluyó 1,5 µg de ARN total, hexámeros random y transcriptasa reversa 

M-MLV (Invitrogen-Life Technologies, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. En todas las reacciones de retrotranscripción se incluyó un control sin ARN 

y un control negativo de retrotranscripción (sin la enzima transcriptasa reversa). 

 Se prosiguió a evaluar la expresión génica de los transportadores Slc39a6 (ZIP 

6), Slc39a8 (ZIP 8), Slc39a14 (ZIP 14), Slc30a3 (ZnT 3), Slc30a7 (ZnT 7) y Slc30a9 

(ZnT 9) en los ovocitos y CC. Para el presente estudio se escogieron dichos 
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transportadores  teniendo en cuenta que han mostrado alta expresión génica en ovocitos 

y/o CC en humanos (Ménézo y col., 2011) . Para llevar a cabo dicha determinación, se 

diseñaron primers por medio del software Primer Premier (PREMIER Biosoft 

International, EE UU). Se seleccionaron aquellos pares de primers que presentaban una 

temperatura de melting (Tm) similar, contenido GC intermedio (40- 60%) y la menor 

complementariedad de secuencia, para minimizar la formación de estructuras 

secundarias y dímeros de primer. También se tuvo en cuenta que fueran capaces de 

abarcar uniones exón-exón, para evitar una posible amplificación de ADN genómico 

(Tabla 1.1).  

 

Tabla 1.1 Primers utilizados en los ensayos de expresión génica.  

Gen Dirección Secuencia (5’-3’) Tamaño 
del 

fragmento 
(pb) 

Temperatura 
de annealing 

(°C) 

Slc39a6 
 

Forward 
Reverse 

CCCTCCAAAGACCTATTC 
ATCACCACTCAGTGTCCC 

175 
 

52 
 

Slc39a8 
 

Forward 
Reverse 

GGACTCAGCACCTCCATAGC 
GCCCACCAAGATGCCAAAAG 

165 
 

55 
 

Slc39a14 
 

Forward 
Reverse 

GAGTTCCAGGAGTTCTGCCC 
ACGCAGAGGAGACCGTACC 

146 
 

60 
 

Slc30a3 
 

Forward 
Reverse 

ACGCAGAGGAGACCGTACC 
TGATTGCCTCCATCCTCATC 

170 
 

60 
 

Slc30a7 
 

Forward 
Reverse 

CAAGGTCCCAACATAAAC 
AATGCAAAGAACTCCTCC 

136 
 

52 
 

Slc30a9 
 

Forward 
Reverse 

GCTTCGTAGGAGTGCTCG 
GTGGGTTGCCTGTTATGG 

164 
 

57 
 

ACTB 
 

Forward 
Reverse 

GGCAGGTCATCACCATCGG 
CAGCACCGTGTTGGCGTAG 

164 
 

60 
 

PPIA 
 

Forward 
Reverse 

GGTCATCGGTCTCTTTGGAA 
TCCTTGATCACACGATGGAA 

117 
 

58 
 

     
 

La RT- PCR se realizó en un termociclador Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden, 

Alemania) y la mezcla de reacción (de volumen final 20 µl) incluyó la PCR Master Mix 
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1X (KAPA HRM FAST Master Mix, Biosystems, Woburn, EE. UU.), 1 µl de ADNc y 

1 µl de cada primer (concentración final de 0,5 µM). Las condiciones de ciclado 

consistieron en: inicialización (95 °C, 3 min), desnaturalización (95 °C, 15 min), 

annealing (las temperaturas particulares para cada par de primers figuran en la Tabla 

1.1; 20s, 40 ciclos) y extensión (72 °C, 25 s). La especificidad de cada amplicón se 

comprobó individualmente mediante una curva de melting proyectada por el 

termociclador. Los experimentos incluyeron controles negativos (sin ADNc) y se 

realizaron por triplicado.  

Con el fin de calcular las eficiencias de amplificación para cada par de primers, 

se realizaron curvas de rango dinámico. Esto consistió en amplificaciones por duplicado 

de ADNc obtenido de tejido de abomaso e hipotálamo, en diluciones 1/10, 1/50, 1/100, 

1/500 y 1/1000. En todos los ensayos, las curvas de calibración tuvieron una pendiente 

entre -3,2 y -3,5. Entre los duplicados, la desviación estándar fue, en todos los casos, 

menor a 0,167. Estos valores se encontraron dentro de lo recomendado para realizar 

estudios de expresión génica relativos (Bustin, 2002). Finalmente, la eficiencia de la 

RT-PCR para cada gen se determinó mediante un modelo de regresión lineal, de 

acuerdo con la ecuación E = 10 [−1 / pendiente], obteniéndose valores aceptables 

superiores al 90%.   

Los valores de expresión relativa (ER) para cada gen y tratamiento se 

determinaron con el método 2-DDCt utilizando β-actina (ACTB) y ciclofilina-A (PPIA) 

como normalizadores para los datos de ovocitos y CC, respectivamente. El tratamiento 

Control se tomó como referencia (ER = 1). Con el fin de establecer si los genes 

endógenos seleccionados eran aptos para utilizarlos en los estudios de expresión génica, 

se estudiaron los niveles de expresión de cada uno en las muestras de ovocitos y CC y 
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en los controles positivos de expresión de los transportadores (abomaso e hipotálamo 

bovino). Se efectuó un análisis no paramétrico de Kruskal Wallis para comparar los 

diferentes grupos, no encontrándose diferencias significativas en los valores de Ct de 

ACTB y PPIA, respectivamente, entre los mismos. De este modo, se validó su 

utilización como genes housekeeping para los estudios de expresión génica. 

 

2.6 Secuenciación de amplicones 

Los productos de PCR se secuenciaron (Macrogen Inc., Corea) con el objetivo 

de evaluar la calidad de los amplicones. Por otra parte, al momento de realizar los 

experimentos de expresión génica, la base de datos del NCBI contaba con secuencias no 

definitivas de ARNm de los transportadores (sólo presentaba secuencias predichas por 

bioinformática o provisorias). Por lo tanto, su secuenciación permitiría obtener 

evidencia experimental de las mismas.  

En primer lugar, se verificó la integridad y el tamaño de cada amplicón mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% y luego se los cuantificó por espectrofotometría. 

Posteriormente, se purificó y secuenció en ambas cadenas utilizando los mismos 

primers de PCR. Las secuencias resultantes se alinearon y editaron por medio del 

software ProSeq 3.2 (Filatov, 2002) para después insertarlas en la herramienta 

bioinformática BLAST (NCBI), que permite hacer un chequeo de identidad contra la 

base de datos existente. Finalmente, se obtuvieron con éxito las secuencias de ADNc 

amplificado de los transportadores Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y Slc30a9 (Tabla 1.2) 

con una identidad verificada del 100% y sin sustituciones, deleciones o inserciones, lo 

que proporciona evidencia experimental de las secuencias sólo predichas hasta ese 

momento. 
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Tabla 1.2 Secuencias de ADNc de los transportadores Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y 
Slc30a9 obtenidas a partir de amplicones de PCR 

Como se mencionará más adelante, en ovocitos y en CC no se detectó la expresión de 
Slc30a7, en tanto que la de Slc30a3 fue muy leve. Por lo tanto, no fue posible 
secuenciarlos. 
 

2.7 Análisis estadístico  

Se utilizó un diseño en bloque completamente aleatorio con 4 arreglos 2 x 2 

factorial de las variables principales (Zn+2, E2, FSH, LH o 3H). Los modelos 

estadísticos incluyeron el efecto aleatorio del bloque (día de la recolección de los COC, 

n = 3 para cada ensayo), el efecto fijo de las variables principales “Zn+2” y “hormona” 

(E2, FSH, LH y 3H) y la interacción de segundo orden (Zn+2*E2, Zn+2*FSH, Zn+2*LH y 

 

Gen Secuencia de ADNc (producto de PCR)  
Tamaño del 
fragmento 

(pb) 

Código de 
acceso de 
GenBank  

Slc39a6 

TCCCTCCAAAGACCTATTCTTTACAAAT
AGCCTGGGTTGGTGGCTTATAGCCATTT
CCGTCATCAGTTTCCTGTCTTTGCTGGGT
GTGATCTTAGTGCCTCTCATGAATCGAG
TGTTTTTCAAGTTTCTTCTGAGTTTCCTT
GTGGCATTGGCTGTCGGGACACTGAGTG
GT 

173 MK332118 

Slc39a8 

ACTCAGCACCTCCATAGCCATCCTATGT
GAGGAGTTCCCTCATGAATTAGGGGACT
TTGTGATCCTACTCAATGCAGGAATGAG
CACTCGACAAGCCTTGTTATTCAATTTC
CTTTCTGCATGTTCCTGCTATGTTGGGCT
AGCTTTTGGCATCTTGGTGGGC 

163 MK341547 

Slc39a14 

GAGTTCCAGGAGTTCTGCCCCACCATCC
TCCAGCAGCTGGACTCCAGGGCCTGCTC
CTCCGAGAACCAGGAGAATGAGGAGAA
CGAGCAGACAGAAGAGGGGAGGCCCAG
CTCGGTGGAAGTTTGGGGGTACGGTCTC
CTCTGCGTA 

147 MK482694 

Slc30a9 

GCTTCGTAGGAGTGCTCGGGCCAAAGG
AATGTCATTTTACAAGTATGTAATGGAA
AGTCGTGATCCTAGTACAAATGTTATAT
TACTGGAGGATACTGCAGCTGTGTTGGG
AGTGACAATAGCAGCCACTTGTATGGG
CCTTACCTCCATAACAGGCAACCCAC 

164 MK425690 
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Zn+2*3H). Los efectos de las variables principales sobre las variables respuesta 

[intensidad de fluorescencia (IF) y ER del ARNm] se analizaron mediante un modelo de 

regresión lineal utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, Cary, NC, 

EEUU). Además, se evaluó el efecto del tipo celular (ovocito vs CC) sobre la intensidad 

de la fluorescencia. Los resultados se expresan como medias de los mínimos cuadrados 

± error estándar de la media (EEM). Se estableció la significación estadística en p ≤ 

0,05 para los efectos principales y p ≤ 0,10 para la tendencia e interacciones biológicas. 

Para cada uno de los arreglos factoriales el término “Control” hace referencia a la 

condición del medio en el cual no hay presencia de Zn+2 ni de hormona (E2, FSH, LH o 

3H). 

 

3 RESULTADOS 

3.1 Niveles intracelulares de Zn+2 en el COC luego de su exposición al tratamiento 

hormonal y al Zn+2 durante la maduración in vitro (MIV) 

 En la Figura 1.1 se muestran imágenes representativas de los COC luego de su 

maduración y tinción con FluoZin-3 AM. Al emplear el quelante TPEN, de alta afinidad 

por el Zn+2, la señal fluorescente disminuyó, indicando que la fluorescencia observada 

se debió específicamente a la presencia de Zn+2.  
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Figura 1.1 Imágenes representativas de COC teñidos luego de la MIV con FluoZin-3 
AM acompañados de su correspondiente contraste de interferencia diferencial (DIC). 

 
Los COC se maduraron en medio de MIV suplementado con E2 (1 µg/ml), FSH (1 
µg/ml), LH (10 µg/ml) o E2 + FSH + LH (3H), con o sin el agregado de 1,2 µg/ml de 
Zn+2. Por lo tanto, quedaron conformados los siguientes tratamientos: a) Control (sin 
hormonas, sin Zn+2); b) ZnT (sin hormonas, con Zn+2); c) E2T; d) E2+ZnT; e) FSHT; f) 
FSH+ZnT; g) LHT; h) LH+ZnT; i) 3HT; j) 3H+ZnT.  La concentración final del 
fluoróforo durante la incubación fue de 1 µM. Los COC emitieron fluorescencia, cuya 
intensidad corresponde a los niveles de Zn+2 libre intracelular. La correspondiente 
fotografía DIC de cada COC se muestra debajo de la fluorescente (imágenes a’ a j’). Se 

incluyó un control de fluorescencia con TPEN. El aumento utilizado fue de 100X. Barra 
de escala = 400 µm. COC: complejo ovocito-cúmulus. MIV: maduración in vitro. Zn+2: 
zinc; E2: estradiol 17-beta; FSH: hormona folículo estimulante; LH: hormona 
luteinizante. 

 

3.1.1 Ovocitos 



63 
 

En los ovocitos, el efecto de cada variable principal (hormonas y Zn+2) sobre la 

IF se presenta en la Tabla 1.3. Sin embargo, el efecto que provoca cada hormona, es 

decir su presencia en el medio, varía según se encuentre o no presente el Zn+2, dado que 

las hormonas presentaron interacción con el mineral (3H*Zn+2, p= 0,10; E2*Zn+2, p= 

0,08; FSH*Zn+2, p= 0,03 y LH*Zn+2, p= 0,03). El efecto de cada hormona sobre la IF 

según se encuentre presente o no el Zn+2 se muestra en la Figura 1.2. 

El panel correspondiente a la interacción Zn+2*3H (Figura 1.2 A) muestra que 

3H redujo la IF cuando el Zn+2 estuvo presente (Zn+2 vs 3H+Zn+2) pero no lo hizo en 

ausencia de Zn+2 (3H vs Control). El panel correspondiente a la interacción Zn+2*E2 

(Figura 1.2 B) muestra que el E2 aumentó la IF cuando el Zn+2 estuvo ausente (E2 vs 

Control) pero no lo hizo cuando el Zn+2 estuvo incluido (E2+Zn+2 vs Zn+2). En la Figura 

1.2 C (Zn+2*FSH) se observa que la FSH aumentó la IF cuando el Zn+2 estuvo ausente 

(FSH vs Control) pero no lo hizo en presencia del mineral (FSH+Zn+2 vs Zn+2).  En la 

Figura 1.2 D (Zn+2*LH) se observa que la LH aumentó la IF en ausencia de Zn+2 (LH vs 

Control) pero no lo hizo en su presencia (LH+Zn+2 vs Zn+2).    

 

3.1.2 Células del cúmulus 

 En las CC, la presencia de las diferentes hormonas, solas o combinadas, no 

modificó la IF; excepto el E2 (tendencia al aumento) (Tabla 1.3). Por otro lado, la 

presencia de Zn+2 incrementó la IF (Tabla 1.3). No se observó interacción Zn2+*3H (p = 

0,78) ni Zn2+*E2 (0,55). Sin embargo, la IF en respuesta a las hormonas FSH y LH, 

respectivamente, fue distinta ante la presencia del Zn+2 en el medio (Zn+2*LH, p < 0,01; 

Zn+2*FSH, p = 0,15; Figura 1.2). 
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La Figura 1.2 C (Zn+2*FSH) muestra que no se registraron cambios 

significativos en la IF por efecto de la FSH (tanto en presencia como en ausencia de 

Zn+2) a pesar de la interacción significativa entre esa hormona y el mineral. Por otro 

lado, en la Figura 1.2 D (Zn+2*LH) se observa que la LH aumentó la IF en ausencia de 

Zn+2 (LH vs Control) pero la disminuyó en su presencia (LH+Zn+2 vs Zn+2).  

Finalmente, se comparó el valor de IF presente en ovocitos y CC en cada una de 

las condiciones estudiadas (Figura 1.2 A-D). Se observó que los niveles intracelulares 

de Zn+2 en ovocitos fueron mayores que en CC en todos los casos (p < 0,01).  
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Tabla 1.3 Efectos del Zn+2, 3H, E2, FSH o LH sobre los niveles intracelulares de Zn+2 en ovocitos y CC luego de la MIV 

Intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias)  

 
Zn2+ 3H E2 FSH LH 

Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente  

Ovocitos 49.62 ± 3.56a 69.21 ± 3.70b 55.00 ± 3.71 50.84 ± 3.61 56.65 ± 3.75   67.28 ± 4.61† 60.04 ± 3.16 65.54 ± 3.26 56.65 ± 3.29 63.31 ± 3.46 

Cúmulus 27.55 ± 2.22a 37.27 ± 2.53b 31.81 ± 2.46 26.22 ± 2.42 30.18 ± 2.48 36.09 ± 2.88† 32.61 ± 2.13 32.95 ± 1.99 33.02 ± 2.45 32.42 ± 2.50 

La tabla muestra el efecto de cada variable principal; Zn+2, 3H (E2+FSH+LH), E2, FSH y LH como medias de los mínimos 
cuadrados ± EEM. Para cada tipo celular, la diferencia observada entre la ausencia o presencia de cada variable en el medio 
de MIV es estadísticamente significativa (p < 0,05) cuando los superíndices difieren (a,b) y muestran una tendencia (p > 0,05 
y p ≤ 0,10) cuando están marcados con una (†).   

 

. 
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Figura 1.2  Intensidad de fluorescencia (IF) en ovocitos y CC luego de la MIV producto 
de la presencia combinada de 3H, E2, FSH o LH con el Zn+2.  

 
Los paneles (A, B, C, D) muestran los resultados de las interacciones de segundo orden: 
A) Interacción Zn+2*3H; B) Interacción Zn+2*E2; C) Interacción Zn+2*FSH; D) 
Interacción Zn+2*LH. Para cada uno de los arreglos factoriales (paneles), “Control” 

hace referencia al medio en el cual no hay Zn+2 ni hormona (3H, E2, FSH o LH). 
abc Diferencias significativas, p ≤ 0,05. (*) Indica diferencias significativas entre 
ovocitos y CC en el tratamiento de MIV correspondiente, p ≤ 0.05.   

 

3.2 Expresión génica de transportadores de Zn2+ en ovocitos y CC 

De los seis transportadores estudiados, pudieron ser cuantificados cuatro: 

Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y Slc30a9. A pesar de haber detectado la expresión de 

Slc30a3 tanto en ovocitos como en CC, no fue posible su cuantificación debido a los 

bajos niveles de ARNm presentes en dichas células. Por otro lado, no se detectó la 

expresión de Slc30a7 en ovocitos ni CC. 
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3.2.1 Ovocitos 

 Los efectos de las variables principales sobre la ER de los transportadores 

Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y Scl30a9 en los ovocitos se muestran en la Tabla 1.4. Cabe 

destacar que el efecto generado por las diferentes hormonas sobre los transportadores se 

vio modificado por la presencia de Zn+2 en casi todos los casos (excepto para el caso de 

FSH y LH sobre Slc39a14; Zn+2*FSH y Zn+2*LH, respectivamente, Tabla 1.5). 

En la Figura 1.3 A (Zn+2*3H) se muestra que la suplementación con las 3H 

generó un efecto diferente sobre la ER de todos los transportadores cuando el Zn+2 

estuvo presente (observar 3H vs Control respecto a 3H+Zn+2 vs Zn+2). Lo mismo ocurre 

en la Figura 1.3 B (Zn+2*E2; observar E2 vs Control respecto a E2+Zn+2 vs Zn+2) y en la 

Figura 1.3 C (Zn+2*FSH; observar FSH vs Control respecto a FSH+Zn+2 vs Zn+2) con 

excepción de Slc39a14, donde no existió interacción. La presencia de FSH descendió la 

ER de Slc39a14 independientemente de la presencia de Zn+2 (observar FSH vs Control 

respecto a FSH+Zn+2 vs Zn+2). En la Figura 1.3 D (Zn+2*LH) se muestra que, en todos 

los transportadores, la suplementación con LH generó un efecto diferente sobre la ER 

cuando el Zn+2 estuvo presente (observar LH vs Control respecto a LH+Zn+2 vs Zn+2) 

con excepción de Slc39a14, donde no existió interacción. La presencia de LH descendió 

la ER de Slc39a14 independientemente de la presencia de Zn+2 (observar LH vs Control 

respecto a LH+Zn+2 vs Zn+2). 

 

3.2.2 Células del cúmulus 

 Los efectos de las variables principales sobre la ER de Slc39a6, Slc39a8, 

Slc39a14 y Scl30a9 en las CC se muestran en la Tabla 1.4. Al igual que en los ovocitos, 

el efecto de las hormonas sobre los transportadores se vio modificado por la presencia 
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de Zn+2 en casi todos los casos (excepto para el caso de FSH sobre Slc39a6 y Slc39a8; 

Zn2+*FSH, Tabla 1.5). 

La Figura 1.4 A (Zn+2*3H) muestra que la suplementación con 3H generó, en 

todos los transportadores, un efecto diferente sobre la ER cuando el Zn+2 estuvo 

presente (observar 3H vs Control respecto a 3H+Zn+2 vs Zn+2). Lo mismo ocurre en la 

Figura 1.4 B (Zn+2*E2; observar E2 vs Control respecto a E2+Zn+2 vs Zn+2) y en la 

Figura 1.4 C (Zn+2*FSH; observar FSH vs Control respecto a FSH+Zn+2 vs Zn+2) con 

excepción de Slc39a6 y Slc39a8, donde no existió interacción. La presencia de FSH 

incrementó la ER de ambos transportadores independientemente de la presencia de Zn+2 

(observar FSH vs Control respecto a FSH+Zn+2 vs Zn+2). En la Figura 1.4 D (Zn+2*LH) 

se muestra que la suplementación con LH generó sobre la ER de todos los 

transportadores un efecto diferente cuando el mineral estuvo presente durante la MIV 

(observar LH vs Control respecto a LH+Zn+2 vs Zn+2). 
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Tabla 1.4 Efectos del Zn+2, 3H, E2, FSH o LH sobre la expresión relativa de los transportadores Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y Slc30a9 en 
ovocitos y CC luego de la MIV. 

 
Transportador 

Zn+2 3H E2 FSH LH 

 Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente 

   
  O

vo
ci

to
s 

Slc39a6 1,64 ± 0,04a 2,49 ± 0,02b 2,04 ± 0,02a 1,07 ± 0,02b 2,04 ± 0,02a 1,59 ± 0,01b 2,04 ± 0,11a 3,67 ± 0,08b 2,04 ± 0,06 2,00 ± 0,04 

Slc39a8 1,07 ± 0,04a 1,50 ± 0,04b 1,49 ± 0,01a 0,88 ± 0,01b 1,49 ± 0,05a 0,99 ± 0,03b 1,49 ± 0,03a 1,72 ± 0,02b 1,49 ± 0,09a 0,73 ± 0,06b 

Slc39a14 0,77 ± 0,03a 1,23 ± 0,04b 1,39 ± 0,02a 0,70 ± 0,01b 1,39 ± 0,02a 0,50 ± 0,02b 1,39 ± 0,01a 0,62 ± 0,01b 1,39 ± 0,01a 0,58 ± 0,01b 

Slc30a9 1,00 ± 0,04a 3,99 ± 0,03b 2,80 ± 0,06a 0,54 ± 0,04b 2,80 ± 0,08a 0,98 ± 0,05b 2,80 ± 0,05a 1,05 ± 0,03b 2,80 ± 0,06a 1,21 ± 0,04b 

           

   
 C

úm
ul

us
 Slc39a6 0,94 ± 0,03 1,05 ± 0,03 0,86 ± 0,02a 0,81 ± 0,02b 0,86 ± 0,04 1,04 ± 0,03† 0,86 ± 0,04a 1,96 ± 0,03b 0,86 ± 0,04 0,75 ± 0,03 

Slc39a8 1,16 ± 0,05a 0,92 ± 0,05b 0,63 ± 0,02a 1,28 ± 0,02b 0,63 ± 0,03a 0,90 ± 0,02b 0,63 ± 0,06a 2,36 ± 0,04b 0,63 ± 0,14 1,29 ± 0,09† 

Slc39a14 0,65 ± 0,03a 0,39 ± 0,03b 0,71 ± 0,01a 0,33 ± 0,01b 0,71 ± 0,01a 0,27 ± 0,01b 0,71 ± 0,01a 0,48 ± 0,01b 0,71 ± 0,01a 0,25 ± 0,01b 

Slc30a9 0,72 ± 0,02a 0,41 ± 0,02b 0,61 ± 0,02a 0,73 ± 0,02b 0,61 ± 0,03a 0,34 ± 0,02b 0,61 ± 0,03 0,62 ± 0,03 0,61 ± 0,03a 0,30 ± 0,02b 

           

La tabla muestra el efecto de cada variable principal; Zn+2, 3H (E2+FSH+LH), E2, FSH y LH como medias de los mínimos cuadrados ± 
EEM. Para cada tipo celular y transportador, la diferencia observada entre la ausencia o presencia de cada variable en el medio de MIV es 
estadísticamente significativa (p ≤ 0,05) cuando los superíndices difieren (a,b) y mostraron una tendencia (p > 0,05 y p ≤ 0,10) cuando 

están marcados con una (†). Los valores de expresión relativa (ER) para cada gen y tratamiento se determinaron con el método 2-DDCt 
utilizando β-actina (ACTB) y ciclofilina-A (PPIA) como normalizadores para los datos de ovocitos y CC, respectivamente. El tratamiento 
Control se tomó como referencia (ER = 1).  
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Tabla 1.5 Efectos de la interacción entre el Zn+2 y 3H, E2, FSH o LH en ovocitos y CC 
luego de la MIV 

 
Transportador 

P valor para la interacción Zn+2*hormona 

 Zn+2*3H Zn+2*E2 Zn+2*FSH Zn+2*LH 

   
  O

vo
ci

to
s Slc39a6 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

Slc39a8 <0,01 0,02 0,04 0,05 
Slc39a14 <0,01 <0,01 0,18 0,16 
Slc30a9 <0,01 0,03 <0,01 0,01 

     

   
 C

úm
ul

us
 Slc39a6 <0,01 <0,01 0,16 0,06 

Slc39a8 <0,01 <0,01 0,16 0,06 

Slc39a14 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

Slc30a9 <0,01 <0,01 0,01 <0,01 

     

Se estableció la significancia estadística para la interacción Zn+2*hormona en p ≤ 0,10 y 

la tendencia en 0,10 < p ≤ 0,15. 
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Figura 1.3 Expresión relativa de los transportadores Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y 
Slc30a9 por el efecto combinado de 3H, E2, FSH o LH con el Zn+2 en ovocitos maduros  

 

Los paneles (A, B, C y D) muestran los resultados de las interacciones de segundo 
orden de las variables principales Zn+2, 3H, E2, FSH y LH. Panel A) Interacción 
Zn+2*3H; Panel B) Interacción Zn+2*E2; Panel C) Interacción Zn+2*FSH; Panel D) 
Interacción Zn+2*LH. Para cada uno de los arreglos factoriales (paneles), “Control” 

hace referencia al medio en el cual no hay Zn+2 ni hormona (3H, E2, FSH o LH). a-d 
Diferencias significativas, p ≤ 0,05. Los resultados se expresan como la media de los 

mínimos cuadrados ± EEM. 
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Figura 1.4 Expresión relativa de los transportadores Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y 
Slc30a9 por el efecto combinado de 3H, E2, FSH o LH con Zn+2 en CC luego de la MIV 

 

Los paneles (A, B, C y D) muestran los resultados de las interacciones de segundo 
orden de las variables principales Zn+2, 3H, E2, FSH y LH. Panel A) Interacción 
Zn+2*3H; Panel B) Interacción Zn+2*E2; Panel C) Interacción Zn+2*FSH; Panel D) 
Interacción Zn+2*LH. Para cada uno de los arreglos factoriales (paneles) “Control” hace 

referencia al medio en el cual no hay Zn+2 ni hormona (3H, E2, FSH o LH). a-d 
Diferencias significativas, p ≤ 0,05. Los resultados se expresan como la media de los 

mínimos cuadrados ± EEM. 
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4 DISCUSIÓN 

 En las últimas décadas, la evidencia científica en torno a la existencia de  

mecanismos de regulación hormonal involucrados en la homeostasis del Zn+2, en 

general, y en la expresión génica de sus transportadores, en particular, ha ido en 

aumento (El-Tanani y Green, 1995; Cousins y col., 2006; Hara y col., 2017). Al 

respecto, se ha encontrado que la prolactina y la testosterona regulan la expresión génica 

del transportador Slc39a1 en células cancerosas de próstata (Costello y col., 1999; 

Cousins y col., 2006) y, que el tratamiento con estrógenos en células cancerosas de 

pulmón aumenta la expresión génica de los transportadores Slc39a6, Slc39a8 y 

Slc39a14 (Manning y col., 1988; Taylor y col., 2007). Slc30a9, que actúa además como 

coactivador de receptores nucleares, aumenta su expresión en respuesta al E2 al realizar 

dicha función (Chen and others, 2005). En ovarios de corvina y en células MDA-MB-

468, la expresión de Slc39a9 aumenta luego de la incubación con hormonas esteroides 

(Thomas y col., 2014). Además, se ha descripto que la homeostasis de Zn+2 en el 

cerebro y en el intestino de murino se encuentra regulada por andrógenos y estrógenos 

(Beltramini y col., 2004; Song y col., 1992). 

De los resultados obtenidos en este capítulo se desprende que, en el COC 

bovino, las hormonas E2, FSH y LH y el Zn+2 modificarían la concentración intracelular 

de Zn+2 y la expresión génica de cuatro de los transportadores estudiados (Slc39a6, 

Slc39a8, Slc39a14 y Slc30a9). Además, se ha demostrado que, salvo algunas 

excepciones, el E2, la FSH y la LH presentan interacción con el Zn+2 al evaluar la IF y la 

ER, tanto en el ovocito como en las CC. Es así que tanto la expresión de los 

transportadores como los niveles de Zn+2 libre no sólo se encontrarían determinados por 

la presencia de las hormonas o del mineral, sino que dichas variables producirían un 
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efecto diferente cuando se encuentran combinadas. Por lo tanto, no es posible entender 

el efecto regulador de las hormonas y del Zn+2 como hechos independientes. 

En los ovocitos, la combinación de las 3 hormonas (3H) no modificó los niveles 

intracelulares de Zn+2 cuando el mineral estuvo ausente, pero los disminuyó en su 

presencia (Figura 1.2). Sin embargo, el E2, la FSH y la LH incrementaron los niveles 

intracelulares de Zn+2 en ausencia del mineral, pero no produjeron dicho aumento en su 

presencia. El incremento producido por el E2 y la LH fue similar al obtenido por la 

presencia única del Zn+2 en el medio, mientras que el efecto de la FSH fue de menor 

intensidad. De lo expuesto, parece claro que la regulación hormonal de los niveles 

intracelulares de Zn+2 en el ovocito no resultaría simplemente de la suma de los efectos 

producidos por el E2, la FSH y la LH, dado que su combinación produjo una respuesta 

muy diferente a la generada por cada una de ellas.  

En las CC, las 3H no modificaron los niveles intracelulares de Zn+2, mientras 

que el agregado del mineral incrementó sus niveles intracelulares independientemente 

de la presencia de las 3H. Las CC tratadas con 3H, FSH o E2 produjeron respuestas 

similares ante la ausencia y la presencia de Zn+2, con patrones especialmente parecidos 

en 3H y FSH (Figura 1.2 A y C). Esto indicaría que la FSH y el E2 juegan papeles 

preponderantes en el efecto producido por la combinación de las 3H sobre las CC, con 

especial participación de la FSH. Al contrario, la LH presentó un comportamiento 

diferenciado; en ausencia de Zn+2 incrementó la IF, mientras que, en presencia del 

mineral, la disminuyó.  

 Se conoce que los niveles de E2 en el microambiente folicular están directamente 

relacionados a la calidad del ovocito (Kreiner y col., 1987). Por otra parte, como se 

encontró en este trabajo, el E2 incrementa los niveles intracelulares del mineral en 
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ovocitos. En consecuencia, la combinación de estos dos factores podría contribuir, al 

menos en parte, a la formación de un ovocito maduro y de mejor calidad, dado que las 

variaciones de Zn+2 en dicha célula regulan su ciclo celular durante su maduración y 

fecundación e incrementa su capacidad de desarrollo embrionario posterior (Kim y col., 

2011; Anchordoquy y col., 2014). En cuanto a las gonadotrofinas FSH y LH, a lo largo 

del tiempo, se las ha utilizado combinadas en la confección de medios de MIV. Sin 

embargo, existen estudios que demuestran que es la FSH (y no la LH) la responsable de 

la maduración del ovocito in vitro (Bevers y col., 1997). La capacidad de la FSH de 

aumentar los niveles intracelulares de Zn+2, hallazgo de este trabajo, refuerza la 

relevancia del uso de esta hormona durante la MIV ya que el aumento en la 

concentración de Zn+2 es necesario para el avance de la meiosis durante la maduración 

del ovocito (Kim y col., 2010). Con respecto a la LH, este trabajo ha mostrado su 

versatilidad para modificar los niveles intracelulares de Zn+2, según el tipo celular y la 

presencia o no del mineral. 

En todos los casos, los ovocitos presentaron IF más altas respecto a las CC. Se 

ha descripto que las CC tienen la capacidad de regular el Zn+2 libre intracelular en el 

ovocito, ejerciendo un efecto inhibidor sobre éste (Lisle y col., 2013). Hacia el final de 

la maduración, las CC pierden dicha capacidad, lo cual resulta esencial para que esta 

última pueda elevar su contenido de Zn+2 y en consecuencia se establezca la MII 

(Suzuki y col., 2010; Bernhardt y col., 2012; Lisle y col., 2013). Las diferencias 

encontradas en la IF de ovocitos y CC podrían reflejar dichas modificaciones. Es 

importante tener presente que tanto en el trabajo aquí realizado, como en  el de  Lisle y 

col. (2013), Suzuki y col. (2010) y Bernhardt y col. (2012), se utilizó un fluorocromo 

(FluoZin-3 AM) capaz de detectar únicamente variaciones en la concentración de 
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Zn+2 libre, no siendo posible revelar cambios en la concentración de Zn+2 unido a 

proteínas (Gee y col., 2002a; 2002b). Sin embargo, también es importante recordar que 

los cambios dinámicos en los procesos metabólicos dependientes de Zn+2 son el 

resultado, fundamentalmente, de modificaciones en la biodisponibilidad del mineral 

(variación en la cantidad de Zn+2 en estado iónico) (Kambe y col., 2015). 

De acuerdo a indagaciones en la literatura, esta es la primera vez que se detecta 

la expresión génica de Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14, Slc30a3 y Slc30a9 en Bos Taurus y 

la segunda en el bovino (Xiong y col., 2018). Con respecto a los ovocitos, los 

transportadores Slc39a6 y Slc30a9 mostraron los niveles de respuesta más altos a los 

estímulos hormonales y al Zn+2. La elevada expresión de Slc39a6 podría explicar, al 

menos en parte, el incremento en el Zn2+ intracelular observado en el ovocito  durante su 

maduración (Kim y col., 2010). La presencia de las 3H en simultáneo redujo la 

capacidad del Zn+2 de incrementar la ER de todos los transportadores aquí evaluados 

(3H+Zn+2 vs Zn+2), indicando así un efecto regulador conjunto de las tres hormonas. En 

cuanto a las respuestas a E2, FSH o LH, se obtuvieron diversos resultados entre los 

transportadores, hallándose o no interacción con el Zn+2 según el caso. No obstante, 

considerando todos los transportadores, las hormonas dieron lugar a niveles más bajos 

de ER en comparación con Zn2+, excepto para FSH en Slc39a6 y Slc39a8. El 

comportamiento de Slc39a6 ante el estímulo de FSH es de especial interés debido a 

su papel en la transición ovocito-óvulo (Kong y col., 2014). Además, recientemente se 

ha comprobado que la FSH tiene la capacidad de regular la transcripción génica de 

ovocitos y CC en la cerda (Blaha y col., 2015).  

 En cuanto a las CC, el Zn+2 produjo un resultado opuesto al observado en los 

ovocitos, ya que disminuyó la ER de la mayoría de sus transportadores. Este 
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hecho podría estar relacionado con los resultados obtenidos por Lisle y col. (2013), 

quienes proponen que las CC pierden la capacidad para modificar los niveles 

intracelulares de Zn2+ libre en el ovocito después de la maduración. 

 Por otro lado, en las CC, al igual que lo observado en ovocitos, la presencia de 

las 3H en el medio mantuvo bajos los niveles de expresión de los transportadores (3H vs 

Control). Sin embargo, en las CC en particular, el agregado de Zn+2 a las 3H provocó 

aumentos en la ER de cada transportador (Zn+2 vs 3H+Zn+2), salvo Slc39a14, que no 

sufrió cambios.  Con respecto al efecto individual de cada hormona, el comportamiento 

de los transportadores bajo la acción de E2 y LH fue similar a aquellos con 3H, con 

leves variaciones. Slc39a6 y Slc39a8 alcanzaron los niveles de respuesta más altos, 

y Slc39a14 y Slc30a9 los más bajos. Estos dos últimos transportadores respondieron de 

manera similar a la FSH. Tal como se observó en los ovocitos, Slc39a6 y Slc39a8 

reaccionaron de manera particular a FSH, mostrando un incremento notable en su 

expresión en presencia de dicha hormona (FSH y FSH+Zn+2). En general, Slc39a14 y 

Slc30a9 mostraron respuestas similares bajo las diferentes condiciones estudiadas.  

Para concluir, estos resultados revelan nueva información acerca de la 

homeostasis intracelular de Zn+2 en el COC bovino, donde las hormonas E2, FSH y LH 

junto al propio Zn+2, participarían activamente en la regulación intracelular de este 

mineral. Además, se observaron diferencias en la expresión génica de los 

transportadores de Zn+2 entre los ovocitos y las CC, que podrían estar vinculados a los 

marcados cambios intracelulares de Zn+2 en el COC durante su maduración. 

Considerando las tres hormonas analizadas en este capítulo, se sugiere un papel 

especialmente destacado para la FSH en cuanto a la regulación de los niveles 

intracelulares de Zn+2 y a la expresión génica de sus transportadores. Además, este 
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trabajo refuerza los conocimientos sobre la influencia de las hormonas sobre la 

expresión génica de Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y Slc30a9. 
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CAPÍTULO 2 
 

 

 

Efecto del E2 y la P4 sobre sobre la concentración de Zn+2 

libre intracelular y la expresión de sus transportadores en 

las células epiteliales del oviducto bovino (CEOB)  
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1 INTRODUCCIÓN  

En los mamíferos, las células epiteliales del oviducto (CEO)  desempeñan un 

papel trascendente en el establecimiento de un entorno óptimo para procesos 

reproductivos como la fecundación, el transporte de gametas, la capacitación final de los 

espermatozoides y el desarrollo temprano del embrión (King y col., 1994; Killian, 2004; 

Kölle y col., 2009; Holt y Fazeli, 2010; Besenfelder y col., 2012). Existen dos clases de 

CEO, las células secretoras y las células ciliadas (Yániz y col., 2000). Ambos tipos 

celulares se encuentran bajo la influencia de las hormonas E2 y P4 (Sawyer y col., 1984), 

que predominan en distintas fases del ciclo estral y generan respuestas a nivel 

morfológico (Abe y Oikawa, 1993), transcripcional (Ulbrich y col., 2010) y proteómico 

(Seytanoglu y col., 2008).  

Desde hace tiempo se han establecido importantes asociaciones entre la 

nutrición y el rendimiento reproductivo. Es así que se han realizado estudios sobre la 

importancia de los oligoelementos esenciales durante el desarrollo embrionario y fetal 

en el ganado bovino (Hostetler y col., 2003). Sin embargo, aún no se ha estudiado el rol 

de los minerales traza sobre distintos aspectos que afectan a las CEO en el bovino 

(CEOB). En particular, hace tiempo que se conoce el papel del Zn+2 en múltiples 

procesos reproductivos (Falchuk, 1998; Hostetler y col., 2003; Anchordoquy y col., 

2014) sumado a sus funciones celulares de orden más general, como la regulación de la 

transcripción génica y la actividad enzimática (Falchuk, 1998; Dreosti, 2001; Prasad, 

2003; Cathomen y Joung, 2008; Jackson y col., 2008). En este contexto, resulta 

necesario conocer la homeostasis del Zn+2 en las CEOB. Además, dado que la 

homeostasis del Zn+2 en la célula responde al estímulo hormonal (Cousins y col., 2006; 
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Thomas y col., 2014), incluso en ovocitos y CC (Capítulo 1), es importante estudiar 

cómo impactarían las hormonas sobre el Zn+2 en las CEOB. 

El objetivo de este capítulo fue investigar si el E2 y la P4 intervienen en la 

regulación de la homeostasis del Zn+2 al modificar i) su concentración intracelular como 

ión libre y ii) la expresión génica de sus transportadores. Para ello, se realizaron cultivos 

in vitro de CEOB de corta duración (24 horas) para preservar las características 

morfológicas de las células y su capacidad de respuesta al estímulo hormonal 

(Rottmayer y col., 2006) y se evaluó la concentración de Zn+2 intracelular y la expresión 

génica de los transportadores Slc39a6 (ZIP 6), Slc39a8 (ZIP 8), Slc39a14 (ZIP 14), 

Slc30a3 (ZnT 3), Slc30a7 (ZnT 7), Slc30a9 (ZnT 9)  en respuesta al E2 y la P4. 

 

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Reactivos para el cultivo in vitro de CEOB 

Todos los reactivos necesarios para la preparación de los medios de cultivo se 

adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.), excepto que se indique 

lo contrario. Las CEOB se cultivaron in vitro en medio TCM-199 con 10% de SFB (v / 

v), anfotericina B al 1% (2,5 ug/ml) y un mix de antibióticos al 1% (kanamicina 5 

mg/ml, penicilina G 5,9 mg/ml y estreptomicina 10 mg/ml).  

 

2.2 Oviductos 

 Se obtuvieron oviductos de bovino a partir de hembras jóvenes de frigorífico, de 

raza Aberdeen Angus, independientemente de la fase del ciclo estral. Una vez en el 

laboratorio, se lavaron y desinfectaron con una solución salina buffer de fosfatos (PBS) 
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con antibióticos al 1%. Posteriormente, se separó el mesosalpinx y los restos de útero 

que pudieran quedar presentes con el fin procesar únicamente los oviductos.  

 

2.3 Preparación de CEOB y cultivo in vitro  

 En primer lugar, se aislaron las CEOB utilizando un método mecánico en el que 

se aplica una leve presión sobre el órgano con un portaobjeto de vidrio estéril (Eyestone 

y First, 1989; Van Langendonckt y col., 1995). Inmediatamente después, las células 

obtenidas se procesaron de acuerdo a lo descripto por Rottmayer y col. (2006). Primero, 

las células recolectadas se lavaron utilizando PBS con mix de antibióticos al 1%, y 

luego se transfirieron a un tubo con 5 ml de medio de cultivo.  La suspensión de células 

se pipeteó suavemente para facilitar la disgregación celular y posteriormente se 

realizaron 5 pasajes a través de una aguja de 30 G. A continuación, la suspensión se 

dejó reposar por 30 minutos en la estufa a 39°C y atmósfera gaseada con 5% de CO2 

para sedimentar las células. El pellet obtenido fue resuspendido en medio de cultivo. 

Luego, se tomó una alícuota de esta suspensión y se la trató con una solución de tripsina 

para individualizar las células y así llevar a cabo un conteo. Dicho conteo y la prueba de 

viabilidad se realizaron mediante la tinción de azul de tripán. Se utilizaron placas de 12 

pocillos en las que se sembraron 1x106 células viables/ml de medio por pocillo. Luego 

de un pre-cultivo de 4 horas, se aplicaron los siguientes tratamientos: A) Control (sin 

hormonas, sin Zn+2); B) ZnT: 1,2 µg/ml Zn+2 (Picco y col., 2010); C) E2,T: 10 pg/ml E2 

(Ulbrich y col., 2003); D) E2+ZnT; E) P4,T: 10 ng/ml P4 (Ulbrich y col., 2003); F) 

P4+ZnT; G) E2+P4,T y H) E2+P4+ZnT. Debido a que el medio de cultivo fue 

suplementado con SFB, se midieron las concentraciones de Zn+2, E2 y P4 antes de 

realizar los distintos tratamientos (procedimiento descrito en Capítulo 1). Las 
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concentraciones obtenidas  de Zn+2 y E2 se consideraron despreciables en comparación 

con las utilizadas en los tratamientos. No se registró la presencia de P4 en el medio. 

Las CEOB se cultivaron a 39°C, 5% de CO2 y humedad a saturación por 24 

horas (Rottmayer y col., 2006; Ulbrich y col., 2010). Tanto los cultivos realizados para 

el análisis de Zn+2 intracelular como aquellos destinados a los estudios de expresión 

génica se realizaron por triplicado. El cultivo de cada réplica se realizó en días 

diferentes, utilizando tres oviductos (obtenidos de tres animales diferentes) por réplica a 

partir de los cuales se hizo un pool de células. La morfología de las CEOB se examinó 

con un microscopio de contraste de fase (Diaphot; Nikon, Tokio, Japón) antes de la 

siembra en la placa y durante el progreso del cultivo.  

 

2.4 Medición de los niveles intracelulares de Zn+2 con el indicador selectivo 

FluoZin-3 AM 

Luego del cultivo, se evaluaron en las CEOB los niveles intracelulares de Zn+2 

con el colorante fluorescente FluoZin-3 AM (método descripto en el Capítulo 1). Con el 

propósito de tomar fotografías de cada una de las células por separado, se realizó una 

incubación en tripsina antes de la tinción con FluoZin-3 AM. En cada réplica se incluyó 

un control de fluorescencia, siguiendo la misma metodología detallada en el Capítulo 1. 

Las observaciones se realizaron por medio de un microscopio de fluorescencia Olympus 

BX40 (Olympus, Japón) utilizando el filtro NB (longitudes de onda de 470 a 490 nm 

para excitación y de 520 nm para emisión, respectivamente) y una magnificación de 

1000 X. Las imágenes se tomaron con una cámara de alta resolución Sony CCD-IRIS 

(Sony, Japón). Las CEOB mostraron fluorescencia verde, y las intensidades obtenidas 

correspondieron a los niveles intracelulares de Zn+2. La intensidad de fluorescencia se 
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determinó por medio del software ImageJ 1.48 v, como se explicó previamente en el 

Capítulo 1.  

 

2.5 Obtención de ARN y PCR  

 Para la extracción de ARN total, se utilizaron las 1 x 106 CEOB sembradas en el 

pocillo, por tratamiento y por réplica. La misma se realizó con Trizol (Invitrogen, 

USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La verificación de la cantidad y 

calidad del ARN, así como la síntesis de ADNc, se llevaron a cabo como se describió en 

el Capítulo 1.   

Se evaluó la expresión génica de Slc39a6 (ZIP 6), Slc39a8 (ZIP 8), Slc39a14 

(ZIP 14), Slc30a3 (ZnT 3), Slc30a7 (ZnT 7), Slc30a9 (ZnT 9) en las CEOB por medio 

de PCR punto final, empleando los primers utilizados en la evaluación de los COC 

(Capítulo 1, Tabla 1.1). Las PCR se corrieron en un ciclador Axygen (Corning, USA), y 

la mezcla de reacción (volumen final de 30 ul) incluyó la PCR MINT Master Mix 2X 

Highway (Inbio Highway, Argentina), 2 ul de ADNc y 2 ul de cada primer 

(concentración final de 0,5 uM). Las condiciones de ciclado incluyeron: inicialización 

(95 °C, 3 min), desnaturalización (95 °C, 15 seg), annealing (temperaturas de annealing 

de cada par de primers, 20s, 40 ciclos, ver Tabla 1.1 en Capítulo 1), extensión (72 °C, 

15 seg) y extensión final (72 ºC, 5 min). Las PCR incluyeron controles negativos (sin 

ADNc) y se realizaron por triplicado. En una última etapa, se examinó la presencia de 

cada transportador mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%. Los 

resultados de la electroforesis se visualizaron con bromuro de etidio, y la presencia de 

una banda correspondiente al transcripto de interés (sin otros productos inespecíficos) se 

utilizó como comprobación de su expresión génica. Dado que la intensidad de la banda 
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obtenida brinda una estimación de la cantidad de producto obtenido, y por lo tanto de la 

magnitud de la expresión del transcripto, se clasificó la expresión de los transportadores 

en: expresión considerable (banda nítida/intensa; ++), baja expresión (banda tenue; +), o 

ausencia de expresión (ausencia de banda; −).   

 

2.6 Análisis estadístico  

Se utilizó un diseño de bloques completamente aleatorio. Los modelos 

estadísticos incluyeron el efecto aleatorio de bloque (día de recolección de oviductos, n 

= 3 para cada ensayo), el efecto fijo de E2, P4 y Zn+2, y la interacción de segundo orden 

de las variables principales (E2*Zn+2, P4*Zn+2 y E2*P4). Los efectos de las hormonas y 

el Zn+2 sobre la intensidad de fluorescencia (IF) se analizaron con modelos de regresión 

lineal utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, Cary, NC, EE. UU.). 

Los resultados se expresan como las medias de los mínimos cuadrados ± EEM. Se 

estableció la significación estadística en p ≤ 0,05 y en p ≤ 0,10 para la tendencia y las 

interacciones. 

 

3 RESULTADOS  

3.1 Cultivo de las CEOB  

Luego del conteo con azul de tripán, previo al cultivo, se obtuvo un promedio de 

61,7 x 106 CEOB por oviducto y una viabilidad del 91,7 ± 0,03 %.  En esta instancia se 

verificó también la identidad de las células por microscopía óptica, observándose las 

características propias de las CEOB descritas en la literatura; esto es, células formando 

grandes fragmentos de epitelio oviductal en forma de bloque alargado y numerosas 

células ciliadas rápidamente distinguibles. Una vez sembradas las células y a lo largo de 
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las 24 horas de cultivo, se observó una vigorosa actividad de cilias en las superficies de 

los agregados celulares.  

Figura 2.1 Fotografías de CEOB por microscopía de contraste de fase.  

 

A) CEOB inmediatamente después de su aislamiento desde el oviducto, dispuestas en 
láminas (L) y agregados alargados. B), C) y D) Luego de 24 horas de cultivo, 
mostrando agregados más densos (bloques; B). Las CEOB mostraron un intenso 
movimiento de cilias a lo largo de todo el cultivo.  

 

3.2 Niveles intracelulares de Zn+2 en las CEOB luego de su exposición a E2, P4 y 

Zn+2 durante el cultivo in vitro 

En la Figura 2.2 se muestran imágenes representativas de las CEOB teñidas con 

FluoZin-3 AM luego de los tratamientos. Después de emplear el quelante TPEN, la 

señal fluorescente disminuyó de manera notable, lo cual demostró que la emisión de 

fluorescencia fue producto de la presencia de Zn+2, específicamente.  
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Figura 2.2 Imágenes representativas de CEOB teñidas con FluoZin-3 AM luego de 24 
horas de cultivo 

 

Las CEOB se cultivaron durante 24 horas en un medio que incluyó E2 (10 pg/ml), P4 (10 
ng/ml) o E2 + P4, con o sin el agregado de 1,2 µg / ml Zn+2, de acuerdo con los 
siguientes tratamientos: a) Control (sin hormonas, sin Zn+2), b) Zn+2

T, c) E2,T, d) 
E2+Zn+2

T, e) P4,T, f) P4+Zn+2
T, g) E2+P4,T, h) E2+P4+Zn+2

T. c’ Es una imagen ilustrativa 
de las CEOB en campo claro, que corresponde a c). La concentración final del 
fluoróforo durante la incubación fue de 1 µM. Las CEOB emitieron fluorescencia, cuya 
intensidad corresponde a los niveles de Zn+2 libre intracelular. Se incluyó un control de 
fluorescencia (TPEN). La observación con el microscopio se realizó a 1000 X. Zn+2: 
zinc; E2: 17-beta estradiol; P4: progesterona.  

 

La presencia de E2 en el medio de cultivo generó un aumento en los niveles 

intracelulares de Zn+2 (IF de 3,96 ± 0,42 vs 6,19 ± 0,39 para la ausencia y presencia de 

E2 respectivamente; p < 0,01), mientras que la P4 no produjo un efecto significativo (IF 

de 4,87 ± 0,39 vs 5,29 ± 0,43 para la ausencia y presencia de P4 respectivamente; p = 

0,47). Por otra parte, la presencia de Zn+2 en el medio de cultivo redujo los niveles 

intracelulares del mineral (IF de 6,03 ± 0,41 vs 4,13 ± 0,41 para la ausencia y presencia 
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de Zn+2 respectivamente; p < 0,01). No se registró interacción entre las variables 

evaluadas (E2*Zn+2, p= 0,38; P4*Zn+2, p= 0,78; E2*P4, p= 0,31). 

 

3.3 Expresión génica de transportadores de Zn2+ en CEOB 

 La expresión génica de los transportadores se vio modificada por los 

tratamientos. Los resultados revelados por electroforesis en gel de acrilamida al 6% se 

pueden observar en la Figura 2.3 y su resumen en la tabla a continuación (Tabla 2.1).  
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Figura 2.3 Electroforesis en gel de acrilamida al 6% luego de la amplificación por PCR 
de los transportadores de Zn+2.  

 

Los geles de acrilamida muestran los resultados de expresión génica de ZIP 6 (Slc39a6), 
ZIP 8 (Slc39a8), ZIP 14 (Slc39a14), ZnT 3 (Slc30a3), ZnT 7 (Slc30a7) y ZnT 9 
(Slc30a9) en las CEOB, obtenidos en los distintos tratamientos (A-H). A) Control; B) 
ZnT: 1,2 µg/ml Zn+2; C) E2,T: 10 pg/ml E2; D) E2+ZnT; E) P4,T: 10 ng/ml P4; F) P4+ZnT; 
G) E2+P4,T; H) E2+P4+ZnT. Las bandas obtenidas correspondieron a los tamaños 
esperados (pares de bases, pb) para cada transportador. C – indica control negativo de 
PCR.   
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Tabla 2.1 Expresión génica de los transportadores de Zn+2 en las CEOB luego del 
cultivo in vitro con E2, P4 y Zn+2. 

Tratamiento Código ZIP6 ZIP8 ZIP14 ZnT3 ZnT7 ZnT9 
Control A ++ − − + ++ − 
Zn B ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
E2 C ++ ++ ++ + ++ ++ 
E2 + Zn D ++ ++ ++ + + ++ 
P4 E ++ ++ − + + ++ 
P4 + Zn F ++ ++ ++ ++ + ++ 
E2 + P4 G ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
E2+P4+ Zn H ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Se muestran los resultados de expresión de ZIP6 (Slc39a6), ZIP8 (Slc39a8), ZIP14 
(Slc39a14), ZnT3 (Slc30a3), ZnT7 (Slc30a7) y ZnT9 (Slc30a9) luego de cultivar las 

células por 24 horas. De acuerdo a la intensidad de la banda obtenida en la 
electroforesis, se clasificó la expresión de los transportadores en: ++ (banda 
nítida/intensa, expresión considerable), + (banda tenue, baja expresión), o - (ausencia de 
banda). En cada fila se pueden apreciar los resultados por tratamiento, los cuales están 

indicados por las letras A hasta la H: A) Control; B) ZnT: 1,2 µg/ml Zn+2; C) E2,T: 10 

pg/ml E2; D) E2+ZnT; E) P4,T: 10 ng/ml P4; F) P4+ZnT; G) E2+P4,T; H) E2+P4+ZnT.  
 

4 DISCUSIÓN 

A lo largo del tiempo, numerosos trabajos han demostrado que las hormonas 

esteroideas ováricas regulan diversos fenómenos del epitelio oviductal en los 

mamíferos, tales como la formación de cilias y la secreción del fluido oviductal 

(Bishop, 1956; Hamner y Fox, 1968; McDonald y Bellve, 1969; Verhage y col., 1973), 

cambios en el tamaño celular (McDaniel y col., 1968) y en la proporción de células 

ciliadas y secretoras (McDaniel y col., 1968), así como también en el transporte del 

ovocito y del espermatozoide (Crisman y col., 1980; Hunter y Wilmut, 1983). Estas 

investigaciones han concluido que el E2 incrementa la capacidad de secreción de fluido 

oviductal, la velocidad de transporte de gametas y la proliferación celular en el 

oviducto, mientras que la P4 desacelera el transporte y la secreción, y genera un proceso 

de renovación del epitelio para el siguiente ciclo estral.  
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En el presente estudio, el E2 incrementó los niveles intracelulares de Zn+2 en las 

CEOB. Este incremento podría explicar, al menos en parte, la respuesta celular al E2, 

como el aumento en la proliferación (Kamwanja y Hansen, 1993), la secreción 

(McDaniel y col., 1968) y la velocidad de transporte (Crisman y col., 1980; Hunter y  

Wilmut, 1983), dado que este mineral está involucrado en múltiples funciones celulares, 

incluyendo proliferación y expresión génica (Dreosti, 2001). Estudios anteriores han 

evidenciado la susceptibilidad del proceso de división celular ante la deficiencia del 

mineral (Chesters, 1989). Además, el Zn+2 resulta fundamental en la estabilización de 

las membranas celulares y del citoesqueleto (Hesketh, 1982; O’Dell, 2000).  

Por otra parte, la P4 no modificó la concentración de Zn+2 intracelular en las 

CEOB. En estas células, la P4 inhibe fenómenos propios de la fase folicular, pues 

disminuye la secreción de fluido oviductal (McDaniel y col., 1968), reduce la frecuencia 

de movimiento de las cilias, lo cual repercute en su capacidad de transporte (Wessel y 

col., 2004), y disminuye el tamaño de las células secretoras (Eriksen y col., 1994) y la 

altura del epitelio (McDaniel y col., 1968). De esta manera, durante la fase luteal existe 

una disminución de los procesos que podrían requerir Zn+2 y, por lo tanto, parecería 

probable que durante dicha fase las CEOB no requieran de un aumento significativo del 

mineral.  

La presencia de Zn+2 en el medio de cultivo disminuyó los niveles intracelulares 

del mineral. El Zn+2 está involucrado en funciones celulares como la transducción de 

señales y el control del crecimiento y la proliferación, que requieren un control muy 

estricto de su concentración (Beyersmann y Haase, 2001). Por este motivo, resulta 

razonable pensar que ante un aumento de Zn+2 las CEOB respondan disminuyendo la 

concentración del mineral en estado iónico, pudiéndolo unir a diferentes proteínas 
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reguladoras como la metalotioneína (Maret, 2000, 2003, 2005). Este cambio intracelular 

de Zn+2 refleja la capacidad del mineral de regular su propia homeostasis (Maret, 2005), 

incluso en estas células. 

En cuanto al estudio de los transportadores de Zn+2, se detectó la expresión 

génica de los transportadores Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14, Slc30a3, Slc30a7 y Slc30a9 

en las CEOB. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 2.1, dicha transcripción se 

encontró condicionada por los tratamientos. Por otro lado, y a diferencia de lo 

observado en ovocitos y CC, en las CEOB se registró la presencia de ARNm de 

Slc30a7. Se conoce que este transportador traslada Zn+2 desde el citoplasma hasta el 

aparato de Golgi para su almacenamiento y su posterior unión con las enzimas y 

proteínas recientemente sintetizadas (Baltaci y Yuce, 2018). Esto podría sugerir una 

mayor actividad de síntesis de metaloproteínas dependientes de Zn+2 en las CEOB 

respecto del COC, lo cual podría vincularse al hecho de que las CEOB sufren ciclos de 

proliferación celular y remodelación epitelial a lo largo del ciclo estral que requerirían 

una alta actividad biosintética. Vale mencionar que el fluido oviductal, cuyo contenido 

proviene en buena parte de la secreción del epitelio, incluye una gran cantidad de 

proteínas que son específicas del oviducto (Avilés y col., 2010).   

Al evaluar la expresión de Slc30a7 en respuesta a los tratamientos, el E2 produjo 

mayores niveles de expresión que la P4. Esta observación podría indicar mayor 

expresión de Slc30a7 en la fase folicular respecto de la luteal.  Es importante tener en 

cuenta que en el oviducto existe una mayor producción de proteínas en la fase folicular 

en comparación con la luteal (Malayer y col., 1988), lo cual está en concordancia con 

una mayor abundancia de  Slc30a7, dado que posee funciones vinculadas a la regulación 

postraduccional, como se comentó más arriba.  
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Por otra parte, no se observaron diferencias en la expresión de Slc30a7 entre los 

tratamientos E2,T y ZnT,  pero sí al comparar cada uno de ellos con E2+ZnT, lo que 

indicaría la presencia de interacción entre ambos factores. Si bien el E2 no modificó la 

expresión de Slc30a7 (Control vs E2,T), al incluir Zn+2 al medio disminuyó la intensidad 

de la expresión (ZnT
 vs E2+ZnT). Por otro lado, también existiría interacción entre E2 y 

Zn+2 respecto a Slc30a3, dado que el E2 no modificó su expresión (Control vs E2,T) pero, 

en combinación con el Zn+2, la hormona disminuyó los niveles de transcripción (Zn+2 vs 

E2+ZnT). 

De todos modos, al tratarse de ensayos de PCR punto final, la existencia de 

interacción entre hormonas y Zn+2 debe considerarse un resultado preliminar, dado que 

la estimación de la cantidad de producto obtenido (cantidad de ARNm) a partir de las 

bandas de electroforesis no es altamente precisa por vía visual. En todo caso, la 

presencia de E2 (E2,T) en el medio de cultivo resultó en la expresión de más 

transportadores (y para Slc30a7, en mayor intensidad de banda) con respecto al grupo 

tratado con P4 (P4,T). Estas observaciones están en consonancia con los resultados de 

Zn+2 libre intracelular, donde el E2 produjo un incremento en los niveles del mineral, 

mientras que la P4 no lo modificó. Los presentes hallazgos indicarían que la homeostasis 

del Zn+2 en las CEOB se encuentra bajo la regulación de dichas hormonas ováricas. 

Dado que estas hormonas se encuentran presentes (de forma significativa) en diferentes 

momentos del ciclo estral y, que además, producen diferentes efectos en el Zn+2 

intracelular de las CEOB, resulta probable que la concentración intracelular del Zn+2 en 

estas células varíe según la fase del ciclo estral.  En este sentido, ya ha sido descripto 

que las CEOB presentan una expresión génica diferencial según las etapas de dicho 

ciclo (Bauersachs y col., 2004; Gonella-Diaza y col., 2015).  
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La presencia de Zn+2 en el medio (ZnT) resultó en un patrón de expresión 

claramente diferente con respecto al Control. El agregado del mineral al cultivo generó 

en las CEOB la expresión de todos sus transportadores, mientras que en el grupo control 

sólo se detectó ARNm Slc39a6 y Slc30a7 y la expresión baja de Slc30a3. Este resultado 

guarda relación con lo encontrado en ovocitos y CC, donde el Zn+2 incrementó la 

expresión génica de casi todos sus transportadores.  

Desde el punto de vista de los transportadores, los de mayor presencia entre los 

tratamientos fueron Slc39a6, Slc30a9 y Slc39a8, seguidos por Slc39a14, Slc30a7 y 

Slc30a3. Estos resultados marcan similitudes con el COC, dado que en los ovocitos se 

detectó mayor expresión de Slc39a6 y Slc30a9 y, en CC, de Slc39a6 y Slc39a8. 

Estudios previos han sugerido que Slc39a6 posee un papel importante como blanco y 

mediador de las funciones de STAT3 (signal transducers and activators of transcription 

3; (Yamashita y col., 2004; Kagara y col., 2007). Los STAT3 median eventos celulares 

tales como la proliferación, diferenciación, migración y supervivencia celular en 

respuesta a citoquinas y factores de crecimiento (Darnell, 1997; Hirano y col., 2000). Su 

expresión mantenida a través de los distintos tratamientos podría estar relacionada a 

procesos de proliferación celular por un lado y de remodelación epitelial por el otro, 

fenómenos presentes en los períodos folicular y luteal, respectivamente. La expresión de 

Slc39a6, como se vio en esta tesis (Capítulo 1) y en otros trabajos (Manning y col., 

1988; Tozlu y col., 2006), se encuentra regulada por el E2; sin embargo, hasta el 

momento no se ha reportado efecto alguno de P4 sobre este transportador.  

Con respecto al resto de los transportadores, se observó que los tratamientos 

hormonales influyeron en su expresión génica. Por otra parte, la expresión de todos 
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ellos se vio estimulada por el Zn+2, tal como se observó en el COC, especialmente en los 

ovocitos (Capítulo 1). 

Para concluir, los estudios realizados en CEOB cultivadas in vitro revelaron que 

el E2 aumentaría los niveles de Zn+2 libre intracelular mientras que la P4 no produciría 

cambio alguno. Por otra parte, se halló expresión de todos los transportadores de Zn+2 

evaluados, y dichas expresiones variaron, en la mayoría de los casos, debido a la 

presencia de las hormonas y/o del propio Zn+2. Los resultados obtenidos respaldan el 

carácter sensible de Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14 y Slc30a9 a la acción hormonal, y 

sugieren la misma característica para Slc30a3 y Slc30a7. Se destaca, además, la acción 

de E2 por sobre la P4, dado que generó la expresión de un mayor número de 

transportadores. En base a lo expuesto previamente, se propone que la regulación de la 

homeostasis de Zn+2 en las CEOB involucra cambios intracelulares del mineral que 

varían en las distintas fases del ciclo estral. 
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CAPÍTULO 3 
 

 

 

Efecto de la fase del ciclo estral sobre la expresión de los 

transportadores de Zn+2 en el COC y las CEOB 
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1 INTRODUCCIÓN 

Tal como se ha descrito en los capítulos anteriores, el COC y las CEOB 

experimentan cambios significativos durante los períodos luteal y folicular del ciclo 

estral, en los que intervienen las hormonas FSH, LH, E2 y P4. Dichos cambios 

involucran aspectos fisiológicos, bioquímicos y morfológicos (Forde y col., 2011; 

Binelli y col., 2018). Además, se ha encontrado que estas hormonas participan en la 

regulación de la expresión génica en el COC (Endo y col., 2013) y las CEOB 

(Bauersachs y col., 2004; Gonella-Diaza y col., 2015), incluyendo la expresión de los 

transportadores de Zn+2, como se vio en los Capítulos 1 y 2.  

 El objetivo de este capítulo consistió en evaluar el efecto de la fase del ciclo 

estral sobre la expresión de los transportadores de Zn+2 en el COC y las CEO del 

bovino. Para ello, se analizó la expresión de los transportadores Slc39a6 (ZIP 6), 

Slc39a8 (ZIP 8), Slc39a14 (ZIP 14), Slc30a3 (ZnT 3), Slc30a7 (ZnT 7), Slc30a9 (ZnT 

9) en COC y CEOB a partir de ovarios y oviductos de frigorífico obtenidos durante la 

fase luteal o folicular del ciclo estral.  

 

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Recolección de ovarios y oviductos 

Se obtuvieron ovarios y oviductos de bovino a partir de hembras jóvenes de 

frigorífico (Aberdeen Angus) tal como se explicó en los Capítulos 1 y 2. En esta 

ocasión, al recolectar dichos órganos se los clasificó según correspondieran a la fase 

luteal o folicular del ciclo estral mediante la observación macroscópica de los ovarios y 

el útero (Miyamoto y col., 2000; Tabla 3.1).  
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Tabla 3.1. Criterios morfológicos del ovario y el útero utilizados para clasificar la fase 
del ciclo estral en el bovino (Miyamoto y col., 2000)  

Tejido Criterio Estro (0) Temprana  
I* (2-3) 

Temprana 
II* (5-6) 

Media*  
(8-12) 

Tardía* 
(15-17) 

Folicular 
(19-21) 

CL 
Diámetro 

(mm) 
5-15 3-10 10-15 15-25 15-25 10-15 

 Superficie 
Cubierta 
por tejido 
conectivo 

Hemorrágica Hemorrágica Tejido 
luteal 

Cubierta 
por tejido 
conectivo 

Cubierta por 
tejido 

conectivo 

 Color 
Amarillo 
claro a 
blanco 

Hemorrágico 
Hemorrágico 

a rosado 
Marrón a 
naranja 

Naranja a 
amarillo 

Amarillo 
claro 

 
Consisten-

cia 
Firme Suave Suave 

Suave 
compacta 

Compacta Firme 

Folícu- 
lo 

Folículo 
dominante 

Ovulación     + 

Endo-
metrio 

Color Rosa pálido Rosa a rojo Rosa Rosa a rojo Rosa pálido Rosa pálido 

 
Edema del 

estroma + + − − − + 

 Moco + Leve − − − − 

*Fases luteales. + indica presencia; −, ausencia. Se consideró que la hembra se 
encontraba en fase folicular cuando sus órganos presentaban las características 
descriptas en la fase de Estro o Folicular; mientras que se la consideró en fase luteal 
cuando sus órganos presentaban las características de la fase Luteal Temprana I, II, 
Media o Tardía. 

 

2.2 Obtención de COC y CEOB 

Los COC se obtuvieron a partir de la aspiración de los ovarios recolectados y se 

los seleccionó siguiendo los mismos criterios que los descritos en el Capítulo 1. Por 

cada fase del ciclo estral, se dispusieron tres réplicas de 20 COC cada una. Por su parte, 

cada muestra de CEOB (de cada una de las fases del ciclo estral) se obtuvo a partir de 

dos pares de oviductos provenientes de 2 hembras mediante el método mecánico 

descrito en el Capítulo 2. En total, se realizaron tres réplicas de CEOB por fase (n=6). 

Las muestras de COC y CEOB se almacenaron a -80°C en Trizol (Invitrogen, USA) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
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2.3 Aislamiento de ARN y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-

PCR) 

  Se extrajo paralelamente el ARN de los COC y las CEOB de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante del reactivo Trizol. La verificación de la cantidad y la 

calidad del ARN, así como la síntesis de ADNc, se llevaron a cabo como se detalló en 

los capítulos anteriores.  

 A continuación, se evaluó la expresión génica de los transportadores Slc39a6 

(ZIP 6), Slc39a8 (ZIP 8), Slc39a14 (ZIP 14), Slc30a3 (ZnT 3), Slc30a7 (ZnT 7) y 

Slc30a9 (ZnT 9) en COC y CEOB. La RT-PCR se llevó a cabo en un termociclador 

Step One Plus (ThermoFisher, USA) y la mezcla de reacción (de volumen final 20 ul) 

incluyó la Master Mix qPCR con SYBR (Inbio Highway, Tandil, Buenos Aires, 

Argentina), 5 ul de DNAc y 0,6 ul de primers (concentración final 0,5 uM). Las 

condiciones de ciclado fueron las mismas que se describieron en los capítulos 

anteriores. La especificidad de cada amplicón se comprobó individualmente mediante 

una curva de melting proyectada por el termociclador. Los experimentos incluyeron 

controles negativos y se realizaron por triplicado.  

 En esta ocasión, se utilizó el método de la Curva Estándar para la cuantificación 

de la expresión génica. Se generaron curvas estándar para cada par de primers a partir 

de amplificaciones por triplicado de pools de ADNc de tejido de abomaso e hipotálamo, 

en diluciones 1/5, 1/25, 1/125 y 1/625. En todos los ensayos, las curvas tuvieron una 

pendiente de entre -3,2 y -3,6. Entre los triplicados, la desviación estándar fue, en todos 

los casos, menor a 0,161. Dichos valores se encontraron dentro de lo recomendado para 

estudios de expresión génica relativos (Bustin, 2002). Para evaluar la eficiencia de la 

RT-PCR para cada gen, se utilizaron los valores de las respectivas pendientes y se 
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calculó la eficiencia mediante un modelo de regresión lineal de acuerdo a la ecuación E 

= 10 [−1 / pendiente], obteniéndose valores aceptables de entre 90 y 110%.  

Los valores de ER para cada gen, según se tratara de COC o CEOB y de la fase 

luteal o folicular, se determinaron utilizando a ACTB como gen normalizador. Se tomó 

como referencia (ER = 1) arbitraria a la fase luteal para comparar expresión en la fase 

luteal vs fase folicular, tanto en COC como en CEOB. Con el fin de establecer si el gen 

endógeno seleccionado (ACTB) era apto para estudios de expresión génica, se 

analizaron sus niveles de expresión en las muestras problema y en los controles 

positivos (pool de ADNc de abomaso e hipotálamo). Se realizó un análisis no 

paramétrico de Kruskal Wallis para comparar los diferentes grupos, no encontrándose 

diferencias significativas en los valores de Ct de ACTB entre los mismos. Esto permitió 

validar el uso de ACTB como housekeeping para los estudios de expresión génica. 

 

2.4 Análisis estadístico  

Se utilizó un diseño en bloque completamente aleatorio. El modelo estadístico 

incluyó el efecto aleatorio del bloque (réplica, n = 3 para cada ensayo) y el efecto fijo de 

la variable principal “fase estral” (folicular vs luteal). El efecto de la variable principal 

sobre la variable respuesta (ER de ARNm) se analizó mediante un modelo de regresión 

lineal utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, Cary, NC, EEUU). 

Los resultados se expresaron como medias de los mínimos cuadrados ± EEM. Se 

estableció la significación estadística en p ≤ 0,05 para los efectos principales y p ≤ 0,10 

para la tendencia. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Expresión génica de los transportadores de Zn2+ en COC y CEOB en la fase 

luteal y folicular del ciclo estral 

En COC y CEOB se cuantificó la expresión génica de Slc39a6, Slc39a14 y 

Slc30a9. El nivel de expresión en el resto de los transportadores no pudo ser 

cuantificado debido a los bajos niveles de ARNm (Slc39a8 y Slc30a3 en COC y CEOB; 

Slc30a7 en CEOB) o a la ausencia de expresión (Slc30a7 en COC). En la Figura 3.1 se 

muestra el efecto de la fase del ciclo estral sobre la ER de los transportadores en COC y 

CEOB.  

En el COC, la ER fue mayor en la fase luteal respecto a la folicular para los tres 

transportadores (Figura 3.1). Las mayores diferencias de ER se registraron para 

Slc30a9, luego Slc39a6 y Slc39a14. En las CEOB, la fase luteal incrementó la ER de 

Slc39a6, disminuyó la ER de Slc30a9 y no modificó la ER de Slc39a14 respecto a la 

fase folicular.  
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Figura 3.1. Expresión de los transportadores Slc39a6, Slc39a14 y Slc30a9 según la fase 
del ciclo estral en COC y CEOB  

Los valores de ER para cada gen se determinaron utilizando a ACTB como gen 
normalizador. Para realizar la comparación se tomó como referencia (ER = 1) la fase 
luteal. *Indica diferencias significativas entre la fase luteal y la folicular, p ≤ 0,05. Los 
resultados se expresan como la media de los mínimos cuadrados ± EEM. 

 

4 DISCUSIÓN 

 Las fases folicular y luteal se suceden a lo largo del ciclo estral bovino 

generando cambios morfológicos, endocrinológicos y bioquímicos en el organismo de 

la hembra (Callejas, 2001). Las hormonas E2 y P4, preponderantes en las fases folicular 

y luteal, respectivamente, junto con la FSH y la LH, tienen una importante participación 

en dichos cambios (Forde y col., 2011; Binelli y col., 2018). A lo largo de los capítulos 



103 
 

de esta tesis se comprobó, además, que estas hormonas regulan los niveles de Zn+2 

intracelular y la expresión génica de (al menos) algunos de sus transportadores, tanto en 

el COC como en las CEOB. Profundizando en estos hallazgos, en el presente capítulo se 

comparó la expresión de los transportadores de Zn+2 en el COC y las CEOB en las fases 

folicular y luteal del ciclo estral. Dicha comparación fue posible sólo en aquellos 

transportadores que se expresaron en cantidad suficiente para su cuantificación, es decir, 

Slc39a6, Slc39a14 y Slc30a9.  

En cuanto al COC, se registró una disminución en la ER de los transportadores 

Slc39a6, Slc39a14 y Slc30a9 en la fase folicular respecto de la luteal. Estos resultados 

están en concordancia con los hallazgos del Capítulo 1, donde se comprobó que la 

suplementación combinada de E2, LH y FSH (hormonas que alcanzan picos de 

concentración durante la fase folicular) durante la MIV disminuye la expresión de los 

tres transportadores en CC y, en ovocitos, disminuye la expresión de Slc30a9 y no 

modifica la de Slc39a6 y Slc39a14. Aunque el presente capítulo analiza la expresión de 

los transportadores en COC extraídos de folículos de 2-8 mm de diámetro (es decir, 

COC inmaduros) y no incluye un análisis de ovocitos y CC por separado, los resultados 

aquí obtenidos vía ex vivo coinciden con el modelo in vitro (Capítulo 1) en que las 

distintas condiciones hormonales influyen en la homeostasis del Zn+2.  

En el bovino, los COC obtenidos de folículos de igual tamaño (~2-8 mm) pero 

de diferente fase del ciclo estral presentan diferencias en su capacidad de desarrollo 

embrionario in vitro (Machatkova y col., 1996). Además, los ovocitos que crecen en 

presencia de altos niveles de P4 presentan mayor dificultad para derivar en embriones 

con respecto a aquellos sometidos a bajos niveles de la hormona (Jaiswal y col., 2006). 

Estos hallazgos ponen de manifiesto que los COC poseen diferencias biológicas de 
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acuerdo a la fase del ciclo estral en la que se encuentran. Cada etapa del ciclo estral 

genera condiciones específicas e influyentes en el desarrollo del COC. En este sentido, 

los resultados de este capítulo han demostrado que la expresión de los transportadores 

de Zn+2 del COC varía de acuerdo a la fase de dicho ciclo. De esta forma, la regulación 

hormonal sobre la homeostasis de Zn+2 en el COC bovino no se limitaría únicamente al 

COC maduro (instancia final de desarrollo folicular) como se describió en el Capítulo 1, 

sino que existiría también en etapas más tempranas. Dado los múltiples roles del Zn+2 

en procesos celulares como la expresión génica, la actividad enzimática y la defensa 

ante agentes oxidantes (Prasad, 1998, 2003; Powell, 2000) resulta lógico pensar que sus 

niveles intracelulares se encuentren regulados a lo largo de todo el desarrollo del COC. 

Respaldando esta idea, se ha demostrado muy recientemente que la disponibilidad de 

Zn+2 regula la actividad transcripcional, la metilación del ADN y contribuye a la 

adquisición de la competencia meiótica en ovocitos bovinos en crecimiento que 

provienen de folículos antrales tempranos (0,5 a 2 mm) (Lodde y col., 2020). Durante 

esta etapa temprana de su desarrollo, el ovocito transcribe y acumula activamente las 

sustancias que regularán y sostendrán las etapas posteriores del desarrollo del ovocito y 

el embrión (Lodde y col., 2020). 

En cuanto a las CEOB, en la fase folicular disminuyó la expresión de Slc39a6 y 

se incrementó la de Slc30a9 (respecto de la fase luteal). Como miembro de la familia 

ZIP, Slc39a6 transporta Zn+2 del medio externo al intracelular a través de la membrana 

celular, a la vez que Slc30a9 (familia ZnT) traslada Zn+2 del citoplasma al núcleo 

(Baltaci y Yuce, 2018). Por lo tanto, si se toma en cuenta únicamente a estos 

transportadores como  determinantes del nivel de Zn+2 intracelular, sería razonable 

pensar que durante la fase folicular dicho nivel en las CEOB se encuentre disminuido. 
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Anteriormente, en el Capítulo 2, se observó que el E2 (presente de forma preponderante 

en la fase folicular) aumenta los niveles de Zn+2 libre intracelular, mientras que la P4 

(presente de forma preponderante en la fase luteal) no modifica la concentración de 

Zn+2 intracelular. Vale recordar que, en la fase folicular, el E2 aumenta la capacidad de 

secreción de fluido, la velocidad de transporte del ovocito y la proliferación celular en el 

oviducto (procesos que podrían requerir de Zn+2), mientras que, en la fase luteal, la P4 

reduce la velocidad de dichos procesos (Binelli y col., 2018). A partir de lo expuesto, se 

podría inferir que los resultados del presente capítulo no concuerdan con las 

observaciones realizadas en el cultivo de CEOB; sin embargo, la regulación de la ER de 

los transportadores (y del propio Zn+2 intracelular) depende de múltiples factores 

(además de las hormonas E2 y P4), como se ha comentado previamente. Por otro lado, es 

importante tener en cuenta que en el presente estudio no se evaluó el estatus de Zn+2 de 

las hembras de las cuales se obtuvieron las CEOB. Por lo tanto, es posible que la 

existencia de diferencias en dicho estatus entre los animales condicionara los resultados 

de este capítulo (y los diferenciara del Capítulo 2), ya que, como se ha demostrado a lo 

largo de esta tesis, el Zn+2 puede modificar la respuesta generada por las diferentes 

hormonas estudiadas. Si bien en el presente trabajo se halló que las fases del ciclo estral 

modifican la ER de los transportadores de Zn+2, resta por conocer si dichas 

modificaciones se traducen en cambios en la concentración intracelular del mineral.  

 Una interesante observación en este trabajo reside en la baja expresión de 

Slc39a8, lo que impidió su cuantificación. En contraposición, su presencia fue reportada 

e incluso cuantificada en el COC maduro (Capítulo 1) y se la detectó claramente en las 

CEOB luego del cultivo (Capítulo 2). Una situación similar se observó (sólo en las 

CEOB) en cuanto a Slc30a7 y Slc30a3, que mostraron aquí bajos niveles de ARNm 
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pero tuvieron una expresión considerable en varios tratamientos del Capítulo 2. Los 

hallazgos del presente capítulo discrepan con la hipótesis planteada en el Capítulo 2, 

que proponía mayor expresión de Slc30a7 en la fase folicular que en la luteal. Estos 

resultados señalan cuan variable puede resultar la expresión de los transportadores de 

Zn+2 y ponen de manifiesto las diferencias que pueden presentarse entre el modelo in 

vitro y la experimentación con células ex vivo, donde participa un número mayor de 

factores regulatorios.  

 En conclusión, los resultados de este capítulo señalan diferencias en la expresión 

génica de los transportadores Slc39a6, Slc39a14 y Slc30a9 según la fase del ciclo estral 

(luteal o folicular) en los COC y CEO del bovino. Aunque la caracterización de la 

expresión de los transportadores de Zn+2 no es suficiente para predecir el balance 

general del mineral en el COC en desarrollo, el hecho de que estos transcriptos se 

expresen diferencialmente a lo largo del ciclo estral sugiere los COC controlan 

activamente la abundancia de estos ARNm, probablemente para modular las funciones 

celulares dependientes de Zn+2. Por otra parte, las discrepancias observadas entre  los 

resultados de CEOB de este capítulo y  los obtenidos luego de su cultivo (Capítulo 2) 

señalan que existirían factores adicionales de regulación génica además de la presencia 

de las hormonas evaluadas y el propio Zn+2. 
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CAPÍTULO 4 
 

 

 

Efecto del Zn+2 y el E2 sobre el proteoma de las células 

epiteliales del oviducto bovino (CEOB)  
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1 INTRODUCCIÓN 

El oviducto es una parte estructural y funcional clave en el tracto reproductivo 

del mamífero (Besenfelder y col., 2012). Las CEOB sufren importantes modificaciones 

ante el estímulo de señales extrínsecas, como las hormonas esteroideas (revisión 

bibliográfica por Binelli y col., 2018). Al respecto, se conoce que el E2 y la P4 provocan 

modificaciones a nivel morfológico (Steinhauer y col., 2004) y transcripcional (Ulbrich 

y col., 2010) en las CEOB durante el ciclo estral, e incluso hay estudios sobre la 

influencia de dichas hormonas a nivel proteómico en CEO de cerdas, ovejas y otros 

mamíferos (Seytanoglu y col., 2008; Soleilhavoup y col., 2016). Además, estas 

hormonas juegan papeles relevantes en la homeostasis del Zn+2 en las CEOB, como se 

comprobó a lo largo de los capítulos anteriores. En la actualidad, está bien establecido 

que el Zn+2 cumple funciones esenciales en la célula en general (Falchuk, 1998; Dreosti, 

2001; Prasad, 2003; Cathomen y Keith Joung, 2008; Jackson y col., 2008), y contribuye 

a la función reproductiva de los vertebrados en particular (Mcardle y Ashworth, 1999; 

Yamaguchi y col., 2009). Sin embargo, sólo en años recientes se ha comenzado a 

entender el rol del Zn+2 en el tracto reproductivo a nivel celular, como su influencia en 

la maduración y fecundación en el ovocito (Kim y col., 2011; Anchordoquy y col., 

2014; Que y col., 2019). En este contexto, el impacto que podría tener el Zn+2 sobre las 

funciones celulares de las CEOB en general, y en momentos específicos del ciclo estral 

en particular, es aún desconocido. 

El objetivo de este capítulo fue investigar el efecto del Zn+2 en el proteoma de 

las CEOB en presencia de E2. Como se halló en el Capítulo 2, la presencia de E2 en el 

medio de cultivo incrementa la expresión de los transportadores de Zn+2 y los niveles 

intracelulares del mineral en las CEOB. Por lo tanto, resulta razonable pensar que el E2 



109 
 

podría incrementar el Zn+2 en las CEOB durante la fase folicular del ciclo estral, 

modificando el proteoma de estas células y por lo tanto su funcionamiento. Para ello, se 

utilizaron dos tipos de cultivo in vitro a corto plazo: a) un cultivo en suspensión (CS) y 

b) un cultivo in situ (CIS) (Georgiou y col., 2005).  Al igual que en el Capítulo 2, los 

cultivos se establecieron por un período de 24 horas para preservar las características 

morfológicas y la capacidad de respuesta al estímulo hormonal. Se suplementó el medio 

de cultivo con Zn+2 para alcanzar un estatus adecuado (Kincaid, 2000; Picco y col., 

2010), y se añadió E2 para imitar las condiciones de la fase folicular (Ulbrich y col., 

2003). Con el objetivo de identificar los cambios relativos de abundancia en el proteoma 

luego del cultivo con Zn+2 y E2, se realizó la extracción de las proteínas y se las analizó 

mediante espectrometría de masas acoplada a nano-cromatografía líquida de alta 

resolución (nano LC- MS/MS). Además, se llevó a cabo un análisis funcional mediante 

la red String (Szklarczyk y col., 2019) y se categorizó las proteínas identificadas. 

 

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Reactivos para el cultivo in vitro de CEOB 

Todos los reactivos necesarios para la preparación de los medios de cultivo se 

adquirieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.), excepto que se indique 

lo contrario. Los CEOB se cultivaron in vitro en medio TCM-199, el cual incluyó SFB 

al 10% (v / v), un mix de antibióticos al 1% (kanamicina 5 mg/ml, penicilina G 5,9 

mg/ml y estreptomicina 10 mg/ml) y anfotericina B al 1% (2,5 ug/ml).  

 

2.2 Cultivo celular 
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Se obtuvieron oviductos de bovino en el matadero local, a partir de hembras de 

raza Simmental, seleccionándose aquellos correspondientes a hembras en la fase 

folicular del ciclo estral. La selección de los oviductos se realizó por observación 

macroscópica de los ovarios y el útero (Miyamoto y col., 2000) y, una vez en el 

laboratorio, los oviductos se lavaron y desinfectaron, para luego separar el mesosalpinx 

y los restos de útero circundantes, tal como se explicó en el Capítulo 2. Para los 

cultivos, se utilizaron tres oviductos (de tres animales diferentes) por réplica a partir de 

los cuales se hizo un pool de células. Ante la ausencia de trabajos previos sobre el 

impacto del Zn+2 en las CEOB se decidió utilizar dos abordajes diferentes para el 

cultivo de las CEOB. Los resultados obtenidos a partir de estos ensayos permitirán 

establecer si el efecto producido por el mineral sobre dichas células se encuentra 

condicionado por el método de cultivo empleado. En el primer cultivo (CS) se 

evaluaron los efectos del Zn+2 y el E2 tanto en conjunto como por separado, mientras 

que en el segundo (CIS) se evaluó específicamente el efecto del Zn+2 en presencia de E2.  

Cultivo en suspensión (CS) 

Se obtuvieron las CEOB mediante el mismo método para el cultivo explicado en 

el Capítulo 2. Esto incluyó la prueba de viabilidad y conteo celular con el colorante azul 

de tripán. Luego, en una placa de 12 wells, se sembraron por pocillo 1x106 células 

viables en 1 ml de medio de cultivo y se realizó un pre-cultivo sin estimulación por 4 

horas. Posteriormente, se aplicaron los siguientes tratamientos: A) Control; B) 1,2 

µg/ml Zn+2 (Picco y col., 2010); C) 10 pg/ml E2 (Ulbrich y col., 2003); D) 10 pg/ml E2 

1,2 µg/ml Zn+2. Debido al uso de SFB en el medio de cultivo, se evaluó la 

concentración de Zn+2 y E2 antes de realizar los distintos tratamientos (como se 

describió en los capítulos anteriores). Todas las concentraciones halladas se 



111 
 

consideraron despreciables en comparación con las utilizadas en los tratamientos. Las 

CEOB se cultivaron a 39°C, 5% de CO2 y humedad a saturación por 24 horas 

(Rottmayer y col., 2006; Ulbrich y col., 2010). Posteriormente, se obtuvieron pellets de 

las células mediante una serie de centrifugaciones a 300 g por 5 minutos, para luego 

almacenarlos a -80°C. Se llevaron a cabo tres réplicas por tratamiento, y cada réplica 

estuvo compuesta por un pool de CEOB de tres oviductos.  

Cultivo in situ (CIS) 

Para la preparación de este cultivo, se manipularon los oviductos de acuerdo a 

un método publicado previamente (Georgiou y col., 2005). En primer lugar, se precintó 

uno de los extremos del órgano (el istmo) con hilo quirúrgico estéril y se inyectó por 

pipeteo a través del ampulla 1 ml de uno de los siguientes medios: C) 10 pg/ml E2; D) 

10 pg/ml E2 1.2 µg/mL Zn+2, para luego cerrar ese extremo con hilo. Finalmente, los 

oviductos se colocaron en vasos de precipitado y se los cubrió con PBS tibio. Su 

incubación transcurrió a 39°C, 5% de CO2 y humedad a saturación por 24 horas. Al 

finalizar la incubación, se quitaron los cerramientos en los extremos y se lavó cada 

oviducto por pipeteo a través del ampulla con 2 ml de PBS. A continuación, se aislaron 

las CEOB mediante presión mecánica a lo largo del oviducto y salida por el ampulla 

(método mecánico explicado anteriormente). A las células obtenidas se las dejó 

sedimentar y se descartó el sobrenadante. Las CEOB se lavaron dos veces mediante 

centrifugación a 300 g por 5 min utilizando PBS con mix de antibióticos. Para terminar, 

se guardaron los pellets a -80 °C. El experimento incluyó tres réplicas biológicas de 

cada tratamiento. 
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2.3 Proteínas: preparación de muestras 

Las células se lisaron con urea 7 M, tiourea 2 M y buffer ditiotreitol (DTT) 50 

mM con cóctel inhibidor de proteasas Halt 1X (Pierce®, Thermo Fisher Scientific).  

Luego, los lisados se aclararon por centrifugaron a 10 000 g durante 19 minutos a 4 °C 

para después precipitar las proteínas mediante el método “ácido tricloroacético-

deoxicolato de sodio” (TCA-DOC) (Arnold y Ulbrich-Hofmann, 1999). Éste consistió, 

en primer lugar, en la dilución 1:6 de cada lisado usando PBS hasta alcanzar una 

concentración de urea de 1,5 M. A continuación, se agregó deoxicolato de sodio (DOC) 

al 1% en una proporción 1:10 v/v. Este preparado se incubó en hielo durante 15 minutos 

para luego añadir ácido tricloroacético (TCA) frío al 50% en una proporción 1:5 v/v. Al 

precipitado resultante se lo lavó con 800 ul de acetona fría (-20 °C) y se lo sometió a 

centrifugación tal como se describió más arriba. Este lavado se repitió dos veces y luego 

los pellets de proteína se airearon para su secado durante 5 minutos. Los pellets se 

resuspendieron en Protease Max Buffer (Promega) al 0,1 % y se determinó su 

concentración mediante el  bicinchoninic acid (BCA) protein assay Kit (Pierce®, 

Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.    

 

2.4 Digestión de proteínas (método in-solution) 

Se tomaron 5 ug de proteínas de cada muestra para su digestión enzimática, que 

se realizó siguiendo el protocolo “in solution” en dos pasos del mix Trypsin/Lys-C 

(Mass Spec Grade, Promega) según las instrucciones del fabricante y con ciertas 

modificaciones descritas previamente (Yu y col., 2019). El ensayo consistió en la 

mezcla de los 5 ug de proteínas con una proporción 1:1 de urea 8 M y 50 mM de 

bicarbonato de trietilamina (TEAB). Luego, las proteínas se redujeron con DTT 5 mM a 
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37 °C por 30 minutos y, a continuación, se alquilataron con iodoacetamida 15 mM 

(AppliChem, Germany) durante 30 minutos en la oscuridad y a temperatura ambiente. 

Se añadió el mix Trypsin/Lys-C en un radio 30:1 de proteína:proteasa (p/p) y se llevó a 

cabo la digestión a 37 °C durante 4 horas. Después, las muestras se diluyeron en urea 1 

M con TEAB 50 mM y se incubaron durante la noche a 37 °C. La digestión se detuvo 

con ácido fórmico (AF) al 5 % hasta alcanzar una concentración final de 1 % en el 

preparado. Después, se centrifugaron las muestras a 10 000 g por 10 minutos. 

Finalmente, los péptidos se purificaron mediante el Pierce C18 Spin Tip purification 

(Pierce®, Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.  

 

2.6 Análisis de espectrometría de masas  

Las muestras analizadas por nano LC-MS/MS se muestran en la Tabla 4.1. En 

primer lugar, los péptidos secos se disolvieron en 5 ul de AF al 0,1 %. Luego, se tomó 1 

ul de muestra (correspondiente a aproxidamente 1 ug de péptidos) para su análisis en un 

nano HPLC Ultimate 3000 RSLC (Dionex, Thermo Fisher Scientific) acoplado a un 

espectrómetro de masas híbrido cuadrupolar Orbitrap (Q Exactive™ Plus, Thermo 

Fisher Scientific, USA). Se analizaron al menos dos réplicas técnicas por muestra.  

 Las muestras se separaron en una columna Acclaim PepMap de 50 cm (diámetro 

interno de 75 um, tamaño de partícula de 2 um, tamaño de poro de 100 Å, Thermo 

Fisher Scientific) a una velocidad de flujo de 300 nl/min y con fases móviles A (agua 

ultrapura con AF al 0,1 % v/v) y B (acetonitrilo al 80% con AF al 0,08 % v/v).  Se 

utilizaron gradientes de 3 % a 35 % de B en 30 minutos y de 35% a 44% de B en 6 

minutos adicionales, seguidos por un lavado con B al 95 %. El espectrómetro de masa 

se utilizó en un modo ion positivo mediante una estrategia de adquisición dependiente 
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de datos. El espectro de MS se adquirió en un rango de 375 – 1500 m/z con una 

resolución de 70000. Se seleccionaron los primeros 15 iones precursores para el análisis 

MS/MS, y se los excluyó dinámicamente para su fragmentación durante 50 segundos. 

Se consideraron rangos de entre 445,12003 m/z y 391,28429 m/z.    

Tabla 4.1 Muestras para el análisis por espectrometría de masa 

Cultivo Tratamiento ID de la muestra 
Concentración  

de la proteína (ug/ul) 

CS A PA1 1,06 

  PA2 1,51 

  PA3 2,31 

 B PB1 2,22 

  PB2 1,08 

  PB3 3,62 

 C PC1 2,23 

  PC2 0,97 

  PC3 3,10 

 D PD1 3,84 

  PD2 1,01 

  PD3 2,39 

CIS C PC1 1,70 

  PC2 1,68 

  PC3 1,61 

 D PD1 0,97 

  PD2 2,53 

  PD3 1,16 

Se prepararon tres réplicas por tratatamiento y sistema de cultivo y se las analizó 
mediante nano LC-MS/MS. Los tratamientos fueron: A) Control; B) 1,2 µg/mL Zn+2; 
C) 10 pg/ml E2; D) 10 pg/ml E2 1.2 µg/mL Zn+2. 

 

2.7 Análisis de datos 
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Se procesaron todos los datos crudos de espectrometría de masa con el software 

MaxQuant v. 1.6.2.6 (Cox y Mann, 2008; Tyanova y col., 2016a) utilizando el motor de 

búsqueda Andromeda (Cox y col., 2011) y la base de datos de proteínas de Bos taurus 

en Uniprot (descargada el 25 de marzo de 2019, 23965 accesos). Los parámetros de 

búsqueda utilizados fueron: se estableció a Trypsin/P como enzima y se permitieron 

hasta un máximo de dos sitios de corte fallidos; la carbamidametilación se estableció 

como modificación fija; la oxidación de metionina y la N-acetilación de proteínas se 

asignaron como modificaciones de variables. La estimación de la Tasa de Falsos 

Descubrimientos, (FDR, False Discovery Rate) se estableció en 1% tanto para proteínas 

como para péptidos. Las tablas de resultados crudos  de MaxQuant se procesaron 

descartando aquellas proteínas marcadas como “contaminante potencial”, “reverso”, 

“identificado sólo por sitio” e identificadas con sólo un péptido único y/o razor. La 

cuantificación relativa de proteínas se basó en la transformación al logaritmo decimal de 

las intensidades de cuantificación sin marcaje (LFQ) y se llevó a cabo mediante el 

software Perseus (Tyanova y col., 2016b). Las proteínas identificadas pertenecientes a 

cada cultivo (CS o CIS) se filtraron para obtener al menos un 60 % de datos válidos en 

total. Los valores ausentes se reemplazaron por medio de una distribución normal y se 

promediaron las réplicas técnicas. Para las comparaciones entre grupos se utilizó el test 

T de Student. Para los análisis de función, se seleccionaron aquellas proteínas con p < 

0,05 y cambios de abundancia mayores a 1,5 veces al comparar entre grupos.  

2.8 Análisis funcional 

Los ID de los genes correspondientes a las proteínas identificadas se procesaron 

en la red String (Szklarczyk y col., 2019) para asignarles anotaciones de Gene Ontology 

(GO) de tipo i) componente celular, ii) función molecular y iii) procesos biológicos. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Sistemas de cultivo de CEOB 

Previo al CS, se analizó una alícuota de las células aisladas mecánicamente 

mediante tinción con azul de tripán. En promedio se obtuvieron 71,2 x106 células por 

oviducto y un porcentaje de 90,1 ± 0,03 % de ellas fue viable. Antes de la siembra en 

placa, se evaluó por microscopio invertido las características de la suspensión celular. 

Se observaron láminas y gruesos agregados celulares con presencia de cilias (Figura 4.1 

A). Los bloques de células eran móviles y vibraban debido a la actividad ciliar. Esta 

morfología y actividad celular se mantuvo durante las 24 horas que duró el cultivo 

(Figura 1 B-D).     

 En el caso del CIS, al finalizar el cultivo y extraer las células de los oviductos, se 

evaluó la morfología celular mediante microscopía. Luego, se tiñeron las CEOB con 

azul de tripán para la prueba de viabilidad. Como las células no se individualizaron, no 

se realizó un conteo pero la mayoría de las células no tomó el colorante y se las observó 

organizadas en agregados y con signos de viabilidad como los mencionados en el CS. 
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Figura 4.1. Imágenes de las CEOB a través de un microscopio invertido  

 

Las CEOB se organizaron en láminas y gruesos aglomerados y mantuvieron una 
actividad ciliar continua a lo largo del cultivo de 24 horas. a) Láminas y agregados de 
CEOB aislados mecánicamente en t=0 del cultivo (x100). b) y c) Agregados celulares 
(24 horas de cultivo; x100 y 200x, respectivamente). d) CEOB dispuestas en un 
entramado (24 horas de cultivo; x400). Las letras en rojo señalan la configuración del 
agregado celular; L: lámina, B: bloque, E: entramado. 
 

3.2 Análisis proteómico general 

Considerando todos los grupos analizados, en total se identificaron 2276 

proteínas con al menos 2 péptidos únicos y/o razor. Con el objetivo de evaluar el 

impacto del Zn+2 y el E2 en el proteoma de las CEOB, se estudiaron los cambios de 

abundancia proteica relativa entre los tratamientos de cada sistema de cultivo (CS o 

CIS; Tablas 4.3 y 4.4, respectivamente).  
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 Para evalular el impacto del Zn+2 en el proteoma de las CEOB, se compararon 

las células cultivadas en presencia de Zn+2 vs el grupo Control (B-A; Tabla 4.3), lo que 

arrojó 5 proteínas con diferencias en su abundancia. Luego, para ver el efecto específico 

que tendría el Zn+2 en la fase folicular, se comparó Zn+2 con E2 vs sólo E2 en el medio 

(D-C), con un resultado de 6 proteínas con diferencias en abundancia. El efecto de la 

exposición de las CEOB al E2 se analizó al comparar el proteoma de células expuestas 

al E2 vs el grupo control (C-A), que dio lugar a 24 proteínas con cambios en su 

abundancia. Para ver el impacto del E2 junto con el Zn+2 en las CEOB, se comparó el 

proteoma de células expuestas a ambos estímulos vs sólo Zn+2 (D-B), con un resultado 

de 24 proteínas con diferencias en abundancia. Finalmente, se cotejaron las CEOB 

cultivadas en presencia de Zn+2 y E2 vs el Control (D-A), lo que mostró 30 proteínas con 

cambios de abundancia entre grupos.   

 
Tabla 4.3 Cambios en la abundancia relativa de las proteínas entre tratamientos (CS de 
CEOB)* 

Proteína 
 

Cambios de abundancia 
relativa entre tratamientos 

ID del gen Nombre de la proteína ID Uniprot  
 

B-A C-A D-B D-C D-A 

TJP2 Proteína de unión estrecha 2 F1MBN2   0,58         
RTCB RNA-ligasa de empalme RtcB homóloga Q5E9T9   0,47   3,01     
ARCN1 Coatómero subunidad delta P53619   0,44   1,96     
SLC25A3 Proteína portadora de fosfato, mitocondrial P12234   0,35         
PDLIM4 PDZ y proteína de dominio LIM 4 Q3T005   0,34         
PHPT1 14 kDa fosfohistidina fosfatasa Q32PA4     0,60   2,00   
MOGS Manonosil-oligosacárido glucosidasa E1B7U1     0,18 0,37 1,95   
CRYZ Zeta- cristalina O97764         0,64 0,66 
OLA1 ATPasa 1 tipo Obg Q2HJ33         0,59   
ECI1 Enoyl-CoA delta isomerasa 1 F1MTT7         0,52   

ATP2B4 ATPasa 4 transportadora de calcio 
de membrana plasmática D3K0R6         0,41   

ALDH9A1 4-trimetilaminobutiraldehído deshidrogenasa F1N2L9     1,67 2,95     

PDHA1 Piruvato deshidrogenasa E1 subunidad alfa, 
forma somática, mitocondrial A7MB35       2,45     
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SSR1 Proteína asociada a translocon, subunidad alfa A6QLP7       2,19     

SSBP1 Proteína de unión a ADN monocatenaria, 
mitocondrial F1N1S0       1,92     

TNPO1 Transportina-1 Q3SYU7       1,88     
USO1 Factor de transporte vesicular general p115 P41541       1,50     
RSPH3 Proteína “spoke head” radial 3, homóloga A8E4N3       0,66     

SCCPDH Sacarropina oxidoreductasa tipo 
deshidrogenasa  F1MX05       0,60      

NUP205 Nucleoporina 205 F1N1V3       0,59     
LRRC59 Proteína rica en repeticiones de leucina 59 Q5E9X4     0,46 0,57   0,51 
CKAP4 Proteína asociada al citoesqueleto 4 F1ME65     0,53 0,56   0,54 

PBXIP1 Proteína 1 que interactúa con el factor de 
transcripción de la leucemia de células B A6QLY7       0,56   0,59 

NSFL1C NSFL1 cofactor p47 Q3SZC4       0,55   0,60 

LETM1 Proteína intercambiadora 
de protones / calcio mitocondrial F1N3R4       0,51     

RAB18 Proteína relacionada con Ras Rab-18 Q0IIG8       0,46   0,41 
BCAP31 Proteína asociada al receptor de células B 31 Q5E9F1       0,41     
RPS20 Proteína ribosómica 40S S20 Q3ZBH8       0,38   0,25 
CANX Cal  Calnexina A7Z066     0,39 0,36   0,29 
LPCAT4 Proteína LPCAT4 A0JNE8       0,29   0,29 

ATP2B4 ATPasa 4 transportadora de calcio 
con membrana plasmática D3K0R 6       0,28     

TMPO Timopoyetina F1MSQ9       0,19   0,17 
ALDH9A1 4-trimetilaminobutiraldehído deshidrogenasa Q3ZBH5     2,52       
KRT8 Queratina tipo II citoesqueleto 8 F1MU12     1,80       
APRT Adenina fosforibosiltransferasa Q56JW4     2,41       
ATP5MF ATP sintasa subunidad f, mitocondrial Q28851           0,63 
MT-CO2 Subunidad 2 de citocromo c oxidasa P68530     0.62     0,51 
ALDH3A2 Aldehído deshidrogenasa A6QQT4     0,56     0,51 

IQGAP1 Motivo IQ que contiene la proteína activadora 
de GTPasa 1 F1MC48     0.28       

SEC22B SEC22 homólogo B, proteína de tráfico de 
vesículas F1MLE8     0,42       

EXOG Exo / endonucleasa G E1BAZ9           0,38 
CYB5B Proteína CYB5B Q0P5F6     0,63     0,42 
ARL6IP5 Proteína 3 de la familia PRA1 Q5E9M1           0,43 

SCAMP2 Proteína de membrana asociada al portador, 
secretora  A6QR35           0,44 

DHRS7B Deshidrogenasa/reductasa SDR, miembro de 
la familia 7B F1MN23           0,52 

NDUFA7 NADH deshidrogenasa [ubiquinona]1, 
subunidad alfa subcomplejo7 Q05752           0,54 

S100A11 S100 F1MX83           0,55 
CYC1 Citocromo c1, proteína hemo, mitocondrial P00125           0,61 

TOMM70 Translocase de la membrana mitocondrial 
externa 70 Q08E34           0,65 

CDC42 Homólogo de proteína 42 de control de 
división celular F1MND1           0,66 

NAP1L1 Ensamblaje de nucleosoma proteína 1 tipo 1 A6H767           1,63 
PGM2 Proteína PGM2 A6QQ11           1,85 

HRMT1L2 HM T1 hnRNP metiltransferasa tipo 2, 
isoforma 3 Q5E949           2,11 
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TPT1 Proteína tumoral controlada por traducción Q5E984           2,19 

PSMD11 Subunidad reguladora 11 del  proteasoma 26S, 
no ATPasa  Q2KI42           2,20 

DNAAF6 Marco de lectura abierto 41 del cromosoma X, 
ortólogo Q2KIX9     2,19     2,25 

PDXK Piridoxal quinasa Q0II59           2,64 

COX4I1 Citocromo c 
oxidasa subunidad 4 isoforma 1, mitocondrial P00423     0,64       

GDI1 Rab GDP inhibidor de disociación alfa P21856     1,64       

NDUFB10 NADH deshidrogenasa [ubiquinona] 
1 subunidad beta subcomplejo 10 Q02373     2,64       

ATP5MF ATP sintasa subunidad f, mitocondrial Q28851     0,65       
RBBP4 Proteína de unión a histonas RBBP4 Q3MHL3     1,57       

NUDT21 Factor de especificidad de escisión 
y poliadenilación subunidad 5 Q3ZCA2     1,80       

SEC13 Proteína SEC13 homóloga Q3ZCC9     1,85       
KCNRG Proteína reguladora del canal de potasio Q863D4     1,66       
TXNDC5 TXNDC5 proteína no caracterizada G3MZD8     2,56       

* Proteínas con cambios de ≥ 1,5 veces entre tratamientos; p < 0,05. Tratamientos en el 
cultivo: A) Control; B) 1,2 µg/ml Zn+2; C) 10 pg/ml E2 y D) 10 pg/ml E2 con 1,2 µg/ml 
Zn+2. 

  

 En el sistema CIS, se analizó el impacto del Zn+2 en presencia de E2 sobre el 

proteoma de las CEOB (D-C) con el mismo abordaje que en el CS. Un total de 57 

proteínas mostraron cambios de abundancia entre los tratamientos (p < 0,05; Tabla 4.4). 

 
Tabla 4. Cambios en la abundancia relativa de proteínas luego de la suplementación 
con Zn+2 en presencia de E2 (CS de CEOB)* 

Proteína 
 Cambios de 

abundancia relativa 
entre tratamientos 

ID del gen Nombre de la proteína  ID Uniprot  
 

D-C 

TPD52 Proteína no caracterizada F1MBV6  4,46 

HSBP1 Proteína de unión al factor de choque térmico 1 Q3ZC22  3,85 

OCIAD1 Proteína 1 que contiene el dominio OCIA Q5E948  3,58 

PML Proteína no caracterizada F6R1H3  2,79 

ST13 Porteína de unión al factor de choque térmico, 
70kD  A7E3S8  2,59 

C1QBP Proteína de unión al subcomponente del 
complemento componente 1 Q, mitocondrial Q3T0B6  2,56 

NDUFV2 NADH deshidrogenasa [ubiquinona] flavoprote
ína 2, mitocondrial P04394  2,29 

AHNAK AHNAK nucleoproteína F1MCK2  2,17 
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ANP32E Fosfoproteína nuclear ácida rica en leucina, 
familia 32, miembro E F1MPJ7  2,06 

S100A14 Proteína S100-A14 (proteína de unión al calcio 
S100 A14) Q3MHP3  1,76 

FIS1 Proteína mitocondrial de fisión 1 (homólogo 
de Fis1) Q3T0I5  1,70 

TSGA10 Específica del testis, 10 E1BE64  1,70 

PPL Periplaquina F1N2K8  1,64 

PGRMC1 Componente receptor de progesterona asociado 
a la membrana 1 G5E5M5  1,55 

IGBP1 Proteína IGBP1 A7YY24  1,53 
PIH1D3 CXH
XORF41 

Marco de lectura abierto 41 del cromosoma X, 
ortólogo Q2KIX9  1,52 

ATP5PD 
ATP5H ATP sintasa subunidad d, mitocondrial P13620  1,51 

ALDH18A1 Delta-1-pirrolina-5-carboxilato sintasa Q2KJH7  0,67 

DNAJA1 Homóloga de DnaJ, subfamilia A miembro 1 Q5E954  0,67 

SEC31A Homóloga A de SEC31, componente complejo 
de recubrimiento COPII E1BMP2  0,66 

ECH1 Hidratasa de enoyl-CoA 1 F6PRB5  0,66 

TES Testina Q2YDE9  0,66 

SAR1A SAR1a  de unión a GTP  Q3T0D7  0,61 

SND1 Proteína 1 que contiene el dominio de nucleasa 
estafilocócica Q863B3  0,60 

AP1G1 Subunidad compleja AP-1 gamma F1MF68  0,58 

RPL7 Proteína ribosómica 60S L7 Q58DT1  0,58 

HYOU1 Proteína más abundante por hipoxia, 1 E1B748  0,57 

VCP ATPasa de retículo endoplásmico transitorio G3X757  0,56 

RBBP7 Proteína de unión a histonas RBBP7 Q3SWX8  0,56 
AP2B1 CLA
PB1 AP-2 subunidad compleja beta (AP105B) P63009  0,56 

RPS13 Proteína ribosómica 40S S13 Q56JX8  0,56 

ARL8B ADP- proteína similar al factor 
de ribosilación 8B F2Z4I5  0,54 

SERPINH1 Serpina H1 Q2KJH6  0,53 
RHOC 
ARHC 

Proteína de unión a GTP relacionada con 
Rho RhoC Q1RMJ6  0,50 

RPS4 Proteína ribosómica 40S S4 P79103  0,49 

ACTN4 Alfa-actinina-4 (alfa actinina 4, no muscular) A5D7D1  0,49 

CSRP1 Proteína 1 rica en cisteína y glicina Q3MHY1  0,47 

TCP1 Proteína 1 subunidad alfa del complejo T G5E531  0,47 

COPZ1 Coatómero subunidad zeta-1 P35604  0,46 

TMED2 RNP24 C3V9V7  0,44 

GNE Glucosamina (UDP-N- acetil)-2-epimerasa/N-
acetilmannosamina quinasa F1MIL9  0,43 

NSDHL Esterol-4-alfa-carboxilato 3 deshidrogenasa, 
descarboxilante Q3ZBE9  0,42 

DNAJB11 Homóloga de DnaJ, subfamilia B miembro 11 Q3ZBA6  0,41 
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RPL27 Proteína ribosómica 60S L27 P61356  0,40 

ARL1 Proteína 1 similar al factor de ribosilación de 
ADP Q2YDM1  0,40 

SDF2L1 Proteína similar al factor 2, derivada de células 
estromales Q3T083  0,40 

OVGP1 OGP Glucoproteína específica de oviducto (proteína 
de oviducto dependiente de estrógenos) Q28042  0,36 

HDLBP Proteína de unión a lipoproteínas de alta 
densidad F1MT25  0,33 

ATP2A2 ATPasa transportadora de calcio F1MPR3  0,30 

PYCR1 Pirrolina-5-
carboxilato reductasa 1, mitocondrial Q58DT4  0,25 

RPL6 Proteína ribosómica 60S L6 Q58DQ3  0,25 

RPS11 Proteína ribosómica 40S S11 Q3T0V4  0,24 

RPS27 Proteína ribosómica 40S S27 Q2KHT7  0,19 

RPL4 Proteína ribosómica 60S L4 Q58DW0  0,19 

H2AFJ Histona H2A.J Q3ZBX9  0,17 

RPL13 Proteína ribosómica 60S L13 Q56JZ1  0,16 

GFPT1 Glutamina --fructosa-6-fosfato transaminasa 1 F1MZY2  0,11 

* Proteínas con cambios de ≥ 1,5 veces entre tratamientos; p < 0,05. Tratamientos en el 
cultivo: C) 10 pg/ml E2 y D) 10 pg/ml E2 con 1,2 µg/ml Zn+2. 

 

3.3 Análisis funcional 

El análisis funcional mediante String mostró los principales términos GO 

encontrados para las proteínas identificadas al comparar D-C en el CIS (Figura 4.2). En 

cuanto a localización celular, las proteínas se asociaron principalmente a los términos 

“citoplasma”, “organela intracelular” y “ribosoma” (Figura 4.2 A). Con respecto a los 

procesos biológicos, en primer lugar se encontró “biosíntesis” y “traducción de 

compuestos organonitrógenos” (Figura 4.2 B). Sobre la función molecular, los 

principales términos fueron “constituyente estructural del ribosoma” e “involucrado en 

la unión a macromoléculas” (Figura 4.2 C). 
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Figura 4.2 Análisis funcional de las proteínas que modificaron su abundancia por 
efecto del Zn+2 en presencia de E2 (CIS de CEOB). 

 

 

 4 DISCUSIÓN 

Las CEOB experimentan marcados cambios morfológicos, bioquímicos y 

fisiológicos a lo largo de las fases folicular y luteal del ciclo estral estral. Estas 

modificaciones son necesarias para que el oviducto se convierta en el ambiente 

adecuado donde comenzará la formación de un nuevo individuo. Se sabe que entre los 

factores externos que influyen en dichos procesos se encuentran las hormonas 

esteroideas E2 y P4, que además regulan la expresión génica y la abundancia de 

proteínas (revisión bibliográfica por Binelli y col., 2018). En este capítulo, el objetivo 
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fue  estudiar el efecto del Zn+2 junto con el E2 en el proteoma de las CEOB in vitro. Para 

este fin, se usaron dos sistemas de cultivo (CS y CIS) y se analizaron los proteomas 

luego de los tratamientos correspondientes mediante nano LC-MS/MS. En ambos 

sistemas, la morfología celular, la actividad y la viabilidad se mantuvieron visiblemente 

durante las 24 horas de cultivo, en concordancia con los fenotipos de CEOB informados 

previamente en cultivos cortos (De Pauw y col., 2002; Rottmayer y col., 2006). 

 En el CS, al analizar los cambios de abundancia relativa entre tratamientos 

(Tabla 4.3) no se halló una regulación consistente por parte del Zn+2 sobre las proteínas, 

ya sea en presencia o no de E2 (columnas D-C y B-A, respectivamente). Por otro lado, al 

evaluar el efecto del E2 (C-A y D-B), hubieron proteínas cuya abundancia fue 

influenciada de manera consistente por el E2 y en similar medida, independientemente 

de la presencia de Zn+2.  El efecto del E2 en las CEOB podría deberse a la marcada 

regulación que ejercen las hormonas esteroideas sobre la fisiología del oviducto 

(revisión bibliográfica por Binelli y col., 2018).  

  Al analizar el CIS, se identificaron 57 proteínas cuya abundancia cambió con la 

exposición al Zn+2 en presencia de E2. Para una discusión más clara, estas proteínas se 

organizaron en 7 categorías funcionales: 1) ciclo celular, proliferación y crecimiento, 2) 

respuesta al estrés, 3) preñez, 4) estructura celular, 5) biosíntesis y metabolismo, 6) 

traducción de proteínas y 7) transporte y plegamiento de proteínas (Figura 4.3). Las dos 

últimas categorías se unificaron dado que sus implicaciones se encuentran conectadas. 

 Algunas de las proteínas identificadas poseen múltiples funciones, por lo que 

aparecen en más de una categoría (p. ej., HSBP1 y ST13, entre otras). Se discutió sobre 

ellas dentro de cada categoría en un contexto de proteínas con roles similares. 
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Puntualmente, HSBP1 figura en la mayoría de las columnas (Figura 4.3) y es la segunda 

proteína con mayor regulación positiva por parte del Zn+2 en el CIS. HSBP1 es un 

inhibidor de la respuesta al choque térmico y actúa sinérgicamente con HSP70 en el 

desarrollo de termotolerancia (Huang y col., 2007b). Miembro de la familia de proteínas 

de choque térmico (HSP, Heat shock proteins), HSBP1 protege a las células de la 

oxidación proteica, el daño al ADN y la ruptura de la estructura del citoesqueleto 

(Mehlen y col., 1995; Préville y col., 1998, 1999) y la apoptosis (Huang y col., 2007b). 

Además, se considera que HSBP1 (entre otras proteínas de la familia, como HSPA8, 

HSP90AA1 y HSPA1A) es indispensable para la fecundación y el desarrollo 

embrionario temprano (Neuer y col., 2000). En particular, HSBP1 es un regulador 

negativo del receptor de P4 en el bovino (Park y Song, 2003). Además, esta proteína está 

involucrada en programas de diferenciación celular (Arrigo, 2005) y plegamiento de 

proteínas (Arrigo, 2017). 
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Figura 4.3 Categorización funcional de las proteínas cuya abundancia varió al comparar 

D-C (efecto del Zn+2 en presencia de E2; ISC).  

 

Proteínas en negrita: incremento de abundancia  
Proteínas en itálica: disminución de la abundancia 

 

Ciclo celular, proliferación y crecimiento 

Varios miembros de esta categoría son proteínas conocidas por estar 

involucradas en la regulación de la división celular (p. ej., TPD52, OCIAD1, RBBP7, 
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CSRP1). Se ha relacionado a TPD52 con la división celular rápida por su papel en el 

almacenamiento de lípidos intracelulares, importante para la síntesis de la membrana 

celular (Frost, 2018). Por su parte, OCIAD1 es un regulador positivo de múltiples vías 

de señalización, tales como JAK/STAT y Notch (Kulkarni y col., 2011; Trivedi y Starz-

Gaiano, 2018). Estas vías determinan el destino celular, la migración, el crecimiento y 

la proliferación (Kulkarni y col., 2011; Sinha y col., 2013; Trivedi y Starz-Gaiano, 

2018). RBBP7 y CSRP1 están involucradas no sólo en la proliferación celular, sino 

también en la diferenciación (Louis y col., 1997; He y col., 2015). Además, CSRP1 está 

implicada en el crecimiento celular y se la considera como un marcador temprano de la 

diferenciación en células de músculo liso (He y col., 2013).  

 Durante el ciclo estral, la proporción de células secretoras y ciliadas cambia 

(Abe y Oikawa, 1993) en un proceso llamado “remodelación del epitelio”. Éste es 

necesario para que el oviducto se constituya en el ambiente óptimo para el transporte de 

gametas, la fecundación y el desarrollo embrionario temprano (Binelli y col., 2018). 

Dicha remodelación está principalemte regulada por la proliferación, diferenciación y 

apoptosis de las células secretoras; fenómenos controlados por cambios endocrinos 

durante el ciclo estral (Ito y col., 2016). En este sentido, aquí se encontró que un estatus 

nutricional adecuado de Zn+2 durante la fase folicular produciría cambios en la 

abundancia de muchas especies de proteínas involucradas en tales eventos celulares. De 

hecho, el Zn+2 es ampliamente conocido por su rol esencial en el crecimiento celular, la 

proliferación, el desarrollo y la diferenciación (Vallee y Falchuk, 1993). Por lo tanto, los 

hallazgos del presente estudio denotarían la influencia de Zn+2 en la regulación de 

proteínas involucradas en la remodelación del epitelio oviductal bovino durante la fase 

folicular. 
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Respuesta al estrés 

En esta categoría se incluyeron proteínas de diversos mecanismos celulares de 

defensa. ST13, una proteína vinculada a la respuesta al choque térmico, ejerce funciones 

de termotolerancia a través de la asociación con las proteínas HSP70 y HSP90 

(Frydman y Höhfeld, 1997), mientras que PYCR1 está implicada en la respuesta celular 

al estrés oxidativo (Phang, 2019), al igual que PML (Niwa-Kawakita y col., 2017) y 

S100A14 (Jin y col., 2011). Otras funciones entre las proteínas involucradas a la 

respuesta al estrés son: reorganización de nucleosomas y reparación de ADN por 

ANP32E (Gursoy-Yuzugullu y col., 2015), respuesta del metabolismo lipídico al estrés 

por SND1 (Navarro-Imaz y col., 2020) y regulación de la apoptosis por HYOU1 

(Ozawa y col., 1999), DNAJA1 (Gotoh y col., 2004) y VCP (Lim y col., 2009).  

 Desde hace tiempo que se reconoce al Zn+2 como un importante citoprotector 

que protege y estabiliza los complejos macromoleculares (p. ej., microtúbulos), 

moléculas celulares (p. ej., proteínas y ADN) y orgánulos subcelulares (p. ej., 

membranas) (Vallee y Falchuk, 1993). En este sentido, su capacidad para reducir el 

daño oxidativo es sustancial ya que los oxidantes o generadores de especies reactivas de 

oxígeno (EROS) son los principales inductores de la apoptosis. Los mecanismos 

antiapoptóticos del Zn+2 involucran dos características principales. Primero, limita la 

extensión del daño producido por los oxirradicales y otros agentes, lo que suprime 

varias vías de señalización que, de otro modo, impulsarían la activación de las caspasas 

y la apoptosis. En segundo lugar, ejerce una acción directa sobre algunos de los 

reguladores apoptóticos, especialmente sobre las caspasas (Truong-Tran y col., 2001) y 

las endonucleasas que fragmentan el ADN (Duvall y Wyllie, 1986). También se ha 

sugerido que el Zn+2 frena un paso anterior a la activación de las endonucleasas 
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(Lazebnik y col., 1993). En vista de lo expuesto, los cambios de abundancia de las 

proteínas de esta sección luego de su exposición al Zn+2 se encuentran en concordancia 

con las propiedades protectoras de este mineral traza. Además, dichos cambios sugieren 

que el Zn+2 estaría implicado en algún nivel de las cascadas de señalización antioxidante 

y/o antiapoptótica de esas proteínas. Asimismo, es posible que dichos procesos se vean 

afectados por cambios en la expresión génica y/o en la actividad de proteínas con dedo 

de Zn+2 luego de la exposición al mineral, como se ha reportado anteriormente (Berendji 

y col., 1997; Ahn y col., 1998). 

 

Preñez 

Entre las proteínas de este grupo, se ha descrito a ST13 como una de las 

chaperonas indispensables para que el receptor de P4 madure en su capacidad de unión a 

la hormona (Pratt y Toft, 2003). Por su parte, PGRMC1 es miembro de un complejo 

proteico de unión a P4 (Kaluka y col., 2015; Ryu y col., 2017) y está involucrada en la 

maduración de los ovocitos (Luciano y col., 2010). Notablemente, la abundancia de las 

tres proteínas involucradas en la regulación del receptor de P4 (HSBP1, ST13 y 

PGRMC1) aumentó en respuesta a la exposición al Zn+2, lo que indicó un posible papel 

para el Zn+2 en la activación de tales procesos. Por otro lado, la abundancia de OVGP1 

disminuyó en contacto con el mineral. Esta proteína de secreción participa en la 

fecundación y el desarrollo temprano del embrión y se la considera como el factor 

embriotrófico más importante (Avilés y col., 2010). Además, OVGP1 es regulada 

positivamente por el E2 durante la fase folicular (Bauersachs y col., 2004; Briton-Jones 

y col., 2004), por lo que la disminución de su abundancia implicaría una mayor 

influencia por parte del Zn+2. 
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Estructura celular 

Se identificaron también proteínas con roles centrales en la organización de la 

citoesqueleto. En particular, se conoce que PIH1D3 está involucrada en el movimiento 

ciliar (Olcese y col., 2017) y TSGA10 se encuentra comúnmente en estructuras ciliares 

conservadas (Arnaboldi y col., 2014). El incremento en la abundancia de estas proteínas 

tras la exposición al Zn+2 podría estar directamente vinculado a la función de este 

mineral traza como estabilizador de los microtúbulos (Hesketh, 1982). Además, se han 

encontrado grandes cantidades de Zn+2 dentro de los microtúbulos de cuerpos basales y 

cilias en células epiteliales de las vías respiratorias (Truong-Tran y col., 2000). 

 El marcado cambio en la abundancia de H2AFJ después de la exposición al Zn+2 

(fue la tercera proteína menos abundante) es de destacar dado que esta histona es un 

componente central del nucleosoma, donde el ADN está envuelto y compactado y se 

limita su accesibilidad y transcripción (Nishida y col., 2005). Por lo tanto, los presentes 

hallazgos podrían indicar una importante influencia del Zn+2 en la regulación de la 

transcripción del ADN durante la fase folicular. 

 

Biosíntesis y metabolismo 

El Zn+2 influyó en la abundancia de varias proteínas relacionadas a la biosíntesis 

y el metabolismo, con el mayor cambio  para GFPT1 (disminuyó 9,09 veces). La 

mayoría de estas proteínas son enzimas involucradas en la biosíntesis de las siguientes 

moléculas: aminoácidos por ALDH18A1 (Hu y col., 2008) y PYCR1 (de Ingeniis y col., 

2012), ácidos grasos por ECH1 (Zhang y col., 2010), colesterol por NSDHL (Caldas y 

Herman, 2003) y glucosamina por GFPT1 (Sutton-McDowall y col., 2006). 
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 En el oviducto, en la fase folicular se produce una mayor actividad biosintética y 

producción de proteínas (procesos que exigen grandes cantidades de energía) en 

comparación con la luteal (Malayer y col., 1988). La presente disminución en la 

abundancia de proteínas relacionadas a la actividad biosintética le daría al Zn+2 un papel 

modulador de tales procesos en el período folicular. Este hallazgo se vincula con 

aquellos del Capítulo 2, que mostraron que Slc30a7, que tiene un rol en la actividad 

biosintética, disminuye su expresión al incluir Zn+2 a un medio de cultivo con E2 (el E2 

en ausencia de Zn+2 no produjo cambios).  

 Resulta importante discutir el abrupto cambio en la abundancia de GFPT1 

(glutamina -fructosa-6-fosfato transaminasa 1), la primera enzima de la vía de 

biosíntesis de hexosamina (HBP; hexosamine biosynthesis pathway) y limitante de la 

velocidad de reacción. La vía HBP tiene influencia en procesos celulares esenciales, 

como el ciclo celular (Yang y Suh, 2014) y la transcripción y la traducción (Comer y 

Hart, 2000). Además, cataliza la formación de glucosamina-6-fosfato (Marshall y col., 

1991), componente que  influye negativamente en el desarrollo embrionario (Sutton-

McDowall y col., 2006; Pantaleon y col., 2010). Dada su vinculación con tales procesos 

críticos, la regulación de esta enzima debe ser estrictamente controlada. Los resultados 

aquí presentados sugieren que el Zn+2 juega un papel importante en dicha modulación.  

 

Transporte y plegado de proteínas - Traducción 

La gran mayoría de las proteínas de esta sección disminuyeron su abundancia 

cuando las CEOB se expusieron al Zn+2 en presencia de E2. Como se mencionó 

anteriormente, durante el estro, el oviducto (y su capa de células epiteliales en 

particular) muestra una alta actividad biosintética y se traducen grandes cantidades de 
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proteínas (Malayer y col., 1988; Buhi y col., 1989). En este contexto, un desequilibrio 

entre la capacidad y la demanda de plegamiento de proteínas puede causar estrés en el 

retículo endoplásmico (RE), seguido por la Respuesta de Proteinas Desplegadas (UPR, 

unfolded protein response), un mecanismo para restaurar la homeostasis del RE a través 

de la sobreproducción de chaperonas y enzimas de plegamiento (Schröder y Kaufman, 

2005). En el presente estudio, se encontró que VCP, una proteína que al inhibirse activa 

el fenómeno de estrés en el RE (Shah y Beverly, 2015), disminuyó su abundancia  ante 

la presencia de Zn+2, lo que señalaría elevados niveles de estrés en las CEOB. Por otra 

parte, otro estudio halló que la abundancia de HSBP1 aumenta cuando las células sufren 

alteraciones en el plegamiento de proteínas (Arrigo, 2017). De todos modos, aquí el 

Zn+2 disminuyó la abundancia de proteínas involucradas en la traducción, el 

plegamiento y el transporte, por lo que estos hallazgos marcarían que el mineral 

participa en el alivio del estrés del RE y en el mantenimiento de la proteostasis. La 

única proteína que tuvo una regulación positiva en este listado, HSBP1, favorece el 

replegado o la degradación proteolítica de los polipéptidos con pleglados incorrectos 

causados por estrés en el RE (Ehrnsperger y col., 2000).    

  Vale mencionar que el presente trabajo muestra que el Zn+2 influenciaría la 

abundancia de componentes regulatorios o estructurales de las HSP (HSBP1, ST13 y 

AP1G1) en las CEOB en la fase folicular. A pesar de que tradicionalmente se las ha 

clasificado como funcionales a los procesos de estrés celular, las HSP poseen funciones 

adicionales en las CEOB sanas (Boilard y col., 2004) y están asociadas no sólo a la 

maduración de las gametas, sino también al control del diálogo de éstas últimas y el 

embrión con el sistema reproductivo materno (Georgiou y col., 2005; Seytanoglu y col., 

2008) 



133 
 

 En un hallazgo interesante, el Zn+2 modificó la abundancia de numerosas 

proteínas cuya presencia está relacionada con la progresión del cáncer, como TPD52 

(Frost, 2018), OCIAD1 (Wang y col., 2010) y TSGA10 (Dianatpour y col., 2012), o 

RPL27 (Kondoh y col., 2001) y OVGP1 (Woo y col., 2004), entre otros. Por lo tanto, 

las alteraciones en el proteoma de las CEOB por efecto del Zn+2 también resultarían 

útiles en el estudio de procesos metabólicos en células oncogénicas que expresen estas 

proteínas. 

Tanto en CS como en CIS, no se detectó la presencia de los transportadores de 

Zn+2 estudiados en los capítulos anteriores entre las proteínas cuya abundancia cambió 

más de 1,5 veces al comparar los tratamientos. Tampoco se detectó al resto de los 

transportadores pertenecientes a las familias SLC39A y SLC30A. Al menos dos 

posibles explicaciones podrían aplicarse a estos resultados: 1) la presencia de 

mecanismos de regulación traduccionales y postraduccionales en dichos transportadores 

y/o 2) la regulación de la homeostasis celular del mineral requeriría de mínimos 

cambios en la abundancia de los transportadores (por tanto, aquí no detectados), al 

menos en respuesta al E2 y Zn+2. No existen aún estudios de inmunomarcación de estas 

familias de transportadores en las CEO de mamíferos, por lo que todavía se desconoce 

cómo es su expresión proteica y su localización en la célula. Es importante destacar que 

en la actualidad los conocimientos acerca de estos transportadores en las CEO resultan 

escasos (sino nulos). Asimismo, de acuerdo a lo relevado en la literatura, los 

experimentos de expresión génica del Capítulo 2 han sido los primeros en detectar los 

transcriptos de los transportadores de Zn+2 en las CEO de un mamífero. Por lo tanto, 

serán necesarios más estudios para comprender el efecto que poseen las hormonas 

reproductivas y el propio Zn+2 sobre la presencia de sus transportadores en las CEOB. 
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Por otra parte, se observaron diferencias en los resultados obtenidos entre los 

dos sistemas de cultivo implementados (CS y  CIS). Estas diferencias probablemente se 

deban a que el CIS contribuyó a mantener un ambiente más cercano al natural para las 

células y a que éstas casi no se manipularon hasta el final del cultivo, a diferencia de las 

del CS. Es por esto que el uso del CIS permitió aguzar los hallazgos sobre el impacto 

del Zn+2 en presencia de E2 (aproximación a la fase folicular) sobre el proteoma de las 

CEOB  

 Para terminar, el uso del sistema CIS posibilitó un análisis más profundo de la 

respuesta celular al Zn+2 en presencia del E2 en las CEOB. Se realizaron análisis de las 

funciones biológicas de las proteínas identificadas así como su categorización según sus 

principales roles en la célula. Esto incluyó funciones celulares que habían sido 

previamente descritas por otros autores como influenciadas e incluso potenciadas por el 

Zn+2, como la transducción de señales, la respuesta al estrés, el crecimiento y el 

metabolismo energético (Cousins y col., 2003). Asimismo, numerosas proteínas 

identificadas en este trabajo están vinculadas a importantes vías de transducción de 

señales en las que el Zn+2 y sus transportadores están involucrados, tales como OCIAD1 

en las cascadas STAT-3 (Yamashita y col., 2004), IGBP1 en la regulación de fosfatasas 

(Kong y col., 2009) y SND1 en la activación de factores de transcripción (Navarro-Imaz 

y col., 2020). En particular, los hallazgos aquí expuestos sugieren que, en la fase 

folicular, el Zn+2 influye en la remodelación del epitelio oviductal, la desaceleración de 

la biosíntesis, la disminución del estrés del RE y el mantenimiento de la proteostasis. 

Finalmente, la presencia del Zn+2 modificó la abundancia de varias proteínas conocidas 

por sus diversos roles en la reproducción de los mamíferos, como HSBP1, OVGP1 y 

GFPT1.  
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Efecto de las hormonas E2, FSH y LH sobre la concentración de Zn+2 libre intracelular 

y la expresión de sus transportadores en el COC bovino 

 Los transportadores de Zn+2 cuya expresión génica se comprobó tanto en los ovocitos 

como las CC fueron: Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14, Slc30a3 y Slc30a9.  

 Las hormonas E2, FSH y LH y el Zn+2 modificaron la concentración intracelular de Zn+2 

y la expresión de sus transportadores en el ovocito y las CC del bovino luego de la MIV. 

En numerosas ocasiones, la FSH produjo un efecto diferencial respecto al resto de las 

hormonas sobre la homeostasis del Zn+2.  

 Salvo algunas excepciones, tanto en el ovocito como en las CC, el E2, la FSH y la LH 

presentaron interacción con el Zn+2 al evaluar el nivel intracelular de Zn+2 y la ER de 

sus transportadores.  

 Los ovocitos mostraron niveles intracelulares de Zn+2 superiores a las CC en todos los 

casos. En general, el Zn+2 aumentó la ER de los transportadores en los ovocitos y la 

disminuyó en las CC.  

 

Efecto del E2 y la P4 sobre sobre la concentración de Zn+2 libre intracelular y la 

expresión de sus transportadores en las células epiteliales del oviducto bovino (CEOB) 

 Los transportadores de Zn+2 cuya expresión génica se comprobó en las CEOB fueron: 

Slc39a6, Slc39a8, Slc39a14, Slc30a3, Slc30a7 y Slc30a9. En general, los tratamientos 

con E2, P4 y Zn+2 condicionaron dicha expresión.  

 El E2 incrementó los niveles intracelulares de Zn+2 y la expresión de sus transportadores 

en las CEOB.  

 La P4 no modificó la concentración de Zn+2 intracelular en las CEOB y produjo menor 

expresión de los transportadores que el E2. 
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Efecto de la fase del ciclo estral sobre la expresión de los transportadores de Zn+2 en el 

COC y las CEOB 

 En el COC y las CEOB, los transportadores Slc39a6, Slc39a14 y Slc30a9 se expresaron 

de manera diferente según la fase del ciclo estral evaluada (luteal o folicular). 

 En los COC, la expresión de los transportadores Slc39a6, Slc39a14 y Slc30a9 fue 

menor en la fase folicular que en la luteal. 

 Se observaron discrepancias en los resultados de expresión génica entre las CEOB ex 

vivo (fase folicular y luteal) y las cultivadas in vitro con E2, P4 y Zn+2. 

 

Efecto del Zn+2 y el E2 sobre el proteoma de las células epiteliales del oviducto bovino 

(CEOB)  

 El Zn+2 no influyó de manera consistente sobre el proteoma de las CEOB, pero sí lo 

hizo el E2 (CS). 

 La exposición de las CEOB al Zn+2 en presencia de E2 (E2+Zn+2 vs E2; CIS) dio lugar a 

la expresión diferencial de 57 proteínas, las cuales se encuentran involucradas en la 

remodelación del epitelio oviductal, la desaceleración de la biosíntesis, la disminución 

del estrés del RE y el mantenimiento de la proteostasis.  

 No se detectaron proteínas transportadoras de Zn+2 de las familias SLC39A y SLC30A 

que cambiaran su abundancia en respuesta al Zn+2 o al E2. 

 El Zn+2 modificó la abundancia de varias proteínas conocidas por sus diversos roles en 

la reproducción de los mamíferos, como HSBP1, OVGP1 y GFPT1. 

 

Finalmente, todas las evidencias sugieren que las hormonas estudiadas participarían 

activamente en la regulación intracelular del Zn+2 en el COC y en las CEOB. 
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