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EFECTO DEL ZINC SOBRE LA MADURACION DE LOS OVOCITOS DE BOVINO Y SU

IMPACTO SOBRE LA CAPACIDAD DE DESARROLLO EMBRIONARIO POSTERIOR

Palabras claves: ovocito bovino, zinc, maduracion in vitro, blastocisto

Resumen

EL presente trabajo de tesis consisti6 en evaluar el efecto del zinc (Zn) durante la
maduracion de los ovocitos de bovino sobre la capacidad de desarrollo embrionario posterior.
Para tal fin, se han establecido los siguientes objetivos: 1) estudiar el efecto de distintas
concentraciones de Zn sobre la maduracién del ovocito bovino; 2) evaluar el efecto de distintas
concentraciones de Zn durante la maduracion in vitro (MIV) sobre la capacidad de desarrollo
posterior hasta el estadio de blastocisto y 3) determinar el rol de las células del cimulus como
puente metabdlico entre el medio externo y el ovocito. Para ello, se utiliz6 como modelo
experimental, la técnica de Produccion in vitro (PIV) de embriones bovinos que comprende tres
etapas: MIV, Fertilizacion in vitro y Cultivo in vitro de embriones hasta el estadio de blastocisto.
La PIV se realizé con ovocitos obtenidos a partir de ovarios bovinos de frigorifico. Los
resultados mostraron que: 1) la suplementacion con Zn no modificé la concentracién intracelular
de GSH/GSSG en ovocitos y células del cimulus excepto cuando se utilizé una concentracion

de 0,7 yg/ml Zn, 2) disminuye la tasa de apoptosis y el dafio en el ADN en dichas células y 3)



aumenta la actividad SOD en los complejos ovocito-cumulus. Ademas, 4) el agregado de Zn
incrementd la tasa de blastocistos y 5) mejoré la calidad de los embriones. La tasa de
blastocistos aumenté independientemente de la presencia de CC durante la MIV. En
consecuencia, todas las evidencias obtenidas sugeririan que el Zn actuaria como un factor
importante durante la maduracion del ovocito bovino favoreciendo el desarrollo embrionario
temprano. Estas evidencias sugeririan ademas, la posible existencia de transportadores de Zn

en el ovocito bovino.



EFFECT OF ZINC ON CATTLE OOCYTES MATURATION AND ITS IMPACT ON

SUBSEQUENT EMBRYO DEVELOPMENT

Key words: bovine oocyte, zinc, in vitro maturation, blastocyst

Summary

This study evaluated the effect of zinc (Zn) during bovine oocyte maturation on
preimplantational embryo development. For this purpose, we have established the following
objectives: 1) Effect of different Zn concentrations on in vitro maturation (IVM) of bovine oocytes;
2) Effect of different Zn concentrations during IVM of bovine oocytes on subsequent embryo
development to the blastocyst stage, and 3) Role of cumulus cells (CC) as metabolic bridge
between the external medium and the oocyte. For this end, bovine in vitro embryo production
(IVP) was used as experimental model. The IVP technique consists of three steps: IVM, in vitro
fertilization and in vitro culture of embryos until blastocyst stage. The IVP was performed using
bovine oocytes obtained from slaughterhouse ovaries. The results obtained here showed that: 1)
The addition of Zn to IVM medium did not affect intracellular GSH-GSSG content in oocytes and
CC with the exception of 0,7 pg/ml Zn; 2) The rates of apoptosis and DNA damage, in both
oocytes and CC, were reduced when Zn was added to IVM medium; 3) SOD activity was higher

in cumulus-oocyte complexes matured with the addition of Zn to IVM medium; 4) the addition of



Zn in IVM medium improved the blastocyst rate and embryo quality; 5) the percentage of
blastocysts was enhanced regardless of the presence of CC during IVM. Consequently, all
evidences obtained suggest that Zn acts as an important factor during bovine oocyte maturation
promoting early embryo development. Besides, these evidences suggest that Zn transporters

might exist in the oocytes.



Introduccion general

1.1 Aspectos Historicos

Desde principios de siglo XX, se han realizado diversos estudios para comprender el
proceso de la fecundacién en mamiferos. Estos estudios contribuyeron en gran medida al
conocimiento de la biologia de la reproduccion. Para llevar a cabo este tipo de investigaciones
fue necesario desarrollar condiciones in vitro, similares a aquellas encontradas en el oviducto in

vivo, que permitieran mantener al 6vulo y al espermatozoide en estado funcional.

Los trabajos que estimularon el desarrollo de modelos in vitro fueron realizados por el
grupo de Pincus durante la década del 30 (Pincus y Enzmann, 1935; Pincus y Saunders, 1939).
En estos trabajos se mezclaron espermatozoides y ovocitos maduros de conejo en un medio de
cultivo que permitid su viabilidad in vitro. Los ovocitos recién fecundados fueron luego
transferidos a oviductos de conejas a las cuales se les habia inducido la ovulacién, lograndose
finalmente el nacimiento de las crias. A pesar de este primer logro en mamiferos, a lo largo de
la década del 40, muchos de los conocimientos sobre fecundacion se basaron en estudios
realizados en el erizo de mar. Fue recién en la década del 50 que los estudios sobre la fisiologia
de la reproduccion en mamiferos tomaron un auge inesperado debido al éxito obtenido en la

fecundacioén in vitro (FIV) en conejo, raton y hamster y al descubrimiento del fenémeno de



capacitacion como proceso fundamental para que el espermatozoide adquiera capacidad

fecundante (Austin, 1951; Chang, 1951; Chang, 1968; Chang y col., 1977).

Por otro lado, uno de los estudios mas destacados fue realizado por Sreenan (1970) en
bovinos, quien utiliz6 semen de toro preincubado en un medio con -amilasa con el propdsito
de intentar fecundar in vitro a ovocitos madurados in vitro. Sin embargo, fueron Iritani y Niwa
(1977) en Japon, quienes lograron finalmente la fecundacion in vitro de ovocitos bovinos

madurados en cultivo.

Si bien hasta ese momento se habian realizado grandes avances en el modelo bovino in
vitro, era necesario evaluar la eficacia del sistema con el nacimiento de crias. Fue por esta
razén, que unos afios mas tarde el trabajo de Brackett y colaboradores (1982), provoco un gran
impacto ya que informaba del nacimiento en EEUU del primer ternero producido mediante
fecundacion in vitro de ovocitos ovulados y recuperados del oviducto. Casi simultdneamente
Lambert y colaboradores (1983), en Canada, empleando técnicas de laparoscopia para obtener
ovocitos directamente del ovario de la hembra en un momento préximo a la ovulacion,
consiguieron por fecundacion in vitro dos nuevos nacimientos. Unos afios mas tarde, Hanada y
colaboradores (1986) informaron nacimientos a partir de ovocitos madurados y fecundados in
vitro. Es importante destacar, que este estudio aporté gran cantidad de informacién debido a
que durante el mismo se implementaron una serie de técnicas: los embriones obtenidos se
transfirieron por primera vez en el estadio de blastocisto, luego de ser cultivados en el utero de
conejas, y fueron congelados y descongelados antes de ser transferidos a la hembra receptora.
Un afio mas tarde, Lu y colaboradores (1987) obtuvieron en Dublin terneros desarrollados a
partir de un procesamiento in vitro completo que incluyd las etapas de maduracion, fecundacion,
y cultivo de embriones in vitro, proceso que se denomind produccion in vitro de embriones

(PIV).



Este progreso alcanzado en el manejo reproductivo in vitro en bovinos también tuvo
repercusion en ovinos, porcinos, equinos, caprinos, bufalos y ciervos, teniendo gran auge las
investigaciones orientadas hacia las especies en vias de extincion. La mayoria de los trabajos
realizados con embriones de rumiantes fueron compilados por Trounson (1992). Entre ellos
podemos mencionar los estudios realizados en Francia con ovinos y caprinos por Crozet y
colaboradores (1987) utilizando diversas técnicas de capacitacion, con la obtencion de
nacimientos luego de la transferencia de cigotos obtenidas in vitro, asi como los estudios
realizado por Slavik y Fulka (1991, 1992) en Checoslovaquia que lograron nacimientos a partir

de embriones obtenidos in vitro.

En porcinos, Cheng y colaboradores (1986) consiguieron nacimientos a partir de ovocitos
madurados in vivo. Sin embargo, el primer informe de desarrollo de embriones madurados y
fecundados in vitro proviene del trabajo publicado por Mattioli y colaboradores (1989). Si bien en
porcinos se han publicado muchos trabajos relacionados con el proceso de la maduracion,
fecundacion y cultivo in vitro de embriones, queda mucho por realizar para solucionar los altos
niveles de polispermia que presentan (Yoshida y col., 1992 a; 1993; Zheng y Sirard, 1992; Coy

y col., 1993; Clark y col., 2005; Somfai y col., 2008; Gil y col., 2010).

Palmer y colaboradores (1990, 1991) en Nouzilly (Francia) lograron obtener el primer
potrillo luego de una FIV empleando ovocitos madurados in vivo. Hasta el presente, la
fecundacion in vitro se ha mantenido como una técnica de muy bajo rendimiento en esta
especie, solo se han informado el nacimiento de dos potrillos a partir del empleo de la misma
(McPartlin y col., 2009). En equinos, las tasas de fecundacion obtenidas por FIV son muy
variables (0 a 60 %) (Mugnier y Col., 2009) y mas bajas que las tasas de FIV observadas en el
resto de las especies domésticas: porcinos: 40 a 82,2 % (Abeydeera y Day, 1997; Funahashi y

Day, 1997; Wang vy col., 1997; Nagai y col., 2006; Somfai y col., 2008); bovinos: 72 a 87 %



(Hashimoto, 2009; Lopes y col., 2010); caprinos: 46 a 79,4 % (Crozet y Col., 1995; Katska-
Ksiazkiewicz y Col., 2004) y ovinos: 72,5 a 84,3 % (Wan y Col., 2009). Esta variabilidad esta
relacionada a la incompleta maduracion in vitro del ovocito (Li y Col., 2001; Hashimoto, 2009), a
la ineficiente capacitacion esperméatica (Alm y Col., 2001; Petrunkina y col., 2007) y/o a cambios
en la zona pelucida (Dell’Aquila y Col., 1999; Hinrichs y Col., 2002; Rienzi y col., 2011). En
1997, Dell’Aquilla y colaboradores (1997) mejoraron las tasas de FIV de ovocitos equinos
madurados in vitro, utilizando la inyeccion intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI).
Desde entonces, la técnica de ICSI ha sido utilizada como alternativa a la FIV convencional, ya
gue elimina los problemas relacionados a la union espermatozoide-ovocito y a la penetracion

espermatica (Ben-Yosef y Shalgi, 1998; Goldberg y col., 2007).

En la década del 90, se le prest6 especial atencion a las funciones que cumplen los
aminodacidos (Gardner y col., 1994; Hill y col., 1997), las glicoproteinas (Hunter, 1994), los
protectores contra el estrés oxidativo (Yoshida, 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)

Todos estos estudios fisioldgicos y metabdlicos realizados en ovocitos, espermatozoides y
embriones de mamifero en relacion con el microambiente que los rodea, han permitido ampliar
los conocimientos en el campo de la biologia de la reproduccién. En los ultimos afios, las
investigaciones se han centrado en la regulacion ejercida por diversos factores ovocitarios
sobre las funciones de las células del cimulus (Gilchrist y col. 2008), el rol que desempefian
distintos factores de crecimiento durante la maduracién in vitro del ovocito (Chen vy col., 2008;
Shabankareh y Zandi, 2010) y en el estudio de las vias metabdlicas involucradas en dicho
proceso (Sutton-McDowall y col., 2010). También han sido objeto de estudio, la dinamica de los

eventos relacionada con los microfilamentos durante la maduracion del ovocito y la fecundacion
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(Sun y Schatten, 2006) y las funciones de las mitocondrias en ovocitos y embriones

preimplantacionales (Wang y col., 2009).

La técnica denominada Ovum Pick-up (OPU), descripta por primera vez en el bovino por
Pieterse y col. (1988) permite obtener ovocitos de una donante por aspiracion folicular
transvaginal guiada por ecografia (Mapletoft y Hasler, 2005). El uso de OPU, ha permitido
incrementar la produccion de embriones de una donante determinada mediante la maduracion y
fecundacion in vitro de ovocitos (Brogliatti y Adams, 1996; Bols, 2005). Esta técnica, se utilizé
para producir embriones a partir de ovocitos de terneras, acortando asi el intervalo
generacional, o de ovocitos de hembras gestantes (Brogliatti y Adams, 1996; Taneja y col,
2000; Merton y col., 2009). Wilson y colaboradores (2005) plantean la utilizacibn de semen
sexado para la fecundacion in vitro de ovocitos obtenidos por OPU para la producciéon de
vaquillonas de reemplazo de razas lecheras, asi como en programas de mejoramiento genético.
En el afio 2005, los embriones producidos a partir de ovocitos obtenidos por OPU representaron
el 30% del total de embriones transferidos en el mundo, siendo Brasil el responsable del 50%

de esta produccion (Thibier, 2006).

1.2 Ovogénesis

1.2.1 Introduccion

La ovogénesis es el proceso por el cual se forman las gametas femeninas. Estas gametas
se denominan ovocitos y son los encargados de aportar, entre otras cosas, el complemento
haploide de cromosomas de la hembra que, junto con el del espermatozoide, daran origen a un
nuevo individuo. En los mamiferos, la ovogénesis comienza relativamente temprano durante el

desarrollo del feto y termina meses o0 afios mas tarde en el momento de la madurez sexual del
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adulto (Halfter y col., 1996; Abrieu y col., 2001; van den Hurk y Zhao, 2005; Liu y col., 2006;
Aerts y Bols, 2010). La ovogénesis se inicia con la formacién de las células germinales
primordiales (CGP) que sufren una serie de cambios para transformarse en ovocitos primarios

(ambos estadios en el feto) hasta llegar al estadio de ovocito secundario en el animal adulto.

1.2.2 Formacion de ovocitos

El proceso de formacién del ovocito se inicia con la generacién de las CGP; su migracion
a las gbnadas, la colonizacién de las génadas por las CGP, su diferenciacién a ovogonias, la
proliferacion de las ovogonias, la iniciacion de la meiosis y por ultimo el arresto meiético en
estadio de diplotene de la profase | (van den Hurk y Zhao, 2005). Los ovocitos se forman a
partir de un pequefio nimero de CGP de origen extragonadal (Clark y Eddy, 1975; Buccione y
col., 1990; Aerts y Bols, 2010). La aparicion de estas células durante el desarrollo embrionario,
previamente a la formacion de los somitos, indica el comienzo de la ovogénesis. Varios estudios
sugieren que los rudimentos embrionarios del alantoides y la parte caudal de la linea primitiva
podrian considerarse como lugares de formacion de las CGP. Hahnel y Eddy (1986), localizaron
a las CGP en el epiblasto del embrion de ratén durante el proceso de gastrulacion.
Posteriormente, Ginsburg y colaboradores (1990), localizaron a estas células durante la
gastrulacién de embriones de ratén de 7 dias de edad. Las CGP aparecen ubicadas en el
mesodermo extraembrionario, estas son ocho células grandes, fosfatasa alcalina positivas, con
nacleos prominentes, estructuras subcelulares especificas y capacidad migratoria. Hasta ahora
no ha quedado del todo claro por medio de que mecanismo se desplazan estas células, si lo
hacen mediante movimientos ameboides, extendiendo filopodios sobre las células subyacentes,
0 avanzan por movimientos de crecimiento del tejido adyacente (Freeman, 2003). Las CGP

migran primero hacia el mesodermo por la linea primitiva y luego hacia el endodermo siguiendo
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el camino del alantoides. Hacia los 7,5 dias de desarrollo, las CGP se ubican en la pared
endodérmica del saco vitelino, donde se dividen en dos grupos, gue migran en direccion caudal
desde el saco vitelino hacia el intestino posterior recientemente formado y, desde alli, hacia el
mesenterio dorsal para alcanzar finalmente las génadas derecha e izquierda a los 11 dias de
desarrollo. Durante la migracion, las células han proliferado de una poblacion de 10 a 100
células a una de 2500 a 5000 células. Esta nueva poblacion celular se encuentra asociada con
las células sobre las que se desplaza siendo capaz de penetrar monocapas y migrar a través de
ellas (Stott y Wylie, 1986). La totalidad de las CGP llega a las gbnadas a los 12 dias de
desarrollo. Aun no se conoce completamente el mecanismo por el cual reconocen la ruta que
deben seguir, pero se cree que podrian ser guiadas a través del contacto con un sustrato a lo
largo de todo su camino. Este reconocimiento estaria mediado por la unién del receptor c-kit
gue se expresa en la superficie de las CGP y su ligando Ligando Kit (LK) o Stem Cell Factor
(SCF o Factor Células Madre) que se expresa en las células somaticas a lo largo de todo el
trayecto migratorio (van den Hurk y Zhao, 2005). Componentes de la matriz extracelular como
por ej. la fibronectina, podrian también contribuir a la formacién de una ruta migratoria y
servirian para estimular el traslado de las CGP migrantes (Fujimoto, 1985; Halfter y col., 1996).
Ademas, se cree que sustancias producidas por la cresta gonadal conducen por quimiotaxis a
las CGP hacia las gbnadas y estimulan su actividad mitética (Godin y col., 1990; van den Hurk y
Zhao, 2005). ElI SCF estimula la proliferacién de las CGP, de los melanoblastos de la cresta
neural y de las células madre hemocitopoyéticas. Evidencias in vitro indican que el esbozo de
las gbnadas secreta una proteina difusible del tipo TGF-B1 (factor de crecimiento transformante
B1), capaz de atraer a las CGP en su ruta hacia los ovarios primitivos (Godin y col., 1990; Godin
y Wyle, 1991). Luego de alcanzar la superficie de las génadas, las CGP migran hacia la corteza
del ovario donde, junto con las células epiteliales, dan origen a los cordones sexuales corticales

(van den Hurk y Zhao, 2005). Los componentes parenquimatosos del ovario derivan
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principalmente del epitelio célomico y del mesénquima dorsal, aunque se cree que el
mesonefros también contribuye a la formacion del soporte somatico. En embriones de ratén de
13 dias de desarrollo (52 - 60 pares de somitos) el ovario ya se encuentra diferenciado y las
CGP han completado la migracion hacia los cordones sexuales corticales. La expresion de
moléculas de adhesion es fundamental para que las CGP colonicen las gbnadas y formen los
cordones sexuales corticales (Anderson y col., 2001). En el ovario, las divisiones mitoticas de
las CGP dan origen a grupos de ovogonias que se encuentran conectadas entre ellas por medio
de puentes citoplasmaticos intercelulares. Cuando la formacion de estos grupos se completa, el
ovario queda constituido por unas pocas células germinales individuales y numerosos sincitios
de CGP. Estos grupos comienzan a separarse para formar los foliculos individuales, en el
segundo trimestre de gestacion en el humano y después del nacimiento en el ratén (Tingen y
col., 2009). El numero total de ovogonias que tiene cada individuo ya esta fijado antes de la
madurez sexual y en algunos casos antes del nacimiento. En la mayoria de los mamiferos la
proliferacibn de las ovogonias esta restringida al periodo prenatal o a unos pocos dias
posteriores al nacimiento (Mauleon, 1967). Por ejemplo, mientras que en primates y rumiantes
este proceso se lleva a cabo durante la vida fetal, en roedores y conejos se desarrolla durante
el periodo neonatal temprano por lo que el ovario presenta luego del nacimiento,
aproximadamente 8000 ovocitos detenidos en meiosis, que estan rodeados por células
foliculares (Hirshfield, 1991). Sin embargo, en los Iémures la actividad mitética de las células

germinales continGa aun en el adulto (Drion y col., 1996).

Durante el preleptonema (periodo de la interfase que sigue a la ultima division mitética de
la ovogonia), el ADN se replica para iniciar la meiosis, siendo esta actividad la sefial que indica
que la ovogonia se ha transformado en ovocito primario. A los 12 dias de la embriogénesis,

unas pocas ovogonias (5 %) ya comienzan a trancitar el estadio de leptonema de la Profase |
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de la meiosis (Baker, 1972; 1982; Zuckerman y Baker, 1977; Byskov, 1982). El progreso de esta
etapa no requiere de una estimulacion de tipo endocrino ya que, se ha observado en estudios in

vitro que la profase meidtica contina en ausencia de un ambiente gonadal (Urner y col., 1983).

En el embrion de 14 dias de edad (61 - 62 pares de somitos) la poblacion de células
germinales estd formada por partes iguales de ovogonias y ovocitos primarios, mientras que
hacia el dia 17 de la embriogénesis (65 pares de somitos), el ovario contiene solamente
ovocitos primarios en varios estadios de la primera profase mei6tica (Baker y Franchi, 1967a,
1967b; Habibi y Franchi, 1978; Bachvarova y col., 1982; Speed, 1982). Los ovocitos primarios
necesitan de 3 a 6 horas para completar el leptonema y, entre 12 y 40 horas, para completar el
zigonema. Durante el zigonema los cromosomas homolégos forman pares y se produce la
sinapsis, dando como resultado cromosomas bivalentes compuestos por cuatro cromatidas. En
el embrién de 18 dias la mayoria de los ovocitos primarios se encuentran en el estadio de
paquinema de la profase correspondiente a la primera division meidtica. Durante este estadio
gue dura aproximadamente 60 horas, se produce el entrecruzamiento (crossing-over) y
recombinacion del material genético. Por lo tanto, la progresion de la profase desde el estadio
de leptonema hasta paquinema dura aproximadamente 4 dias. En el dia 19 de la embriogénesis
aparecen los primeros ovocitos primarios en diplonema con los cromosomas exhibiendo
quiasmas como resultado del crossing-over. La profase se desarrolla hasta diplonema con
sintesis de ARNr, ARNt y ARNm. El proceso de sintesis es muy activo y dificil de detectar en
etapas posteriores luego de la ruptura de la vesicula germinal (envoltura nuclear) (Wassarman y
Letourneau, 1976). Los ovocitos primarios quedaran detenidos en diplonema tardio o difuso
(también llamado estadio de diacinesis) hasta la atresia folicular o hasta que el foliculo complete
su crecimiento en respuesta al pico de hormona luteinizante (LH) que induce la reanudacion de

la meiosis convirtiendo al ovocito primario en una gameta haploide (van den Hurk y Zhao,
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2005). Una de las doctrinas béasicas de la biologia indica que la mayoria de las hembras de
mamifero pierden la capacidad de renovacion de las células germinales durante la vida fetal,
guedando fijada la reserva de ovocitos primarios al momento del nacimiento. Sin embargo,
estudios realizados en primates adultos (David, 1974; Bukovsky y col., 2004) y en ratones
(Johnson y col., 2004) demostraron que en estos casos, los ovarios poseen células germinales
mitoticamente activas que son capaces de formar ovocitos y foliculos. Bukovsky y col. (2004)
sugieren que células progenitoras mesenquimaticas presentes en la tanica albuginea de ovarios
de mujeres adultas, podrian diferenciarse en los componentes que forman los foliculos

primordiales (células germinales y de la granulosa primitiva) durante el periodo reproductivo.

1.2.3 Formacion de foliculos primordiales

Coincidentemente con la iniciacion de la meiosis, surgen los foliculos primordiales que se
componen de un ovocito rodeado por una capa de células somaticas escamosas planas
(células pregranulosas). En la mayoria de las especies las células pregranulosas tendrian un
origen dual a partir de células epiteliales de la superficie, que migran hacia el interior del ovario
y de células derivadas del mesonefros que ascienden a través de éste (van den Hurk y col.,
1995; Garrett y Guthrie, 1999; Sawyer y col., 2002). Durante el inicio de la actividad meiética
gran parte de los ovocitos degeneran provocando una disminucién en el nimero de foliculos
primordiales presentes en el ovario al momento del nacimiento. Esta pérdida puede alcanzar
cerca del 60 % en porcinos, 80 % en roedores, 90 % en humanos y aln mas en rumiantes
(McNatty y col., 1995; Guthrie y Garrett, 2001; van den Hurk y Zhao, 2005). El pool de foliculos
primordiales se caracteriza por mantener una relativa quiescencia hasta poco antes de la
pubertad, momento en que el ovario comienza a ser receptivo a las hormonas gonadotréficas

(Eichenlaub-Ritter y Peschke, 2002).
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1.2.4 Formacién de foliculos primarios

Los foliculos primordiales se mantienen quiescentes hasta que son reclutados dentro de
una poblacion en crecimiento. Cada dia, un grupo de foliculos primordiales son reclutados y
transformados en foliculos primarios. Los foliculos primordiales se convierten en primarios tras
la hipertrofia de las células planas que rodean al ovocito y que se transforman en células
cubicas. A partir de este momento el foliculo comienza a crecer en un proceso continuo que
esta regulado por el ovario y en el cual, el ovocito y las células foliculares que lo rodean crecen
coordinadamente, progresando a través de una serie de estadios morfolégicos definidos que
culminan en la ovulacién de un ovocito maduro o en la atresia folicular (Pedersen y Peters,
1968; van den Hurk y Zhao, 2005; Liu y col., 2006; Moniruzzaman y Miyano, 2010) (Figura 1). El
namero de foliculos primordiales que comienzan a crecer en cada ciclo es probablemente
consecuencia de un balance entre factores estimuladores e inhibidores de origen sistémico y/o
local (van den Hurk y Zhao, 2005; Tingen y col., 2009; Moniruzzaman y Miyano, 2010) e
independiente de la accion directa de la hormona foliculoestimulante (FSH) (Meduri y col.,

2002).

1.2.5 Crecimiento del ovocito y formacién de foliculos multilaminares

(secundarios)

Durante la fase de crecimiento el ovocito permanece detenido en diplonema de la primera
profase meidtica e incrementa su volumen hasta 500 veces, convirtiéndose en una de las
células mas grandes del organismo. La cantidad de citoplasma aumenta por acumulacion de
sustancias de reserva produciéndose un incremento en la sintesis de ARN. Ademas, aumenta

el numero de mitocondrias, se forman los granulos corticales que contienen mucopolisacéridos
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y enzimas proteoliticas que se ubican por debajo de la membrana plasmética, se forman
microvellosidades en la membrana citoplasmatica y se observa la zona pellicida. Esta ultima,
esta constituida por glicoproteinas como la ZPI que mantiene la esfericidad del ovocito y, la ZPlII
y ZPIll que intervienen en la unidén con el espermatozoide (Wassarman, 1990). En contraste
con ZPly ZPIll la expresion de ZPII ocurre en el foliculo primordial (van den Hurk y Zhao, 2005).
Las proteinas de la zona pellcida son sintetizadas por el ovocito (Wassarman y Mortillo, 1991).
La zona pellcida en humanos consta de cuatro glucoroteinas (ZPI a ZPIV). Las ZPIl y ZPIll se
combinan para formar unidades basicas que se polimerizan en largos filamentos. Estos
filamentos se unen de manera peridédica mediante puentes cruzados formados por moléculas de

ZPly ZPIV (Goudet y col., 2008).

El crecimiento del ovocito en el raton se completa en un corto periodo de tiempo (2 o 3
semanas) mientras que en otras especies puede llevar meses o afios (Pincus, 1936; Abrieu y
col., 2001; Moniruzzaman y Miyano, 2010). La capa de células foliculares cubicas del foliculo
primario se estratifica por una serie de divisiones mitéticas pasando a constituir las células de la
granulosa. Alrededor de éstas se desarrolla una capa de células que forman la teca a partir de
células del estroma intersticial. De esta manera queda constituido el foliculo multilaminar
(también llamado secundario o preantral) (van den Hurk y Zhao, 2005; Aerts y Bols, 2010;
Young y McNeilly, 2010). Richards (1979) demostré que tanto los estrégenos como la FSH
estimulan la proliferaciéon de las células de la granulosa ejerciendo un efecto mitogénico sobre
las mismas. Estas células, ademas de comunicarse entre ellas forman uniones nexo (gap) con
el oolema del ovocito (Anderson y Albertini, 1976; Heikinheimo y Gibbons, 1998). Estas uniones
estan formadas por proteinas conexinas como la conexina 37 la cual es expresada por el
ovocito durante todo los estadios de la foliculogénesis (McGhee y Hsueh, 2000; Amleh y Dean,

2002). Este tipo de uniones se encuentran en muchos sistemas biol6gicos y actlan como
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mediadores de la comunicacién intercelular permitiendo el pasaje de pequefias moléculas que
influyen sobre las células vecinas (Gilula y col., 1978; Lawrance y col.,, 1978), como por
ejemplo: nutrientes, precursores metabdlicos (como aminoacidos y nucléotidos) y moléculas de

sefializacién como hormonas y factores de crecimiento (van den Hurk y Zhao, 2005).

Figura 1. Fases de crecimiento del foliculo (Adaptado de van den Hurk y Zhao, 2005).
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Aungue los foliculos multilaminares son sensibles a hormonas gonadotréficas, pueden
desarrollar hacia el proximo estadio (foliculo antral) en presencia de una minima circulacién de
FSH o con receptores defectuosos para FSH (McGhee y Hsueh, 2000). La LH juega un rol
preponderante en el desarrollo del foliculo multilaminar. Los receptores para LH presentes en la
teca de los foliculos multilaminares tempranos de raton estimulan la biosintesis de andrégenos
tecales los que a su vez promueven la formacion de receptores para FSH en células de la
granulosa, amplificando de este modo la accion de la FSH en estos foliculos (van den Hurk y

col., 1999).

1.2.6 Crecimiento del ovocito y formacién de foliculos antrales

Estudios realizados afios atras en mamiferos euterios han establecido claramente un
patrén bifasico en el crecimiento del ovocito y del foliculo. Durante la primera fase el crecimiento
de ambos es lineal y tiene una correlacién positiva. En el momento en que el ovocito alcanza su
tamafio maximo, justo antes de la formacion de la cavidad antral, comienza la segunda fase en
la cual aumenta la actividad mitética de las células de la granulosa y de las células de la teca,
mientras que la acumulacion de liquido folicular se transforma en el evento mas importante.

Esta misma relacion se ha observado en monotremas y marsupiales (Aerts y Bols, 2010).

El fluido antral (o folicular) es una fuente importante de moléculas reguladoras y
moduladoras derivadas de la sangre, como por ej.. gonadotrofinas, esteroides, factores de
crecimiento, enzimas, proteoglicanos y lipoproteinas (van den Hurk y Zhao, 2005). Durante el
desarrollo folicular, la produccién de fluido antral se intensifica por un aumento en la
vascularizacion y permeabilidad de los vasos sanguineos del foliculo. La sefial que dispara la
formacion del antro permanece hasta el momento poco clara. Estudios in vitro realizados en

roedores muestran como posibles candidatos a la FSH (Hartshorne, 1997; Mao vy col., 2002),
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LH (Cortvrindt, 1998), activina (Zhao y col., 2001) y al Ligando K (Driancourt y col., 2000). En su
desarrollo, el foliculo antral atraviesa cuatro etapas o fases: fase de crecimiento basal, de
reclutamiento, de seleccién y de dominancia (Webb y col., 1999; Driancourt, 2001; Fortune y
col., 2001; Findlay y col., 2002). Si bien, los foliculos antrales tempranos presentan ARNm para
receptores de FSH, estos foliculos son relativamente independientes de las gonadotrofinas
durante el periodo de crecimiento inicial. Estos foliculos aumentan su tamafio 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). Cuando los foliculos antrales alcanzan un tamafio de
aproximadamente 0,2 mm en la hembra de ratéon, 1 mm en cerda, 2 mm en oveja, 4 mm en la
vaca y 10 mm en la yegua se vuelven dependientes de gonadotrofinas y son reclutados para
continuar su crecimiento (Driancourt, 2001). EI nimero de foliculos reclutados varia entre las
especies, de 5 a 10 en vaca, de 1 a 4 en yeguas o mas de 50 en el caso de las cerdas. El
reclutamiento y la seleccién de foliculos antrales ocurren en forma de ondas y en nimero de 2 a
3 (vaca), 3 a 4 (oveja), 4 a5 (cabra) y 1 a 2 (yegua) ondas por ciclo. En la oveja al igual que la
vaca el tamafio del foliculo reclutado se corresponde con el tamafio en el que la aromatasa
P450, responsable del pasaje de andrégenos a estrogenos, se vuelve detectable en la
granulosa (Webb y col., 1999; Driancourt, 2001; Fortune y col.,, 2001). Al comienzo de la
madurez sexual una sefial hormonal selecciona un grupo de foliculos que contindan su
crecimiento. En esta seleccion intervienen las hormonas FSH, LH y los estrégenos. La FSH
estimula el crecimiento de los foliculos por proliferacion de las células foliculares. Cuando los
foliculos superan los 4 mm en oveja, 5 a 6 mm en cerda, 8 mm en vacas o0 25 mm en las
yeguas comienzan a desarrollar receptores de LH en células de la granulosa (Driancourt, 2001)
y reciben el nombre de dominantes. Estos foliculos sometidos a la accion de la LH e
independientemente que la concentracion de FSH disminuya, crecen rapidamente en pocos

dias y se vuelven mas grandes que el resto. En los foliculos dominantes, el ovocito se
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encuentra rodeado por células de la granulosa conocidas como células del cumulus (CC)
formando un complejo muy compacto llamado complejo ovocito-cumulus (COC). Este complejo
es una “peninsula” embebida en liquido folicular y conectado con las células de la granulosa

murales que rodean el antro folicular (Figura 2).

Figura 2. Foliculo antral de bovino con el oocito primario fuertemente adherido a las células de

la granulosa (Gordon 1996).

Epitelio germinal

Teca externa

Téca interna

Células de la granulosa

Camulus cophorus

Fluide felicular

_""":. i ;
==z
A e

La dominancia folicular se encuentra reforzada por al menos dos factores locales: el IGF-I
(Factor de crecimiento similar a la insulina tipo uno) que estimula la formacién de receptores LH
(Chase y col., 1998) y el VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular), un potente
promotor de la angiogénesis derivado de la teca, cuya produccion se encuentra estimulada por
la LH (Garrido y col., 1993). La LH que llega a las células foliculares provoca la produccion de

altos niveles de estrégenos, que mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa a nivel
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del eje hipotdlamo-hipofisario, inhibe la produccién de FSH, privando a los foliculos menos
desarrollados de la cantidad de hormona necesaria para completar el proceso de crecimiento
(Zeleznik, 1981). Se cree que esta inhibicion disminuye la actividad de la enzima aromatasa que
es dependiente de la FSH. Esta falta de estrégenos en los foliculos inmaduros impide completar

su desarrollo por lo que estarian destinados a morir (Zelenik, 1981).

En el momento en que las células foliculares que rodean al antro se estratifican para
formar la granulosa, el estroma ovarico que esta por fuera comienza a diferenciarse en células
de la teca, que se apoyan sobre la membrana basal que separa ambas capas entre si. La teca,
por su parte, se diferencia en dos capas: la interna que es glandular y muy vascularizada y la
externa, constituida por tejido conectivo y fibras musculares lisas, que es muy dificil de
diferenciar del estroma que la rodea. Las células de la granulosa y las de la teca folicular actian
como un sincitio funcional debido a la presencia de uniones gap que las comunican entre si,
permitiendo la transmision de las sefiales hormonales (Burghardt y Anderson, 1981; Fletcher y

Greenan, 1985; Young y McNeilly, 2010).

Cuando se forma el antro, el ovocito finaliza su crecimiento y esta en condiciones de
reanudar la meiosis (Mattson y Albertini, 1990; Wickramasinghe y col., 1991). Las células de la
granulosa presentan un gradiente en el nUmero de receptores para LH, siendo estos mucho
mas abundantes en las células préximas a la membrana basal que en las que estan mas

alejadas de ella.

1.2.7 Maduracion del ovocito

Durante el periodo comprendido entre el pico de LH y la ovulacién, el ovocito sufre una
serie de cambios en su nucleo y en su citoplasma, proceso al que se denomina maduracion del

ovocito. La maduracion citoplasmatica es necesaria para adquirir las condiciones que permiten
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bloquear la polispermia, para decondensar el nacleo del espermatozoide y para la formacion del
prontcleo masculino luego de la fecundacion. Durante este fendbmeno se produce la
redistribucion de las organelas celulares, la migracién de las mitocondrias a una posicion
perinuclear y la acumulacion de los granulos corticales a lo largo del oolema (van den Hurk y

Zhao, 2005).

En los ratones sexualmente maduros, los ovocitos que han completado el crecimiento
reinician la meiosis dentro de los foliculos grafianos (foliculos antrales maduros) y completan la
division meiética reduccional antes de la ovulacion. En los ovocitos, la maduracion nuclear
progresa desde el estado de diplonema de la profase de la meiosis | (4 veces el complemento
haploide de ADN) hasta la metafase de la segunda division meidtica (MIl, 2 veces el
complemento haploide de ADN). La meiosis in vivo se reinicia mediante un estimulo hormonal,
pero, en condiciones in vitro es posible lograr que el proceso meiético continle, liberando los
ovocitos por ruptura de la pared de los foliculos ovaricos dentro de un medio de cultivo
adecuado (Wassarman y col.,, 1979; Tamarin, 1996; Kanitz y col.,, 2001). Los ovocitos
permanecen en M Il en el oviducto hasta ser estimulados para completar la meiosis en el
momento de la fecundacion o mediante una activacion partenogenética. El progreso hasta el
estadio de diplonema o diacinesis del ovocito hasta la metafase Il se denomina maduracién

meiotica.

Este proceso se lleva a cabo en un corto periodo de tiempo [alrededor de 24 horas en
vacas y ovejas, 36 horas en yegua y 44 horas en cerdas (van den Hurk y Zhao, 2005)] y se
caracteriza por un fuerte incremento en la sintesis de proteinas en el periodo de ruptura de la
vesicula germinal. Ya que no se puede realizar la transcripcion de novo en este momento del

ciclo, las proteinas deben ser sintetizadas a partir de un pool de ARNm latente. Por lo tanto, la
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regulacion de la expresion génica en esta etapa del desarrollo esta regulada a nivel de la

traduccién (Kanitz y col., 2001).

La maduracién meidtica se caracteriza por la disolucién de la membrana nuclear (vesicula
germinal), la condensacion de la cromatina formando cromosomas bivalentes distinguibles, la
separacion de los cromosomas homaologos, la emision del primer cuerpo polar, y la detencion en
metafase Il con los cromosomas alineados en el huso acroméatico. Los ovocitos ovulados
completan la meiosis con la separacion de las crométidas y la emision del segundo cuerpo polar
(segunda division reduccional) en el momento de la fecundacion. Este proceso es inducido por
la penetracion del espermatozoide, completandose asi el ciclo celular y la subsecuente
transicion desde un tipo de division meidtica a una mitética (Moor y col., 1992; Fan y Sun,

2004).

Adquisicién de la competencia meidtica

La capacidad que adquieren los ovocitos detenidos en el estadio de diplonema de
progresar hacia la etapa reduccional de la meiosis, se denomina competencia meiética (Szybek,
1972; Sorensen y Wassarman, 1976; Albertini y Carabatsos, 1998). Existen factores
reguladores secretados por las células de la granulosa que mantienen la detencién de la
meiosis hasta que se produce el pico de LH, momento en el que las células foliculares se
separan del ovocito impidiendo asi la llegada de mas sustancias inhibitorias (Coskun y col.,
1995; Fan y Sun, 2004). Sin embargo, se sabe que la maduraciéon meiética es independiente del
estimulo hormonal, ya que cuando los ovocitos son removidos de los foliculos antrales
(eliminando de este modo la comunicacién con las células de la granulosa) y cultivados in vitro
en ausencia de LH, progresan en la meiosis espontaneamente hasta M Il (Sorensen y

Wassarman, 1976; Downs, 1993; Edwards, 2000; Fan y Sun, 2004; Hashimoto, 2009).
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Factor promotor de la maduracion.

La clave para entender la regulacion de la division meiética fue descubierta hace 41 afios
(1971) por Masuri y Market en ovocitos de Rana pipiens, donde se encontré un componente
celular esencial llamado factor promotor de la maduracion (FPM). Posteriormente se determiné
gue este factor participaba tanto en la divisibn meidtica como en la mitética, por lo que
actualmente se lo considera el regulador universal del ciclo celular o factor promotor de
metafase. En ovocitos de Xenopus sp fue caracterizado en su estado activo como una

fosfoproteina (Dunphy y col., 1988; Gautier y col., 1988; Doree, 1990).

Los sustratos sobre los que actia el FPM, son: a) la histona H1 cuya fosforilacion
interviene en la condensacion de los cromosomas; b) las laminas que forman una malla fibrilar
sobre la cara interna de la membrana nuclear y cuya fosforilacion provoca la despolimerizacion
y consiguiente ruptura de la membrana al final de la profase y c) la nucleolina (N° 38 o0 B23) que
al ser fosforilada por el FPM provoca el desensamblaje del nucléolo durante la division celular
(Belenguer y col., 1990; Peter, 1990; Josefsberg y col., 2000; Kanitz y col., 2001; Perry y

Verlhac, 2009).

El FPM esta constituido por dos subunidades. La subunidad pequefia que fue descubierta
en levaduras, se denomina p34 y es una proteina quinasa (serina-treonina) de 34000 Daltons.
Es codificada por el gen cdc2 perteneciente al grupo de genes cdc que controlan la division
celular (Kanitz y col., 2001; Jones, 2004). Si bien esta subunidad esta presente durante todo el
ciclo celular, sufre modificaciones significativas mediante fosforilaciones activantes y
desactivantes de determinados aminoacidos. La subunidad mayor del FPM es la ciclina y es
una proteina de 56000 Daltons (p56). Es codificada por el gen cdcl3 que fue clonado en

levaduras y presenta una secuencia semejante a la ciclina B encontrada en numerosos
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animales de la que se considera la subunidad reguladora. El inicio de la metafase es regulado
por la activacion de la p34 y su asociacion con la subunidad mayor (Jessus y Ozon, 1993; Perry

y Verlhac, 2009).

Se conocen tres tipos de ciclinas: A, B1 y B2 (Kobayashi y col., 1991). En anfibios la
ciclina A aparece cuando se rompe la vesicula germinal y no se encuentra asociada a la
subunidad p34. A diferencia de lo que ocurre en porcinos, donde la ciclina A permanece
constante a través de la maduracion, en anfibios su concentracion declina entre la anafase y la
telofase, aumentando nuevamente durante la activacion del ovocito (Kobayashi y col., 1991). En
porcinos la ciclina B1 no presenta cambios detectables durante la maduracion pero en anfibios
se duplica durante el periodo que se extiende desde profase a metafase (Westendorf y col.,
1989; Kobayashi y col., 1991). La ciclina B2 es la mas abundante y su papel es el mas
conocido, ya que es la responsable de conducir a los ovocitos a MIl durante la maduracion del
ovocito. Sus niveles no son fluctuantes en porcinos, pero en anfibios e invertebrados marinos
aumentan marcadamente antes de la ruptura de la vesicula germinal, para luego disminuir
durante la transicion de anafase a telofase por un proceso dependiente de la ubiquitina

(Kobayashi y col., 1991).

Ademas de los procesos de fosforilacion y desfoforilacién hay otros factores que actian
en la activacion del FPM, como la disminucion en la concentracion de AMPc que precede a la
ruptura de la vesicula germinal (Schultz y col., 1983; Perry y Verlhac, 2009). El pico de LH
interrumpe las uniones gap entre el ovocito y las células foliculares lo que impide el ingreso de
AMPc, esto explica la detencion de la meiosis mientras los ovocitos estan rodeados por las
células foliculares (Bornslaeger y col., 1986; Sun y col., 2009; Zhang y col., 2009). Ademas, en
respuesta a la LH se produce la liberaciéon de iones calcio de los depédsitos enddgenos de las

células foliculares, lo que contribuye a la ruptura de la vesicula germinal (Downs, 1993).
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Luego de la ruptura de la vesicula germinal aparece un factor citostatico (FCS) que
controla la detencidon en metafase Il y alcanza una concentracibn maxima cuando el ovocito
llega a esta etapa (Masui y Clark, 1979; Paules y col., 1989; Perry y Verlhac, 2009). El FCS esta
constituido por una fosfoproteina de 39000 Daltons (p39) producto del gen c-mos y por una
quinasa 2 que es producto del gen cdk2 dependiente de ciclina, que es muy sensible a los iones
calcio y actua inhibiendo la protedlisis de la ciclina (Watanabe y col., 1991; Gabrielli y col.,
1993). Mientras la ciclina no es degradada, el FPM permanece activo. Otra proteina quinasa
importante en la regulacién del ciclo celular meiético es la MAP quinasa, la cual fosforila
proteinas cromosémicas importantes para mantener a la cromatina en un estado condensado
durante la transicion de meiosis | a meiosis Il y previene la formacién de la envoltura nuclear por

fosforilacion de las laminas nucleares (Gil Villa y col., 2007).

Regulacion hormonal de la maduracion en mamiferos

Durante la fase de crecimiento del ovocito la hipéfisis secreta cantidades crecientes de
FSH que estimula la proliferacion de las células de la granulosa y la formaciéon de nuevos
receptores para LH sobre la superficie de las mismas. Poco después del periodo de crecimiento
inicial del foliculo, la hipofisis comienza a secretar LH (hormona responsable de iniciar la
maduracion del ovocito). En respuesta a ella se rompe el bloqueo meiético: los cromosomas
terminan la primera divisibn meiética y se elimina el primer corpusculo polar dando como

resultado un ovocito Il que continda la division hasta la metafase II.

Las hormonas LH y FSH inducen a las células de la granulosa a sintetizar y liberar
cantidades crecientes de estrégenos, que aumentan el niamero de receptores para LH y
estimulan la sintesis de inhibina. En respuesta a este aumento de estrogenos e inhibina

circulantes, la hipéfisis disminuye la secrecion de FSH. Los estrégenos a su vez, cuando se
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encuentran a bajas concentraciones, inhiben la secrecion de LH. Sin embargo, a altas
concentraciones ejercen un efecto contrario, estimulando la secrecién de LH por la hipéfisis, ya
que actian sobre el hipotalamo haciendo que este libere GnRH (hormona liberadora de
gonadotrofinas). Cuando los estrégenos circulantes se elevan, la LH aumenta mientras que la

FSH disminuye (Figura 3).

Figura 3. Regulacién hormonal de la maduracién
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La oleada de LH puede aumentar la concentracion de AMPc en las células de la
granulosa y en respuesta a este aumento las células foliculares sintetizan acido hialurénico que

provoca que éstas se separen del ovocito (Larsen y col., 1986).

Figura 4. Ovocitos madurados in vitro rodeados de células foliculares que forman el cimulus
oophorus. El ovocito rodeado por el cimulus se denomina complejo Ovocito- Cumulus (COC)
(45 X).

1.3 Ovulacién

Al final de la fase folicular (proestro), cuando los niveles de estradiol alcanzan su valor
méaximo, se produce un cambio en el efecto que esta hormona ejerce a nivel neuronal y de la
hipofisis. La potente retroalimentacion negativa del estradiol cambia a positiva a través de un
mecanismo que adn permanece poco claro. La retroalimentacion positiva ejercida por el
estradiol produce un pico en la liberacion de GnRH, que ejerce a su vez un aumento en la

capacidad de respuesta gonadotrofica, provocando el pico de liberacién preovulatorio de LH.
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Los picos preovulatorios de GnRH han sido demostrados en ratas, ovinos, bovinos, monos,
equinos, cerdos y conejos (Perry y Perry, 2009; Christian y Moenter, 2010; Tomikawa y col.,
2010). Las hembras de distintas especies ovulan una o varias veces en el afio. En estos casos,
sefiales ambientales como la cantidad y tipo de luz durante el dia, estimulan al hipotdlamo para

liberar GnRH que a su vez induce a la hipdfisis a liberar FSH y LH.

La ovulacién se produce durante el periodo denominado estro en todas las especies
domesticas con excepcion del bovino en el que la ovulacién se produce en el metaestro. La
ovulacion esponténea en el bovino ocurre entre las 10 a 20 horas posteriores a la terminacion
del celo y es desencadenada por el pico de LH que provoca, como primer evento, un aumento
del flujo sanguineo en el foliculo ovulatorio mediado por agentes vasoactivos tales como
histamina, quininas, prostaglandinas y lipooxigeneasas. Posteriormente se produce un edema
en las tecas interna y externa, se disocia el cimulus oophorus, se interrumpe la inhibicién de la
meiosis y se elimina el primer corpusculo polar. El pico preovulatorio de LH provoca la
despolarizacion de la membrana plasmatica de uno o mas de los tipos celulares presentes en el
foliculo ovarico maduro. A medida que el foliculo avanza en su desarrollo hacia la ovulacién se
produce una reaccion inflamatoria aguda. Aumenta la despolarizacion de las células foliculares,
se generan potenciales de accién y cambios en la concentracién del Ca'™ del citosol, que
contribuyen a la desintegracién de tejido intacto de la superficie del ovario. Este proceso de
degradacion del tejido conectivo que separa el foliculo de la superficie ovarica inicia la
formacion del estigma (area extremadamente delgada del apice folicular). La prostaglandina E2
(PGE2) estimula al activador del plasminégeno, que actia transformando el plasminégeno en
plasmina, que es la encargada de activar la colagenasa que lisara el tejido conectivo del
estroma ovarico. La prostaglandina F2a (PGF2a) provoca la ruptura de los lisosomas con la

consecuente liberacion de las enzimas contenidas en su interior, las que sumadas a la actividad
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de la plasmina, culminan con la formacién del estigma. Las contracciones ovéricas producidas
por la PGF2a provocan la ruptura del foliculo y finalmente la liberacion del ovocito rodeado por

su cumulus (Hafez, 1996; Palma, 2001a) (Figura 5).

Figura 5. Mecanismo simplificado de la ovulacién (Callejas 1996).

—p Aumento del riego sanguineo

—> Disociacion del cumulus oophorus Emm=m=) Reinicio de la meiosis

—> Aumento y cambio en la secrecidn de esteroides

—> Edema > >
Formacion
— Progesterona —p Colagenasa de la teca ——p| de| estigma

v PGE, =——p Activador del plasminégeno -7 1

Prostaglandinas
de la granulosa

Ruptura de lisosomas /
PGF,a < Contraccion ovarica

Contraccion folicular ——— 1

OVULACION



31

1.4 Espermatozoide

1.4.1 Caracteristicas del espermatozoide de mamiferos

Los espermatozoides surgen de una poblacion de células madres espermatogonicas
(spermatogonial stem cells) que derivan a su vez de las células germinales primordiales (CGP)
presentes a lo largo del desarrollo fetal. Las CGP constituyen una poblacion celular transitoria
que se describio por primera vez como un pequefio grupo de células fosfatasa alcalina positivas
en el epiblasto del embrién de ratdén de 7 - 7,25 dias (Phillips y col., 2010). Durante la formacién
del alantoides, las CGP son desplazadas fuera del embrion antes de iniciar la migracion a
través del intestino caudal hacia las gonadas indiferenciadas. Las CGP daran lugar a los
gonocitos, que son encerrados en los cordones testiculares formados por células precursoras
de las células de Sértoli y de las células mioides peritubulares. El término “gonocito”, es una
nomenclatura general que comprende a las proespermatogonias mitdticas (M),
proespermatogonias T1 y proespermatogonias T2. Las proespermatogonias M se encuentran
en el centro de los cordones testiculares, lejos de la membrana basal de los tubulos
seminiferos. Estas células se multiplican activamente hasta convertirse en proespermatogonias
T1 entrando en arresto mitético (GO) rapidamente. En ratones, durante la primera semana
posterior al nacimiento, los gonocitos reanudan su proliferacibon marcando su transicién a
proespermatogonia T2 concomitantemente con la migracién hacia la membrana basal de los
tubulos seminiferos. Las proespermatogonias T2 colonizan la membrana basal de los tubulos y
dan lugar al pool inicial de células madre espermatogénicas que mantienen la

espermatogénesis a lo largo de toda la vida reproductiva (Phillips y col., 2010).

La espermatogénesis es un proceso complejo y dinAmico por el que se generan los

espermatozoides. Este fenébmeno se encuentra sometido a una fuerte regulacién hormonal
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(FSH, LH, testosterona y 178 estradiol) e involucra cuatro eventos celulares importantes: 1)
Espermatogoniogénesis, proceso continuo que involucra la division de las espermatogonias A
que mantienen el pool de células madre y la produccién de espermatogonias B para la
produccion de espermatozoides; 2) Diferenciacion del espermatocito primario a partir de la
espermatogonia B (Ultima division mitdtica) y la diferenciacibn de éste a espermatocito
secundario con la posterior formacion de espermatidas; 3) Espermiogénesis, proceso por el cual
las espermatides sufren morfogénesis para convertirse en un espermatozoide maduro y motil y
4) Espermiacion que consiste en la liberacion de la espermétida elongada o espermatozoide
gue es el producto final de la espermatogénesis, hacia la luz tubular (Kopera y col., 2010;
Shaha y col., 2010). Ademas de las células germinales en desarrollo, el epitelio seminifero se
encuentra constituido por las células de Sertoli, encargadas de proveer soporte estructural y
nutricion a las células germinales. Las células de Sertoli son células de citoplasma extenso, de
forma piramidal, que sostienen el epitelio germinativo y constituyen el armazoén del tdbulo
seminifero. Descansan sobre la membrana basal del tibulo y se adosan unas a otras por
especializados complejos de unién que se localizan en sus porciones laterales y evitan que los
diferentes estratos celulares germinativos penetren a la luz del tabulo seminifero, a menos que

lo hagan a través de su citoplasma (Figura 6) (Kopera y col., 2010).

El espermatozoide de mamifero es el producto final del proceso de la gametogénesis en
el macho. Es una célula con movimiento activo constituida por una cabeza y flagelo mévil o cola
formada por cuello, pieza media, pieza principal y filamento terminal (Eddy y O Brien, 1994;

Eddy, 2006; Guzman y col., 2007).
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Figura 6. Epitelio Seminifero (adaptado de Senger, 2005).
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La cabeza del espermatozoide de mamifero contiene el nucleo con la cromatina
fuertemente condensada y el acrosoma rodeado por una moderada cantidad de componentes
del citoesqueleto y citoplasma. El acrosoma es una gran vesicula secretora que se encuentra
localizada en el extremo anterior de la cabeza espermatica. Se origina a partir del complejo de
Golgi durante el estadio de espermatide y contiene enzimas necesarias para la penetracion de
la cubierta del ovocito. De estas enzimas la hialuronidasa y la acrosina juegan un rol central, al

dispersar el cumulus oophorus y provocar la lisis local de la zona pellcida respectivamente.
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Este lisosoma especializado se encuentra constituido por una membrana acrosomal interna que
rodea la porcidon anterior de la membrana nuclear y que se continGa ininterrumpidamente
formando la membrana acrosomal externa, la cual se extiende cerca de la superficie interna de
la membrana plasmatica de la porciébn anterior de la cabeza. El acrosoma posee dos
segmentos, el casquete acrosbmico o acrosoma anterior y el segmento ecuatorial por el cual el
espermatozoide hace contacto con el ovocito en el momento de la fecundacion (Figura 7).
Durante la reaccion acrosémica la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica de
la cabeza del espermatozoide se fusionan formando vacuolas en la superficie que permiten la
salida del contenido acrosomal (Eddy y O'Brien, 1994; Romar Andrés, 2001; Guzman y col.,

2007; Bedford, 2008).

Figura 7. Organizacion de la cabeza del espermatozoide mamifero (Florman y Ducibella, 2006).
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La cola de los espermatozoides mamiferos se encuentra constituida por varios
componentes funcionalmente dependientes. Aunque el tamafio y la forma de estos pueden
variar de una especie a la otra, su organizacion estructural es muy similar. La cola puede
dividirse en cuatro segmentos: el cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza final, todas

ellas rodeadas por una membrana plasmatica comuan (Figura 8).

Figura 8. Caracteristicas generales del espermatozoide mamifero (Eddy, 2006).
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El axonema es una estructura comuin a todas las regiones de la cola, se localiza
centralmente, y es el aparato motor del espermatozoide. Esta compuesto por un par
microtubulos centrales rodeados de nueve pares o0 dobletes espaciados de modo uniforme (9 +

2). Los nueve dobletes estan rodeados por nueve fibras densas externas. En cada doblete, el
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microtdbulo mas interno proyecta dos brazos de dineina hacia el doblete adyacente, en el
sentido de las agujas del reloj, uno mas externo y otro mas interno. Los nueve pares estan
conectados entre si por puentes proteicos de nexina. Rodeando a los dos tubulos centrales hay
una vaina o filamento helicoidal formado a partir de las proyecciones radiales (Figura 9). Las
estructuras que rodean al haz de fibras axiales permiten diferenciar las piezas intermedia y
principal de la cola del espermatozoide. En la pieza intermedia el axonema se encuentra
rodeado por una vaina de mitocondrias que se retuercen regularmente alrededor de él unas 32
veces. Estas mitocondrias son las encargadas de generar el ATP necesario para agitar el
flagelo e impulsar el espermatozoide. La pieza principal est4 rodeada por una cubierta fibrosa
estriada. El filamento terminal de la cola es la porcion més distal de la cola y comienza en el

punto donde desaparece la cubierta fibrosa (Gilbert, 2005a; Otero, 2008).

Figura 9. Esquema de un flagelo (corte transversal) (adaptado de Marquez y col., 2011).
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Todas estas estructuras especializadas que posee el espermatozoide estan en relacion
con su actividad funcional Unica. El acrosoma contiene enzimas esenciales para la fecundacion
y el flagelo contiene las fuentes de energia y la maquinaria necesaria para el movimiento. El rol
de estas estructuras es asegurar la liberacion del material nuclear, contenido en la cabeza del
espermatozoide, dentro del citoplasma del ovocito en donde la combinacion del pronucleo

femenino y masculino formard el cigoto (Eddy y O Brien, 1994).

1.4.2 Maduracion del espermatozoide

Los espermatozoides liberados al lumen desde los tubulos seminiferos no han
completado su diferenciacién por lo que son incapaces de fertilizar el ovocito. La capacidad
fecundante se consigue durante el pasaje de la gameta a través de las distintas regiones del
epididimo. Junto a la adquisicion de esta capacidad el espermatozoide sufre una serie de
cambios madurativos. El primero de ellos en ser reconocido fue la adquisicién de la capacidad
de moverse hacia adelante (motilidad progresiva). Esto fue observado posteriormente en
numerosas especies de vertebrados superiores, como la lagartija, el raton, la rata, el hamster,
congjillo de indias, el conejo, el jabali, el carnero, el toro y los primates. La maduracion del
potencial de motilidad espermatica implica no solo un aumento cuantitativo en el porcentaje de
espermatozoides motiles sino también, una diferencia cualitativa en el patrén de movilidad.
Ademas de la adquisicién de esta capacidad, los espermatozoides del epididimo desarrollan la
habilidad de sufrir eventualmente la reaccién acrosémica, reconocer y unirse a la zona peldcida,
y la capacidad de fusionarse a la membrana vitelina del ovocito (Rosati y col., 2000; Romar

Andrés, 2001; Eddy, 2006; Otero, 2008).

Concomitantemente a estos cambios funcionales, durante el transito epididimal, los

espermatozoides sufren multiples cambios estructurales, los cuales incluyen la migracion de la
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gota citoplasmética (remanente citoplasmético de la espermétida) a lo largo del flagelo del
espermatozoide, remodelacién acrosomal, cambios en la cromatina y en algunas de las
organelas del flagelo, y cambios en los lipidos de membrana y proteinas de superficie (Bedford

y Cooper, 1978; Rosati y col., 2000; Robaire y col., 2006).

1.4.3 Capacitacion del espermatozoide

Aquellos espermatozoides que han atravesado el epididimo ain no han completado el
proceso de maduracion funcional, por lo que continban siendo limitados en su capacidad
fecundante (Florman y Ducibella, 2006). Durante la eyaculacién, el espermatozoide entra en
contacto con las secreciones de las glandulas genitales accesorias y alcanza el aparato genital
femenino. En condiciones in vivo, durante la migracion de los espermatozoides por el tracto
genital de la hembra, ocurre la ‘“capacitacion espermatica” bajo la influencia de
glicosaminoglicanos como la heparina o el acido hialurénico (Romar Andrés, 2001). La
capacitacion consiste en alteraciones de la membrana plasmatica, tales como la eliminacién de
los factores de decapacitacion y la eliminacién del colesterol, la entrada de Ca™ a la célula, el
aumento del pH intracelular, y el aumento de la fosforilacion proteica, asi como la

hiperpolarizacion de la membrana. (Florman y Ducibella, 2006; Schatten y Constantinescu,

2008).

1.4.4 Hiperactivaciéon y quimiotaxis

Los espermatozoides sufren ademas de la motilidad progresiva, adquirida durante la
maduracion epididimal, un tipo de movimiento (caracteristico para cada especie) llamado
motilidad hiperactiva. La primera se caracteriza por un movimiento flagelar vigoroso, de baja

amplitud y larga longitud de onda y relativamente simétrico que da como resultado un rapido
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movimiento de avance lineal. Por otro lado, luego de un determinado periodo de tiempo en el
tracto reproductivo femenino, el espermatozoide desarrolla movimientos de hiperactivacion,
caracterizados por movimientos flagelares como golpes de latigo, de alta amplitud y baja
longitud de onda, asimétricos, y con una trayectoria de avance circular o irregular (Senger,
2005; Florman y Ducibella, 2006) (Figura 10). ElI fendbmeno de hiperactivacion se produce
durante el proceso de capacitacion, pero no se ha determinado aun con exactitud si la
hiperactivacion es una consecuencia de la capacitacibn o si ambos son procesos
independientes que se producen de forma simultdnea. Este fendbmeno de hiperactivacion
serviria en primer lugar para facilitar el avance del espermatozoide a través del fluido viscoso
del oviducto, asi como también, a través de la matriz extracelular del cimulus y de la zona
pelicida. En segundo lugar, la hiperactivacién ayudaria al espermatozoide a ascender por el
oviducto hasta el sitio de fecundacion al permitir que éste se libere de la adhesion transitoria

ejercida entre la gameta y el epitelio oviductal (Florman y Ducibella, 2006).

Los espermatozoides de varias especies de mamifero son orientados hacia el ovocito
mediante el fenbmeno de quimiotaxis. Los espermatozoides son direccionados hacia un
gradiente de concentracion de sustancias quimioatrayentes aportadas por el liquido folicular, el
ovocito maduro y las células del cumulus (Eisenbach y Giojalas, 2006). Ademas se ha
descubierto que los espermatozoides podrian orientar su motilidad siguiendo un gradiente
térmico superficial existente a lo largo del oviducto ya que, existe en el oviducto una diferencia
de 1 a 2 °C entre el sitio de fecundacion y el de almacenamiento espermatico (Sun y col., 2005).
Los espermatozoides serian guiados al sitio de fecundacion siguiendo un gradiente térmico y
alcanzarian el COC por quimiotaxis cuando los espermatozoides se encuentran a pocos

milimetros de este (Eisenbach y Giojalas, 2006; Florman y Ducibella, 2006).
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Figura 10. Espermatozoide hiperactivado (Florman y Ducibella, 2006).
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1.5 Produccion de embriones in vitro (PIV)

1.5.1 Maduracién de los ovocitos in vitro (MIV)

Los ovocitos de mamiferos tienen la capacidad de madurar espontaneamente hasta el
estadio de MIl cuando son liberados desde un foliculo preovulatorio o cuando son cultivados in
vitro incluso en ausencia de hormonas, lo que se denomina maduracién in vitro (MIV)
(Wassarman y col., 1979; Eppig y Downs, 1984; Kanitz y col., 2001). Este proceso, puede

evaluarse mediante la observaciébn de los cromosomas en la placa metafasica (Mll) y la
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presencia del segundo corpusculo polar (maduracidon nuclear). Sin embargo, existe un tipo de
maduracion del ovocito que no puede ser observada a nivel del microscopio 6ptico denominada
maduracion citoplasméatica que comprende numerosos eventos moleculares como la sintesis y
la fosforilacion de proteinas relacionadas con la meiosis y con la formacion del pronucleo
femenino (Hunter y Moor, 1987; Fulka y col.,, 1991). Ademas, durante la maduracién las
mitocondrias migran hacia una posicién perinuclear mientras que los granulos corticales se
desplazan hacia la periferia (ubicandose por debajo del oolema) para ejercer un bloqueo
efectivo contra la polispermia en el curso de la fecundacion (Cran y Cheng, 1986; Cran, 1987).
La maduracién citoplasmatica puede ser estimada de forma indirecta, evaluando diferentes
parametros, como la capacidad de formacion del PNM (Funahashi y Day, 1993; Funahashi y
col., 1994; Wang y col., 1997), el contenido intracelular de glutation (GSH) (Abeydeera y col.,
1998; Funahashi y col., 1996), la exocitosis del contenido de los granulos corticales al espacio
perivitelino (Wang y col., 1997) y el desarrollo embrionario temprano luego de la FIV (Abeydeera

y col., 1998).

Estudios in vitro revelaron que durante el proceso de maduraciéon del ovocito, es
fundamental la presencia de aminoacidos y sustratos energéticos (Sutton y col., 2003), ya que
se produce un aumento en la actividad glucolitica, en la oxidacién de la glucosa y de la
glutamina (Zuelke y Brackett, 1993) y en el metabolismo oxidativo del piruvato luego de la
ruptura de la vesicula germinal (Kim y col., 1993; Rieger y Loskutoff, 1994). Se ha demostrado
ademas, que hormonas presentes en el medio de maduracion como la LH, pueden afectar los
procesos celulares pre y post desarrollo preimplantacional (Rose y Bavister, 1992; Trounson y

col., 2001).

La presencia de glucosa en bajas concentraciones se vuelve indispensable para mantener

el desarrollo competente cuando la maduracion in vitro se desarrolla en condiciones de alta
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concentracion de oxigeno (Hashimoto y col., 2000). El aporte de pequefias cantidades de
glucosa resulta en una disminucion de especies reactivas del oxigeno (ROS) e incrementa las
concentraciones de GSH (Krisher, 2004). El GSH es un tripéptido que se forma a expensas de
los aminoécidos cisteina, &cido glatamico y glicina (Chakravarthi y col., 2006) y que cuando se
mantiene en el ovocito a ciertos niveles intracelulares constituye otro de los factores importantes
gue afectan la maduracion citoplasmatica (Luberda, 2005), tanto que ha llegado a ser
considerado como un indicador de la misma (de Matos y col., 1995; Funahashi y col., 1996;
Luberda, 2005). En hamster (Perreault y col., 1988) y porcinos (Yoshida y col., 1992a, b; 1993;
Luberda, 2005) se observé que el GSH cumple un rol muy importante en la decondensacion del
nucleo de los espermatozoides y la posterior formacion del pronicleo masculino debido a que,
durante la fecundacion, se oxida (GSSG) al reducir los puentes disulfuro de la protaminas que
empaquetan el material nuclear. Por otro lado, el mantenimiento de los niveles de GSH
intracelular en el ovocito de mamiferos durante la maduracion in vitro, es de suma importancia
para el desarrollo de embriones en cultivo (Gardiner y Reed, 1994; de Matos y Furnus, 2000).
Se ha demostrado que el GSH posee una gran capacidad como agente reductor de peroxido de
hidrégeno y peroxilipidos (Meister, 1988), actividad mediada por la enzima glutatiéon peroxidasa,
gue oxida al GSH y protege a los embriones y ovocitos de la peroxidacion (Takahashi y col.,

1993; Gardiner y Reed, 1994).

La utilizacibn de modelos de maduracién in vitro permitié estudiar los mecanismos
involucrados en la regulacion de la maduracion meidtica. Uno de estos mecanismos esta
relacionado con el AMPc que actia como agente regulador de la detencion meiotica en profase
| (diplonema) ya que se ha demostrado que, mientras una disminucién en su concentracion
provoca el cese de la detencion de la meiosis tanto in vivo como in vitro, la estimulacién de la

sintesis de AMPc, inhibe la ruptura de la vesicula germinal (Masui, 2001; Sun y Nagai, 2003;
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Sun y col.,, 2009; Zhang y col., 2009). El otro mecanismo regulador esta ligado al nivel
intracelular de calcio e involucra a la hormona LH que actia aumentando los niveles de este ion
de dos formas: movilizando el calcio libre almacenado en los depdsitos intracelulares
(Hertelendy y col., 1989; Sun y Nagai, 2003) y estimulando la entrada de calcio a través de los

canales que se encuentran en el oolema (Peres, 1987).

1.5.2 Fecundacién in vitro (FIV)

En los mamiferos la fecundacién consiste en una serie programada de eventos complejos
gue afectan a las gametas masculina y femenina (Figura 11). Se inicia con la fusion de las
membranas plasmaticas del espermatozoide y del ovocito y finaliza con la formacién de la
cigota. Solo los ovocitos que han madurado (maduracion meiética y citoplasmatica) pueden ser
fecundados, desarrollar normalmente hasta el estadio preimplantacional de blastocisto y dar
origen a fetos viables (Moor y Trounson, 1977; Schroeder y Eppig, 1984; Gil Corbalan, 2001).
La fecundacion in vitro (FIV) se ha definido como la uniéon o cocultivo de espermatozoides
capacitados y ovocitos maduros de forma que la penetracién espermatica ocurra fuera del tracto

genital femenino (Martinez y col., 1989).
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Figura 11. Secuencias de eventos basicos de la fecundacion en mamiferos

(Whittingham, 1979).
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1.5.2.1 Capacitacion in vitro de espermatozoides de mamifero

Las primeras investigaciones demostraron que los espermatozoides de mamiferos podian

capacitarse in vitro en fluidos de origen biolégico como el oviductal y folicular (Chang, 1968). Sin
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embargo, la composicion de estos fluidos es tan compleja que hizo dificil determinar cuales eran
los componentes involucrados en la induccion de la capacitacion hasta que Toyoda y
colaboradores en 1971 publicaron la primera FIV exitosa en un medio quimicamente definido,
suplementado con albumina o suero (Toyoda y col., 1971). En 1979 Bedford definié a la
capacitacion como el conjunto de cambios fisioldgicos que preparan al espermatozoide para
fertilizar a un ovocito maduro (Chang, 1984). Los mecanismos de capacitacion son poco
conocidos pero se sabe que provocan cambios bioquimicos y ultraestructurales que conducen a
la eliminacién y/o modificacién de componentes adheridos a la membrana del espermatozoide,
cambio de la composicion lipidica de la membrana espermatica, aumento de la permeabilidad a
los iones Ca*™*, cambio en el pH interno y un incremento de la permeabilidad y del metabolismo
celular (Palma, 2001b, Breitbart y col., 2005; Marquez y Suarez, 2007; Gadella y col., 2008;

Wertheimer y col., 2008).

Los estudios realizados empleando sistemas in vitro aportaron informacién sobre los
diversos factores que afectan a la capacitacion de los espermatozoides (Figura 12), entre ellos
la temperatura juega un rol preponderante (Mahi y Yanagimachi, 1973). Fluctuaciones de soélo
0,5 °C durante la incubacion de los espermatozoides modifican el estadio fisico de los lipidos de

la membrana, lo que se traduce en una mayor o menor fluidez de la misma (Holt y North, 1986).

Otro factor a tener en cuenta es la composicién del medio de capacitacion/fecundacion ya
que la presencia 0 ausencia de algunos componentes puede disminuir la eficiencia de la
capacitacion, como por ejemplo, medios deficientes en calcio (Yanagimachi y Usui, 1974;
Visconti y col., 1998; Gil Corbalan, 2001; Salicioni y col., 2007), bicarbonato (Visconti y col.,
1998; Salicioni y col., 2007), sustratos energéticos exégenos (Fraser y Quinn, 1981) o albimina
(Visconti y col., 1998; Gil Corbalan, 2001; Salicioni y col., 2007). Por otro lado, existen agentes

como la taurina y la hipotaurina, que mejoran la eficiencia de la capacitacion y aumentan la
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sobrevida de los espermatozoides (Bavister y col. 1976; Holmes y col., 1992; Barna y col.,
1998). Ademas, se considera que estos factores podrian actuar como agentes antioxidantes
protegiendo a los lipidos de membrana de la accion de oxidantes externos (Alvarez y Storey,
1983; Holmes y col., 1992) o de los radicales libres generados por su propio metabolismo
(Aruoma y col., 1988). También existen evidencias que indican que la taurina y la hipotaurina
actuarian como agentes osmorreguladores para estabilizar la membrana plasmética de los

espermatozoides (Holmes y col., 1992).

Figura 12. Diagrama de los principales factores bioldgicos que tienen influencia sobre la

fecundacion in vitro.
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1.5.2.2 Movimientos hiperactivos in vitro.

La penetracion del cumulus y la reaccion acrosémica son dos procesos que van
acompafados por fuertes movimientos del flagelo del espermatozoide denominados
movimientos hiperactivos (Suarez, 2008). Estos movimientos, se producen cuando los
espermatozoides se ponen en contacto con el medio de capacitaciéon (Suarez, 2008). Los
cambios que se producen en la membrana plasmatica durante la capacitacién, hacen que las
cabezas de los espermatozoides se aglutinen durante la incubacion hasta que luego de
aproximadamente 2 horas se desaglutinan y nadan libremente mostrando movimientos del
flagelo de amplitud cada vez mayor (Suarez y col., 1991), trazando figuras que asemejan a un
ocho, para terminar con un movimiento de avance lineal (Ho y Suarez, 2001; Suarez, 2008).
Cuando un espermatozoide muestra estos dos Ultimos movimientos, se dice que esta
hiperactivo. Esta descripcion no se ajusta perfectamente a todas las especies. Sin embargo, el
proceso de hiperactivacion ya ha sido descripto en hamster, raton, conejo, caprino, equino,
bovino, porcino, mono y humano (Chang, 1984; Katz y col., 1989; Ho y Suarez, 2001; Suarez,
2008). Por otro lado, se ha podido comprobar que existe una correlacion entre la capacidad de
penetrar la zona pellcida y la hiperactivacién del flagelo (Flemming y Yanagimachi, 1982;
Boatman y Robbins, 1991; Suarez, 2008). Entre los factores que afectan la hiperactivacion de
los espermatozoides podemos mencionar al ién calcio, cuya presencia en el medio de
capacitacion es esencial para desencadenarla (Suarez y col., 1992; Suarez, 2008). También es
importante la presencia de iones bicarbonato (Boatman y Robbins, 1991; Suarez, 2008), iones
potasio (Fraser, 1983) y algunos sustratos energéticos como el piruvato, la glucosa y el lactato

(Suarez y col., 1992).
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1.5.2.3 Reaccidn acrosdmica in vitro y zona pelucida

La reaccion acrosomica (RA) fue documentada por primera vez en 1950 por J.C. Dan
(Dan, 1950). Este fendmeno consiste en la fusibn de la membrana citoplasmatica del
espermatozoide con la membrana acrosomal externa en la zona apical de la cabeza
espermética, lo que origina la liberacién de las enzimas almacenadas en esta vesicula y la
consiguiente exposicién de la membrana acrosomal interna (Cardona Maya y col., 2006). El
material litico liberado desde el acrosoma digiere o disocia la cobertura glicoproteica del ovocito
generando un orificio por el cual el espermatozoide avanza atravesando la zona pellcida (ZP)

hasta alcanzar la superficie de la gameta (Cardona Maya y col., 2006; Yanagimachi, 2011).

El sitio preciso donde el espermatozoide comienza con la RA ha sido, por muchos afios
objeto de controversia. Yanagimachi y Phillips (1984) determinaron que la mayoria de los
espermatozoides de hamster in vivo inician su RA mientras avanzan a través del cumulus
oophorus. Existen sin embargo investigadores, principalmente aquellos que trabajan realizando
FIV de ratones, que sefialan a la zona pelicida como el sitio fisiol6gico mas relevante para la
RA. Recientemente, Jin y col. (2011) por medio de la grabacion en video de FIV en ratdn
descubrieron que la mayoria de los espermatozoides presentan RA cuando se encuentran en el
cumulus, mientras unos pocos lo hacen cuando alcanzan la zona pelicida (Yanagimachi, 2011).
Esto coincide con lo observado en espermatozoides de cobayos, los cuales son capaces de
unirse y penetrar la ZP luego de experimentar la RA. Sin embargo, en muchas especies la
fecundacion in vitro es posible aln sin un camulus oophorus intacto, por lo que indudablemente
la ZP tiene la habilidad de inducir o acelerar este fenébmeno, aunque no puede ser considerada

la Gnica estructura capaz de desencadenarlo (Jiny col., 2011; Yanagimachi, 2011) (Figura 13).
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Figura 13. Reaccidn acrosémica (Yanagimachi, 2011).
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A: Sitio donde comienza la reaccion acrosémica (RA) en: el erizo de mar (en la cubierta gelatinosa o en la membrana vitelina), la
estrella de mar (periferia de la cubierta gelatinosa), los anélidos (membrana vitelina) y en los mamiferos (objeto de estudio de Jiny
col., 2011). B: Corte longitudinal de la cabeza de un espermatozoide de erizo de mar mostrando diferentes estadios de RA; (i)
membrana acrosomal interna. C: Sucesivos estadios de la RA en mamiferos; (i) membrana acrosomal interna que se mantiene
invariable durante y después de la RA; (e) membrana plasmatica del segmento ecuatorial.

La zona pellucida es una cubierta extracelular glicoproteica que rodea a los ovocitos de
mamiferos. Esta matriz glicoproteica se encuentra constituida por tres o cuatro tipos de
glicoproteinas (ZP 1, ZP 1l, ZP lll y ZP 1V) de acuerdo a las diferentes especies (Gupta y
Bhandari, 2011) (Figura 14). Entre las funciones de la zona pellcida podemos citar la regulacion
osmotica, la unién del espermatozoide, la inducciéon de la reaccién acrosémica, el bloqueo de la
polispermia, la contencién de los blastomeros del embrion y la mejora de la supervivencia del

ovocito y el embrién en el oviducto (Romar Andrés, 2001).
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La ZP representa la ultima barrera que el espermatozoide debe atravesar para poder
fecundar al ovocito. Una vez que los espermatozoides alcanzan la ZP se unen a ella. Su
penetracidén es un paso crucial durante la fecundacion ya que los espermatozoides que no son
capaces de reconocer y unirse a las glicoproteinas de la ZP no fecundaran el ovocito. La union
a la ZP involucra proteinas de la membrana acrosomal interna, las que se unen

especificamente a la glicoproteina ZPIl (Romar Andrés, 2001).

Figura 14. Representacion esquematica de la composicion de la ZP en varios mamiferos (Gupta

y Bhandari, 2011).
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La matriz de la zona pellcida esta compuesta por tres o cuatro glicoproteinas. En el ratén la constituye la ZP | (azul), ZP Il (marron)
y ZP llI (verde). En rata, hamster, mono y humano la matriz posee ZP |, ZP Il, ZP Ill y ZP IV (rojo). En bovino, porcino y canino la
matriz contiene ZP IV en reemplazo de ZP |. ZP: zona pellcida.

1.5.2.4 Fusién de las gametas in vitro

Luego de la reaccion acrosémica el espermatozoide pierde el contenido acrosomal

quedando expuesta la membrana acrosomal interna. Esta se encuentra fusionada a la
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membrana plasmética de la regién posacrosomal de la cabeza del espermatozoide, formando el
segmento ecuatorial. Es por este segmento, donde comienza la fusion de las membranas

plasmaticas entre ambas gametas (Elder y Dale, 2011).

Una vez atravesada la ZP el espermatozoide alcanza el espacio perivitelino. La
penetracion de la ZP es el resultado de la accion coordinada de las enzimas acrosomales
liberadas en la RA y la fuerza de empuje desarrollada por el movimiento del espermatozoide,
gue agita la cola de lado a lado y la cabeza de adelante a atrds (Martinez Madrid, 2002). Una
vez en el espacio perivitelino la membrana plasmética del espermatozoide se une al oolema en
sus multiples microvellosidades. La fusidén, que primeramente involucra solo a la cabeza del
espermatozoide, en algunos mamiferos continta hasta la incorporacion del cuerpo completo del
espermatozoide dentro del citoplasma del ovocito (Elder y Dale, 2011). Las mitocondrias
presentes en la cola del espermatozoide son degradadas y sélo las mitocondrias maternas

pasaran a la siguiente generacion (Martinez Madrid, 2002).

En este momento los granulos corticales se fusionan con la membrana plasmatica del
ovocito liberando su contenido dentro del espacio perivitelino. Las enzimas hidroliticas y
glicoproteinas liberadas modifican las caracteristicas fisicoquimicas de la ZP evitando la entrada
de nuevos espermatozoides y por lo tanto la polispermia. A este proceso se lo conoce como
reaccion cortical o de zona. En el raton, la accion de proteinasas o glicosidasas de los granulos
resultan en la hidrolisis de la glicoproteina ZP I, lo que previene la interaccion con nuevos
espermatozoides. Al mismo tiempo, la membrana plasmética del cigoto se convierte en un
mosaico formado por las membranas de los granulos corticales y la membrana plasmatica
original. Ademas, se genera un fuerte endurecimiento de la zona pellcida. (Martinez Madrid,

2002; Sun y Nagai, 2003; Elder y Dale, 2011) (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama donde se muestran todos los pasos de la fusion del espermatozoide con el

ovocito (Yanagimachi, 1994).

(CG) granulos corticales, (MAl) membrana acrosomal interna y (SE) segmento ecuatorial.

Podriamos resumir los principales eventos que sufre el espermatozoide durante la

fecundacion in vitro en la Figura 16.

La fecundacion y la consecuente formacion del cigoto marcan el comienzo del periodo de

desarrollo preimplantacional que finaliza con la implantacion del embrién en el Gtero.
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Figura 16. Secuencia de los principales eventos que sufre el espermatozoide hasta su fusion

con el ovocito.
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1.5.3 Desarrollo de embriones in vitro

Luego de la fecundacion, la membrana nuclear del espermatozoide se rompe, se produce
la sustitucion de protaminas por histonas, la cromatina se descondensa y se forma una nueva
membrana nuclear, dando lugar al prondcleo masculino (PNM). Al mismo tiempo el ovocito
finaliza la meiosis I, se libera el segundo corpusculo polar, el genoma materno también se
descondensa, se forma la membrana nuclear y queda constituido el pronucleo femenino (PNF)
(Martinez Madrid, 2002; Sun y Nagai, 2003). Luego de la formacién de los PNM y PNF estos

migran gradualmente hacia el centro del ovocito donde se aproximan el uno con el otro. Durante



54

este trayecto replican su ADN, se desintegran sus membranas nucleares y sus cromosomas se
asocian preparandose para la primera divisiébn mitética (Martinez Madrid, 2002; Elder y Dale,
2011). La fusion de los pronucleos masculino y femenino se considera el fin del proceso de
fecundacion y el inicio del desarrollo embrionario. En los mamiferos este proceso dura
aproximadamente 12 horas (Martinez Madrid, 2002). Posteriormente, se forma el primer surco
de segmentacion, seguido de una serie de divisiones mitéticas que culminaran con la formacién

del blastocisto.

El primer clivaje separa a la cigota en 2 blastbmeros iguales o casi iguales e
independientemente de las especies, se realiza entre las 11 y 20 hs posfecundacion. Estas
células luego se dividen secuencialmente de forma paralela (meridional) u ortogonal (ecuatorial)
al plano de clivaje inicial para generar un embrion de 4 blastémeros (Figura 17). Este desarrollo
asincronico de los estadios mas tempranos es propio de los mamiferos. Por lo tanto, estos
embriones no multiplican sus células exponencialmente desde los estadios de 2 a4y de 4 a 8
células, sino que es posible ver en ellos, numeros impares de blastbmeros (Eynard y col., 2008;

Liy col., 2010).

A partir del estadio de 8 células en el ratdn, el espacio intercelular comienza a reducirse,
los blastobmeros se agrupan y forman una esfera compacta de células. Esta organizacion es
estabilizada por uniones estrechas gque se forman entre las células exteriores de la esfera y que
sellan su interior. Las células dentro de la esfera forman uniones nexo, permitiendo de este
modo el paso de pequefias moléculas e iones entre ellas. Este proceso recibe el nombre de
“compactacion” y da origen al estadio de mérula que en el ratén se hace evidente a partir de las
8 células, en el bovino a partir de las 32 células y, en el ovino entre las 32 y las 64 células

(Gilbert, 2005b; Eynard y col., 2008).
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Figura 17.Clivajes embrionarios iniciales en ratén (Li y col., 2010).
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A y B: El primer clivaje del ovocito fertilizado forma un embrién simétrico de 2 células, en el cual cada blastémero (amarillo y
naranja) permanece totipotencial. C: El segundo clivaje ocurre secuencialmente y puede ser paralelo al primer clivaje (izquierda) u
ortogonal (derecha). D y E: Aproximadamente en el 20 % de los casos el embrién de 4 células es producto de la division paralela,
mientras que en el 80 % de estos se forma a partir de una division ortogonal.

A partir del estadio de 16 células en hamster y cerdo, 32 células en ratén, 64 células en
oveja y humano y 80 a 100 células en bovino, los blastomeros periféricos comienzan a liberar
sodio hacia el interior del embrién lo que arrastra agua para mantener la isotonicidad dando
lugar a la formacién del blastocele y por lo tanto al estadio embrionario de blastocisto.
Rodeando la nueva cavidad se encuentra una capa de ceélulas planas llamada trofoblasto. En
uno de los polos (polo embrionario) y haciendo protrusion en la cavidad blastocélica se produce
una acumulacion de células que se denomina macizo celular interno y que dara origen al
embrién con todos los érganos del nuevo individuo, mientras que el trofoblasto formara parte de
la futura placenta. Las células del trofoblasto secretan estripsina (una proteasa parecida a la

tripsina) que produce una ruptura de la matriz fibrilar de la zona pellcida permitiendo que el
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blastocisto se libere (eclosione) y se implante en la pared uterina (Gilbert, 2005b; Eynard y col.,

2008).

Figura 18. Estadios de desarrollo preimplantacional en ratén (Yamanaka y col., 2006).
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Luego de tres clivajes se alcanza el estadio embrionario de 8 células. Las células embrionarias de los estadios de 8 células o
mérula temprana se compactan unas con otras hasta que sus bordes celulares se vuelven invisibles. Las subsecuentes divisiones
conducen al estadio de moérula tardia, donde se establecen dos tipos celulares diferentes: células internas y externas. Durante el
estadio de mérula tardia aparece el blastocele. La expansion de esta cavidad continla a través de los estadios de blastocisto
temprano y tardio. En el estadio de blastocisto aparecen dos linajes celulares bien distintos: el trofoectodermo (TE) (derivado de las
células externas) y el macizo celular interno (MCI) (derivado de las células internas). EI TE también se encuentra presente en el
blastocisto tardio, pero el MCI se divide en el epiblasto (EPI) y el endodermo primitivo (EP).

Durante los primeros estadios de desarrollo, las células del embrion son totipotenciales,
es decir, que conservan el potencial para diferenciarse en cualquier tipo celular. Por ejemplo, si

se separan los blastémeros de un embrion de ratdén en el estadio de 2 a 8 células o de 4 células
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en el bovino, cada uno es capaz de dar origen a un blastocisto. La ablacién de blastomeros

durante estos estadios no afecta al desarrollo de un feto normal (Yamanaka y col., 2006).

Aspectos bioquimicos y moleculares del embridon pre-implantacional: Activacion del genoma

embrionario.

Durante el crecimiento intraovarico del ovocito el genoma materno es transcripto y la
transcripcion es almacenada. La mayoria de las transcripciones son transformadas
directamente a proteinas, sin embargo, algunas permanecen silenciadas y comienzan a
activarse luego de la ovogénesis producto de una cuidadosa poliadenilacion. Durante la
maduracion meidtica (12 horas antes de la ovulacion en el ratén) los ovocitos se vuelven
transcripcionalmente quiescentes y la mayoria de su ARN poliadenilado desaparece. Muchas
de las proteinas maternas también son degradadas tempranamente en el desarrollo.
Probablemente, sin la degradacion del ARN y de las proteinas maternas la programacion del
desarrollo embrionario no podria ser activada. Sin embargo, esta degradacién debe ser lo
suficientemente selectiva como para mantener factores maternos que aseguren niveles
adecuados de proteinas hasta que el genoma del embrién sea activado (Minami y col., 2007; Li
y col.,, 2010). EI ARN almacenado en el ovocito de ratén consiste en un 60 % de ARN
ribosomal, un 25 % ARN de transferencia y un 15 % a ARN poly A. Cerca del 90 % de este
stock de ARN sera degradado en el estadio embrionario de 2 células (Edwards y Beard, 1997;
Minami y col., 2007). Los eventos de sintesis celular que ocurren inmediatamente luego de la
fecundacién dependen de lo que se denomina “herencia materna” hasta tanto se active el

genoma del embrién, es decir, del nuevo individuo.

La transcripcion del genoma embrionario en ratones se activa entre la fecundacion y la

segmentaciéon. Una primera activacién menor del genoma embrionario ocurre en el pronucleo
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masculino del cigoto, mientras que dos ondas mayores de activacion se observan en el embrion
de 2 células y durante la transicion de los estadios de 4 a 8 células (Figura 19) (Li y col., 2010).
Si bien, la transcripcién del nuevo genoma se activa en estadios de desarrollo muy tempranos,
no corresponde al mismo estadio de desarrollo en todas las especies. A diferencia de lo que
ocurre en el ratén, el genoma embrionario en el cerdo, bovino y ovino se activa en los estadios
de 4, 8 y 8 a 16 células respectivamente (Gil Villa y col., 2007). Luego de la activacién del
genoma embrionario, los factores maternos almacenados pierden relevancia para el desarrollo
preimplantancional por lo que son degradados y rapidamente reemplazados por los sintetizados

a partir del nuevo genoma (Minami y col., 2007; Liy col., 2010).

Figura 19. Desarrollo preimplantacional en raton (Li y col., 2010).
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Ovogénesis y desarrollo temprano. EI ARN y las proteinas maternas se acumulan dentro del ovocito durante una fase de
crecimiento de una duraciéon aproximada de 2 semanas. Muchas de estas sustancias son degradadas durante la maduracion
meidtica y la ovulacion. La zona pelicida (verde) que rodea al ovocito en crecimiento y al ovocito ovulado, se modificada luego de la
fecundacion (rojo) para prevenir la polispermia y proteger al embrién cuando atraviesa el oviducto. El embrién del dia 0,5 (E0.5)
posee 1 célula. En el embrién de 2 células (E1.5) se activa el genoma embrionario. En el dia 2,5 (E2.5) el embrién sufre la
compactacion que lo transformara en mérula. En el dia 3,5 (E3.5) el embrion alcanza el estadio de blastocisto y se implanta en la
pared uterina en el dia 4,2.

El desarrollo embrionario preimplantacional esta regulado epigenéticamente. La

epigenética se refiere al conjunto de mecanismos y fendmenos que pueden causar cambios en
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el fenotipo de una célula o de un organismo sin alterar su secuencia de ADN. La
reprogramacion epigenética involucra la metilacién del ADN, modificaciones de las histonas,
remodelacién de la cromatina, y la modulacion de la traduccion y de la estabilidad del ARN

(Vasalli y col., 1989; Shiy Wu, 2009; Liy col., 2010).

La metilacion del ADN es una modificacidbn quimica covalente en el que un grupo metilo
es transferido a las citosinas de sus nucleétidos. La metilacion del ADN es un importante evento
epigenético, el cual interviene en la regulacién de la estructura de la cromatina y en la expresion
de genes en muchos de los procesos del desarrollo. Durante las etapas preimplantacionales de
la embriogénesis, la metilacion del ADN experimenta cambios dindmicos. Esta metilacion que
se presenta de forma activa en el pronucleo masculino, se desarrolla pasivamente durante las
etapas de division mas tardias y es probablemente la encargada de silenciar los genes

relacionados a la totipotencialidad (Shiy Wu, 2009; Liy col., 2010).

La Modificacion de las histonas, al igual que la metilacién del ADN, es una modificacion
covalente que interviene en la regulacion de la expresion génica. Este fenébmeno incluye la
acetilacion, metilacion y fosforilacion (entre otros) de las histonas. Estos cambios covalentes
actlan como interruptores de la expresion génica, la cual puede ser controlada con precision

segun las circunstancias (Shi y Wu, 2009; Liy col., 2010).

Las histonas son proteinas béasicas de bajo peso molecular. Existen cinco tipos
principales: la histona H1 y las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Estas Ultimas constituyen bloques
de construccién para los nucleosomas, cada uno compuesto por ocho proteinas histonas (dos
histonas H2A, H2B, H3 y H4) para formar un octamero alrededor del cual se envuelve la
cadena de ADN. La histona H1, por otro lado, se coloca como pieza de cierre en cada

nucleosoma y al mismo tiempo toma contacto con las agrupaciones vecinas. Se han encontrado


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna�
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_%28qu%C3%ADmica%29�
http://es.wikipedia.org/wiki/Masa_molecular�

60

en mamiferos un conjunto de variantes de histonas (en diferentes estadios de desarrollo
preimplantacional) que conducen a la diferenciacién de la cromatina. Este cambio en el nivel
mas basico de empaquetamiento del ADN facilita o dificulta la transcripcion de los diferente

genes (Shiy Wu, 2009; Liy col., 2010).

Un mecanismo rapido y eficaz para regular la expresion génica consiste en la modulacién
de la traduccion y de la estabilidad del ARN. Los ovocitos de rana y raton almacenan distintos
tipos de ARNm en su citoplasma, pero traducen esos ARNm a diferentes tiempos durante la
maduracion (Bachvarova y col., 1985). Diversos estudio han demostrado que la poliadenilacion
es critica para la traduccion del ARNm del ovocito y que esta poliadenilacion es regulada por la
region 3’ no traducida (UTR 3’). La UTR 3’ puede regular la eficiencia de traduccion del ARNm
del ovocito controlando el tamafio de la cola de Poli A. Los ARNm que son almacenados por el
ovocito para su traduccidn en la maduracién meiética justo antes de la ovulacién o en la
fecundacion, tienden a perder parte de la cola de Poli A cuando entran al citoplasma. En la
maduracién meibtica, aquellos ARNm que han sido activamente traducidos pierden su cola de
Poli A y funcionan por un corto tiempo. Por el contrario, los ARNm pobremente adenilados que
han sido almacenados, incrementan rapidamente el nimero de residuos de poli A y son
traducidos en proteinas (Vasalli y col., 1989). En el ratén, luego de la fecundacién, el contenido
ARN Poli A decae un 50% dentro de las primeras 24 hs lo que puede deberse a desadenilacién

y/o degradacion de las moléculas (Paynton y col., 1988; Li y col., 2010).

La busqueda de sistemas de fecundacion y desarrollo embrionario in vitro para cada
especie aportd gran cantidad de informacién sobre el rol de diversos compuestos que afectan la
capacitacion del espermatozoide y la fecundacion del ovocito maduro. Por lo tanto, se debe
tener en cuenta que no existe un medio de fecundacién Unico, ya que existen requerimientos

particulares que difieren de una especie a otra.
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Figura 20. Cambios moleculares al inicio del desarrollo (Li y col., 2010)
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A: Comienzo del desarrollo embrionario en ratén. Las gametas transcripcionalmente inertes se fusionan durante la fecundacién y el
espermatozoide completo se introduce dentro del citoplasma del ovocito. El nlcleo del espermatozoide se descondensa y se vuelve
a empaquetar con las histonas almacenadas en el ovocito formando el prondcleo masculino. El ovocito completa su segunda
divisién meidtica y forma el pronicleo femenino. Luego de la singamia y de la citoquinesis queda establecido el embrién de dos
células. B: Degradacion del ARN y de las proteinas maternas. Para alcanzar el estadio de clivaje es necesario el almacenamiento
de ARN y proteinas maternas. Sin embargo, estos reservorios son luego degradados, quedando en el embrién de 2 células, s6lo un
25% del ARN poli A y un 50% de las proteinas maternas. C: Desmetilacién del genoma embrionario. Luego de la fecundacién y
antes de la replicacion del ADN y la formacién del pronuicleo, el genoma masculino es activamente desmetilado. Por el contrario, el
genoma femenino sufre una desmetilacion pasiva con cada division celular, resultando en un embrién con su ADN hipometilado. D:
Activacion génica del embrién. Luego de una activacion transcripcional leve durante el estadio de pronucleos (mas en el masculino
gue en el femenino) la transcripcién embrionaria aumenta intensamente en el embrién de dos células.
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1.6 El Zinc

1.6.1 Introduccion

El Zinc (Zn) es un microelemento cuya funcién esencial en los organismos vivos se
conoce desde 1869 (McCall y col., 2000). En 1926, se lo asocid a la viabilidad de las plantas
superiores (Torres Acosta y Bahr Valcarcel, 2004) y en 1934 (Todd y col., 1934) demostraron su
vital importancia en estudios de crecimiento realizados en ratas. Este mineral interviene en una
amplia variedad de procesos celulares como la proliferacién, la funcion inmune y la defensa
antioxidante (Bray y Bettger, 1990; Powell, 2000). Ademas, participa en la estabilidad y
regulacion génica, forma parte de mas de 3000 factores de transcripcion, de mas de 300
enzimas incluyendo la cobre/zinc superdxido dismutasa (Cu/Zn-SOD) y de varias proteinas
involucradas en la reparacion del ADN (Prasad, 1998; Dreosti, 2001; Prasad, 2003; Prasad y
Kucuk, 2002). El Zn se encuentra presente en casi todas las células animales, sin embargo, las
concentraciones presentes en el masculo esquelético y en el hueso representan el 90 % del Zn
total del individuo (Cousins, 1999). El Zn es considerado el oligoelemento intracelular mas
abundante, formando parte de las metaloproteinas dependientes de Zn que se encuentran en el
interior del citoplasma, nucleo y organelas incluyendo el reticulo endoplasmético, aparato de

Golgi, vesiculas secretoras y las mitocondrias (David, 2006).

1.6.2 Fuentes de zinc para el bovino

En pasturas y cereales la concentracion de Zn puede ser muy variable [7 a 100 mg/Kg de
materia seca (MS)]. Por lo general, estos valores se encuentran entre los 25 y 50 mg/Kg de MS,
con un valor promedio de 36 mg/Kg de MS (Rosa y col., 2008). Se sabe que la concentracién

de este mineral en pasturas y cereales se encuentra directamente relacionada con el estatus de
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Zn presente en el suelo. Por lo tanto, suelos que presenten bajos niveles de Zn estableceran en
consecuencia zonas de carencia. En el caso de la leche, Unico alimento del lactante, contiene
entre 3y 5 mg de Zn/litro, alcanzando en el calostro una concentracion de 14 mg/l (Underwood

y Suttle, 1999; Rosa y col., 2008).

1.6.3 Metabolismo del zinc

Absorcién y Transporte

La absorcion de Zn ocurre principalmente en el intestino delgado y se encuentra en
estrecha relacién con las necesidades del organismo (Miller y col., 1991; Underwood y Sulttle,
1999; Spears, 2003). En rumiantes, a diferencia del resto de los mamiferos, el coeficiente de
absorcion del Zn es elevado con porcentajes de absorcion de Zn que se ubican entre el 35 % y
el 70 %. Esto se debe a la capacidad que posee la flora microbiana del rumen para inactivar el
fitato, agente quelante que se une a ciertos cationes como el Ca™ y el Zn™, produciendo la
precipitacion de los mismos al formar con ellos complejos insolubles (Gifford y Clydesdale,

1990).

Existen varios factores que pueden influir en la absorcién de este microelemento. El
porcentaje de Zn dietario absorbido disminuye conforme aumenta la presencia de este mineral
en la dieta (Sandstrom y Cederblad 1980). Otra fuente de variacion esta relacionada con el
modo de presentacion del Zn. Kincaid y colaboradores (1997) demostraron que la
suplementacién con Zn-lisina y Zn-metionina (formas orgéanicas) genera mayor disponibilidad de
Zn que el 6xido de Zn (forma inorganica). Por otro lado, Cao y colaboradores (2000) al igual que
Wright y Spears (2004) no encontraron diferencias al utilizar sulfato de Zn o distintas fuentes
organicas. En consecuencia, existen contradicciones en cuanto a los resultados obtenidos con

la utilizacion de fuentes organicas o inorganicas (Malcolm-Callis y col., 2000; Spears y Kegle,
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2002; Nunnery y col., 2007). Rosa y colaboradores (2008) sugieren que esto podria deberse a
diferencias en el metabolismo ruminal y tisular de estas fuentes, mas que en variaciones de su

coeficiente de absorcion.

La absorcion entérica de Zn ocurre mediante un proceso no saturable (difusion pasiva)
gue no se encuentra afectado por la concentracion de Zn presente en la dieta y uno saturable
mediado por transportadores especificos para este mineral llamados ZIP4 (Wang y col., 2002;
Tapiero y Tew, 2003; Mafra y Cozzolino, 2004). La restriccién dietética de Zn produce en el
enterocito de raton un aumento en la expresion de esta proteina transportadora (McMahon y
Cousins, 1998). Cuando las concentraciones del Zn dietario se encuentran elevadas, la
expresion de ZIP4 se halla reducida y en consecuencia su presencia en la membrana

plasmatica apical también lo esta.

El Zn en estado libre dentro del enterocito es transportado al sistema porta a través de un
transportador especifico llamado ZnT1 (Cousins y col., 2006). Una vez en sangre el Zn viaja
unido principalmente a la albumina (84%) y en menor medida a a2-macroglobulina (15%) y a
aminoacidos (1%) (Tapiero y Tew, 2003). La concentracion plasmatica de Zn es de
aproximadamente 1 pg/ml y a pesar de representar sdélo el 0,1 % del contenido corporal es la

principal fuente de este mineral para todas las células (Mafra'y Cozzolino, 2004).

La captacion celular de Zn se realiza por multiples mecanismos, entre los que se
encuentran: cotransporte unido a aminoacidos (cisteina o histidina), unién al receptor de la
transferrina y mas recientemente estudiados, por union a las proteinas transportadoras ZIP. Los
transportadores ZIP son proteinas transmembrana cuya funcion consiste en aumentar la
concentracion de Zn intracelular al mediar el flujo de entrada del Zn extracelular hacia la célula,

o al liberar el Zn de las vesiculas intracelulares hacia el citoplasma. Por otro lado, existe otro
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grupo de proteinas transmembrana, llamadas ZnT, que tienen por objetivo disminuir la
concentracion intracitoplasmatica de este mineral realizando la funcién opuesta (Cousins y col.,

2006. Figura 21).

La homeostasis intracitoplasmatica de Zn también se encuentra regulada por las
metalotioneinas (MT). Las MT son un grupo de proteinas de bajo peso molecular (6000-7000
kDa) que contienen 60-68 residuos de aminoacidos, de los cuales 25 — 30 % son cisteina
(Powell, 2000). Cada molécula de MT contiene 7 atomos de Zn que pueden ser liberados, a
pesar de su elevada estabilidad termodinamica, de acuerdo a la demanda celular (Maret, 2000).
Este hecho, sumado a la capacidad de la MT de atravesar diferentes compartimientos celulares
le otorga a esta proteina un rol esencial en el metabolismo del Zn (Maret, 2003). La MT permite
la amortiguacion de la concentracion intracitoplasmatica de Zn de una manera controlada,
tomando o cediendo atomos de Zn de acuerdo a las circunstancias (Tapiero y Tew, 2003).
Ademas, participa en la traslocacién del Zn entre los diferentes compartimentos celulares

(Maret, 2003).

1.6.4 Depdsito organico

La capacidad de almacenamiento de Zn por parte del organismo resulta poco
desarrollada. A pesar de la ausencia de reservorios especificos para Zn, cantidades
significativas de este mineral pueden ser redistribuidas a partir de los tejidos muscular y 6seo

(Underwood y Suttle, 1999).
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Figura 21. Cambios en la expresion del transportador de zinc en murinos en respuesta al

contenido de zinc en la dieta (Cousins y col., 2006).
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Cuando el Zn en la dieta es bajo la expresion de ZIP4 en enterocitos aumenta, con mas ZIP4 localizado en la membrana apical
provocando mayor incorporacion de Zn a partir de la dieta. Por otro lado, cuando el suministro de Zn es adecuado, los enterocitos
tienen una mayor expresiéon de metalotioneina (MT) y de ZIP5 que se localiza en la membrana basolateral. En dietas bajas en zinc,
disminuye la expresiéon de ZnT1 y ZnT2 en las células acinares del pancreas y ocurre la internalizacion de ZIP5 y reduccion de la
MT. La baja ingesta de zinc también disminuye la expresién de ZnT1l en la placenta (saco vitelino visceral) y en células
mononucleares de la sangre periférica. Estos eventos reflejan un intento de restaurar la homeostasis de zinc durante la restriccion
de este mineral en la dieta a través de una absorcion intestinal incrementada, con simultanea reduccion en la pérdida a partir de las
secreciones pancreaticas e intestinales, junto con la conservacion de zinc por parte de células con alta rotacion, como las del
sistema inmunoldgico.

1.6.5 Pérdidas endégenas

Existen tres vias de excrecion del Zn enddgeno: por via digestiva, por via renal y por la

leche (Rosa y col., 2008). La excrecién de Zn en rumiantes, al igual que lo que ocurre en otros
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animales, se produce fundamentalmente por las heces. El Zn fecal lo constituye aquel Zn que
no fue absorbido en la dieta y el que paso6 a la luz del intestino a través de las secreciones
exocrinas del pancreas, bilis, células descamadas, mucus y las secreciones de la mucosa. Los
mecanismos implicados en la regulacion de las pérdidas enddgenas intestinales de Zn no han
sido aun identificados de manera satisfactoria. Sin embargo, se han descripto cambios
homeostaticos en la absorcion y en la pérdida neta a nivel intestinal en respuesta a un aumento
o disminucién en el suministro de Zn en la dieta o de acuerdo a las necesidades del propio
individuo (Miller, 1969; Taylor y col., 1991). Por lo tanto, el tracto gastrointestinal representa el
mayor sitio de regulacion de la homeostasis de Zn (Tapiero y Tew, 2003) (Figura 22). Las
pérdidas enddgenas por via renal tiene una importancia secundaria y la pérdida por leche varia

con el aporte de Zn en la dieta (Miller y Stake, 1974; Nockels y col., 1993; Rosa y col., 2008).

1.6.6 Requerimientos

Los requerimientos de Zn por parte del animal varian en relacién a la especie, raza, edad,
estado fisiologico y la composicidn de la dieta entre otros factores (Underwood y Suttle, 1999).
Estas multiples variables sumadas al poco conocimiento sobre el metabolismo del Zn, hacen de
la interpretacion de los requerimientos una tarea dificil de resolver. Se han desarrollado diversos
trabajos tendientes a caracterizar las necesidades de este mineral en el bovino (Neathery y col.
1973; Engle y col 1997; Underwood y Suttle, 1999). Estos trabajos sugieren que los
requerimientos de Zn para el desempefio 6ptimo del crecimiento y la fertilidad podrian superar
los 20 mg Zn/ kg DM consumida. El Consejo Nacional de Investigaciones (National Research
Council, NRC-USA) en el afio 2000, utilizando el método factorial desarrollado por el Consejo
de Investigaciones Agricola (Agriculture Research Council, ARC-USA) en 1980, propone para

bovinos de carne y leche un requerimiento de Zn de 30 ppm (MS) en la dieta. Demanda que en
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vaca en lactancia se incrementa a razén de 24 mg de Zn por kg de leche producido (NRC-USA,

2000; Rosa y col., 2008).

Fraccion absorbida
y excretada (%)

Figura 22. Regulacion entérica de Zinc (Underwood y Suttle, 1999).
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Los animales ajustan el aumento de la ingesta de Zn reduciendo la fraccién de Zn que es absorbido y excretando una mayor
proporcién del Zn a través de las heces. (MS= materia seca).

1.6.7 Funciones del zinc

El Zn participa en multiples y variados procesos biolégicos que lo involucran en su forma

i6nica o como parte estructural y/o funcional de una gran variedad de proteinas. De acuerdo a la

ubicacién del Zn en estas metaloproteinas este microelemento puede actuar como catalizador

(carboxipeptidasa A), cocatalizador (fosfatasa alcalina, fosfolipasa C, nucleasa Pl y leucina

aminopeptidasa) o desempefiando una funcién estructural (Cu/Zn-SOD y “dedos de Zinc”).

Cuando el Zn se encuentra en el sitio catalitico, el ion de Zn participa directamente en el

proceso de formacion o ruptura de uniones moleculares. Cuando se ubican en un sitio
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cocatalitico hay varios iones unidos unos con otros en donde uno de ellos desempefia una
funcion catalizadora y el resto de los iones mejoran la actividad catalitica del sitio. Por ultimo, el
Zn en su funcidén estructural, participa estabilizando la estructura terciaria de la enzima de
manera analoga al puente disulfuro. En todos los casos, la eliminacion del Zn de su sitio de

accion puede llevar a la pérdida de la actividad enzimatica (McCall y col., 2000).

El Zn forma parte de aproximadamente 300 enzimas. Algunas de estas pertenecen al
grupo de las metaloproteinasas (matrix metaloproteinases) como las colagenasas, gelatinasas y
endometasas entre otras. Estas enzimas intervienen en la proliferacién y motilidad celular, en el
proceso de cicatrizacion de heridas, en la angiogénesis y en el control de eventos reproductivos
claves como la ovulacion, la implantacion embrionaria, la embriogénesis, la involucién uterina, la
involucion mamaria y prostatica, y la proliferacion endometrial (Hulboy y col., 1997; Amalinei y
col.,, 2007). Las enzimas alcohol deshidrogenasa, fosfatasa alcalina, anhidrasa carbénica y
carboxipeptidasas A y B también forman parte de la extensa lista de enzimas zinc-dependientes

(Underwood y Suttle, 1999).

El Zn forma estructuras denominadas “dedos de Zinc” que fueron definidos por Laity y
colaboradores (2001) como cualquier dominio proteico pequefio, funcional, plegado de forma
independiente que requiere la coordinacion de uno o mas iones de Zn para estabilizar su
estructura. Las proteinas con dedos de Zn forman parte de una gran cantidad de receptores de
membrana, nucleoproteinas y mas de 1000 factores de transcripcién (Cousins, 1999;
Beyersmann y Haase, 2001). Las funciones de estas estructuras son extraordinariamente
diversas e incluyen el reconocimiento del ADN, el empaquetamiento del ARN, la activacion de la
transcripcién, la regulacion de la apoptosis, el ensamble y plegamiento de las proteinas y la
unién de éstas a lipidos (Laity y col., 2001). Es principalmente por la participacion del Zn en la

expresion génica que este mineral posee vital importancia en la digestion, la glucdlisis, la
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sintesis de ADN, la sintesis de acido nucleico, en la division celular y el metabolismo de las

proteinas (Underwood y Suttle, 1999).

El Zn posee también un conocido desempefio como agente antioxidante. Su capacidad
para retardar los procesos oxidativos es reconocida desde hace muchos afios (Powell, 2000).
Este mineral ejerce su efecto protector en forma mediata (también llamada cronica) o inmediata
(aguda). La primera implica la exposicion al Zn por un largo periodo de tiempo, resultando en la
induccién de alguna otra sustancia, como la metalotioneina, que finalmente ejecuta la accion
antioxidante. El efecto inmediato por otro lado, se realiza mediante dos mecanismos: a)
reduciendo la formacién de radicales hidroxilo por parte de los iones Fe™ y Cu® (Reaccién de
Fenton) al competir por los sitios de unidon de ambos metales y b) protegiendo de la oxidacion a
los grupos sulfidrilos de las proteinas. Para esto ultimo existen tres mecanismos: (b1) la uniéon
directa del Zn al sulfidrilo, (b2) el impedimento estérico como resultado de la unién de Zn con
otro sitio de la proteina proximo al grupo sulfidrilo y (b3) produciendo un cambio conformacional
como resultado de la union del Zn con algun otro sitio de la proteina (Figura 23) (Powell, 2000;
Chihuailaf y col., 2002). El Zn también forma parte de la Cu/Zn-SOD que es una de las
principales enzimas del sistema antioxidante del organismo (Rosa y col., 2008; Batini¢-Haberle
y col., 2010; Buettner, 2011). Esta tiene por funcién catalizar la dismutaciéon del radical libre

superéxido a peroxido de hidrégeno, lo que no requiere de cosustratos (Chihuailaf y col., 2002).

El Zn cumple un rol central en el sistema inmunolégico. Este microelemento es crucial
para el normal desarrollo y funciéon de las células mediadoras de la inmunidad inespecifica
como los neutréfilos y células natural killers (Shankar y Prasad, 1998). La deficiencia de Zn
también afecta el desarrollo de la inmunidad adquirida al reducir el nimero de linfocitos Ty B, y
su funcion. La produccion de citoquinas y anticuerpos (particularmente la inmunoglobulina G)

también se ve comprometida cuando la presencia de Zn en el organismo se encuentra
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disminuida. El macréfago en un estado de deficiencia de Zn, puede presentar alteraciones en su
capacidad litica, en la produccion de citoquinas y en la fagocitosis. Entre las diversas funciones
que desarrolla el Zn en la inmunidad, se encuentra la expresion de genes y la mitosis de las
células linfoides. Esto se debe a que la ADN polimerasa, la principal enzima que regula la
replicacion del ADN, es una enzima Zn-dependiente (Shankar y Prasad, 1998; Erickson y col.,

2000).

Figura 23. Mecanismos de proteccion contra la oxidacion de grupos sulfidrilos de las proteinas

por Zinc (Powell, 2000).
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Ademas de lo anteriormente expuesto, existe nueva evidencia que sefiala al Zn idnico

(Zn™) como posible factor de sefializacion celular (Beyersmann y Haase, 2001). Segln estos
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autores, el Zn seria secretado y luego de la unién a un receptor especifico podria regular una

funcion orgénica al igual que lo hacen las hormonas locales.

1.6.8 Manifestaciones bioquimicas de la deficiencia de zinc

El desarrollo de la carencia Zn ocurre en tres etapas: deplecién, deficiencia y disfuncion.
La deplecién ocurre cuando el requerimiento neto de este mineral no es cubierto por la dieta y
comienza a ser movilizado desde los diferentes tejidos. Esta etapa puede continuar durante un
largo periodo sin consecuencias para la produccion. Cuando el Zn movilizado comienza a
agotarse empieza la etapa de deficiencia, caracterizada por una disminucion de la
concentracion plasmatica de Zn. Finalmente, sobreviene la etapa de disfuncién, cuando las
metaloproteinas especificas se ven afectadas en su funcionamiento. Los dafios bioquimicos
generados por las disfunciones proteicas y/o enzimaticas producen finalmente la dltima etapa
de la carencia, con manifestaciones subclinicas y luego clinicas de la enfermedad (Underwood
y Suttle, 1999; Rosa y col., 2008) (Figura 24). Las concentraciones plasmaticas de Zn fluctdan
con la edad, el estrés, las infecciones, y la restriccion alimenticia. En terneros recién nacidos la
zinquemia es muy alta (2,3 pg/ml), disminuyendo notablemente cuando el animal alcanza la
semana 12 de vida (1,2 pg/ml) (Kincaid y col., 1976). Kincaid (1999) definié el estatus de Zn en
el bovino utilizando valores de Zn en plasma. Este autor propone dividir el estatus mineral en
tres grupos: deficiente (0,2 a 0,4 ug/ml Zn); deficiente marginal (0,5 a 0,8 ug/ml Zn) y adecuado

(0,8 a 1,9 yg/ml Zn).

Las consecuencias clinicas de la enfermedad dependen de la severidad de la deficiencia,
pero la sintomatologia clasica incluye: anorexia, crecimiento retardado, pérdida de peso,
alteracién de la respuesta inmune, retraso de la maduracion sexual, atrofia testicular e

hiperqueratinizacion epidérmica (Grahn y col., 2001). La sintomatologia poco especifica da nota



73

del fundamental papel que cumple el Zn en el metabolismo celular (Aggett y Comerford, 1995;

Grahny col., 2001).

Figura 24. Etapas de la deficiencia de Zn (Modificado de Rosa y col., 2008)
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El Zinc se encuentra presente en soluciones fisiologicas como un cation divalente
electrofilico (Zn™) que se une débilmente a ligandos de bajo peso molecular. In vitro, se une
principalmente a la albumina y cuando se encuentran presentes células, se asocia a los puentes
sulfhidrilos de las proteinas de sus membranas plasméticas (Eide, 2006). El Zn es un
componente importante para el cultivo celular. Sin embargo, los medios clasicos por lo general
no lo contienen en sus formulas. La inclusion de 5 a 10 % de suero al medio, le proporciona el

nivel minimo de Zn necesario para el crecimiento y la supervivencia celular.
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Como se menciond anteriormente, el Zn interviene en la funcion y estabilidad génica.
Forma parte de multiples factores de transcripcion, incluyendo proteinas de union al ADN, y
mas de 300 enzimas, como la Cu/Zn-SOD y proteinas implicadas en la reparacién del ADN
(Falchuk, 1998; Prasad, 2003; Cathomen y Joung, 2008). Por lo tanto, el Zn juega un papel
preponderante en la accion antioxidante y evita el dafio en el ADN. Es importante destacar que
la deficiencia de Zn resulta en un aumento en la sensibilidad al estrés oxidativo (Taylor y col.,
1988). Se ha descripto ademas, que la disponibilidad de Zn puede influir en las funciones
celulares y en el desarrollo embrionario (Falchuk, 1998; Hostetler y col., 2003). El Zn se
encuentra presente en cigotos y embriones formando parte de las metaloproteinas involucradas
en el desarrollo embrionario y la organogénesis (Kambe y col., 2008). La deficiencia de este
mineral durante el desarrollo en los vertebrados produce alteraciones en la morfogénesis de los
organos dorsales, incluyendo el cerebro, los ojos y la médula espinal (Falchuk y Montorzi,
2001). Su carencia en los machos produce hipogonadismo, oligospermia y la alteracion de la
esteroidogénesis (Kumar y col., 2006; Yamaguchi y col., 2009), mientras que en las mujeres

afecta el ciclo estral y aumenta el riesgo de aborto espontaneo (Graham y col., 1994).

Diversos estudios de manejo nutricional en los animales domésticos apuntan a dilucidar
problemas de impacto reproductivo (Novak y col., 2003). La nutricion puede influir entre otras
cosas la sobrevida embrionaria y el desarrollo folicular y como consecuencia la calidad del
ovocito (Almeida y col., 2001; Mao y col., 2002). En consecuencia, es posible que el desarrollo
embrionario preimplantacional en animales domeésticos como los bovinos requieran de la
incorporacion de varios micronutrientes para una buena funcién reproductiva. Sin embargo, los
estudios dedicados a evaluar la influencia de micronutrientes como el Zn en ovocitos y

embriones tempranos resultan en algunos casos limitados.
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Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo fue estudiar el efecto del Zn, en
distintas concentraciones sobre la adquisicién de la capacidad de desarrollo de los ovocitos
durante el periodo de maduracion y su impacto en el desarrollo embrionario temprano posterior.
Para ello, se utiliz6 como modelo experimental la técnica de produccién in vitro de embriones

bovinos.

Los objetivos especificos para llevar a cabo el presente trabajo de tesis pueden ser

resumidos en los siguientes puntos:

Capitulo 1: Determinacién de la concentracion de Zn en plasma, licor folicular y en el medio de

maduracion completo.

Capitulo 2: Efecto de distintas concentraciones de Zn sobre la maduracién in vitro de los

ovocitos bovinos.

Capitulo 3: Efecto de distintas concentraciones de Zn sobre la capacidad de desarrollo de los

ovocitos hasta el estadio preimplantacional de blastocisto.

Capitulo 4: Rol de las células del camulus como puente metabdlico entre el medio externo y el

ovocito, con diferentes niveles en el aporte de Zn durante la MIV.
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2.1 Técnica de produccion de embriones bovinos in vitro

La produccién in vitro de embriones involucra tres etapas fundamentales: 1) Maduracion
in vitro, 2) Fecundacion in vitro y 3) cultivo in vitro de embriones (CIV). Para la MIV de ovocitos
bovinos se utilizé el medio de cultivo TCM-199 suplementado con hormonas, LH y FSH y suero
fetal bovino (SFB). Para la FIV se emple6 el medio TALP (Parrish y col. 1984) y para el CIV el
medio SOFm (Synthetic Oviduct Fluid modificado) (Tervit y col. 1972; Gardner y col., 1994). El
éxito de la FIV depende de la calidad de las gametas, de la composicion de los medios
empleados para capacitar el semen, de las condiciones del laboratorio y de la habilidad del
operador. En el caso de los bovinos, Parrish y colaboradores (1984) demostraron que los
espermatozoides de toro podian capacitarse in vitro en un medio de fecundacién-capacitacion
con heparina. Estudios posteriores, establecieron que la concentracion de heparina utilizada
afecta la tasa de desarrollo embrionario posterior hasta el estadio de blastocisto (Parrish y col.,
1985a, 1985b; 1988), que existe una concentracion adecuada para la capacitacion del semen
de cada toro (Lancaster y col., 1990; Chung y col., 1991) y que el tiempo de incubacion de los
espermatozoides en el medio de capacitacion es un factor determinante para lograr una FIV
exitosa (Fukui y col., 1990). Por lo tanto, antes de iniciar los ensayos experimentales de la
presente tesis doctoral se llevo a cabo la puesta a punto de la técnica de produccion in vitro de
embriones bovinos que se utilizé como modelo experimental durante el desarrollo del presente

trabajo de tesis.

2.2 Reactivos

Todos los reactivos fueron provistos por Sigma Chemical Company (St. Louis, EE.UU.), a

menos que se indique lo contrario. Todos los medios y soluciones (Anexos) se prepararon con
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agua Tipo | (Sigma) y fueron almacenados a 4 °C en oscuridad. La técnica de Produccion in
vitro de embriones se utiliz6 como modelo experimental para el desarrollo del presente trabajo

de tesis. Las técnicas especificas se describen en el capitulo correspondiente.

2.3 Maduracién in vitro (MIV)

Los ovarios de frigorifico extraidos de hembras jévenes, se colocaron en solucién
fisiologica a 37 — 39 °C y se mantuvieron en termos hasta llegar al laboratorio. Luego se lavaron
tres veces en solucion fisioldégica con antibiéticos. De cada ovario se aspiraron los foliculos de 2
- 8 mm usando una aguja de 18 G conectada a un tubo estéril y a una linea de vacio (50 mm
Hg). Los complejos ovocito-cumulus (COC) se colectaron a menor aumento (20 X) con un
microscopio estereoscopico y platina térmica a 39 °C y, se colocaron en medio Hepes-199 + 10
% SFB (Medio de mantenimiento) hasta el momento de la seleccién por calidad. Para la MIV, se
eligieron los COC cuyos ovocitos presentaron el citoplasma homogéneo y las células del
cumulus compactas. Los COC se lavaron dos veces en medio de MIV, se tomaron grupos de 10
COC en 10 pl de medio, se sembraron en gotas de 40 yl de medio bajo aceite mineral y se

incubaron a 39 °C en atmoésfera gaseada con 5 % CO, en aire y humedad a saturacion.
Preparacion de cajas para MIV:

Las cajas de Petri para MIV se prepararon previamente a la recoleccion de los COC con
gotas de 40 ul de medio de maduracion, cubiertas con aceite mineral. Posteriormente, las cajas
de MIV se incubaron durante 2 hs a 39 °C en atmésfera gaseada con 5 % de CO, en aire y
humedad a saturacion para equilibrar el pH (7,2 - 7,4) del medio. El volumen final de las gotas

de MIV fue de 50 pl: 40 pl de medio de MIV + 10 pl con los COC.
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2.4 Fecundacion in vitro (FIV)

a) Preparacién de las cajas de FIV

Luego de preparar el medio de FIV (Anexos), se armaron las placas de Petri con gotas de
30 pl de medio y se cubrieron con aceite mineral. Las cajas fueron incubadas para equilibrar el
pH del medio (7,2 - 7,4) a 39 °C en atmédsfera gaseada con 5 % CO, en aire y humedad a

saturacion durante un tiempo minimo de 2 hs.
b) Preparacién de los ovocitos para la FIV.

Después de 24 hs de MIV se lavaron los COC rapidamente en Hepes-TALP sin quitarles
las células del cimulus. Luego se lavaron 2 veces en medio FIV, se tomaron entre 5 a 10 COC
en un volumen de 10 pl de medio y se sembraron en cada gota de FIV preparada previamente.

Los COC se mantuvieron en estufa a 39 °C hasta el momento de la inseminacion.
c) Procesamiento del semen

Con el objetivo de separar los espermatozoides vivos se utilizé un gradiente de Percoll.
En un tubo cénico de 15 ml se colocaron 2 ml de Percoll 90 % y se agregaron cuidadosamente
sobre él 2 ml de Percoll 45 %. Luego, se descongelaron 2 pajuelas de semen, se evalud la
calidad del mismo y se sembrd sobre la superficie del gradiente de Percoll. El gradiente se
centrifugd a 700 g durante 15 - 30 minutos y se retird cuidadosamente el pellet
(espermatozoides vivos) con una pipeta Pasteur para transferirlo a otro tubo. Se agreg6 250 ul
de Hepes-TALP, se homogeneizé agitando suavemente y se volvio a centrifugar a 200 g
durante 5 min. Luego de descartar el sobrenadante el pellet se resuspendié en 200 ul de medio

de FIV y se mantuvo en la incubadora. Se tom6 una muestra para determinar la concentracion
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de espermatozoides utilizando una camara de Neubauer y microscopio Optico. Finalmente se
ajusto el volumen con medio de FIV para obtener una suspensiéon de 10 millones de

espermatozoides/ml.
d) Inseminacion

Se agreg6 rapidamente 10ul de la suspensién concentrada de espermatozoides (10
millones/ml) a las gotas de FIV que ya contenian los ovocitos. Se incub6 durante 24 hs a 39 °C
en atmosfera gaseada con 5 % CO, en aire con humedad a saturaciéon. La concentracion final

de espermatozoides en la gota de FIV fue de 2 millones/ml.

2.5 Cultivo de embriones in vitro (CIV)

Se prepararon gotas de 30 pl con medio SOFm (Anexos) en cajas de Petri bajo aceite
mineral. Las cajas de CIV se prepararon 2 horas antes de la siembra y se incubaron a 39 °C en
atmosfera gaseada con una mezcla de 7 % O,, 5 % CO,, 88 % N, y humedad a saturacion.
Luego de 24 horas de FIV los presuntos cigotos se lavaron 2 veces en Hepes-SOF y 2 veces en
SOFm. Grupos de 5 - 10 presuntos cigotos en 10 yl de SOFm fueron sembrados en las gotas
de 30 ul previamente equilibradas, alcanzando un volumen final de 40 pl de medio en las gotas
de CIV. Los embriones se cultivaron en medio SOFm sin glucosa durante las primeras 24 horas
de cultivo (D1) y SOFm con 1,5 mM de glucosa desde el dia 2 (D2) hasta el dia 8 (D8). El medio

de cultivo se renové cada 48 hs.

Al finalizar los 8 dias de cultivo se evalu6 la calidad morfolégica de los embriones
utilizando un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon, Diaphot). Los embriones se

colorearon con Hoechst 33342 que se une al ADN y permite determinar el nUmero de células de
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los blastocistos al final del cultivo. Para la evaluacién con Hoechst 33342 se utilizé un filtro

UV2A.

2.6 Coloracion fluorescente para nucleos (HOESCHT 33342)

Se prepard una solucion de trabajo diluyendo 10 mg de Hoescht 33342 en 20 ml de etanol
proanalisis (500ug/ml). L os ovocitos 0 embriones se incubaron 2 minutos a temperatura
ambiente en Hoechst 33342 y se montaron entre porta y cubreobjeto bajo lupa y se evaluaron

con microscopio de epifluorescencia (Filtro UVA).
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Determinacion de la concentracion de Zn en plasma, licor

folicular y en el medio de maduracidon completo

3.1 Introduccién

Dentro del foliculo ovarico el ovocito en desarrollo se encuentra embebido por el licor
folicular (LF) que nutre al ovocito y a las células del cimulus que lo rodean. El foliculo es un
compartimento avascular separado del estroma ovarico por la pared folicular quien forma la
“barrera hemato-folicular’ (Bagavandoss y col., 1983). Si bien, el LF es un trasudado del suero,
también se encuentra parcialmente constituido por sustancias producidas localmente que estan
relacionadas a la actividad metabdlica de las células foliculares (Gerard y col., 2002). Esta
actividad metabdlica, junto a la propiedad “barrera” de la pared folicular, cambian
significativamente durante la fase de crecimiento del foliculo, por lo que la composicién del LF
varia con los diferentes tamafios foliculares (Arshad y col., 2005). A pesar de la importancia
gue poseen los metales como el Zn sobre la reproduccion, sus concentraciones en el LF no
han sido hasta el momento bien caracterizadas (Silberstein y col., 2009). El conocimiento que
hoy se tiene acerca del papel que cumplen los micronutrientes sobre los ovocitos y el desarrollo
embrionario temprano, se basa principalmente en trabajos in vivo donde se han alterado las
dietas maternas o se han suplementado a las madres de forma parenteral (Ashworth y Antipatis,

2001). La maduracion del ovocito es una etapa critica y compleja donde se desarrollan multiples
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fendmenos que conducen a su maduracién nuclear y citoplasmética (Sorensen y Wassarman,
1976; Downs, 1993; Edwards, 2000; Fan y Sun, 2004; van den Hurk y Zhao, 2005; Hashimoto,
2009). Se sabe que la deficiencia de Zn puede alterar algunos de estos eventos por lo que el
aporte adecuado de este mineral deberia ser garantizado durante este proceso (Sun y col.,

2007; Kambe y col., 2008; Kim y col., 2011; Tian y Diaz, 2012).

Un estudio realizado en bufalos, por Arshad y colaboradores (2005) determiné que la
concentracion de Zn folicular y plasmético no presenta diferencias cuando se evalla la
concentracion en foliculos mayores y menores a 10 mm. En condiciones in vitro, el medio de
MIV representa el medio ambiente del ovocito y de su composicion depende en gran medida, su
capacidad de desarrollo posterior (Abeydeera, 2002; Martinez Madrid, 2002). Muy poco se
conoce acerca de cual es la concentracion apropiada de Zn en este medio, pero probablemente

se corresponda a la encontrada en el licor folicular de animales adultos saludables.

Por lo expuesto, el objetivo fue determinar las concentraciones de Zn en plasma, LF y en

el medio de MIV completo para establecer las concentraciones de trabajo.

3.2 Material y métodos

3.2.1 Determinacion de Zinc en plasma, licor folicular y medio de MIV

Se colectaron 40 muestras de sangre (10 ml) de la vena yugular de vaquillonas al
momento de la faena en tubos con EDTA. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 10
minutos, se separo el plasma y se guard6 a 4 °C. Los ovarios de las mismas vaquillonas se
colectaron e individualizaron para asociarlos a las muestras de sangre. Los ovarios se
envolvieron en film y se transportaron al laboratorio en un recipiente térmico dentro de las 2

horas de obtenidos. El didmetro de los foliculos ovéaricos se midid con un calibre y se
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clasificaron en dos grupos: a) Foliculos pequefios (< 10 mm) y b) Foliculos grandes (> 10 mm).
El LF de cada grupo se obtuvo por aspiracion con jeringas de insulina estériles. Ademas, se
tomaron muestras (n= 6) de medio de MIV suplementado con 10 % de SFB. Las muestras de
LF y medio de MIV se centrifugaron y el sobrenadante se trat6 con 10 % (p/v) de &cido
tricloroacético. La concentracion de Zn se midié con un espectrofotometro de absorcidon atébmica

de flama (GBC 902).

3.2.2 Andlisis estadistico

Los valores de concentracion de Zn en plasma, LF y medio de MIV se analizaron
utilizando ANOVA de una via y el test de Student-Newman-Keuls a posteriori (CSS: Statistica,

module C-Stasoft, Tulsa, OK, USA).

3.3 Resultados

3.3.1 Determinacion de Zinc en plasma, licor folicular y medio de MIV

La concentracion de Zn fue de 1,32 pg/ml £ 0,22 en plasma; 1,49 ug/ml + 0,37 en LF de
foliculos grandes; 1,55 pug/ml + 0,33 en LF de foliculos pequefios y 0,3 ug/ml + 0,02 en el medio
de MIV. No se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de Zn en plasma
y LF. Es necesario aclarar que el medio de maduracion sin el suplemento de SFB no present6

concentraciones detectables de Zn.

3.4 Conclusiones

La concentracion de Zn fue similar en plasma y LF de foliculos mayores y menores a 10

mm al igual que lo publicado
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en budfalo por Arshad y colaboradores (2005). En base a nuestros resultados y a los
valores de Zn plasmatico definidos por Kincaid (1999) en el bovino (pag. 72), se establecieron
cuatro condiciones experimentales para el presente trabajo de tesis: un tratamiento Control que
consisti6 en medio de maduracién sin el agregado de Zn (concentracion final del medio: 0,3
Mg/ml Zn, aportado exclusivamente por el SFB); y tres tratamientos donde el medio de MIV
alcanzo las siguientes concentraciones finales de zZn: Zn1: 0,7 pyg/ml; Zn2: 1,1 pg/mly Zn3: 1,5
pa/ml. El grupo Control y Znl corresponden al estatus de “deficiencia” y “deficiencia marginal”
respectivamente, mientras que Zn2 y Zn3 corresponden al estatus “adecuado” propuesto por

Kincaid (1999).
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Efecto de distintas concentraciones de Zn sobre la maduracion

in vitro de los ovocitos bovinos

4.1 Introduccion

El complejo ovocito-cimulus presente en el foliculo antral de mamiferos, constituye una
unidad estructural y funcional (Camaioni y col., 1993). Como consecuencia del aumento de
gonadotrofinas enddgenas durante el periodo preovulatorio, el espacio entre las células del
cumulus aumenta debido a la produccion de una matriz extracelular rica en &cido hialurénico
(AH). Este proceso, llamado expansién o mucificacion, facilita el desprendimiento del COC de la
pared del foliculo, su extrusién en la ovulacién, y su captura por las fimbrias del oviducto.
Ademas, las células del cumulus y la matriz extracelular del COC expandido, mejoran la
penetracion del espermatozoide y la fecundacion. La expansion 6ptima de la masa del camulus
es, por lo tanto, fundamental para la correcta ovulacion y posterior fecundaciéon del ovocito
(Camaioni y col., 1993; Borg y Holland, 2008; Nagyova y col., 2012). En estudios in vitro, se ha
observado que el grado de expansién del COC esta directamente relacionado con la cantidad
de AH sintetizado en la matriz extracelular (Chen y col.,, 1990). Recientemente, se ha
demostrado que el Zn participa como cofactor de los factores de transcripcion pSmad 2 y
pSmad 3 que estan relacionados con la sintesis y organizacién del AH dentro de la matriz

extracelular (Tian y Diaz, 2012).
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El glutation es el principal compuesto sulfatado no proteico presente en las células de
mamifero. Este tiol cumple numerosas funciones biolégicas, entre las que se encuentran el
mantenimiento del estado redox intracelular, el transporte de aminoacidos y la sintesis de ADN,
entre otros (Lafleur y col, 1994; Sies, 1999; Luberda, 2005). El GSH se encuentra ampliamente
distribuido en los organismos animales, no sélo en las células sométicas, sino también en las
gametas (Luberda, 2005). La sintesis de GSH es fundamental durante la maduracion de los
ovocitos y su funcion se relaciona principalmente con su propiedad antioxidante. Ademas,
mantiene la morfologia del uso mitético y participa en la formacién del pronicleo masculino
luego de la fertilizacion (Perreault y col., 1988; Yoshida y col., 1993; Sutovsky y Schatten, 1997,
Zuelke y col.,, 1997; Gardiner y col.,, 1998; Ayalasomayajula y Kompella, 2002). Diversos
estudios han demostrado que las concentraciones de GSH intracelular de los ovocitos en la
etapa final de la MIV reflejan el grado de su maduracion citoplasmatica (de Matos y col., 1997;
Furnus y col.,, 1998; de Matos y Furnus, 2000). El GSH es capaz de liberar el Zn de la
metalotioneina en una reaccién redox que involucra a su forma oxidada (GSSG) (Chen y Maret,
2001). ElI GSH actia como un ligando biolégico en la formacion de complejos binarios y
terciarios con el Zn; la reduccion intracelular de este mineral causa una reduccidon en la
concentracion intracelular de GSH (Kojima-Yuasa y col., 2003; Krezel y col., 2003; Cortese y

col., 2008).

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es un proceso
altamente regulado y crucial en todos los organismos multicelulares (Rana y col., 2008). Las
células que mueren por apoptosis sufren una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos
caracteristicos, como la fragmentaciéon del ADN, cambios en la simetria de la membrana,
aumento en los niveles de proteinas relacionadas con la muerte celular y la activacién de

enzimas proteoliticas como las caspasas (Wyllie y col., 1980; Phelps y col., 2000; Rana y col.,
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2008). La apoptosis representa el fendmeno final de una compleja ruta de sefializacién que
culmina con la activacion de las caspasas y la consecuente generacién de alteraciones
celulares que llevan a la muerte de la célula (Campbell y col., 1993; Clarke y col., 1994; Belka y
col., 2000; Bonner y col., 2000; Brown y Baltimore, 2003). La apoptosis ocurre cuando el dafio
celular, incluyendo el dafio en el material genético, ha sobrepasado la capacidad de la célula
para repararse (Rana y col., 2008). Estudios previos demostraron que la atresia de los foliculos
subordinados en cada ciclo del recambio folicular, en animales de granja, se inicia y se debe
principalmente a la apoptosis de las células de la granulosa (Manabe y col., 1996; Yang y
Rajamahendran, 2000). En el caso de los bovinos, la informacion sobre el proceso de apoptosis
es limitada a estudios realizados en células de la granulosa de los foliculos ovéricos y en menor
medida en células del cimulus durante la MIV de ovocitos (Jolly y col., 1994; Quirk y col., 2000;

Yang y Rajamahendran, 2000; Luciano y col., 2000; Ikeda y col., 2003).

Estudios realizados in vitro en células somaticas de raton, rata y mono han demostrado un
claro aumento en el dafio del ADN en presencia de bajos niveles de Zn (Olin y col., 1993;
Oteiza vy col.,, 1995, 2000). Se ha observado también, que los animales deficientes de Zn
poseen una gran susceptibilidad al estrés oxidativo y en consecuencia presentan dafio celular
en la molécula de ADN (Taylor y Bray, 1991; Canali y col., 2000; Sakaguchi y col., 2002; Yousef
y col., 2002; Ho y Ames, 2002; Ho y col., 2003; Bruno y col., 2007). El dafio en el ADN puede
ser el producto final del fendmeno de apoptosis 0 uno de los responsables de su desarrollo
(Wang, 2001; Norbury y Zhivotovsky, 2004; Rana y col., 2008; Song y col., 2009). El Zn
participa activamente en mantener la integridad del ADN, no solo por su propiedad antioxidante,
sino que ademas, el Zn forma parte de muchas de las proteinas involucradas en su reparacion

(Ho, 2004). Por lo tanto, el dafio en el material genético de células deficientes de Zn es
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consecuencia de situaciones de estrés oxidativo y al deterioro de las funciones de reparacion

(Canaliy col., 2000; Ho y Ames, 2002; Bruno y col., 2007).

La enzima superoxido dismutasa (SOD) protege a las células del dafio causado por los
radicales libres (RL) del oxigeno al catalizar la dismutacion del RL superéxido (O;) a peréxido
de hidrogeno (H,O,) (Chihuailaf y col., 2002). Este ultimo compuesto es menos reactivo y es
convertido posteriormente a oxigeno libre y agua (de Rosa y col., 1980). Se han identificado tres
isoformas de SOD en mamiferos: dos isoformas unidas a cobre y zinc (Cu/Zn-SOD), una de
ellas localizada en el citosol (Cu/Zn-SOD 1) y la otra en el medio extracelular (Cu/Zn-SOD 3), y
una isoforma unida a manganeso (Mn-SOD) que se encuentra presente en la matriz
mitocondrial (Miao y Clair, 2009). La Cu/Zn-SOD1 se localiza principalmente en el citosol pero
también se encuentra en el nucleo, lisosomas, peroxisomas y entre las membranas de la
mitocondria (Weisiger y Fridovich, 1973; Chang y col., 1988; Field y col., 2003). Estudios en
ratones Knock-out para Cu/Zn-SOD indican que la eliminacion de esta enzima se encuentra
asociada a un mayor dafio hepatico (Polavarapu y col., 1998; Kessova y col., 2003), formacién
de hepatocarcinomas (Elchuri y col., 2005), infertilidad en la hembra (Matzuk y col., 1998),
pérdida de neuronas motoras luego de un dafio axonico (Reaume y col.,, 1996) y a un
acortamiento del periodo de vida (Elchuri y col., 2005). La union del metal a la proteina SOD es
esencial para su correcto funcionamiento biol6gico. La pérdida de Zn desorganiza la estructura
terciaria del sitio activo de la enzima y deja al Cu mas accesible a las moléculas celulares, lo
gue genera reacciones oxidativas adversas (Sahawneh y col., 2010). Esto se ha confirmado
mediante la observacién de muchas SOD mutantes. Cuando la mutacién no afecta la unién del
Cu o Zn a la proteina, la enzima mantiene completamente su actividad (Borchelt y col., 1994;

Marklund y col., 1997). Sin embargo, en humanos cuando la SOD pierde esta afinidad (como
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ocurre en la enfermedad de Lou Gehrig donde la enzima posee de 5 a 50 veces menos afinidad

al Zn que su contraparte normal) se producen alteraciones en su funcionamiento.

En consecuencia, se disefiaron una serie de experimentos para estudiar el efecto de la
adicion de diferentes concentraciones de Zn al medio de MIV sobre: 1) la expansion del
cumulus de ovocitos bovinos, 2) los niveles intracelulares de GSH en ovocitos y células del
cumulus, 3) la tasa de apoptosis de las células del camulus, 4) la integridad del ADN de las

células del camulus y 5) la actividad SOD del complejo ovocito-cumulus.

4.2 Material y métodos

4.2.1 Complejos Ovocito-Cumulus (COC)

Los ovarios bovinos fueron obtenidos a partir de hembras de frigorifico,
independientemente del estado del ciclo estral y transportados al laboratorio en solucion
fisiologica estéril con antibioticos, a 37 °C, dentro de las 3 horas de realizada la extraccion. Los
COC fueron aspirados de foliculos de 2 a 8 mm de didmetro, utilizando una aguja 18 G
conectada a un tubo estéril y a una linea de vacio (50 mm Hg). Solamente fueron seleccionados
para la MIV, aquellos COC que presentaron el cumulus intacto y el citoplasma homogéneo.
Para la seleccion, se utiliz6 un estereomicroscopio con bajo aumento (20 - 30 X). Las
repeticiones de cada experimento (n= 4/5) se realizaron en dias diferentes y en cada dia se

obtuvieron 200 COC, utilizando 50 COC por tratamiento.

4.2.2 Maduracion in vitro (MIV)

Los COC fueron lavados 2 veces en medio TCM-199 con 15 mM de HEPES

suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino. Luego se lavaron 2 veces en medio de MIV
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(TCM-199 suplementado con SFB, FSH y LH). Para la maduracion se tomaron grupos de 10
COC y se transfirieron a microgotas de 50 pl de medio de MIV bajo aceite mineral (Squibb,
Princeton, NJ, USA) previamente equilibradas en atmésfera gaseada al 5 % de CO,,a 39 °C y
humedad a saturacion por 24 hs. La concentracion de Zn en el medio de MIV fue de 0,3 pg/ml
(Control), concentracion aportada exclusivamente por el SFB (3.3.1). El Zn fue agregado al
medio de MIV de modo de alcanzar las siguientes concentraciones: Znl) 0,7 pg/ml; Zn2) 1,1

pg/mly Zn3) 1,5 pg/ml.

4.2.3 Evaluacién de la expansiéon del complejo ovocito-cumulus

El area de expansiéon del cumulus (AEC) de cada COC se midi6 antes (T0) y después de
la MIV (T24) mediante un sistema de captura y digitalizacion de iméagenes (SONY-CCD)
acoplado a un software de andlisis de imagenes microscopicas (Image ProPlus® 3.1) que
permite realizar mediciones de éareas irregulares (Figura 25). El sistema de unidades fue
transformado a pm? por calibraciéon con una camara Makler. Ademas, se determiné el nimero
de células del cumulus por COC para cada grupo experimental. Para ello, los COC ya sean
compactos (TO) o expandidos (T24), fueron disgregados mecanicamente por pipeteo bajo
microscopio estereoscépico en medio HEPES-TCM-199. Las suspensiones celulares fueron
transferidas a tubos Eppendorf y se determiné el nimero promedio de células por COC con una

camara hemocitométrica.
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Figura 25. Medicién del area de expansion del cimulus en imagen microscépica de COC (40 X)

en TO (izquierda) y luego de 24 horas de MIV (derecha).

4.2.4 Ensayo de GSH-GSSG

Luego de la MIV los ovocitos se separaron de las células del cimulus por pipeteo en
Hepes—TCM-199 y luego se lavaron 3 veces en PBS libre de Ca**/Mg™". La lisis de los ovocitos
se realizd por congelamiento/descongelamiento y aspiraciones repetidas con micropipeta. Las
células del cumulus de= 50 COC se transfirieron a tubos Eppendorf y se lavaron 2 veces en
PBS por centrifugacion a 14.000 g por 10 segundos. El pellet se resuspendié en 500 pl de PBS
y la concentracion de células se conté en una camara hemocitométrica. La lisis de las células
del cumulus se logré también por congelamiento/descongelamiento y aspiraciones repetidas
con aguja 26 G. Las muestras se diluyeron con 1,2 ml de buffer fosfato 0,2 M conteniendo 10
mM de EDTA. Luego se agreg6 100 pl de DTNB 10 mM, 1 unidad de glutation reductasa y 50 pl
de NADPH 4,3 mM. El incremento de absorbancia se midié a 412 nm cada 30 segundos hasta

completar 5 minutos con un espectrofotémetro de doble haz (Beckman Mod. 35, Irvine, CA,
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USA). La concentracion total de GSH-GSSG (reducido-oxidado) en ovocitos y células del

cumulus se calculé a partir de la curva estandar de GSH.

4.2.5 Ensayo de apoptosis (Anexina V)

La Anexina V es una proteina de union a fosfolipidos dependiente de Ca™ con una gran
afinidad por la fosfatidilserina (PS). La PS usualmente se ubica en la monocapa lipidica interior
de la membrana plasmatica. Cuando la célula sufre apoptosis, la PS se redistribuye quedando
expuesta en la superficie de la célula (Glander y Schaller 1999; Paasch y col., 2004). La tasa de
apoptosis temprana fue evaluada utilizando un kit de tincion de Anexina-V-Fluos (Roche, Cat n°
11-858-777-001). La prueba involucra la tincién simultdnea con Anexina-V-FLUQOS (verde) y el
colorante de ADN, ioduro de propidio (IP, rojo). Las células normales observadas al microscopio
no presentan ninguna de las dos tinciones. Las células apoptéticas son visibles en color verde y
pueden ser diferenciadas de las células necroéticas por la tincion con IP (se tifien de verde y
naranja) (Figura 26). Las células del cimulus (1 x 10° cél.) fueron lavadas dos veces en PBS
por centrifugacion a 200 g por 5 min. Luego el pellet fue resuspendido en 100 ul de solucion de
marcado (Anexina-V + fluoresceina +buffer de HEPES y IP) e incubado a 15 - 20 °C en

oscuridad durante 10 a 15 min.

4.2.6 Ensayo cometa (Integridad del ADN)

Al finalizar la MIV, los ovocitos de cada tratamiento fueron separados de las CC por
pipeteo repetido con pipeta de vidrio en medio HEPES-TCM-199. Las CC fueron lavadas tres
veces en PBS libre de Ca™/Mg™ con 1mg/ml PVP (Polivinilpirrolidona) y posteriormente
disgregadas por aspiraciones con pipeta Pasteur de punta fina. Las muestras se mezclaron con

agarosa de bajo punto de fusion y se realizé la electroforesis en gel de células individuales,
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utilizando la version alcalina descripta por Singh y colaboradores (1988) y modificada por Tice y
Strauss (1995). Para ello, los portaobjetos fueron cubiertos con una capa de 180 ul de agarosa
normal al 0,5 % (Carlsbad, Carlsbad, CA, USA), las CC se mezclaron con 75 pl de agarosa de
bajo punto de fusion al 0,5% (Carlsbad), se sembraron sobre los portaobjetos e inmediatamente
se protegieron con cubreobjetos. Luego de la solidificacion de la agarosa a 4 °C por 10 min., los
cubreobjetos fueron removidos y los portaobjetos fueron sumergidos en solucién de lisis durante
toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, los portaobjetos fueron equilibrados en solucién alcalina
durante 20 min. y la electroforesis se realizé a 25 V y 300 mA (1,25 V/cm) por 30 min. Luego de
la corrida electroforética, los portaobjetos fueron neutralizados mediante tres lavajes de 5 min.
cada uno con buffer TRIS (pH 7,5) y luego con agua destilada. Las muestras fueron tefiidas con
una solucién 1/1000 de SYBR Green | (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) (Olive y col.,
1999). El conteo se realiz6 a 400 X con un microscopio de fluorescencia (Olympus BX40
equipado con un filtro de 515-560 nm) conectado a una camara de video (Sony 3 CCD-IRIS)
(Figura 27). Basado en la presencia o no de ADN migrado en el gel (ADN fragmentado: “cola
del cometa”), las células fueron clasificadas como células “Con o Sin Dafio” respectivamente.
Posteriormente, de acuerdo a la cantidad del ADN migrado, es decir, de acuerdo a la longitud
de la cola del cometa las células se clasificaron en cinco categorias o grados: Grado 0 (cola no
visible), Grado 1 (cometas con cola delgada), Grado 2 (cometas con cola difusa), Grado 3
(cometas con colas bien definidas), y grado 4 (cometas con una clara disminucién en el
diametro de la cabeza y con una cola bien definida) (Figura 27a). Las unidades de valor del
dafio del ADN fueron establecidas arbitrariamente de acuerdo a lo propuesto por Collins (Collin,
2004). Se obtuvo el indice de Dafio del ADN (IDD) de la siguiente manera: se evaluaron 100
cometas y a cada uno se le asigné un valor de 0 a 4 (segun la clasificacién de Grados), por lo
tanto, el valor total para el portaobjetos fue de 0 a 400 “unidades arbitrarias” (Collins, 2004). Se

determiné ademas, el valor de Olive Tail Moment (OTM). El OTM es un indice que corresponde
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al resultado del producto entre el porcentaje de ADN que constituye la cola y la distancia
existente entre los centros de la cabeza y la cola del cometa (Olive y col., 1993; Poul y col.,

2004). Para ello, las imagenes fueron procesadas utilizando el software Casp® (Figura 27b).

Figura 26. Imagen tomada con microscopio de fluorescencia a 400 aumentos donde pueden
observarse las células positivas para Anexina V (Izquierda) y una célula solo con contraste de

fase (Derecha).

Figura 27. Imagenes del ADN de células del camulus (400 X) coloreado con el fluorocromo

SYBR Green luego de la corrida electroforética (Ensayo Cometa).
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Figura 27a. Clasificacion de los Cometas segun la longitud de sus colas (400 X).

0 1 2 1

Grado 0 (cola no visible), Grado 1 (cometas con cola delgada), Grado 2 (cometas con cola difusa), Grado 3 (cometas con colas bien
definidas) y Grado 4 (cometas con una clara disminucién en el diametro de la cabeza y con una cola bien definida). Microscopio de
epifluorescencia Olympus BX40 equipado con un filtro de 515-560 nm.

Figura 27b. Determinacién del valor de Olive Tail Moment (OTM) mediante el empleo del

software Casp®.
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4.2.7 Ensayo de actividad SOD

Los extractos enzimaticos de los COC madurados in vitro (n = 200/tratamiento) fueron
obtenidos por el congelamiento-descongelamiento reiterado (2 veces) en agua destilada. La
suspension fue centrifugada a 10.000 g durante 20 min a 4 °C y el sobrenadante fue utilizado
para determinar la actividad enzimética total. La actividad SOD fue medida utilizando un Kit
comercial (RANSOD, Randox Laboratories Limited, UK). Este método utiliza xantina (Xa) y
xantina oxidasa (XO) para generar radicales superoxidos los que reaccionan con 2-(4-iodofenil)-
3-(4-nitrofenol)-5-cloruro de feniltetrazolium (I.N.T.) que da como resultado formazan de color
rojo. La actividad SOD es luego medida en espectrofotdmetro por el grado de inhibicion de esta
reaccion. La SOD compite con el I.N.T. por los aniones superoxidos producidos por la XO. Una
unidad de actividad SOD es aquella que causa un 50 % de inhibicion en la tasa de reduccién de
I.N.T. bajo las condiciones del ensayo. Las soluciones estandares empleadas se encuentran en
el rango de 0,148 a 4,76 U/ml y se prepararon de acuerdo a las especificaciones del Kit. Las
reacciones fueron iniciadas por el agregado de 75 pl de la solucion de XO (80 U/l) a la solucién
de reaccion (I.N.T. + Xa + muestra o estandar). Las muestras fueron medidas a los 30
segundos y a los 3 minutos de iniciada la reaccién a una longitud de onda de 505 nm con un
espectofotometro Hitachi U-2000. Todas las muestras, los blancos y los estandares fueron

corridos por triplicado y la actividad SOD fue reportada como Unidades/COC.

4.2.8 Analisis estadistico

Se utilizé6 un disefio experimental completamente aleatorio en bloque. EI analisis
estadistico de las variables continuas (area de expansion del cumulus, concentracion
intracelular de GSH, indice de dafio del ADN, Olive Tail Moment y actividad SOD) se realiz

mediante una regresion lineal mixta con el procedimiento MIXED de SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). El
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modelo incluyé el efecto aleatorio del bloque (repeticiones n= 4 a 6) y el efecto fijjo del
tratamiento (0,3 vs. 0,7 vs. 1,1 vs. 1,5 yg/ml Zn). En el caso del area de expansion se utilizé
tiempo 0 (TO) como covariable. El analisis estadistico de las variables binomiales (tasa de
apoptosis en CC y porcentaje de CC con dafio en el ADN) se realiz6 mediante una regresion
logistica con el procedimiento GENMOD de SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). Se utilizé una distribucion
Binomial y un enlace Logit. EI modelo logistico incluyé los efectos descriptos anteriormente
(bloque y tratamiento). Las variables continuas se expresan como el promedio + ESM. Las
variables binomiales estan expresadas como porcentaje. Se consideraron efectos significativos

alas p< 0,05y tendencias alas p < 0,10 y p > 0,05.

4.3 Diseno experimental

4.3.1 Efecto del Zinc sobre el drea de expansiéon del caimulus

En el Experimento 1 se evalué el efecto de distintas concentraciones de Zn (Control= 0,3
pug/ml; Znl= 0,7 pg/ml; Zn2= 1,1ug/ml; Zn3= 1,5 pg/ml) en el medio de MIV sobre la expansion
del area del cumulus. Los COC fueron madurados por 24 hs de forma individual en microgotas
de 50 pl de medio de MIV (4.2.2), y se evalud la expansion del camulus como se describe en
4.2.3. Para este propoésito se maduraron in vitro 300 COC. Los COC se colectaron en dias
diferentes (n= 5 repeticiones), 60 COC por dia. Los 60 COC fueron distribuidos en 4

tratamientos (n= 15/tratamiento) y se maduraron en las condiciones definidas en 4.2.2.

4.3.2 Efecto del Zinc sobre la concentracion intracelular de GSH

En el Experimento 2 se evalué el efecto de distintas concentraciones de Zn (Control= 0,3

pg/ml; Znl= 0,7 pg/ml; Zn2= 1,1ug/ml; Zn3= 1,5 pg/ml) en el medio de MIV sobre la
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concentracion intracelular de GSH-GSSG en ovocitos y células del cimulus. Los COC fueron
madurados por 24 hs (4.2.2), y se evalud la concentracion total de GSH como se describe en la
seccion 4.2.4. Para este propésito 800 COC fueron maduraron in vitro con distintas
concentraciones de Zn. Los COC fueron colectados en cuatro dias diferentes (n= 4

repeticiones) y en cada repeticion se evaluaron 200 COC (50 COC por tratamiento).

4.3.3 Efecto del zinc sobre la tasa de apoptosis en células del cimulus.

En el Experimento 3 se evalud el efecto de distintas concentraciones de Zn (Control= 0,3
pg/ml; Znl= 0,7 pg/ml; Zn2= 1,1pg/ml; Zn3= 1,5 pg/ml) en el medio de MIV sobre la apoptosis
temprana de células del cimulus evaluado con Anexina-V-FLUOS. Los COC fueron madurados
por 24 hs (4.2.2), y la apoptosis fue evaluada como se describe en 4.2.5. Para este proposito,
se maduraron 800 COC repartidos en 4 repeticiones en diferentes dias (200 COC por
repeticion, 50 COC/tratamiento). Se analiz6 un total de 200 células por tratamiento bajo

microscopio de fluorescencia a 400 X.

4.3.4 Efecto del zinc sobre la integridad del ADN de células del cimulus

En el Experimento 4 se evalu6 el efecto de distintas concentraciones de Zn (Control= 0,3
pug/ml; Znl= 0,7 pg/ml; Zn2= 1,1pug/ml; Zn3= 1,5 pg/ml) en el medio de MIV sobre el dafio en el
ADN de células del cumulus, evaluado por ensayo cometa. Los COC fueron madurados por 24
hs (4.2.2), y luego se evalué el dafio en el ADN como se describe en 4.2.6. Para este proposito
se maduraron 800 COC en cuatro repeticiones (n= 4) de dias diferentes (200 COC por
repeticion, 50 COC por tratamiento). Cada grupo de 50 COC fue procesado para analizar al

menos 250 células por tratamiento.



102

4.3.5 Efecto del zinc sobre la actividad SOD del COC

En el Experimento 5 se evaluo el efecto de distintas concentraciones de Zn (Control= 0,3
pug/mly Zn3= 1,5 pg/ml) en el medio de MIV sobre la actividad SOD total del COC luego de 24
horas de maduracion (4.2.2). La actividad SOD total se determiné como se describe en 4.2.7.
Para este propésito, se maduraron 400 COC (200 COC para Control y 200 COC para Zn3). Los
COC pertenecientes al mismo tratamiento fueron congelados (-70 °C) en el mismo vial hasta el

momento de su analisis.

4.4 Resultados

4.4.1 Efecto del Zinc sobre el drea de expansiéon del cimulus

En el Experimento 1, el area de expansion del cumulus no presentd diferencias
significativas entre los COC tratados con Zn (Znl, Zn2 y Zn3) y el Control (Tabla 1). Por otro
lado, no hubo diferencias significativas en el nimero de células del cimulus por COC (n= 4
COC por tratamiento) al TO o después de la MIV (T24) en ninguna de las concentraciones de Zn
evaluadas [antes de la MIV= 15100 + 1100; después de la MIV= 15133 + 1180 (Control), 15187
+ 1207 (Zn1), 15554 + 1377 (Zn2), y 16032 + 1308 (Zn3) células del cimulus /COC]. En todos
los tratamientos, se evalud la maduraciéon nuclear de los ovocitos mediante tinciéon con Hoechts
33342, por la presencia luego de la MIV de la placa metafasica y el cuerpo polar (Mll + CP)
(2.6). El porcentaje de maduraciéon nuclear se mantuvo en un rango de 90 - 95 % y no presentd

diferencias significativas entre las distintas concentraciones de Zn empleadas y el Control.
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Tabla 1. Expansion del cimulus 24 horas después de ser madurados con diferentes

concentraciones de zinc.

Tratamiento (ug Zn/ml) Numero de COC Area del cmulus (um?2)
Control (0,3 pg Zn/ml) 75 647.616 + 35.700
Zn1 (0,7 pg Zn/ml) 75 596.716 + 35.879
Zn2 (1,1 ug Zn/ml) 75 541.038 + 37.060
Zn3 (1,5 pg Zn/ml) 75 601.447 + 36.869

No hubo diferencias en el area de expansion entre los distintos tratamientos.

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Znl1= 0,7 pg/mi;
Zn2=1,1 yg/mly Zn3= 1,5 pg/ml de Zn).

Todos los valores correspondientes a pmz2 se expresan como la media + ESM (300 COC en 5 repeticiones, 60 COC por repeticion,
15 COC por tratamiento en cada repeticion).

4.4.2 Efecto del Zinc sobre la concentracion intracelular de GSH

En el Experimento 2, la concentracion intracelular de GSH-GSSG de ovocitos y de células
del cumulus no present6 diferencias significativas en presencia de 1,1 o 1,5 yg/ml de Zn
durante la MIV con respecto al Control. Sin embargo la concentracion de GSH-GSSG fue menor

en presencia de 0,7 yg/ml Zn (p < 0,01; Tabla 2).

4.4.3 Efecto del zinc sobre la tasa de apoptosis de células del cimulus

En el Experimento 3, se evalud la tasa de apoptosis de las células del cimulus tratadas
con diferentes concentraciones de Zn. La frecuencia de células apoptoéticas fue mayor en el
grupo Control que en las células incubadas con diferentes concentraciones de Zn (p < 0,05).

Existieron diferencias significativas entre el Control y Znl (p < 0,05), Control y Zn2 (p < 0,01),
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Control y Zn3 (p < 0,0001), Znl1y Zn3 (p < 0,001) y Zn2 y Zn3 (p < 0,001). No se encontraron

diferencias significativas entre Znly Zn 2 (Figura 28).

4.4.4 Efecto del zinc sobre la integridad del ADN de células del camulus

En el Experimento 4, las CC pertenecientes a COC madurados en presencia de Zn
durante la MIV, presentaron una disminucion significativa en el indice dafio del ADN (IDD) (p<
0,05) (Figura 29). Los resultados de este experimento demostraron ademas, una mayor
proporcion de CC Grado O (sin dafio en el ADN) cuando los COC fueron madurados con el
agregado de Zn (Tabla 3). El porcentaje de CC con distintos tipos de dafio fue
significativamente menor en aquellos COC madurados con 1,1y 1,5 ug/ml de Zn con respecto a
los madurados con 0,7 pug/ml de Zn y con medio Control (p < 0,01) (Tabla 4). El valor de OTM
fue menor en las CC de COC madurados con el agregado de Zn comparado con el grupo
Control (p < 0,0001). Sin embargo, los valores de OTM de los COC madurados con distintas

concentraciones de Zn fueron similares entre si (Figura 30).

Tabla 2. Concentracion intracelular de GSH/GSSG en ovocitos y células del cimulus bovinos

maduradas con diferentes concentraciones de Zinc.

Control Znl Zn2 Zn3

GSH-GSSG en ovocito (pmol/ovocito) 3,0+0,9° 1,8 +0,5° 3,7+0,4% 4,0+0,5°

GSH-GSSG en CC (nmol/10° células) 0,3+0,05° 0,2+0,02° 0,5+0,04 0,5 0,04

Los valores indicados con diferentes superindices dentro de cada fila son diferentes (p < 0,01).

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Znl1= 0,7 pg/mi;
Zn2= 1,1 pg/ml y Zn3= 1,5 pg/ml). Todos los valores correspondientes a pmol GSH-GSSG/ovocito y nmol GSH-GSSG/10° células
cumulus se expresan como la media + ESM (800 COC en 4 repeticiones, 200 COC por repeticion, 50 COC por tratamiento en cada
repeticion).
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Figura 28. Efecto de diferentes concentraciones de zinc sobre la tasa de apoptosis en células

del cumulus evaluado con Anexina V-FLUOS.
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(a, by c) indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Znl= 0,7 pg/ml;
Zn2=1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los valores se expresan como porcentaje de apoptosis (Control= 0,142 %; Znl= 0,109 %; Zn2= 0,102 %; Zn3= 0,0577 %) (800
COC en 4 repeticiones, 200 COC por repeticion, 50 COC por tratamiento en cada repeticion).

Figura 29. indice de Dafio del ADN en células del cimulus luego de la MIV con distintas

concentraciones de zinc.

1

IDD: indice de Dafio del ADN. CC: células del cimulus. (a, b y ¢) indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Znl= 0,7 pg/ml;
Zn2=1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Todos los valores correspondientes al IDD en CC (67,52 + 9,32; 68,52 + 13,34; 33,80 + 4,89 y 34,65 + 7,92 para Control, Zn1, Zn2 y
Zn 3 respectivamente) se expresan como la media + ESM (800 COC en 4 repeticiones, 200 COC por repeticion, 50 COC por
tratamiento en cada repeticion).
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Tabla 3. Porcentaje de células del cimulus con o sin dafio en el ADN de acuerdo a la

concentracion de zinc en el medio de cultivo.

Tratamiento CC con dafio en el ADN CC sin dafio en el ADN
% %
Control 38,267 61,73°
Znl 41,41° 58,59°
Zn2 20,86" 79,14
Zn3 19,23 80,77

CC: células del cumulus.

Los valores con distintas letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p < 0,01).

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pug/ml) o suplementados con Zn (Znl1= 0,7 ug/mi;
Zn2= 1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los datos se expresan como el porcentaje de 800 COC en cuatro repeticiones, 200 COC por réplica, 50 COC por tratamiento.

Tabla 4. Dafo del ADN en células del cdmulus maduradas in vitro con diferentes

concentraciones de zinc.

Tratamiento Grado de Dafio (Grado)

0 1 2 3 4
Control 64,92 14,76 11,38 5,69 3,25
Zn1? 58,90 22,47 13,74 3,54 1,35
zZn2° 78,58 12,60 5,85 2,27 0,7
Zn3® 80,01 11 5,52 237 1,1

Los valores indicados con diferentes superindices son diferentes (p < 0,01).

Los COC bovinos fueron incubados en medio MIV sin suplementar (Control, 0,3 pg de Zn/ml); 0,7ug de Zn/ml (Zn1); 1,1ug de Zn/ml
(Zn2); y 1,5 pg de Zn/ml (Zn3).

Células evaluadas: Control= 1300; Znl = 1411; Zn2 = 1200 y Zn3 =1203.

Los valores para grado de dafio en células del cimulus estan expresados como porcentaje. (800 COC en cuatro replicas).
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Figura 30. Efecto de diferentes concentraciones de zinc sobre el valor de Olive Tail Moment

(OTM) en células del cumulus.

(a, by c) indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,0001).

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pug/ml) o suplementados con Zn (Znl1= 0,7 ug/mi;
Zn2= 1,1 ug/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los valores se expresan como valor de OTM + ESM (Control= 2,134 + 0,345; Zn1= 0,960 + 0,345; Zn2= 0,199 # 0,345; Zn3= 0,046
+ 0,345) (800 COC en 4 repeticiones, 200 COC por repeticion, 50 COC por tratamiento en cada repeticién).

4.4.5 Efecto del zinc sobre la actividad SOD del COC

En el Experimento 5, la actividad SOD de COC madurados con el agregado de Zn (Zn3)
fue mayor que en el grupo Control (Control= 3,9 + 0,39; Zn3= 5,1 + 0,43 Unidades SOD/COC 10

. p <0,05) (Figura 31).
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Figura 31. Actividad SOD del complejo ovocito-cimulus luego de la MIV con y sin el agregado
de zinc.

.

(a 'y b) indican diferencias significativas (p < 0,05).
Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pg/ml Zn) o suplementado con 1,5 pg/ml Zn (Zn3).
Los valores se expresan como la media + ESM (400 COC, 200 COC por tratamiento).

4.5 Discusion

El complejo ovocito-cimulus luego de la MIV sufre cambios morfologicos y funcionales
como la formacion de una matriz extracelular que se ubica entre las células del camulus y
produce la expansion del mismo. El componente principal de la matriz extracelular del camulus
expandido es el AH (Yudin y col., 1988; Salustri y col., 1989). La cantidad de AH sintetizado se
encuentra estrechamente relacionada con el grado de expansion del cumulus (Chen y col.,
1992,1996; Furnus y col., 1998). Se ha demostrado, que la sintesis de novo de AH por parte de
las células del cumulus es estimulada in vitro por la FSH, y que componente/s del suero
posibilitan la retencion del mismo dentro del complejo ovocito-cumulus (Eppig, 1980; Chen y

col., 1992).
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Nuestro estudio demostro que el agregado de distintas concentraciones de Zn al medio de
cultivo no alter6 el grado de expansion del cumulus luego de 24 horas de MIV. La expansién del
cumulus es un proceso esencial que facilita el desprendimiento del COC de la pared del foliculo,
la extrusién durante la ovulacion y la captura del COC por las fimbrias del oviducto (Meizel,
1985; Cheny col., 1993; Tsafriri, 1995; Larsen y col., 1996; Hess y col., 1999). Por otra parte, la
expansion del cimulus puede influir en una gran variedad de cambios fundamentales para el
desarrollo embrionario posterior (Chen y col., 1993; Vanderhyden, 1993; Furnus y col., 1998).
En condiciones in vitro, la FSH produce un incremento en la sintesis de enzimas claves para la
produccion de AH como la HAS2 y la prostaglandinasintetasa endoperoxidasa 2 (PTGS2), asi
como también de proteinas que intervienen en la organizacion de la matriz extracelular como el
factor de necrosis tumoral inducido por la proteina 6 (TGS6) y la pentraxina 3 (PTX3) (Richards
y col., 2002; Vanderhyden, 2002; Nemcova y col., 2007). El AH sintetizado por la HAS2 luego
del pico de LH in vivo o en respuesta a la FSH in vitro, es organizado en elementos fibrilares
retorcidos o en espiral interconectados entre si para formar una red similar a una malla (Yudin y
col., 1988). Hasta el momento, se han identificado tres proteinas esenciales para la adecuada
formacion y estabilidad de la matriz extracelular del COC de ratén: el Inhibidor de la inter-a-
tripsina (lal), el TSG6, y la PTX3 (Scarchilli y col., 2007). Si bien, ain no se ha dilucidado
completamente, cOmo estas proteinas influyen e integran su accion en el montaje de la matriz,
la falta de algunas de ellas provoca la inestabilidad de la misma y la consecuente subfertilidad
(Scarchilli y col., 2007). Recientemente, Tian y Diaz (2012) propusieron al Zn como cofactor
esencial para el correcto funcionamiento de los factores de transcripcién pSMAD-2 y pPSMAD-3
que, en presencia del Factor de Crecimiento Epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF)
estimulan la transcripcion de HAS2, PTGS2, PTX3 y TSG6 y por lo tanto, la expansion del

cumulus en ovocitos de ratdn. En nuestro trabajo, el grado de expansién del camulus no se
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modificd en presencia de Zn lo que podria explicarse por la ausencia del EGF en el medio de

MIV.

La concentracién total de GSH/GSSG fue significativamente menor, en ovocitos y células
del camulus, Unicamente cuando se utilizé para la MIV 0,7 pg/ml Zn (Znl). Estudios previos,
indican que una disminucién importante de Zn intracelular tiene como consecuencia una
reduccién en el contenido de GSH (Krezel y col., 2003). La relacién entre el Zn y el GSH ha sido
exhaustivamente estudiada (Kojima-Yuasay col., 2003; Cortese y col., 2008; Cortese-Krott y
col., 2009). El GSH es un ligando bioldgico que cuando la concentracion de Zn es deficiente se
acopla a él formando complejos binarios o terciarios a pH 7.4 (Maret, 1994). Ademas, la
complejidad molecular del sistema zinc/glutation y su dependencia con el pH le confiere
propiedades de transportador biol6gico (carrier) para el Zn (O’Halloran, 1993). EI GSH en el
ovocito es importante para la expansion in vitro del cimulus oophorus y para la proteccion del
desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto por su accion antioxidante (Furnus y col.
1998; Ho, 2004). Ademas, altas concentraciones de GSH durante la MIV mejoran las tasas de
desarrollo hasta el estadio de blastocisto y la calidad de los embriones aptos para ser

cripopreservados y luego transferidos (de Matos y col., 1996; Furnus y col., 2008).

Ademas de su importante papel en la proteccion contra ROS y agentes toxicos, el GSH
interviene en procesos especificos de la reproduccién y del desarrollo embrionario temprano. La
capacidad de los ovocitos de hamster para inducir la descondensacion nuclear del
espermatozoide varia segln su etapa de maduracion y se correlaciona con altos niveles de
GSH (Perreault y col., 1988). El bloqueo de su sintesis impide la descondensacion nuclear del
espermatozoide luego de la fecundacién (Calvin y col., 1986) y la suplementacion del medio de
maduracion in vitro con uno de sus precursores (cisteina) aumenta el contenido de GSH de los

ovocitos porcinos y la posterior formacion de los prontdcleos masculinos (Yoshida y col., 1993).
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El contenido de GSH de un ovocito se encuentra altamente correlacionado con la presencia de
su cumulus (Sawai y col., 1997). Varios autores describieron una menor concentracion de GSH
luego de la MIV en ovocitos denudados respecto a aquellos madurados con su cumulus (de
Matos y col., 1997; Luciano y col., 2005; Maedomari y col., 2007). La concentracion intracelular
de GSH es el producto del balance entre su uso y su sintesis, y se encuentra modificada por

diferentes condiciones intracelulares (Dickinson y Forman, 2002).

La presencia de metales pesados, la exposicion a ROS o compuestos que puedan
generarlas incrementan el contenido de GSH producto de un aumento en su tasa de sintesis
(Woods y Ellis, 1995; Rahman y col., 1996; Dickinson y Forman, 2002). El Zn también aumenta
los niveles de este tiol al inducir la expresion de la glutamato-cisteinaligasa (enzima limitante en
la sintesis de GSH). Cortese y sus colaboradores (2008) demostraron que la suplementacion
con sulfato de Zn en el medio de cultivo celular induce la expresion de la glutamato-
cisteinaligasa, llegando a la conclusion que la concentracion celular de Zn controla la sintesis de
GSH. En base a los resultados obtenidos, podriamos decir que cuando las concentraciones de
Zn son “adecuadas” durante la MIV, es posible garantizar al menos en parte, una reserva

“apropiada” de GSH en el ovocito y CC bovino.

El rol antioxidante del Zn podria ser un mecanismo importante en el mantenimiento de la
integridad del ADN en los COC, previniendo el dafio oxidativo del ADN de las células del
cumulus. Kincaid (1999), establecié como deficientes a aquellos animales con una zinquemia
inferior a 0,8 ug/ml de Zn, y normales cuando el Zn en sangre era igual o superior a este valor.
Si bien, como se mencioné anteriormente, el mecanismo exacto por el cual el Zn evita el dafo
oxidativo no es del todo claro, la alteraciébn de su estatus intracelular suprime la capacidad
antioxidante de células cultivadas in vitro (Ho y Ames, 2002). En el presente estudio, el dafio en

la integridad del ADN de las células del cimulus luego de la maduracién in vitro se redujo
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cuando la concentracion de Zn fue de 1,1 y 1,5 yg/ml de Zn, concentraciones consideradas
como adecuadas por Kincaid (1999). Ho (2004) demostrd que el sulfato de Zn afadido al cultivo
celular in vitro puede prevenir la muerte celular. Estudios realizados in vivo mostraron un
aumento en la oxidacion de proteinas y en el dafio del ADN en leucocitos, neumocitos y
hepatocitos de rata, y en hepatocitos de mono deficientes de Zn (Taylor y col., 1988; Olin y col.,
1993; Oteiza y col., 2000; Song y col., 2009). Ademas, la suplementacion en humanos y ratas
por periodos prolongados con este mineral garantiza una mayor proteccion contra la muerte
celular y el dafio en el ADN (Emonet-Piccardi y col., 1998; Chimienti y col., 2001). Si bien, el
mecanismo de accion del Zn en los COC debe ser explorado con mayor profundidad, el
presente estudio pone de manifiesto que concentraciones adecuadas de Zn "protegen” a estas
células contra el dafio en el ADN. El Zn posee un conocido desempefio como agente
antioxidante y su capacidad para retardar los procesos oxidativos es reconocida desde hace
muchos afos (Powell, 2000; Chihuailaf y col., 2002). Si bien, se han identificado algunos
mecanismos por los cuales el Zn ejerce un efecto protector contra el estrés oxidativo, su modo
de accion permanece en parte desconocido (Chimienti y col., 2001). La funcion antioxidante de
este mineral puede estar relacionada con varios factores. En primer lugar, el Zn es un
componente esencial de la enzima Cu/Zn- SOD, una de las primeras lineas de defensa celular
contra las especies reactivas del oxigeno (Ho, 2004). Por otro lado, previene la oxidacion de los
grupos sulfidrilo de las proteinas y ejerce un rol antagonico sobre los metales de transicion
prooxidantes, como el hierro o el cobre, al competir por sus sitios de unién a las membranas
(Kelly y col., 1986; Washabaugh y Collins, 1986; Conte y col., 1996; Powell, 2000; Ho, 2004).
Un tercer mecanismo por el que el Zn actia como protector es su participacion en el
metabolismo de la metalotioneina. Esta proteina de bajo peso molecular actiia como un potente

eliminador de radicales hidroxilo. El Zn puede inducir la expresion de metalotioneina, elevando
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su concentracion citoplasmatica, a través de la activacién de su factor de transcripcion (metal

transcription factor 1, MTF-1) (Ho, 2004).

La apoptosis es un proceso fisiolégico que conduce a una muerte celular programada.
Este fendmeno es critico durante la embriogénesis y fundamental para mantener la
homeostasis tisular (Schrantz y col., 1999). Morfolégicamente se caracteriza por la pérdida del
volumen celular, expresion de fosfatidilserina en la superficie externa de la membrana
plasmatica, contraccion celular, condensacion de la cromatina y fragmentacioén del ADN (Wyllie
y col., 1980; Cohen, 1993). Existen una gran variedad de estimulos y condiciones, tanto
fisiolégicas como patologicas, que pueden desencadenar la apoptosis. Este fendbmeno que se
inicia por diferentes vias depende, en todos los casos, de la activacion de un grupo de
proteasas llamadas caspasas (Czerski y Nufiez, 2004; Elmore, 2007). Entre estas enzimas se
encuentra la caspasa 3 responsable de desencadenar la fragmentacion del ADN, la
degradacion de las proteinas nucleares y del citoesqueleto, la formacion de cuerpos apoptéticos
y la expresion de ligandos para receptores de células fagociticas (Martinvalet y col., 2005;

Elmore, 2007). Existen trabajos que sugieren la intervencién de cationes divalentes en la

regulacion de la apoptosis en células de mamiferos (Schrantz y col., 1999). Se ha demostrado
tanto in vivo como in vitro que una reduccidon marcada de Zn aumenta la apoptosis, mientras
gue su suplementacion puede proteger a las células de diversas moléculas proapoptéticas
previniendo asi la muerte celular programada (Cohen y Duke, 1984; Martin y col., 1991; Bicknell
y col., 1994; Sunderman, 1995; Chimienti y col., 2003). El efecto inhibitorio directo del Zn sobre
la apoptosis se desarrolla mediante dos mecanismos; durante los estadios tempranos de la
apoptosis el Zn inhibe la caspasa 3, mientras que en etapas mas avanzadas suprime las
endonucleasas dependientes de Mg*™ y Ca™ responsables de causar la fragmentacion del ADN

(Perry y col., 1997; Chai y col., 1999; Truong-Tran y col., 2000; Chimienti y col., 2003). Por otra
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parte, muchos de los agentes inductores de apoptosis son sustancias oxidantes o estimuladoras
del metabolismo celular oxidativo (Freeman y Crapo, 1982), por lo que el Zn también posee un
importante rol antiapoptético por su papel protagénico como agente antioxidante. En el presente
estudio, las células del cumulus tratadas con Zn durante el cultivo in vitro presentaron una
disminucion en su tasa de apoptosis a medida que aumenté la concentracion de Zn en el medio.
Las células del cumulus suplementadas con 1,5 pg/ml de Zn (concentracion plasmatica normal
en el bovino) presentaron la tasa de apoptosis mas baja. Por lo tanto, los presentes resultados
indican que concentraciones de Zn similares a las concentraciones plasméticas normales

disminuyen la tasa de apoptosis de las células del camulus durante la maduracion in vitro.

La actividad SOD en los COC aument6 cuando fueron madurados con Zn. La Cu/Zn-SOD
puede perder su moléculas de Zn con mucha mayor facilidad que las de cobre (Cu), ya que esta
enzima posee aproximadamente una afinidad 7000 veces menor por el Zn que por el Cu. La
deficiencia de Zn aumenta draméticamente la reduccion del sitio activo del Cu afectando las
propiedades redox del mismo. La suplementacién con Zn al medio de cultivo in vitro de
neuronas motoras cuya SOD es deficiente de Zn restaura su actividad. Esto demuestra que la
enzima SOD deficiente de Zn puede incorporar este metal a su molécula en un medio in vitro y
actuar como una Cu/Zn-SOD normal. La pérdida de la funcién de la Cu/Zn-SOD trae
importantes consecuencias funcionales, aumentando la apoptosis y reduciendo la supervivencia
celular (Estévez y col., 1999; Pias y col., 2003; Roberts y col., 2007; Srivastava y col., 2007). El
aumento de la actividad SOD provocado en respuesta al agregado de Zn al medio de MIV,
podria ser uno de los mecanismos involucrados en la disminucion de la tasa de apoptosis en las
CC. Probablemente, la mayor actividad observada en los COC suplementados con Zn se deba
en parte a una mayor actividad Cu/Zn-SOD, dado el rol que cumple este mineral en la actividad

de la enzima.
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En conclusion, los resultados de este estudio muestran que: 1) el agregado de Zn al
medio de MIV no modificd la expansién del cimulus; 2) la suplementacion con Zn no modificé la
concentracion intracelular de GSH/GSSG en ovocitos y células del cimulus excepto cuando se
utilizé una concentracion de 0,7 yg/ml Zn; 3) la tasa de apoptosis en las células del cumulus
disminuyé conforme aumentd la concentracion de Zn en el medio de maduracion; 4) el
porcentaje de CC sin dafio en el ADN fue menor cuando se cultivaron en presenciade 1,1y 1,5
ug/ml de Zn, igual comportamiento presentd el grado de dafio del ADN siendo las células
menos afectadas aquellas cultivas en 1,1 y 1,5 pg/ml de Zn; 5) la actividad SOD en los COC
aumentd con el agregado de 1,5 pg/ml de Zn en el medio de MIV; 6) nuestros resultados
sugieren que el Zn podria actuar como un factor importante durante la maduracién in vitro,

mejorando el estatus antioxidante del COC bovino.
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Capitulo 3
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Efecto de distintas concentraciones de Zn sobre la capacidad
de desarrollo de los ovocitos hasta el estadio

preimplantacional de blastocisto.

5.1 Introduccién

La maduracién del ovocito se define generalmente como el periodo comprendido entre el
primer y segundo arresto meiodtico, e implica modificaciones nucleares y citoplasmaticas
coordinadas (Tosti, 2006). Estas modificaciones son el resultado de procesos altamente
complejos regulados por una serie de eventos moleculares secuenciales (Whitaker y Patel,
1990; Masui, 1996; Whitaker, 1996). La maduracion nuclear se caracteriza por la disolucion de
la membrana nuclear (vesicula germinal), la condensacion de la cromatina formando
cromosomas bivalentes distinguibles, la separacion de los cromosomas homologos, la emisién
del primer cuerpo polar, y la detencion en metafase Il con los cromosomas alineados en el huso
acromético (Moor y col., 1992; Fan y Sun, 2004). La maduracion citoplasmatica es un proceso
menos comprendido, e involucra cambios en la expresion de proteinas responsables del ciclo
celular, la reubicacién de granulos corticales, modificaciones en la transcripciéon de ARNm y la
modificacion de la permeabilidad de la membrana plasmatica, entre otros (Hake y Richter, 1997;

Carroll, 2000; Cuomo y col., 2005; Tosti, 2006). Durante este fendmeno, gran cantidad del
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ARNmM acumulado durante la fase de crecimiento del ovocito sera utilizado en la sintesis de
proteinas necesarias para el proceso de fecundacion y desarrollo embrionario (Eppig, 1996;

Singh y col., 1997).

La maduracion del ovocito es un fendmeno sumamente critico del cual depende la
capacidad de desarrollo embrionario posterior (Krisher, 2004; Watson, 2007). Sélo los ovocitos
que han madurado correctamente (maduracion nuclear y citoplasmatica) pueden ser
fecundados, desarrollar normalmente hasta el estadio preimplantacional de blastocisto y dar
origen a fetos viables (Moor y Trounson, 1977; Schroeder y Eppig, 1984; Gil Corbalan, 2001).
La maduracion es el resultado de una compleja interaccion entre el ovocito, las células del
cumulus y el medio ambiente que lo rodea (Moor y col., 1998). En condiciones in vitro, el medio
de MIV representa el entorno del ovocito y de su composicién depende en gran medida, su

capacidad de desarrollo posterior (Abeydeera, 2002; Martinez Madrid, 2002).

Se sabe que la deficiencia de Zn puede alterar algunos de estos eventos por lo que el
aporte adecuado de este mineral deberia ser garantizado durante este proceso (Sun y col.,
2007; Kambe y col., 2008; Kim y col., 2011; Tian y Diaz, 2012). El Zn participa en la estabilidad
y en la funcién génica (Dreosti, 2001), forma parte de mas de 3000 factores de transcripcion y
mas de 300 enzimas incluyendo la Cu/Zn-SOD Yy varias proteinas involucradas en la reparacion
del ADN (Prasad, 1998, 2003; Prasad y Kucuk, 2002). Se ha descripto ademas, que la
disponibilidad de Zn puede influir en las funciones celulares y en el desarrollo embrionario
(Falchuk, 1998; Hostetler y col., 2003). La deficiencia de este mineral en machos produce
hipogonadismo, oligospermia y alteraciones de la esteroideogenésis (Kumar y col., 2006;
Yamaguchi y col., 2009) mientras que en hembras afecta el ciclo estral e incrementa el riesgo
de abortos espontaneos (Graham y col., 1994). Kim y colaboradores (2010) observaron que si

bien los ovocitos con una concentracion intracelular de Zn muy baja son capaces de ser
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fertilizados, es poco probable que alcancen el estadio de blastocisto. Este trabajo demuestra
claramente que los ovocitos de raton deficientes de Zn presentan un potencial de desarrollo

embrionario gravemente comprometido.

En consecuencia, se disefiaron una serie de experimentos con el fin de estudiar el efecto
del agregado de diferentes concentraciones de Zn durante la MIV, sobre el desarrollo

embrionario posterior hasta el estadio de blastocisto.

5.2 Material y métodos

5.2.1 Complejos Ovocito-Cumulus (COC)

La obtencién de los ovocitos se llevé a cabo como se describe previamente (4.2.1). Las
repeticiones de cada experimento (n= 6) se realizaron en diferentes dias y en cada dia se

obtuvieron 200 COC, utilizando 50 COC por tratamiento.

5.2.2 MIV/ FIV/CIV

Los medios y procedimientos utilizados para la MIV, la FIV y el CIV corresponden a los
descriptos previamente en 2.3, 2.4 y 2.5 respectivamente. El medio de MIV fue suplementado
con Zn de modo de alcanzar las siguientes concentraciones: Znl) 0,7 pg/ml Zn; Zn2) 1,1ug/mi
Zn; Zn3) 1,5 pg/ml Zn. El medio Control corresponde al medio de MIV sin agregado de Zn (0,3
pg/ml Zn) (3.3.1). Al finalizar el cultivo, los embriones fueron evaluados para determinar su

estado morfologico de desarrollo con un microscopio invertido (Nikon, Diaphot).
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5.2.3 Numero de células por blastocisto al Dia 8

Los blastocistos de Dia 8 se fijaron en formaldehido al 4 % luego de haber sido lavados 3
veces en PBS con 1 % de PVP. Los embriones se incubaron con Triton X-100 al 1 %, se
colorearon con Hoecht 33342 y se montaron con glicerol entre portaobjeto y cubreobjeto. El
namero total de células de los blastocistos (a Dia 8, Grado 1) se determiné contando el numero
de nucleos con un microscopio de epifluorescencia a 40 X y con filtro de excitacion de 365 nm,

filtro de barrido de 400 nm y un filtro de emisién de 400 nm.

5.2.4 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorio en bloque. El analisis
estadistico de las variables binomiales (tasa de clivaje, tasa de blastocisto y tasa de hatching)
se realiz6 mediante una regresion logistica con el procedimiento GENMOD de SAS 9.0 (SAS
Inst. Inc.). Se utilizé una distribucién Binomial y un enlace Logit. EI modelo logistico incluy6 los
efectos del bloque (n= 6) y del tratamiento (0,3 vs. 0,7 vs. 1,1 vs. 1,5 yg/ml Zn). El conteo de
células por embridn se analiz6 mediante una regresion Poisson con el procedimiento GENMOD
de SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). Se utiliz6 una distribucién Poisson y un enlace Log. El modelo de
regrsion Poisson incluyé los efectos descriptos anteriormente. Las variables continuas se
expresan como el promedio + ESM. Las variables binomiales estan expresadas como
porcentaje. Se consideraron efectos significativos a las p < 0,05 y tendencias alas p < 0,10y p

> 0,05.
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5.3 Disefio experimental

5.3.1 Efecto del Zinc sobre la capacidad de desarrollo de los ovocitos hasta el

estadio preimplantacional de blastocisto

En el Experimento 6 se evaluo el efecto de distintas concentraciones de Zn (Control= 0,3
pug/ml; Zn1= 0,7 pg/ml; Zn2= 1,1pug/ml; Zn3= 1,5 pg/ml) en el medio de maduracién in vitro sobre
la capacidad de desarrollo posterior hasta el estadio de preimplantacional de blastocisto. Para
este proposito, un total de 1265 COC obtenidos en 6 dias diferentes fueron madurados in vitro
con distintas concentraciones de Zn. La tasa de clivaje se evalué a las 48 horas luego de la
inseminacién. La tasa de blastocistos incluye aquellos embriones que progresaron hasta el
estadio de blastocisto expandido o blastocisto eclosionado al Dia 8. El porcentaje de eclosién

(hatching) se evalu6 al Dia 8.

5.3.2 Efecto del Zinc sobre la velocidad de desarrollo de los ovocitos hasta el

estadio preimplantacional de blastocisto

En el Experimento 7 se evalud la velocidad de desarrollo hasta el estadio de blastocisto
de los ovocitos madurados con distintas concentraciones de Zn. Los datos fueron obtenidos a

partir de los embriones cultivados en el Experimento 6.

5.3.3 Efecto del Zinc sobre el numero de células por blastocisto a Dia 8

En el Experimento 8 se analizo el efecto del Zn sobre el nimero promedio de células por
blastocisto al Dia 8 de cultivo. El nimero de células se evalu6 sobre un total de 76 embriones,

(3 repeticiones) obtenidos en el Experimento 6.
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5.4 Resultados

5.4.1 Efecto del Zinc sobre la capacidad de desarrollo de los ovocitos hasta el

estadio preimplantacional de blastocisto

En el Experimento 6 la tasa de clivaje no presento diferencias significativas entre el grupo
Control y las distintas concentraciones de Zn empleadas. Sin embargo, los porcentajes de
blastocistos fueron significativamente mas altos para los ovocitos madurados en Zn2 y Zn3 que
en el Control (p < 0,01). Las diferencias en la tasa de blastocistos, entre el grupo Control y Znl
no fueron significativas (Tabla 5). La tasa de blastocistos se incrementé un 6,6 % por cada

aumento de 0,1 pg/ml Zn en el medio de MIV (p< 0,001).

El porcentaje de hatching, fue mayor en los grupos suplementados con Zn que en el
grupo Control (p < 0,001), observandose diferencias significativas entre el grupo Control y Znl
(p < 0,05); Control y Zn2 (p < 0,0001); Control y Zn3 (p < 0,05); Znl1y Zn2 (p < 0,01) y Zn2 y

Zn3 (p < 0,01). No se encontraron diferencias entre Znly Zn 3 (Figura 32).

5.4.2 Efecto del Zinc sobre la velocidad de desarrollo de los ovocitos hasta el

estadio preimplantacional de blastocisto

En el Experimento 7, el porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto
en el Dia 6 de cultivo, no mostré diferencias significativas entre el grupo Control y los tratados
con Zn. Sin embargo, el porcentaje de blastocistos en el Dia 7 fue significativamente mas alto
para los ovocitos madurados con Zn3 con respecto al Control (p < 0,05); no encontrdndose
diferencias entre el Control y; Zn 1y Zn2. En el grupo Zn3 la totalidad de los blastocistos se

desarrollaron entre el Dia 6 y 7 (Tabla 6).
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Tabla 5. Capacidad de desarrollo de ovocitos bovinos madurados in vitro con diferentes

concentraciones de zinc.

Control Znl Zn2 Zn3
N° Ovocitos 313 339 309 304
% de Clivados 66,632 71,46° 75,30° 73,08°
% Blastocistos/ovocitos 17,992 21,282 30,48° 31,37°
% Blastocistos/clivados 27,072 28,992 40,60° 42,97

Los valores con distintos superindices dentro de cada fila difieren en p < 0,05. Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin
suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Zn1= 0,7 pg/ml; Zn2=1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los valores se expresan como porcentaje. La tasa de clivaje se evalué a las 48 horas luego de la inseminacion. La tasa de
blastocistos incluye aquellos embriones que alcanzaron este estadio luego de 8 dias de cultivo.

Se utilizaron 1265 COC en seis repeticiones en diferente dias.

Figura 32. Efecto de diferentes concentraciones de zinc en el medio de MIV sobre el porcentaje

de blastocistos eclocionados (hatched) a Dia 8.

(a, b y ¢) indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05). Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin
suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Zn1= 0,7 pg/ml; Zn2= 1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los valores se expresan como el porcentaje de blastocistos eclosionados/blastocistos totales por tratamiento (Control= 16,3 %;
Zn1= 31,7 %; Zn2= 55,6 %; Zn3= 33,8 %).

Se evaluaron un total de 262 blastocistos en 5 repeticiones.
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Tabla 6. Velocidad de desarrollo de ovocitos bovinos madurados in vitro con diferentes

concentraciones de zinc.

Blastocistos Blastocistos Blastocistos
Dia 6 Dia 7 Dia 8
% % %
Control 32,79% 52,46% 14,75°
Znl 30,16° 49,21° 20,63%
Zn2 27,85% 58,23% 13,922
Zn3 30,43 69,57 0

Los valores con distintos superindices dentro de cada fila difieren en p< 0,05. Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin
suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Zn1= 0,7 pg/ml; Zn2=1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los valores se expresan como el porcentaje de blastocistos alcanzado al Dia 6, Dia 7 y Dia 8 de cultivo para cada tratamiento.

Se evaluaron un total de 262 blastocistos en 5 repeticiones.

5.4.3 Efecto del Zinc sobre el nimero de células por blastocisto al Dia 8

En el Experimento 8, el nimero de células por blastocisto fue mayor cuando los ovocitos
fueron madurados en Zn2 y Zn3 (p < 0,05). Las diferencias entre el grupo Control y Znl1l no

fueron estadisticamente significativas (Figura 33).
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Figura 33. Numero de células por blastocisto al Dia 8 de cultivo.

(ay b) indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).

Los COC bovinos se incubaron en medio de MIV sin suplementar (Control= 0,3 pg/ml) o suplementados con Zn (Znl1= 0,7 pg/mi;
Zn2=1,1 pg/mly Zn3= 1,5 pg/ml).

Los valores se expresan como el promedio del nimero de células/ blastocisto + ESM (Control= 102,3 + 8,5; Zn1= 91,2 +5,5; Zn2=
117,4 £ 6,7; Zn3= 119,0 + 5,0).

Se evaluaron un total de 76 blastocistos en 3 repeticiones.

5.5 Discusion

El rol esencial del Zn durante la embriogénesis fue descripto a través de estudios
realizados en Xenopus laevis. Estos estudios determinaron la presencia de este mineral en
ovocitos y embriones, e identificaron su participacion en la accion de las metaloproteinas que
intervienen en el desarrollo y la formacion de 6rganos. La deficiencia de Zn se traduce en el
desarrollo de embriones sin érganos dorsales incluyendo cerebro, 0jos, y espina dorsal en los
vertebrados en general (Falchuk y Montorzi, 2001). Ademas, este microelemento regula la
maquinaria de expresion de genes, afecta la estructura de la cromatina, el funcionamiento del
ADN, la actividad de numerosos factores de transcripcién y la accién de la ARN polimerasa

(Falchuk, 1998; Prasad, 2003; Cathomen y Joung, 2008). Estudios recientes sugieren que el Zn
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también podria actuar como un segundo mensajero capaz de traducir sefiales extracelulares en

eventos de sefializacion intracelular (Yamasaki y col., 2007).

Si bien, la importancia del Zn en la fisiologia de las células germinales masculinas ha sido
bien establecida, y los efectos del exceso o la deficiencia de este mineral ha sido estudiada en
ovocitos de anfibios (Wallace y Misulovin, 1980; Nomizu y col., 1993; Falchuk y col., 1995;
Bruinsma y col., 2002; Sun y col., 2007); pocos estudios hasta la fecha han examinado en
detalle el rol que desempefia el Zn en los ovocitos de mamifero (Bernhardt y col., 2011).
Recientemente se han realizado una serie de trabajos con el objeto de caracterizar el
comportamiento y la funcién del Zn durante la maduracion de ovocitos de raton (Kim y col.,
2010; 2011; Bernhardt y col., 2011). Estos autores han demostrado que el contenido total de Zn
del ovocito durante su maduracion se encuentra sometido a grandes cambios en su
concentracién, aumentando en mas del 50 % durante la reanudacién meiética y disminuyendo
en la etapa embrionaria de dos células. Ademds, estos cambios profundos en el contenido
intracelular de Zn son necesarios para la correcta maduracion citoplasmatica y la normal
progresion de la meiosis (Kim y col., 2011). Kim y sus colaboradores (2011) observaron que los
ovocitos de raton madurados en condiciones extremadamente bajas de Zn (inferior a 80 ng/ml
de Zn) sufren una primera divisibn meiética acelerada, la detencién en telofase I, fallas para
alcanzar la meiosis I, y la alteracién de la maduracion citoplasmatica evidenciada por ausencia
de desarrollo embrionario temprano. Estos resultados ponen de manifiesto la imprescindible
participacion del Zn en la obtencién de un ovocito de mamifero maduro y competente capaz de
sostener el desarrollo embrionario temprano. Sin embargo, otros estudios mencionan que la
suplementacion con Zn en medios quimicamente definidos para la produccién de embriones in
vitro (MIV/FIV/CIV) en bovinos afecta el desarrollo embrionario temprano resultando en una

disminucién marcada de la tasa de blastocistos (Stephenson y Bracket, 1999). Estos autores
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encontraron que la adicion de 10 pyg/ml de Zn al medio de MIV inhibe la fertifizadilo

obstante, la concentracion que utilizaron es muy superior a la encontrada normalmente en el
plasma bovino (Kincaid, 1999). Kincaid (1999) establecié que valores de 3 a 15 pg/ml en el
plasma resultan toxicos. Esto podria explicar las bajas tasas de desarrollo obtenidas por
Stephenson y Bracket (1999). A diferencia de lo descripto previamente, en el presente trabajo
de tesis todas las concentraciones de zinc (0,3; 0,7; 1,1 y 1,5 ug/ml de Zn) utilizadas se
encuentran por encima de la concentracion minima necesaria (0,005 ug/ml de Zn) para la
maduracion del ovocito de ratén (Kim y col., 2010) y por debajo de las concentraciones toxicas
definidas por Kinacid (1999). Las concentraciones de Zn utilizadas en este estudio
corresponden a los valores plasmaticos definidos por Kincaid (1999) como deficientes, como en
el Control (0,3 pg/ml Zn) y Zn1 (0,7 pg/ml Zn) y; adecuados como Zn2 (1,1 pg/ml Zn) y Zn3 (1.5
ug/ml Zn). Ademas, para el desarrollo del presente trabajo se utilizé suero fetal bovino durante
la MIV, a diferencia del polivinil alcohol utilizado por Stephenson y Bracket (1999) en un medio
quimicamente definido. La albimina, presente en el suero, se une al Zn tanto in vivo como in
vitro y su ausencia podria alterar la biodisponibilidad de Zn en el medio ambiente que rodea al

ovocito y a las células del cimulus provocando alteraciones en la maduracion.

El Zn interviene en la formacién de varias enzimas, algunas de las cuales se encuentran
involucradas en la sintesis de ADN, en la formacién de factores de transcripcién y formando
parte de moléculas que intervienen en una gran variedad de funciones biol6gicas (Vallee y
Falchuk, 1993; Bernhardt y col., 2011). Inclusive, Falchuk y Montorzi (2001) describieron en
Xenopus leavis la existencia de factores de transcripcion dependientes de Zn relacionados
directamente con el desarrollo embrionario. Ademas, por su estrecha relacién con el ADN, el Zn
podria actuar como un regulador de la division celular y de la morfogénesis durante el desarrollo

temprano (Riggio y col., 2003). El Zn no solo posee un efecto directo sobre la maduracién de la
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célula germinal, sino que también, como se vio en el capitulo anterior, disminuye el dafio en el
ADN vy la tasa de apoptosis de las células del cumulus que rodean al ovocito. Seino y
colaboradores (2002) demostraron que el aumento del dafio en la molécula de ADN de las
células del camulus durante la maduracion del ovocito humano, reduce la tasa de fertilizaciéon y

la calidad de los blastocistos obtenidos (blastémeros asimétricos y con mayor fragmentacion).

Estudios previos indican que un alto nidmero de células del cumulus apoptéticas se
relaciona con una menor capacidad de desarrollo del ovocito (Hgst y col., 2002; Ikeda y col.,
2003; Corn y col., 2005). La alteracion de la célula germinal, producto de un elevado nimero de
células del cumulus con apoptosis, se ha visto reflejada en menores tasas de fertilizacion (Hgst
y col.,, 2002) y de blastocistos (Corn y col.,, 2005). Esto podria deberse a la particular
comunicacion que existe entre las células del cumulus y el ovocito (Corn y col., 2005). Las
células del cumulus se hallan unidas metabdlicamente al oolema de la célula germinal a través
de uniones nexo (gap) (Anderson y Albertini, 1976; Heikinheimo y Gibbons, 1998). Estas
uniones gap permiten la comunicacion bilateral entre el cimulus y el ovocito permitiendo el
correcto funcionamiento de ambos tipos celulares. Como resultado de esta dependencia mutua,
es muy probable que cualquier proceso o molécula relacionada con el fenébmeno de apoptosis
en las células del cimulus tenga un impacto similar en el ovocito, disminuyendo su calidad y su

capacidad de desarrollo posterior (Ikeda y col., 2003).

Todo lo expuesto anteriormente contribuye a reafirmar los resultados obtenidos en el
presente estudio que indicaron que, el aporte adecuado de Zn durante la maduracion del
ovocito aumento la tasa de blastocistos, no hubo retrasos en la velocidad de desarrollo hasta el
estadio de blastocisto (Dias 6, 7 y 8), el porcentaje de blastocistos eclosionados (hatching) fue
mayor y que la calidad de los mismos (evaluado a través del numero de blastomeras) fue mejor

con un aporte de Zn adecuado. Estos parametros del desarrollo preimplantacional, fueron
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también observados en embriones de ratdn producidos in vitro a partir de ovocitos madurados y
fertilizados in vivo, donde las hembras donantes de los cigotos fueron alimentadas con una
dieta con aporte de Zn adecuado (Peters y col., 1991). Las hembras alimentadas con una dieta
deficiente, produjeron cigotos que desarrollaron con mayor dificultad hasta el estadio de
blastocisto y requirieron de mayor tiempo para alcanzar este estadio. Ademas, los embriones
obtenidos a partir del cultivo in vitro de cigotos recuperados de hembras deficientes presentaron

un numero menor de células por blastocisto (Peters y col., 1991).

En conclusion, los resultados de este estudio muestran que: 1) el agregado de Zn al
medio de MIV no modifico la tasa de clivaje con respecto al Control; 2) el agregado de Zn al
medio de MIV en concentraciones similares a las concentraciones plasmaticas normales (1,1 y
1,5 pg/ml de Zn) aumentd la tasa de blastocistos; 3) la suplementacion con Zn (0,7; 1,1y 1,5
pug/ml de Zn) aumento la tasa de blastocistos eclosionados (hatched), presentandose en mayor
proporciéon en los madurados con 1,1 pg/ml de Zn; 4) la velocidad de desarrollo fue mayor
cuando los COC fueron madurados en presencia de 1,5 pg/ml de Zn; 5) los ovocitos madurados
en concentraciones de Zn similares a las concentraciones plasméticas normales (1,1 y 1,5
ug/ml de Zn) desarrollaron en blastocistos con mayor nimero de células; 6) nuestros resultados
sugieren que el aporte de Zn en concentraciones similares a las concentraciones plasmaticas
“normales” durante la maduracién del ovocito bovino resulta indispensable para el desarrollo

embrionario preimplantacional.
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Capitulo 4
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Rol de las células del cimulus como puente metabdlico
entre el medio externo y el ovocito, con diferentes niveles en

el aporte de Zn durante la MIV.

6.1 Introduccién

Los ovocitos de mamiferos crecen y se desarrollan en intima relacion con las células
somaticas adyacentes. Durante la formacion del antro folicular (en la foliculogénesis) las células
de la granulosa se diferencian en dos linajes celulares funcional y anatomicamente diferentes:
las células de la granulosa mural que recubren la pared del foliculo, y las células del cumulus,

gue forman una asociacion intima con el ovocito (Huang y Wells, 2010).

Durante la MIV, los ovocitos de mamiferos se encuentran rodeados por las células del
cumulus a las que se hayan unidos metabdlicamente (Moor y col.,, 1980). Las CC poseen
proyecciones citoplasmaticas transzonales (PTZ) altamente especializadas que penetran la
zona pelucida y se comunican con el citoplasma del ovocito a través de uniones nexo (uniones
gap) (Albertini y col., 2001). Las uniones gap ubicadas en los extremos de estas PTZ (y entre
las células del camulus) conectan a las CC entre si y con el ovocito, facilitando la transferencia

de moléculas de bajo peso molecular como iones, metabolitos y aminoacidos necesarios para el
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crecimiento de la gameta, asi como también pequefias moléculas reguladoras como el AMPc
(Larsen y Wert, 1988; Larsen, 1989; Albertini y col., 2001; Sutton y col., 2003; Gilchrist y col.,

2008).

Por otra parte, Kim y colaboradores (1996) demostraron que si bien, la presencia de CC
junto a ovocitos bovinos no era necesario para la maduracion nuclear, ellas desempefian un
papel importante en la capacidad de los mismos para desarrollarse hasta la etapa de
blastocisto. Es por ello que en la actualidad, la morfologia del camulus es uno de los criterios
mas utilizados en la seleccion de los COC para la MIV. Caracteristicas tales como, mayor
namero de capas de células y mayor grado de compactacion, estan directamente relacionados
con mejores resultados en el desarrollo, comparados con ovocitos rodeados de un cumulus
comprometido u ovocitos desnudos (DO) (Shioya y col., 1988; Madison y col., 1992; Lonergan y
col., 1994; Goud y col., 1998). Se ha comprobado ademas, la existencia de una relacién positiva
entre el nimero de CC en el cocultivo y la capacidad de desarrollo posterior de los ovocitos

(Hashimoto y col., 1998).

Debido a la delicada relacion existente entre el caracter esencial del Zn y su toxicidad, su
homeostasis es vital para el éptimo funcionamiento de cualquier organismo. Durante las ultimas
dos décadas, varios de los mecanismos de ingreso del Zn a la célula han sido identificados. La
captacion celular de Zn se realiza por multiples mecanismos, entre los que se encuentran:
cotransporte unido a aminoacidos (cisteina o histidina), unién al receptor de la transferrina,
unién al transportador de metales divalente (DMT1), y por unién a las proteinas transportadoras
especificas para Zn llamadas ZIP (Gunshin y col., 1997; Paulsen y Saier, 1997; Tapiero y Tew,
2003; Eide, 2006). Si bien, el conocimiento sobre la existencia de estos transportadores en el
COC es todavia muy limitado, Ménézo y colaboradores (2011) han publicado recientemente la

expresion de transportadores ZIP en COC humanos.
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En consecuencia, se disefiaron una serie de experimentos con el fin estudiar el rol de las

CC en el transporte de Zn entre el medio externo y el ovocito.

6.2 Material y métodos

6.2.1 Complejos Ovocitos-Cumulus (COC)

Los ovarios de bovino obtenidos de frigorifico fueron transportados al laboratorio en
solucion fisiologica a 37 °C dentro de las 3 hs de realizada la extraccion. Los ovarios fueron
recolectados independientemente de la etapa del ciclo estral de las hembras y los COC fueron
aspirados y seleccionados como se describe en 2.3. Las repeticiones de cada experimento (n=
4) se realizaron en dias diferentes y en cada dia se obtuvieron 300 COC, utilizando 50 COC por

tratamiento.

6.2.2 Maduracion in vitro (MIV)

Los DO se obtuvieron a partir de ovocitos con el cimulus completo, que por pipeteo
fueron separados de las células que los rodean. Luego los DO se lavaron en medio TCM-199
con 15 mM de Hepes y 10 % (v/v) de SFB y dos veces en el medio de MIV. Grupos de 10 COC
0 de 10 DO fueron transferidos a microgotas de 50 ul de medio MIV bajo aceite mineral (Squibb,
Princeton, NJ) equilibrado previamente en una incubadora de CO,. Los COC y los DO fueron

cultivados a 39 °C en 5 % de CO, y humedad a saturacion por 24 hs.

6.2.3 Cocultivo de CC

Las monocapas de CC fueron preparadas a partir de COC obtenidos por aspiracion

folicular como se describié anteriormente (2.3). Los ovocitos se separaron de las CC en medio
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de MIV con pipeta de punta fina. Luego, los ovocitos fueron descartados y las células se
pipetearon vigorosamente para permitir su separacion. De la suspension de CC se tom6 una
muestra, se determind la concentracion con una camara hemocitométrica y se diluyd en medio
de MIV hasta obtener una concentracion final de 1 x 10° CC/ml. Para cada cocultivo se sembro
0,5 ml de esta suspension de CC bajo aceite mineral. EI medio de cultivo se renové cada 48
horas hasta lograr el 70 — 80 % de confluencia, que se obtuvo dentro de los 4 - 5 dias
posteriores al inicio del cocultivo. El porcentaje de células vivas, establecido con un colorante

vital, fue mayor al 80 % al comienzo del cultivo.

6.2.4 Fertilizacion in vitro (FIV) y Cultivo in vitro (CIV)

Los medios y el procedimiento utilizados para la FIV y la CIV corresponden a los

descriptos previamente en 2.4 y 2.5 respectivamente.

6.2.5 Numero de células por blastocisto a Dia 8

Los blastocistos de Dia 8 se fijaron en formaldeido al 4 % luego de haber sido lavados 3
veces en PBS con 1 % de PVP. Los embriones se incubaron con Triton X-100 al 1 %, se
colorearon con Hoecht 33342 (2.6) y se montaron con glicerol entre portaobjeto y cubreobjeto.
El nimero total de células de los blastocistos (a Dia 8, Grado 1) se determin6é contando el
namero de nucleos con un microscopio de epifluorescencia a 40 X y con filtro de exitacion de

365 nm, filtro de barrido de 400 nm y un filtro de emision de 400 nm.

6.2.6 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorio en bloque con un arreglo 2 X 3

factorial. El analisis estadistico de las variables binomiales (tasa de clivaje y tasa de
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blastocistos) se realiz6 mediante una regresion logistica con el procedimiento GENMOD de
SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). Se utilizé una distribucion Binomial y un enlace Logit. EI modelo
logistico incluy6 los efectos del bloque (n= 6), del Zn (Control vs. Zn3), de la forma de
maduracion (COC vs. DO + CC vs. DO) y la interaccion (Zn por forma de maduracion). El
conteo de células por embridn se analizé mediante una regresion Poisson con el procedimiento
GENMOD de SAS 9.0 (SAS Inst. Inc.). Se utilizé una distribucion Poisson y un enlace Log. El
modelo de regresion Poisson incluyd los efectos descriptos anteriormente. Las variables
continuas se expresan como el promedio + ESM. Las variables binomiales estan expresadas
como porcentaje. Se consideraron efectos significativos a las p < 0,05 y tendencias a las p <

0,10y p > 0,05. En el caso de la interaccion se considerd significativa a la p < 0,10.

6.3 Disefo experimental

6.3.1 Rol de las CC durante la MIV de ovocitos bovinos en presencia de Zn sobre la

capacidad de desarrollo posterior

En el Experimento 9, los ovocitos se maduraron in vitro en tres formas diferentes:
complejos ovocito-cimulus (400 COC), cocultivo de ovocitos desnudos junto a monocapas de
CC (400 DO + CC) y ovocitos desnudos (400 DO). En cada forma de maduracién, los ovocitos
se dividieron en 2 grupos correspondientes a los tratamientos sin suplementacion de Zn
(Control= 0,3 ug/ml) y con Zn (Zn3= 1,5 pug/ml). Los ovocitos fueron colectados en cuatroias
diferentes (n= 4 repeticiones) y en cada repeticion se dividieron en los siguientes grupos: 50
COC; 50 COC Zn; 50 DO + CC; 50 DO + CC Zn; 50 DO y 50 DO Zn. Luego de la MIV, los
ovocitos fueron fertilizados in vitro y cultivados hasta el estadio de blastocisto como se describe

en 2.4y 2.5 respectivamente. La tasa de clivaje se evalud 48 horas luego de la FIV. La tasa de
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desarrollo hasta blastocisto se evalu6 el Dia 8 del cultivo e incluyé a los embriones que

alcanzaron los estadios de blastocisto expandido y eclosionado.

6.3.2 Rol de las CC durante la MIV de ovocitos bovinos en presencia de Zn sobre el

numero de células por blastocisto al Dia 8

En el Experimento 10, se analiz6 el efecto de las CC durante la MIV, en presencia de Zn,
sobre el numero promedio de células por blastocisto al Dia 8 de cultivo. EI nimero de células se
evaluo sobre un total de 72 embriones, 12 embriones por tratamiento (3 repeticiones) obtenidos

en el Experimento 9.

6.3 Resultados

6.3.1 Rol de las CC durante la MIV de ovocitos bovinos en presencia de Zn sobre Ia

capacidad de desarrollo posterior

En el Experimento 9, no se observo interaccion entre la forma de maduracion (COC, DO +
CC y DO) vy la disponibilidad de Zn (Control y Zn3). La tasa de clivaje fue mayor cuando los
ovocitos fueron madurados con el cimulus completo (COC) (Control= 76,65 % y Zn3= 82,41%;
p < 0,05), los ovacitos desnudos en cocultivo con CC alcanzaron una tasa menor de clivaje
comparado con los COC (Control= 70,09 % y Zn3= 73,78 %; p < 0,05) mientras que, el
porcentaje mas bajo de clivaje se obtuvo a partir de ovocitos desnudos (DO) (Control= 59,90 %
y Zn3= 54,56 %; p < 0,05) (Figura 34 A). El agregado de Zn al medio de maduracion no tuvo
ningun efecto sobre la tasa de clivaje de ovocitos madurados en presencia o ausencia de
células del cumulus (COC, DO + CC y DO) (Figura 34 C). Los COC alcanzaron el porcentaje

mas alto de desarrollo hasta el estadio de blastocisto (Control= 25,07 % y Zn3= 40,46 %; p <
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0,01), los ovocitos desnudos en cocultivo con CC alcanzaron una tasa menor de blastocistos
comparado con los madurados con cumulus completo (Control= 22,11 % y Zn3= 26,21 %; p <
0,01) mientras que, el porcentaje mas bajo de blastocistos se obtuvo a partir de ovocitos
desnudos (DO) (Control= 8,56 % y Zn3= 12,57 %; p < 0,01) (Figura 34 B). Ademas, el agregado
de Zn al medio de MIV aumenté significativamente la tasa de blastocistos obtenidos en

presencia o ausencia del cdmulus (p < 0,01) (Figura 34 D).

6.3.2 Rol de las CC durante la MIV de ovocitos bovinos en presencia de Zn sobre el

numero de células por blastocisto al Dia 8

En el Experimento 10, se observé interaccion entre la forma de maduracion (COC, DO +
CC y DO) y la disponibilidad de Zn (Control y Zn3; p < 0,0001). EI numero de células por
blastocisto fue mayor con el agregado de Zn al medio de MIV Gnicamente cuando se maduraron
COC intactos u ovocitos desnudos en cocultivo (COC= 110,5 £ 4,35; COC Zn3= 129,1+ 4,77,
DO+ CC= 107 £ 4,99; DO+ CC Zn3= 118,2 + 5,66; DO= 91,42 + 4,54; DO Zn3= 93,3% 6,68; p<
0,001). Los ovocitos madurados con sus cumulus intactos (COC) y en presencia de 1,5 ug/ml

Zn (Zn3) presentaron el nimero de células por blastocisto mas elevado (p< 0,001) (Figura 35).
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FIGURA 34. Efecto de la presencia o ausencia del cimulus oophorus sobre el desarrollo posterior hasta el

estadio de blastocisto de ovocitos bovinos madurados in vitro con y sin zinc.

COC= complejo ovocito cumulus; DO + CC= ovocitos desnudos + monocapa de CC; DO= ovocitos desnudos. Control: sin
agregado de Zn; Zn3: 1,5 pg/ml Zn.

(a,byc), (¢, °°y°°)y (* **y ***¥) indican diferencias significativas (p < 0,05). Efecto de la presencia o ausencia de las células del
cumulus sobre la tasa de clivaje (A) y la tasa de blastocisto (B). Efecto del agregado de Zn durante la MIV sobre la tasa de clivaje
(C) y la tasa de blastocisto (D).

Se maduraron un total de 1200 ovocitos repartidos en 4 repeticiones. En cada repeticion se maduraron 100 COC (Control= 50 COC
y Zn3=50 COC); 100 DO (Control= 50 DO y Zn3= 50 DO) y 100 DO para cocultivo (Control= 50 DO + CC y Zn3= 50 DO + CC).
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Figura 35. Promedio de células por blastocisto al dia 8 de cultivo desarrollados a partir de

ovocitos madurados en presencia o ausencia de células del cimulus con o sin zinc.

COC= complejo ovocito cumulus; DO + CC= ovocitos desnudos + monocapa de CC; DO= ovocitos desnudos. Control: sin
agregado de Zn; Zn3: 1,5 pg/ml Zn. (a, b, ¢ y d) indican diferencias significativas (p < 0,001). Valores expresados como el
promedio + ESM. Se evaluaron un total de 72 blastocistos, para cada grupo se evaluaron 12 blastocistos Grado 1 obtenidos en el
Experimento 9.

6.5 Discusion

Dentro del foliculo, el ovocito se encuentra rodeado por células de la granulosa que
durante el proceso de foliculogénesis se diferencian en células murales y CC (Edson y col.,
2009). Estas células se encuentran intimamente relacionadas con el ovocito y estan encargadas
de proporcionarle nutrientes, factores involucrados en la maduracién y un microambiente
adecuado que asegure la adquisicion de la capacidad de desarrollo posterior (Eppig, 1991;
Pangas y Matzuk, 2005; Gilchrist y col., 2008). Las CC, poseen uniones gap ubicadas en los
extremos de los PTZ que las conectan al ovocito creando de esta manera un soporte
metabdlico del mismo, transportando moléculas de bajo peso molecular, iones y aminoacidos

(Larsen y Wert, 1988; Larsen, 1989; Tanghe y col., 2002). Ademas, estas uniones participan en
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la regulacion meiodtica de los ovocitos al permitir el paso de pequefias moléculas reguladoras,
tales como AMPc y purinas (Dekel y Beers, 1980; Salustri y Siracusa, 1983; Eppig y Downs,

1984; Racowsky, 1985; Racowsky y Satterlie, 1985).

La interrupcion prematura de esta comunicacion altera la capacidad de desarrollo
posterior del ovocito (Modina y col., 2001). La inhibicion de las uniones gap afecta
considerablemente la maduracion citoplasmatica de los ovocitos bovinos y por lo tanto, la tasa
de blastocistos obtenidos in vitro (Ali y col., 2005). Esto es debido, probablemente, a la falta de
transferencia de sefiales moleculares especificas que coordinan la maduracién final de los

mismos (Gilchrist y col., 2004, Lodde y col., 2007).

La tasa de blastocistos aumenté cuando la MIV se realiz6 en presencia de CC,
alcanzando la tasa mas alta aquellos ovocitos madurados con su cimulus intacto (COC). Esto
concuerda con lo descrito por diversos autores, quienes observaron que la eliminacion de las
CC antes de la MIV deteriora la maduracién de los ovocitos en diferentes especies (Eppig,
1991; Grazul-Bilska y col., 1997; Vozzi y col., 2001; Tanghe y col., 2002; Gilchrist y col., 2004;
Assidi y col., 2008) y que el cocultivo de los ovocitos desnudos, con complejos ovocito-cumulus
o0 con CC, restaura parcialmente el potencial de desarrollo de los ovocitos sin cimulus (de
Matos y col., 1997; Mori y col., 2000; Fatehi y col., 2002; Matzuk y col., 2002; Tanghe y col.,
2002; Wongsrikeao y col., 2005). Esta mejoria podria explicarse por el tipo de comunicacion
que existe entre las CC y el ovocito, la cual implica ademas de las uniones gap, la participacion
de diversos factores paracrinos de sefializacion (Gilchrist y col., 2004). La accién mejoradora de
la presencia de estas células en ovocitos desnudos de bovino y de ratén se pone en evidencia a
través de la produccidn de factores difusibles durante la maduracion (Luciano y col., 2005; Ge y
col., 2008). Por otro lado, en nuestro estudio se pone de manifiesto que el agregado de Zn

durante la MIV mejora la calidad embrionaria, evidenciada por el aumento del nimero de
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células por blastocisto, s6lo cuando las CC se encuentran presentes. Estos resultados
evidencian la participacion de las CC en el efecto beneficioso del Zn sobre la calidad

embrionaria.

El Zn es absorbido desde la luz intestinal en su estado divalente (Zn*") (Tapiero y Tew,
2003; Mafra y Cozzolino, 2004). Dentro del plasma, el Zn™* se une principalmente a albdmina y
a ax-macroglubulina, quedando una pequefa fraccion en forma libre (Tapiero y Tew, 2003). La
captacion celular de Zn se realiza por multiples mecanismos, entre los que se encuentran:
cotransporte unido a aminoacidos (cisteina o histidina), unién al receptor de la transferrina,
union al transportador DMT1, y por union a las proteinas transportadoras ZIP (Gunshin y col.,
1997; Paulsen y Saier, 1997; Tapiero y Tew, 2003; Eide, 2006). Los transportadores ZIP se
encuentran presentes en una amplia variedad de tejidos y tipos celulares (Cousins y col., 2006).
En humanos, existen 14 tipos de ZIP y todos ellos aumentan la concentracion del Zn
intracitoplasmético al mediar el flujo de entrada del Zn hacia la célula, o al liberar el Zn de las
vesiculas intracelulares hacia el citoplasma (Cousins y col., 2006). Si bien, se desconoce la
contribucidn relativa de cada uno de los transportadores anteriormente mencionados, se cree
que la concentracion tisular 6ptima de Zn es mantenida principalmente por accion de las ZIP

(Eide, 2004, 2006; Cousins y col., 2003, 2006; Jackson y col., 2008; Lichten y Cousins, 2009).

El agregado de Zn durante la MIV aument6 la produccién de blastocistos posterior,
independientemente de la presencia de CC, lo que indicaria la importancia de este mineral en el
metabolismo del ovocito. ElI conocimiento acerca del mecanismo por el cual el Zn ingresa al
COC es aun limitado, al igual que la informacion sobre los transportadores de este metal
presentes en ovocitos y CC. Ménézo y colaboradores (2011) determinaron la expresion de los
transportadores ZIP en el COC humano encontrando ZIP14 y ZIP8 en CC mientras que en

ovocitos observaron la expresion mas marcada de ZIP14. El efecto beneficioso del Zn durante
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la MIV sobre el desarrollo embrionario posterior, tanto en presencia como en ausencia de las
CC, sugiere la existencia de transportadores de Zn en el ovocito bovino. Considerando el
trabajo de Ménézo y colaboradores (2011), la proteina ZIP14 podria ser uno de los

transportadores involucrados en el ingreso de Zn al ovocito bovino.

En consecuencia, los resultados del presente estudio muestran que: 1) el agregado de Zn
durante la MIV mejoré la tasa de blastocistos; 2) la produccion de blastocistos fue mayor
cuando los ovocitos se maduraron en presencia de ceélulas del cumulus; 3) la tasa de
blastocistos mas alta se obtuvo a partir de los ovocitos madurados con el cumulus intacto
(COCQC); 4) el agregado de Zn durante la MIV mejoré la calidad de los embriones obtenidos
cuando las células del camulus se encontraron presentes; 5) los complejos ovocito-cumulus
madurados con Zn3 produjeron la mejor tasa de blastocistos y la mejor calidad de los mismos.
La presencia de Zn en el medio de MIV mejoroé la calidad de los embriones cuando los ovocitos
se maduraron con el cumulus intacto o en presencia de una monocapa de células del cimulus.
Esto sugiere que el efecto beneficioso del Zn durante la maduracién del ovocito dependeria en
parte de la comunicacién entre las células del cimulus y el ovocito. Ademas, nuestros
resultados sugieren que el aumento en la tasa de desarrollo embrionario, independientemente
de la presencia de las CC, podria deberse a la existencia de transportadores de Zn en el COC

bovino.
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Conclusiones Finales
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Efecto de distintas concentraciones de Zn sobre la maduracion de los ovocitos bovinos.

El agregado de Zn al medio de MIV no modifico el area de expansion del cimulus luego
de la maduracion.

La suplementacion con Zn no modificd la concentracion intracelular de GSH/GSSG en
ovocitos y células del cimulus excepto cuando se utilizé una concentracién de 0,7 ug/ml
Zn.

La tasa de apoptosis en las células del cumulus disminuyé conforme aumenté la
concentracion de Zn en el medio de maduracion.

El porcentaje de células del camulus sin dafio en el ADN fue menor cuando se cultivaron
en presencia de 1,1 y 1,5 pg/ml de Zn. Igual comportamiento present6 el grado de dafio

del ADN siendo las células menos afectadas aquellas cultivas en 1,1y 1,5 pg/ml de Zn.

La actividad SOD en los COC aumento con el agregado de 1,5 pg/ml de Zn en el medio

de MIV.

Efecto de distintas concentraciones de Zn sobre la capacidad de desarrollo posterior hasta el

estadio preimplantacional de blastocisto.

El agregado de Zn al medio de MIV no modifico la tasa de clivaje con respecto al

Control.

El agregado de Zn al medio de MIV en concentraciones similares a las concentraciones
plasmaticas normales (1,1 y 1,5 pug/ml de Zn) aumento la tasa de blastocistos.
La calidad de los embriones (expresada como blastomeras por embrién, velocidad de

desarrollo y la tasa de eclosion) fue mejor cuando se agrego6 Zn al medio de MIV.
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Rol de las células del camulus como puente metabdlico entre el medio externo y el ovocito, con

diferentes niveles en el aporte de Zn durante la MIV

e La tasa de blastocisto aumentd cuando la MIV se realiz6 en presencia de CC,
alcanzando la tasa mas alta con aquellos ovocitos madurados con su cumulus intacto
(CO0).

e El agregado de Zn al medio de MIV solo mejoré la calidad de los embriones (expresada
como blastomeras por embrion) cuando se maduraron ovocitos en presencia de células
del cimulus.

e El agregado de Zn durante la MIV mejoré la tasa de blastocisto independientemente de

la presencia de CC.

En consecuencia, todas las evidencias obtenidas sugeririan que el zinc actuaria
como un factor importante durante la maduracién del ovocito bovino, favoreciendo el
desarrollo embrionario temprano. Estas evidencias sugeririan ademas, la posible

existencia de transportadores de zinc en el ovocito bovino.
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Técnica de produccidon de embriones in vitro

Soluciones Stock para la preparacion de medios de cultivo

Stock H (250 mM Hepes)

Hepes acido 15,00 g
Hepes sbdico 16,25 g
Rojo fenol 50 mg
Agua destilada 500 ml
pH 74-75
Osmolaridad 384 mOsm
Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C. Preparar cada 30 dias.

Stock 2 X TCM-199

Disolver 1 sobre de TCM-199 (Medio de cultivo 199) en 500 ml de H,O destilada
para obtener una solucion 2 X y agregar:

Sulfato de kanamicina 50 mg
Penicilina G 59 mg
Estreptomicina 100 mg
Rojo fenol 20 mg

Esterilizar por filtracion (0,22 uym) y guardar a 4°C. Preparar cada semana.

Stock S2

NaCl 6,294 g
KCI 0,534 g
KH,PO, 0,162 g
Penicilina 0,060 g
Estreptomicina 0,050 g

Agua destilada 100 ml
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Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C.Preparar cada 3 meses.

Stock TL 10 X

NacCl 6,662 g
KCI 0,238 g
NaH,P0O,4.2H,0 0,062 g
Penicilina 0,060 g
Agua destilada 100 ml
Osmolaridad (Solucién 1 X) 235 mOsm
Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C. Preparar cada 3 meses.

Stock 10 X

NaCl 4,6759
KCI 0,230 g
NaH,P0O,4.2H,0 0,045¢
Penicilina 0,060 g
Hepes acido 1,192 g
Hepes sodico 1,302 g
Lactato de sodio 3,680 ml
Agua destilada 100 ml
pH 7,3
Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C. Preparar cada 3 meses.

Stock de Heparina (10 mg/ml de Heparina)

Heparina (sulfato) 20 mg
Solucién salina (0,9 %) estéril 2ml
No filtrar y guardar a 4 °C. Preparar cada semana.




Stock de Hipotaurina

Hipotaurina 2,182 ¢

Agua destilada 10 mi

Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada semana.

SPAD 100 X

Cl,Ca.2H,0 0,3080 g
CIMg.7H,0 (Solucién 4M) 0,0915 pl
Agua destilada 10 mi
Osmolaridad (Solucién 50 X) 369,15 mOsm
Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada 3 meses.

H-199 (Hepes-199: TCM-199 con 15 mM de Hepes y 5 mM de Bicarbonato de sodio)

2 X TCM-199 300 mi
Hepes acido 1,44 ¢
Hepes sbdico 1569
Bicarbinato de sodio 0,25¢g
Agua destilada 600 ml
Osmolaridad 280 mOsm
Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C. Preparar cada semana

Bi-199 (Bicarbonato 199: TCM-199 con bicarbonato)

2 X TCM-199 50 ml
NaHCO; 0,2101 g
Piruvato de sodio 2,16 mg
Agua destilada 100 ml

Osmolaridad ajustar a 280 mOsm con agua ultrapura.

Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada semana.
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Stock sulfato de Zinc (ZnSO,)

Solucién de trabajo:

Solucién Standard Zinc 1000 ppm (Cica-Merck Japon Cat. No. 48096-2B)
1 mi

Agua destilada 9 ml

Agregar 20 pl, 40 yl'y 60 pl de la solucion de trabajo a 5 ml del medio de maduracion para
obtener una concentracién final de 0,7 upg/ml; 1,1 uyg/ml y 1,5 ug/ml de Zn
respectivamente.

Medios de cultivo

Solucioén Fisiolégica para el mantenimiento de los ovarios

NacCl 9¢
Penicilina 59 mg
Estreptomicina 100 mg
Kanamicina 50 mg
Agua destilada 1000 ml
Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C

Medio de aspiracion de ovocitos

PBS (Solucién buffer fosfato) 100 mi
Stock de heparina 0,5ml
SFB (Suero Fetal Bovino) 1ml
Penicilina 5,9 mg
Estreptomicina 10 mg
Kanamicina 5 mg
Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada semana.

Medio de mantenimiento de ovocitos

|SFB (Suero Fetal Bovino) 10 mi




H-199 90 ml

Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada semana.

Medio para lavado de las gametas (Hepes-TALP)

10 X TL 10 ml
NaHCO; 6,8 mg
Stock H 6 ml
CacCl, 30 mg
MgCl,.6H,0 (4M) 12,3 ul

Lactato de sodio 141 pl

Piruvato de sodio 88 mg
MEM-neaas (aminoacidos no esenciales) 1ml
BME-eaas (aminoacidos esenciales) 2 mi
ASB-FAF (Albumina bovina sérica libre de 300 mg
acidos grasos)

Agua destilada 100 mi
Osmolaridad 270-290 mOsm
pH 7,4

Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada 2 semanas.

Medio para lavado de embriones (Hepes-SOF)

Stock S2 11 ml
NaHCO; 16,8 mg
Stock H 6 ml
Piruvato de sodio 3,6 mg
Cl,Ca 25,2 mg

MgCl,.6H,0O 10 mg
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Lactato de sodio (60 %) 0,047 ml
Glucosa 10,8 mg
BME-eaas 2ml
MEM-neaas 1ml
ASB-FAF 300 mg
Agua destilada 100 ml
Osmolaridad 270-285 mOsm
pH 7,4

Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C. Preparar cada 2 semanas

Medio de maduracién in vitro

Preparar 10 ml (Volumen final) en el momento de utilizar

Bi-199 8,9 ml
SFB 1ml
Stock LH 20 pg (2 pg/ml, Lutropin-V)
FSH 2 ug (200 ng/ml, Folltropin-V)

Soluciones de Percoll para separacion de espermatozoides

SPTL1X

SPTL 10 X 2,5ml
SPAD 0,2ml
Agua estéril 17,3 mi
Osmolaridad 280-300 mOsm
pH 7,3

PERCOLL 90 %

Para 30 ml:

Percoll

26,5 ml

152



SPTL 10 X 2,95 ml
SPAD 100 X 0,295 ml
NaHCO3; 6,2 mg
Osmolaridad 280-300 mOsm
pH 7,3
PERCOLL 45 %

Percoll 90 % 2ml
SPTL 1 X 2ml
Medio para fecundacion in vitro (Fert-TALP, Parrish y col., 1986).

TL10 X 5ml
NaHCO3 0,101 mg
CaCl,.6H,0 15 mg
MgCl,.6H,0 (4M) 6,15 pl
Lactato de sodio 70,5 pl
Piruvato de sodio 1,44 mi
MEM-neaas 0,5 ml
BME-eaas 1ml
ASB-FAF 300 mg
Agua destilada 50 ml

Osmolaridad

280-300 mOsm

Esterilizar por filtracion (0,22 ym) y guardar a 4 °C. Preparar cada 2 semanas

En el dia de la fecundacion:

Fert-TALP 9,9 ml
Stock penicilamina 50 pl
Stock hipotaurina 50 pl
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Stock heparina

10 pl |
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Medio para cultivo de embriones in vitro (SOFm, Tervit y col., 1972; Gardner y col., 1994)

Stock S2 2 ml
NaHCO3 42 mg
Piruvato de sodio 0,72 ml
MgCl,.6H,0 (4M) 2,46 pl
CacCl,.2H,0 5,04 mg
Lactato de sodio 9,40 ul

Glucosa* 5,4 mg
Glutamina 2,92 ml
MEM-neaas 0,2 ml
BME-eaas 0,4 ml
ASB-FAF 160 mg
Agua destilada 20 ml
pH 7,2-7,4 (en atmésfera gaseada)

Osmolaridad 265-275 mOsm
Esterilizar por filtracion (0,22 um) y guardar a 4 °C. Preparar cada semana

*La glucosa sera reemplazada por agua destilada para preparar el medio SOFm utilizado el primer dia de

cultivo.
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