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RESUMEN

El estrés térmico es considerado un importante factor en la reduccién de la
fertilidad del ganado bovino. In vitro el incremento en la temperatura (40-42°C),
durante la maduracién de ovocitos, ha sido relacionado con dafios o cambios que
afectan el potencial de desarrollo, como alteraciones en la funcidon de las células
del cumulus, del citoplasma y de la configuracion de la cromatina. Considerando
que durante cualqueir estado de estrés se producen importantes cantidades de
glucocorticoides (GC) se ha propuesto que estos pueden estar mediando la
respuesta al estrés térmico y que dichos eventos pueden determinar la apropiada
maduracion del ovocito. La presente investigacion tuvo como objetivo determinar
si los GC, via su receptor, afectan la maduracion ultraestructural de los ovocitos
bovinos sometidos a estrés térmico. Para ello se maduraron ovocitos de bovino
bajo una temperatura fisiologica (38.5°C) y con estrés térmico (41°C), los cuales
se incubaron en presencia de un GC sintético (Dexametasona) y dimetilsulfoxido
(DMSO), ambos a una concentracion de 10 -7 M, por 24 horas. Por Western blot
se realizo la identificacion del receptor, su localizacion por inmunofluorescencia y
la evaluacion ultraestructural se realizé por microscopia electronica de transmision
(MET). Los resultados mostraron que los ovocitos maduros presentaron una
mayor concentracion del GR que los inmaduros. In vitro bajo condiciones de estrés
térmico, no se observd que los GC indujeran la translocacion del GR del
citoplasma al nucleo. El andlisis ultraestructural mostro que los ovocitos
sometidos a estrés térmico, control, DMSO y Dexametasona, presentaban
perdida de la integridad de las células del cumulus y dafos en su ultraestructura a
nivel nuclear y citoplasmatico. En cuanto a lo que se refiere a la ultraestructura del
ovocito numerosas vacuolas se observaron en el ooplasma, dando lugar a la
formacion de grandes espacios vacios, también se observé material electrodenso,
mientras que de manera similar las mitocondrias mostraron alteraciones
encontrandose en la periferia de la célula. Los ovocitos madurados bajo
condiciones fisiolégicas (38.5°C) mostraron una adecuada ultraestructura, esto
incluyd a los incubados con dexametosona. En conclusion, los resultados
obtenidos el presente estudio parecen indicar que los glucocorticoides tienen poca
o ninguna influencia durante la maduracion de los ovocitos de bovino cultivados
bajo condiciones de estrés térmico (41.0 ° C) ya que los cambios ultraestructurales
observados parecen estar mas relacionados al efecto de la temperatura y
posiblemente al tiempo de incubacion (24 h).



1. GENERALIDADES
1.1 FOLICULO OVARICO
El foliculo es la unidad morfologica y funcional del ovario, el foliculo maduro esta
formado por una capa exterior de células tecales, que envuelve por fuera a la
membrana basal y a la capa interna de células de la granulosa. A su vez, las
células de la granulosa rodean y confinan al complejo formado por el ovocito y las
células del cumulus (Lattanzi, 2010). En el caso del bovino, la formacién folicular

se completa durante la vida fetal (Garverick et al., 2007; Scaramuzzi et al., 2011).

1.2 DESARROLLO FOLICULAR

El foliculo primordial en bovinos mide unos 40 ym (Braw-Tal y Yossefi, 1997) y
esta formado por un ovocito de 30 uym (Picton, 2001) rodeado por una capa de
células de la pregranulosa no cuboides (planas) y una membrana basal; este

permanecera quiescente hasta que se dispara su crecimiento (Lattanzi, 2010).

1.2.1 INICIO DE LA FOLICULOGENESIS

Con el inicio de la foliculogénesis a partir del dia 140 de gestacion en bovinos
(Russe, 1983), las células de la granulosa de un foliculo primordial muestran una
morfologia cuboide y un incremento en su numero, convirtiéndose en un foliculo
primario (Russe, 1983; Hyttel et al, 1997). Junto con la transicién de las células de
la granulosa a morfologia cuboide el ovocito comienza la secrecion de la matriz
glicoproteica extracelular, la zona pelucida (Fair et al, 1995; Picton, 2001; Russe,
1983); ademas las células de la granulosa establecen un intimo contacto el ovocito

a través de uniones comunicantes o “gap junctions” (Hirshfield, 1994).

1.2.2 FOLICULO PREANTRAL

Cuando el foliculo primario entra en la fase de crecimiento, el ovocito aumenta de
tamafo y las células de la granulosa comienzan a proliferar. Se origina entonces
un foliculo multilaminado denominado foliculo secundario. (Lattanzi, 2010).
Aunque los foliculos preantrales son capaces de responder a gonadotrofinas, su

crecimiento es independiente de ellas y parece estar regulado por mecanismos



intraovaricos e intrafoliculares. La proliferacion de las células de la granulosa, la
diferenciacion e hipertrofia de las células tecales y el crecimiento del ovocito
determinan el incremento en el diametro del foliculo. En bovinos aparecen por
primera vez alrededor del dia 210 de gestacion y alcanzan los 150 um de diametro
aproximadamente. En estos foliculos el ovocito mide entre 50 y 60 um de diametro
(Russe, 1983; Hyttel et al, 1997).

1.2.3 FOLICULO ANTRAL

Una vez que uno de los foliculos deja el pool de foliculos preantrales este se
encuentra comprometido a desarrollarse de manera dependiente de
gonadotropinas (Scaramuzzi et al., 2011). Durante el desarrollo folicular, la
formacion del antro folicular representa el comienzo de la transiciéon de la
regulacion primaria intrafolicular a la regulacién extraovarica (Lattanzi, 2010).

El crecimiento del foliculo antral, a diferencia de lo que ocurre en los estadios
anteriores, es rapido, y esta caracterizado por la proliferacion y diferenciacién de
las células de la granulosa, la diferenciacion de la teca, y la acumulacion de fluido
folicular (Lattanzi, 2010).

En este momento el desarrollo de los foliculos es considerado un proceso
jerarquico (Scaramuzzi et al., 2011), apareciendo en el bovino alrededor del dia
230 de gestacion (Russe, 1983) midiendo entre 120 y 280 um (Lussier et al, 1987,
Monniaux et al, 1997), lo cual permite que el ovocito siga creciendo hasta un
diametro 120 pym (Lattanzi, 2010).

1.3 CICLO ESTRAL Y CINETICA FOLICULAR

El crecimiento de los foliculos antrales involucra tres eventos principales:
reclutamiento, seleccion y dominancia (Ginther et al, 2001b).

Los foliculos son reclutados en grupos de crecimiento sincronizados, llamados
cohortes, en respuesta a un incremento moderado en el nivel de FSH plasmatica.
Los foliculos reclutados en un momento dado serian los mas sensibles a dicho
incremento debido a la mayor expresion de receptores para FSH en las células de

la granulosa (Fortune, 1994).



La seleccion es el proceso por el cual un solo foliculo continta el crecimiento
mientras que el resto de los foliculos reclutados cesa el crecimiento y degenera en
atresia. Este proceso tiene una primera fase de crecimiento comun durante la cual
la concentracion de FSH plasmatica declina paulatinamente debido a la inhibicién
que ejercen sobre la hipdéfisis hormonas secretadas por la cohorte de foliculos en
crecimiento (estradiol e inhibinas). Luego, las tasas de crecimiento de los foliculos
mas grandes comienzan a diferenciarse apareciendo un foliculo de mayor tamafo
o dominante. Este foliculo ejerce dominancia sobre el resto porque es mas
sensible a la FSH y produce mas hormonas que inhiben la secrecién de FSH, cuya
concentracion plasmatica disminuye a niveles insuficientes para el desarrollo del
resto de los foliculos subordinados que degeneran en atresia (Lattanzi, 2010).

Este patrén de crecimiento de los foliculos antrales (reclutamiento, seleccion y
dominancia) no ocurre en forma continua ni al azar, sino en ciclos llamados ondas
(Figura 1). En el bovino usualmente se pueden observar dos o tres ondas
foliculares por cada ciclo estral, que se caracterizan por el reclutamiento de entre 5
y 10 foliculos de 3 a 4 mm de diametro (Van den Hurk y Zhao, 2005) de los cuales
solo uno alcanzara el estadio preovulatorio.

Finalmente el foliculo preovulatorio o foliculo de de Graaf es el que presenta una
esteroidogénesis mas activa y el que presenta una mayor respuesta a las
gonadotrofinas. Las células tecales producen mayor cantidad de andrégenos en
respuesta a LH y las células de la granulosa incrementan su actividad aromatasa
en respuesta a FSH, sintetizando cantidades maximas de estradiol. La accion
conjunta de FSH y estradiol induce la expresién de receptores de LH en las
células de la granulosa (Lattanzi, 2010).

El pico preovulatorio de LH juega un papel central en el desencadenamiento de la
cascada de eventos en los foliculos preovulatorios, esencial para la ovulacion de

un ovocito fertilizable (Hsieh et al, 2007).
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Figura 1. Diagrama esquematico del crecimiento folicular en el ciclo estral del bovino.
Tomado de Lattazi, 2010.

Por consiguiente la ovogénesis y la foliculogenesis se encuentran inextrictamente
vinculadas con el crecimiento del ovocito y desarrollo en una relacién intima y
mutua con las células somaticas del foliculo (Thibault et al., 1997). Durante el
curso de la foliculogenesis el ovocito adquiere la competencia a experimentar la
meiosis y entonces adquiere la competencia de desarrollo, cambios bioquimicos y

estados moleculares que permiten que el ovocito madure (Hyttel et al., 1997).

1.4 DESARROLLO DEL OVOCITO

Durante la vida fetal, alrededor del dia 80, las ovogonias comienzan a dejar su
ciclo mitético para entrar en la profase | de la meiosis, convirtiéndose en ovocitos
primarios (Byskov and Hoyer, 1994; Russe, 1983). La profase | de la meiosis se
divide en cinco etapas: leptonema, cigonema, paquinema, diplonema y diacinesis.
Durante el leptonema los cromosomas comienzan a condensarse formando
filamentos delgados, posteriormente en la etapa cigonema se inicia el

apareamiento de los cromosomas homodlogos y se forma el complejo



sinaptonémico. Este apareamiento se completa en el paquinema, durante el cual
también se produce la condensacién de los cromosomas. En este periodo los
cromosomas homodlogos estan intimamente unidos formando tétradas (unidades
bivalentes con cuatro cromatidas) y se produce el intercambio de segmentos entre
las cromatidas homologas, la recombinacion. Durante el diplonema los
cromosomas homologos comienzan a separarse aunque continuan unidos por uno
0 mas quiasmas. En este punto la meiosis se arresta en el estadio también
conocido como vesicula germinal (VG) (Lattazi, 2004), la cual se caracteriza por
que el ovocito esta rodeado por una sola capa de cuatro a ocho células de la
pregranulosa, asi como de una lamina basal intacta (Gendelman y Roth, 2012a),
en este momento la progresion de la meiosis es detenida, reiniciandose hasta que
el ovocito sea seleccionado para continuar su proceso de maduracién. (Lattazi,
2004).

1.5 MADURACION DEL OVOCITO

La maduracion del ovocito es definida como el reinicio y la terminacion de la
primera division meidtica y la subsecuente progresiéon a la metafase Il (Mll);
durante esta los procesos de maduracion nuclear y citoplasmatica son esenciales
para la fertilizacién y desarrollo embrionario temprano (Gordon, 2003). Dentro de
los procesos nucleares se encuentran la ruptura de la vesicula germinal (RVG)
para que los cromosomas homologos se separen, expulsandose el primer cuerpo
polar quedando la cromatina materna arrestada en metafase Il. Los cambios que
ocurren en el ovoplasma llamados maduracion citoplasmatica, incluyen
modificaciones en el citoesqueleto, la redistribucion de los organelos, reduccion de
los niveles de RNAm y cambios en los patrones de sintesis proteica (Sun et al.,
2009). De esta forma la maduracién del ovocito involucra ambos eventos
necesarios para que este adquiera la capacidad de soportar la fertilizacion
monoespermica, la formacion del pronucleo masculino y el desarrollo embrionario

temprano (Wang et al., 2009).



1.5.1 MADURACION NUCLEAR DEL OVOCITO

La maduracion nuclear del ovocito involucra el reinicio de la meiosis, posterior a la
primera fase de arresto, hasta la obtencion del estadio de metafase en la segunda
division de la maduracion (Marquez y Gutiérrez 2009). La meiosis en el ovocito se
reinicia en la pubertad después de un pico preovulatorio de LH (Lattazi, 2010), una
vez que este pico se produce se incrementa la fosforilacion y activacion de ERK
1/2 (Cameron et al.,, 1996; Carvalho et al., 2003; Su et al., 2003; Tajima et al.,
2003; Panigone et al., 2008; Conti et al., 2012). ERK1/2 (por sus siglas en inglés;
Cinasa de Regulacion Extracelular 1/2), que pertenece a la familia de las MAPKS
(por sus siglas en inglés; Proteinas Cinasas Activadoras de Mitégeno), la cual es
activada durante la maduracién del ovocito (Sun et al., 2002; Gonzalez et al.,
2010); el incremento de la actividad de ERK1/2 se presenta de manera inicial en
las células de la granulosa y poco después en las células del cumulus. La
actividad de ERK1/2 junto con el pico preovulatorio de LH son determinantes para
que en el ovocito se lleve a cabo la RVG (Su et al., 2003).

La RVG se produce en la profase | (Lattanzi., 2010), y para que esta se produzca
es necesario que exista una regulacion en las oscilaciones de la actividad cinasa
de p34cdc2 (CDK1), una proteina cinasa que es regulada por la ciclina B. Ambos
componentes conforman al factor promotor de la maduracion (MPF por sus siglas
en ingles). Es decir, CDK1 debe ser activada antes de la reanudacion de la
meiosis y es necesaria para la RVG, siendo su actividad incrementada hasta la
metafase | (MI). Durante la transicion entre Ml y metafase (MI)l, una vez que el
primer cuerpo polar es expulsado la actividad de CDK1 decrece
significativamente, sin embargo esta es restablecida y mantenida en altos niveles
durante el arresto en MIl (Epping et al., 2001); dado que los niveles de ciclina B
modulan la activacion de CDK1, el incremento de la sintesis de ciclina B durante
la maduracién meidtica es lo que permite la progresion de vesicula germinal a Ml
(Epping et al., 2001).

Durante la maduracion nuclear el ovocito presenta cambios que se refieren a la

estructura de la cromatina (Figura 2), los cuales proveen un importante



mecanismo para reprimir la transcripcion global antes de la reanudacion de la
meiosis (Epping et al., 2001).

Los cambios estructurales que se presentan en el ovocito durante la maduracion
nuclear, inician al término de la profase | donde se produce la RVG y los
microtubulos del huso se unen a los cinetocoros. En la metafase |, los
cromosomas homologos se hallan dispuestos en el plano ecuatorial, unidos entre
si por los extremos. Posteriormente en la anafase | los cromosomas homaologos se
separan dirigiéndose a los respectivos polos. Una vez que llegan a los polos, en la
telofase |, uno de los grupos de cromosomas homélogos es expulsado del ovocito
como corpusculo polar mientras que el otro grupo continta con la segunda division
meiotica. Al llegar al estadio de MIl los cromosomas se encuentran dispuestos en
el plano ecuatorial con cada cromatida hermana unida por el centrdmero a polos
opuestos del huso. En este punto la meiosis se arresta nuevamente y se reiniciara
cuando el ovocito sea fecundado por un espermatozoide (Lattanzi, 2010); donde
finalmente después de la separacion de los cromosomas en la anafase Il, el

citoplasma del huevo o cigoto, se divide nuevamente produciendo un segundo

corpusculo polar que dara inicio a las divisiones mitéticas (Marquez y Gutiérrez,
2009).

Figura 2. Ovocitos en diferentes estadios de maduracién nuclear, tinciéon con DAPI. (A)
Ovocito en estado de vesicula germinal, (B) Ovocito en metafase | y (C) Ovocito en
metafase Il. Tomado de Lattazi (2010).



1.5.2 MADURACION CITOPLASMATICA

La maduracion citoplasmatica es definida como un proceso esencial en los
ovocitos para que se pueda dar la fertilizacion y desarrollo embrionario temprano.
Los cuales generalmente pueden ocurrir en paralelo con la maduracion nuclear, ya
que mantienen una relacion interconectada (Eping et al., 2001).

Los eventos claves de la maduracién citoplasmatica involucran la redistribucién de
organelos citoplasmaticos y cambios en la dinamica del citoesqueleto (Ferreira et
al., 2009).

Durante la maduracion, la posicion de las mitocondrias cambia desde una
localizacion periférica a una distribucion dispersa en todo el citoplasma. La
cantidad de ribosomas aumenta a partir del inicio de la maduracién, observandose
también un aumento de la sintesis de proteinas (Eping et al., 2001).

Otras estructuras que también son redistribuidas son los granulos corticales
(exclusivos de ovocitos y producidos por el aparato de Golgi); originalmente estos
se ubican en el centro del ovocito pero conforme este progresa a la metafase son
translocados hacia la periferia del ovocito, constituyendo uno de los signos
estructurales mas obvios de la maduracién citoplasmatica (Ferreira et al., 2009).
Los granulos corticales se caracterizan por ser pequefias vesiculas que contienen
enzimas, los cuales al migrar a una posicién 0.4-0.6 pm por debajo de la
membrana plasmatica pueden experimentar la exocitosis por fusion con la
membrana plasmatica del ovocito una vez que el ovocito es fertilizado (Dulcibella y
Buetow, 1994; Vazquez et al 2010). La exocitosis de los granulos corticales
(reaccidn cortical) es uno de los mecanismos usados por el ovocito para prevenir
la poliespermia, pues cambia las propiedades fisicas y quimicas de la zona
pelucida debido a su composicidn que incluyen enzimas proteoliticas (ademas de
una poblacion diversa de proteinas, moléculas estructurales vy
glicosaminoglicanos) (Ferreira et al., 2009; Mejia, 2011).

Ademas de los reguladores del ciclo celular, otras moléculas son importantes para
la progresion de la maduracion y el desarrollo embriogénesis temprana; la sintesis
y la acumulacion de estas moléculas en el ovocito son consideradas como un

marcador de la maduracién citoplasmatica. Asi, el glutation es un marcador



biolégico de la maduracién citoplasmatica; su concentracion intracelular se
incrementa conforme el ovocito progresa de vesicula germinal a la etapa de
metafase Il. Varios estudios han demostrado que esta enzima juega un papel
fundamental en la proteccién celular contra el dafno oxidativo de la eliminacion de
las especies reactivas del oxigeno (ROS), pero después de la fertilizacion, su
actividad se relaciona con la descondensacion de la cromatina del
espermatozoide, la subsecuente activacion del ovocito y la formacion del
pronucleo masculino, ademas de promover el desarrollo embrionario temprano
(Ferreira et al., 2009 y Curnow et al., 2010; Mejia, 2011).

1.6 MADURACION IN VITRO

La maduracion in vitro de ovocitos bovinos es una técnica importante que permite
el estudio basico de los eventos biolégicos que ocurren durante la maduracién del
mismo, la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Sagirkaya et al.,
2007). Para obtener los ovocitos a gran escala, los ovarios utilizados se pueden
adquirir después del sacrificio de las hembras o por ovarioectomia. La forma mas
comun y econodmica para la obtencion de los ovocitos con fines experimentales, es
el aprovechamiento de los ovarios de vacas sacrificadas en los rastros (Gordon,
2003).

Experimentalmente se sabe que el éxito del desarrollo in vitro de ovocitos esta
intimamente relacionado con el grado de desarrollo estructural que adquiere
durante la etapa folicular previa. El foliculo es una estructura ovarica con dos
funciones, produccion de hormonas y produccién de ovocitos aptos para ser
fecundados (Gordon, 2003). Los ovocitos que residen dentro de los foliculos
ovaricos estan recubiertos por células de la granulosa (células del cumulus),
formando el complejo cumulus-ovocito (CCO), manteniendo una comunicacion con
estas células a través de uniones comunicantes (Tripathi et al., 2010). De manera
particular la division meidtica del ovocito esta detenida durante el crecimiento
folicular y son los ovocitos de los foliculos preantrales los que tiene la
particularidad de salir del arresto meidtico, el cual se arresta después de la

ovulacion y termina después de la fecundacion del ovulo. In vitro la division



meiodtica puede reanudarse de forma espontanea después de que el ovocito es
retirado del foliculo (Pincus y Enzmann, 1935). Por lo cual diversos estudios
establecen que la remocion de los ovocitos del ambiente folicular, a partir de la
aspiracion de los mismos, puede resultar en una reducida proporcion de
embriones, sugiriendo que no todos los ovocitos tienen la capacidad para madurar
correctamente (maduracion citoplasmatica) (Mermillod y Marchal, 1999;
Gendelman y Roth, 2012a). Esto pudiera deberse a que algunos de los ovocitos
reanudaran la meiosis sin sufrir la una preparacion adecuada (Hyttel et al., 1997;
Adona et al., 2008). Por tal motivo se ha propuesto el precultivo del CCOs con
inhibidores de la meiosis para bloquear asi la reanudacion espontanea de la
misma (Gendelman y Roth, 2012a).

El bloqueo de la reanudacion meidtica ha llegado a ser inducido por diversas
estrategias, dentro de las cuales se incluyen el incremento en el contenido del
AMPc del ovocito (Sirard y Coenen, 1994; Lonergan et al., 1997; Avery et al.,
1998; Adona et al., 2008). Farmacos, como la butirolactona-1 (BL-1) son utilizados
como inhibidores de la meiosis ya que actuan sobre la familia de CDKs y otras
proteinas cinasas como las MAPK (Kitagawa et al., 1993, 1994; Gendelman vy
Roth, 2012a); R y S-roscovitine son inhibidores reversibles de CDK (Meijer et al.,
1997; Gendelman y Roth, 2012a), e (Isobultil metilxantina) IBMX mantienen el
arresto meiotico por elevacion del AMPc a partir de la inhibicion de la actividad
fosfodiesterasa (De Azevedo et al.,1997; Gendelman y Roth, 2012a).
Recientemente se ha mostrado, por o menos en el ratén, que los niveles
intracitoplasmaticos de AMPc en el ovocito son esenciales para el mantenimiento
del arresto meiotico (Tripathi et al., 2010).

Finalmente, como es conocido durante cada ciclo estral el nUmero de foliculos en
desarrollo difiere segun la especie (depende también en forma directa del peso de
los animales), donde el tamano del ovocito esta correlacionado con la capacidad
del desarrollo del foliculo. Generalmente los ovocitos competentes para madurar
deben medir como minimo 110um de diametro, por lo que cuanto mayor sea el
tamano folicular mayor sera la capacidad de desarrollo del ovocito para lograr la
RGV, la capacidad fecundante y posterior desarrollo (Gordon, 2003).
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2. ANTECEDENTES
2.1 EFECTOS DEL ESTRES TERMICO EN LA MADURACION IN VITRO DE
OVOCITOS
El estrés térmico representa un importante problema econémico en animales de
campo. (Risponli et al., 2011). Las elevadas temperaturas son el mayor factor
responsable de la reduccién de la fertilidad durante las estaciones calurosas o en
areas tropicales (Barati et al., 2008). Un gran numero de investigaciones en
bovinos han mostrado consecuencias directas sobre la maduracion del ovocito
bajo la exposicion a temperaturas elevadas; en donde se comprometen los
eventos reproductivos por disminucion de la expresion del comportamiento del
estro, alteraciones del desarrollo folicular en el ovario y reduccion en la
competencia del ovocito (Risponli et al., 2011, Barati et al., 2008).
En lo que respecta a la disminucion en el desarrollo competitivo del ovocito, se ha
observado que este se presenta durante el verano (Katanani et al., 2002; Roth y
Hansen., 2004a), comprometiéndose asi el resto de los periodos reproductivos (2
a 3 ciclos estrales después de las estaciones calurosas) (Roth et al., 2001; Roth y
Hansen., 2005), de esta forma la exposicion de vacas a un estrés térmico
estacional afecta la capacidad del ovario en el cual se encuentran desarrollando
los ovocitos (Gendelman y Roth, 2010).
Si bien los ovocitos preovulatorios bovinos resultan muy sensibles a las elevadas
temperaturas (Putney et al., 1988; Ju et al., 2005), lo mismo ocurre con el ovocito
maduro, lo cual ha sido demostrado tanto en estudios in vivo (Putney et al., 1989;
Roth y Hansen., 2004a) como in vitro (Payton et al., 2004; Edwards et al., 1997;
Roth y Hansen et al., 2005).
En estudios in vitro, la exposicion directa de ovocitos de bovino en estado de
vesicula germinal (VG) a elevadas temperaturas (41°C), por 12 horas, redujo la
habilidad de la célula para completar la maduracion nuclear y el desarrollo
posterior una vez fertilizado (Letz et al., 1983; Edwards et al., 2005). Se sabe que
este tipo de tratamientos, sobre los ovocitos mantenidos en VG, presentan
resultados similares al de las condiciones in vivo influenciadas por un estrés

térmico estacional, determinandose que dicho efecto se encuentra asociado con
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una reduccidon en los niveles de transcripcion de genes involucrados en la
maduracion del ovocito (Gendelman y Roth, 2010).

Se piensa que probablemente la reduccién en los niveles de transcripcion durante
la maduracion esta relacionado con los resultados encontrados en diversos
estudios en donde se ha demostrado que bajo un proceso de estrés térmico
existe fragmentacion de DNA antes o durante el proceso de maduracion de los
ovocitos (Roth y Hansen., 2004), asi como con reducciones en los niveles de
RNAm (Lecuarre et al., 2004; Edwards et al., 2005). Bajo esta serie de
alteraciones, también se sabe que el metabolismo de sintesis del ovocito se ve
afectado por la exposicion a altas temperaturas (Cetica et al., 2001; Edwards et
al., 2005), reflejandose en una reduccion en la sintesis de proteina en un 30 a
50% de los ovocitos expuestos al estrés térmico (Edwards y Hansen 1997).

Por otra parte, también se han reportado cambios marcados en la maduracion del
ovoplasma, los cuales incluyen alteraciones en el citoesqueleto y redistribucion de
organelos (Hosoe y Shioya, 1997; Edwards et al., 2005); dichos estudios
demuestran que el choque térmico afecta eventos intracelulares asociados con la
maduracion citoplasmatica, como la translocacion de granulos corticales (Payton
et al., 2004), que junto con las alteraciones nucleares, decrecen la subsecuente
division y disminucién de la tasa de formacion a blastocistos (Wang et al., 2009).
Asi, in vitro empleando ovocitos de bovino en estado de Mll se ha reportado que el
choque térmico cambia la configuracion del huso y compromete el subsecuente
desarrollo de los ovocitos seguido del proceso de fertilizacion (Ju et al., 2005).
Ademas, en esta especie la prolongada exposicién de los ovocitos a 41.0°C
resulto en un menor numero de ovocitos con cuerpo polar discernible, pudiendo
esto ser atribuido a alteraciones funcionales de las células del cumulus (Letz et al.,
1983; Edwards et al., 2005). De manera similar las elevadas temperaturas (40 a
41°C) durante la maduracién in vitro han mostrado un incremento en la muerte

celular programada en ovocitos (Barati et al., 2008).
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2.2 LOS GLUCOCORTICOIDES COMO MODERADORES DEL ESTRES

El estrés se caracteriza por ser una alteracion de la homeostasis de un animal, en
donde una serie de respuestas adaptativas son estimuladas cuando el ambiente
es inequitativo y se somete a una excesiva perturbacion a los sistemas
fisiolégicos. Usualmente el estresor activa el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal y el
sistema simpatico-adrenal (Tilbrook et al., 2000), el cual representa un sistema
neuroendocrino de retroalimentacion dinamica que se enfoca a la regulacion de
los estresores (Gupta et al., 2007).

El receptor a glucocorticoides (GR por sus siglas en inglés) son producidos y
liberados por la corteza adrenal bajo el control del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA). Cuando el cuerpo percibe el estrés, la liberacion hipotalamica de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) estimula a la glandula pituitaria a
liberar a la hormona adrenocorticotropica (ACTH) por, de esta forma la corteza
adrenal inicia la sintesis de GC en respuesta a la ACTH (Revollo y Cidlowski.,
2009). Una vez producidos por la corteza adrenal los GC son liberados hacia la
circulacién sanguinea (Revollo y Cidlowski., 2009).

De esta forma los GC son la ultima parte de una respuesta adaptativa que busca
mantener la homeostasis durante situaciones estresantes (Revollo y Cidlowski.,
2009).

Se sabe que los GC ejercen diversos efectos en numerosos procesos metabdlicos
(Van Merris et al., 2007); algunas de las respuestas mas comunmente
encontradas son el incremento en la produccion de glucosa y la inmunosupresion
(Revollo y Cidlowski., 2009). Sin embargo, también causa la inhibicion de la
fisiologia reproductiva, al disminuir la liberaciéon hipotalamica de GnRH, con lo
cual influye reduciendo los niveles de los esteroides reproductivos (Sapolsky et
al., 2000). De esta forma se dice que los glucocorticoides tienen un profundo
efecto en todos los sistemas del organismo, incluyendo el sistema reproductivo
(Brann y Mahesh 1991), en este sentido se sabe que elevados niveles de
glucocorticoides durante condiciones estresantes o después de su empleo durante
una terapia medica generan un impacto negativo en la reproduccion (Gonzalez et
al., 2010).

13



Los GC difunden a través de la circulacion al fluido folicular que rodea al ovocito,
generando niveles intrafoliculares de cortisol libre activo que resulta ser
usualmente mas elevados que la concentracién a nivel sanguineo (Andersen et
al., 2002; Andersen 2003); ejerciendo su accion a traves de receptores presentes
en las células ovaricas (Schreiber et al., 1982; Tetsuka et al., 1999; Gonzalez et
al.,, 2010), como las células de la granulosa (Brann y Mahesh 1991) vy
recientemente se ha propuesto que el ovocito podria estar respondiendo
directamente a ellos (Mejia., 2011). Sin embargo, ya sea durante la maduracion in
vitro 0 in vivo, aun se conoce poco acerca del mecanismo por el cual, los
glucocorticoides ejercen su accion en esta célula (Gonzalez et al., 2010).

En lo que respecta al efecto de la fisiologia del estrés en la maduracion del
ovocito, estudios in vitro han descrito cambios o alteraciones de tipo morfolégico y
fisiolégico durante el proceso de maduracion, por lo que multiples investigaciones
se han enfocado en determinar cémo los GC influyen en la presentacion de estos
dafios o0 cambios. Por ejemplo, in vitro, en el caso de los ovocitos de cerda, se ha
observado que la presencia de un GC sintético (dexametasona) ejerce un efecto
inhibitorio en la reanudacién de la meiosis, accion que se atribuye a un efecto de
de dicho compuesto a través del GR; sefalandose que la adicion de
dexametasona en la fase final de la progresion de la meiosis (durante las ultimas
12 horas del cultivo), produce la inhibiciéon de la RGV del ovocito, lo que da como
resultado una marcada reduccion de la maduracién de ovocitos al finalizar el
periodo de cultivo de 48 horas (Rabin et al., 1990; Yang et al., 1999). En el caso
de la rata se ha reportado que las altas concentraciones de dexametasona
afectan la maduracién y desarrollo embrionario temprano (Van Merris et al., 2007).
Sin embargo, aun es poco conocido el mecanismo por el cual los GC ejercen su
accion inhibitoria sobre el ovocito durante su fase de maduracién (Yang et al.,
1999). No obstante estos efectos han sido atribuidos a una reduccién parcial del
MPF?? (Chen et al., 2000), que junto con las proteinas cinasas activadas por
mitogeno (MAPKSs), son el principal sistema de regulacion del ciclo celular meidtico
del ovocito (Abrieu et al., 2001; Fan y Sun , 2004; Liang et al., 2007; Motlik et al.,
1998; Gonzalez et al., 2010).
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2.3 RECEPTOR A GLUCOCORTICOIDES

La respuesta biologica de las células a los GC es mediada por una proteina
receptora especifica, la cual se menciona se encuentra presente de manera
ubicua en todos los tejidos (Beato, 1989; Franklyn, 2004). EI GR es un receptor
de esteroides que pertenece a la superfamilia de receptores nucleares que activan
factores de la transcripcion (Revollo y Cidlowski., 2009), por lo que su ligando
(GC) pueden libremente difundir a través de la membrana celular y ejercer sus
acciones mediante un mecanismo de senalizacion llamado via gendmica clasica
(Bartis et al., 2007), es decir el receptor a glucocorticoides actua como un factor
ligando-activador de la transcripcion (Gupta y Lalchhandama, 2002).

En los mamiferos el gen de los receptores esteroideos se ha conservado
evolutivamente por lo que deriva de un ancestro en comun originado hace
millones de afos. El receptor a glucocorticoides mas estudiado es el de humano,
del cual se han descrito 2 isoformas moleculares; el GRa y el GRB (Fig. 3), con
777 y 742 aminoacidos, respectivamente. Ambas isoformas se han encontrado
juntas en casi todos los tejidos (Holm et al., 1999). Sin embargo la isoforma
predominante en humanos es hGRa la cual es capaz de unirse a GC enddgenos y
mediar una gran variedad de sefiales de activacion y represidon, en contraste
hGRp se expresa en menor cantidad y presenta menor capacidad de union a la

hormona (Revollo y Cidlowski., 2009).

Alternative mRNA splicing
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Figura 3. Isoformas moleculares del GR en humanos; GRa y GRB Tomado de: Revollo y
Cidlowski, (2009).

2.3.1 ESTRUCTURA
El GR es una proteina que modula distintas funciones y que presenta en su

conformacién dominios estructurales (Fig. 4), los cuales comprenden un dominio
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de union al ADN, un dominio de unién al ligando y dos con funcion activadora de la
transcripcion (AF1 y AF2) (Onard et al.,, 2004). Especificamente el dominio de
activacion de la transcripcion se localiza en el extremo N-terminal, el cual contiene
el AF1 encargado de que el receptor interactue con la maquinaria de transcripcion;
por otra parte el dominio central de union al ADN contiene dos dedos de zinc que
son requeridos para la dimerizacién del receptor asi como para la interaccion con
el ADN. Por su parte el extremo C-terminal contiene el dominio de union al
ligando, el cual provee la sefializacién de localizacion nuclear (NLS), asi como un

segundo factor de activacion (AF2) (Revollo y Cidlowski., 2009).

Domain structure of hGRa protein
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Figura 4. Estructura del GRa en humanos Tomado de: Revollo y Cidlowski, (2009).

2.3.2 ACTIVACION

El GR en su estado inactivo se encuentra en el citoplasma unido en su extremo C-
terminal a un complejo hetero-oligomerico, compuesto por dos proteinas de
90KDa, que pertenecen a la familia de proteinas activadas por calor (del inglés;
heat shock proteins o hsp) o también llamadas chaperonas, ademas de otras
proteinas (Barnes et al., 1998; Adock et al, 2000). Una vez que el GR se une a su
ligando se incrementa la fosforilacion del mismo lo cual induce un cambio en la
conformacién que desencadena la disociacion del complejo hsp90 (Adock et al.,
2000). De esta forma el complejo hormona-receptor, se traslada al nucleo donde
se une a secuencias del ADN llamadas elementos de respuesta a glucocorticoides
(GRE del inglés glucocorticoid response elements) (Figura 5), para controlar de
manera positiva 0 negativa la direccién de la expresion de los genes blanco a GC
(Carsson et al., 1990; Maroder et al., 1993).
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Figura 5. Via gendmica clasica de accién del GR. Tomado de: Revollo y Cidlowski,

(2009).
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3. JUSTIFICACION
Como se ha mencionado bajo condiciones de estrés térmico los glucocorticoides
evitan la maduracion apropiada del ovocito y que dicha accion debe ser mediada a
través del receptor a glucocorticoides. Sin embargo, hasta hoy no se ha
identificado ultraestructuralmente como los glucorticoides afectan la maduracién
del ovocito, por lo que ello podria representar un importante inicio en el desarrollo
de estrategias dirigidas a moderar los efectos del estrés térmico a nivel

reproductivo en vacas.

4. HIPOTESIS

Los glucocorticoides, via su receptor, afectan la maduracion in vitro de los
ovocitos bovinos sometidos a estrés térmico por lo que estos presentaran cambios

o alteraciones ultraestructurales en su desarrollo.
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5. OBJETIVO GENERAL
Determinar si los glucocorticoides, via su receptor, afectan la maduracién

ultraestructural de los ovocitos bovinos sometidos a estrés térmico.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sincronizar el proceso de maduracion de ovocitos bovinos, manteniéndolos
en estado de vesicula germinal antes de ser sometidos a la maduracion in

vitro.

2. Determinar la localizacion del receptor a glucocorticoides en ovocitos

inmaduros y maduros con y sin la presencia de estrés térmico.

3. ldentificar si el estrés térmico influye en el grado de maduracion
ultraestructural citoplasmatica y nuclear del ovocito bovino.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizaron ovarios de vacas sacrificadas en el rastro municipal ubicado en la

localidad de Temamatla, Estado de México.

7.2 COLECCION Y TRANSPORTE DEL MATERIAL BIOLOGICO
El transporte de los ovarios del rastro al laboratorio se realizé bajo condiciones de
temperatura ambiente (25-27°C) en medio de transporte el cual estaba constituido

de cloruro de sodio al 9% y 1% de gentamicina (10mg/ml).

7.3 MADURACION in vitro DE OVOCITOS BOVINOS

7.3.1 OBTENCION DE LOS OVOCITOS BOVINOS

Una vez en el laboratorio los ovarios se colocaron en un vaso de precipitado que
contenia 50 ml de medio de transporte a 25°C. Los ovarios fueron lavados de 2-5
veces hasta retirar los denditrus celulares y el resto de sangre.

Para la recuperaciéon de los ovocitos, en este estudio, se decidid utilizar la
combinacion de dos técnicas: la diseccion y aspiracion de ovarios. Esta decision
fue tomada debido a que en la mayoria de los casos la superficie de los ovarios
colectados presentaban escasos foliculos visibles con el diametro requerido para
ser puncionados; primero se realizd la aspiracion de los foliculos que contaban
con un diametro de 2-8 mm y la diseccion unicamente se realiz6 a aquellos
ovarios que presentaban a la vista una mayor cantidad de foliculos. Esto permitié
tomar primero aquellos ovocitos que tenian el mayor potencial de desarrollo y
obtener la mayor cantidad de ovocitos presentes en cada ovario, reduciendo asi el
tiempo de seleccion de ovocitos morfolégicamente normales.

Para la aspiracion del complejo cumulus-ovocito (CCO) se utilizd una jeringa
hipodérmica de 5ml con una aguja de 18G X 38mm conteniendo 1-2ml de medio
de manipulacion el cual estaba constituido por TCM-199 (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO) y 25mM de Hepes.

Para la diseccion de los ovarios se utilizé una hoja de bisturi, realizando cortes

transversales y longitudinales en la superficie de los ovarios; las incisiones fueron
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lavadas con medio de manipulacién a 23-25 °C, empleando para ello una jeringa
hipodérmica de 10ml y una aguja del numero 18.

El liquido colectado del lavado, asi como el obtenido de la aspiracion se colocé en
cajas Petri. Los ovocitos se colocaron con la ayuda de un microscopio
estereoscoépico y al mismo tiempo se realizo la clasificacion y cuantificacion de los
mismos. La clasificacién se realizé de acuerdo al numero de capas de las células
de la granulosa, coloracion uniforme del citoplasma, integridad de la zona pelucida
siguiendo la clasificacion de Loss (1989).

Una vez realizada la clasificacion de los ovocitos se depositaron en una caja Petri,
la cual contenia medio de manipulacion mantenido a 25°C. Los ovocitos
seleccionados fueron lavados 3 veces por goteo con el medio de manipulacion con

la finalidad de retirar el dendritus celular.

7.3.2 SINCRONIZACION DEL PROCESO DE MADURACION DE OVOCITOS
BOVINOS

Antes de dar inicio al proceso de maduracion in vitro, los ovocitos obtenidos fueron
sometieron a una preincubacién con un inhibidor de la meiosis (3 isobutil 1-
metilxantina), esto con la finalidad de que los ovocitos obtenidos se mantuvieran
sincronizados en estado de vesicula germinal antes de iniciar el proceso de
maduracion con los distintos tratamientos. Los ovocitos seleccionados como
calidad 1 y 2 se colocaron en TCM-199 previamente estabilizado por 24 horas a
38.5°C, 5% de CO2 y 100% de humedad relativa y adicionado con 10% (v/v) de
suero fetal bovino. Una vez estabilizado el medio de maduracién, se adiciono 0.1
Ul/ml de hCG, 0.5 ug/ml de FSH, 0.2mM de piruvato de sodio, 50 ug/ml de
gentamicina y 75um de 3 isobutil 1-metilxantina (IBMX) (Sigma) disuelto en
DMSO. Las células fueron preincubadas por 16 horas a 38.5°C, 5% de CO2 y
100% de humedad relativa. Una vez culminado el proceso de preincubacioén con el
inhibidor, se procedié a remover el inhibidor por medio de lavados con medio de

manipulacion.
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7.3.3 TRATAMIENTOS APLICADOS A LOS OVOCITOS BOVINOS PARA SU
MADURACION

Una vez finalizada la preincubacion de los ovocitos se procedié a iniciar la
maduraciéon de los mismos, en los que se incluyd o no el estrés térmico
(temperatura a 41°C y 38.5°C, respectivamente) con y sin la presencia de
Dexametasona, formandose en total 7 grupos experimentales (Cuadro 1).

Como ovocitos inmaduros fueron usados aquellos clasificados como calidad 1y 2
con no mas de 10 capas de células del cumulus. Estas ultimas fueron retiradas
colocando a los ovocitos en medio TCM-199 adicionado con 0.1% (v/v) de
hialorunidasa (Sigma) y 4 mg/ml de BSA (fraccién V) y sometidos a vortex por 4
minutos (Mejia, 2011). Posteriormente fueron lavados 3 veces con medio de
manipulacion.

A continuacion se describen los tratamientos a los que fueron sometidos los
ovocitos para valorar la participacion de los glucocorticoides durante la

maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

Cuadro 1. Tratamientos de maduracion aplicados a los ovocitos.

TRATAMIENTO ESTRES TERMICO

Si NO
Inmaduros
Control 41°C 38.5°C
DMSO 41°C 38.5°C
Dexametasona 41°C 38.5°C

7.3.4 MADURACION DE OVOCITOS BOVINOS SIN ESTRES TERMICO

El medio de maduracion utilizado para todos los tratamientos se compuso de
TCM-199, estabilizado por 24 horas a 38.5°C, 5% de CO2 y 100% de humedad
relativa, previamente adicionando 10% (v/v) de suero fetal bovino. Una vez
estabilizado el medio de maduracion, se adiciono 0.1 Ul/ml de hCG, 0.5 yg/ml de
FSH, 0.2mM de piruvato de sodio y 50 ug/ml de gentamicina (Mejia, 2011). Para

los tratamientos que incluyeron Dimetilsulfoxido (DMSQ) y Dexametasona (DEX)
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estos compuestos se incluyeron en el medio de maduracién a una concentracion
de 10 M para ambos casos. Los ovocitos fueron incubados por un periodo de 24
horas a 38.5°C, 5% de CO2 y 100% de humedad relativa. Al finalizar el periodo de
incubacion a los ovocitos destinados para el analisis de inmunofluorescencia se
les retiraron las células del cumulus colocandose en medio TCM-199, 0.1% (v/v)
de hialorunidasa (Sigma) y suplementados con 4 mg/ml de BSA (fraccion V,
Amresco, Solon, OH) y sometidos a vortex por 4 minutos. ). Posteriormente fueron

lavados 3 veces con medio de manipulacion.

7.3.5 MADURACION DE OVOCITOS BOVINOS CON ESTRES TERMICO.

En lo que corresponde al medio de maduracién utilizado para los tratamientos con
estrés térmico este se compuso por TCM-199, estabilizado por 24 horas a 41°C,
5% de CO2 y 100% de humedad relativa, previamente adicionando 10% (v/v) de
suero fetal bovino. Una vez estabilizado el medio de maduracién, se adiciono 0.1
Ul/ml de hCG, 0.5 yg/ml de FSH, 0.2mM de piruvato de sodio y 50 uyg/ml de
gentamicina (Mejia, 2011). De manera similar a los tratamientos sin estrés térmico
se incluyé al medio de maduracion una concentracion de 10 “ M de DMSO y
DEX.

Una vez finalizado el proceso de maduraciéon (24 horas) a los ovocitos se les
retiraron las células del cumulus colocandose en medio TCM-199, 0.1% (V/V) de
hialorunidasa (Sigma) y suplementados con 4 mg/ml de BSA (fraccion V) y
sometidos a vortex por 4 minutos. Posteriormente fueron lavados 3 veces con

medio de manipulacion.

7.4 LOCALIZACION DEL GR POR INMUNOFLUORESCENCIA

Para llevar a cabo la determinacion de la participacion del receptor a
glucocorticoides en el proceso de maduraciéon se utilizaron 30 ovocitos por
tratamiento los cuales fueron seleccionados aleatoriamente.

Los ovocitos desnudados fueron fijados con 4% de paraformaldehido por 40
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS

de 5 minutos cada uno. Los ovocitos se permeabilizaron con 0.2% de Triton X-100
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y 0.1% de Tween-20 en DPBS por 40 minutos. Una vez finalizado el proceso de
permeabilizacion se procedié a realizar 2 lavados con PBS, después de los
lavados se realiz6 el bloqueo por 1 hora con PBS-BSA al 1% a temperatura
ambiente. Posteriormente se incubo con el primer anticuerpo anti GR en 0.05% de
PBS-BSA a una dilucion 1:25, durante toda la noche a 4°C. Se realizaron 3
lavados con PBS posteriores a la incubacion. La incubacion con el anticuerpo
secundario se realizd con anti- conejo conjugado a FITC en 0.05% de PBS-BSA a
una dilucion 1:200, por 1 hora en agitacién suave a temperatura ambiente. Se
realizaron 3 lavados en PBS y finalmente se montaron en portaobjetos con medio
de montaje Vectashield adicionado con DAPI. La sefal fue detectada por medio de
un microscopio de fluorescencia marca OLYMPUS BX51. Con una onda de
excitacion de 494nm y una onda de emision de 520nm para fluoresceina (FITC),
en el caso de DAPI con una excitacion de 358nm y emisién de 461nm.

En el caso de los ovocitos examinados bajo microscopia confocal la sefal fue
detectada por medio de un microscopio confocal marca Zeiss axiovert100M. . Con
una onda de excitacion de 494nm y una onda de emisidon de 520nm para
fluoresceina (FITC), en el caso de DAPI con una excitacion de 358nm y emision
de 461nm

7.5 IDENTIFICACION DEL GR POR WESTERN BLOT

Para la identificacion del GR, unicamente se utilizaron ovocitos inmaduros y
madurados a 38.5°C.

A los ovocitos tanto maduros como inmaduros, se les retiraron las células del
cumulus, una vez desnudos fueron colocados en amortiguador de lisis isoténico y
se congelaron a -20°C, hasta su utilizacion.

Para llevar a cabo la extraccidon citoplasmatica se utilizd el protocolo descrito por
Mejia, (2011). Por lo cual los ovocitos fueron centrifugados a 300 rpm por 5
minutos, después de la centrifugacion la pastilla fue resuspendida en 100 ul de
buffer de lisis el cual estaba constituido por: 25mM Tris-H3PO4 ph 7.8, 10 mM de
CDTA (1,2 cyclohexylenedinitrilotetracetic acid), 2 mM de DTT (Dithiothreitol), 10%
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glicerol y 1% triton X100.Y se dejo incubando por un lapso de 20 minutos en
movimiento suave a 4°C.

Posteriormente los ovocitos fueron sonicados en bafio maria en ciclos de 2
minutos y de 1 minuto en hielo, esto se realizé 3 veces. Después de sonicados los
ovocitos fueron centrifugados a 12,000 rpm por 5 minutos.

El sobrenadante fue hervido con amortiguador de muestra durante 5 minutos y
corrido en SDS-PAGE al 8%. Como control positivo se utilizo el lisado total de
musculo y suero fetal bovino como control negativo. La cantidad de proteina
utilizada por carril fue de 32.6ug y de 36.7 ug para los ovocitos imaduros vy
maduros respectivamente.

Las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF (Polyvinylidene Fluoride)
durante 2 horas a 250 mAmp. La membrana se bloque6é por una hora a
temperatura ambiente con albumina al 0.5% en TBS —Tween 20.

Posteriormente la membrana fue incubada toda la noche a 4°C con el primer
anticuerpo anti GR (Santa Cruz Biotechnology, la Joya Cal, sc8992) a una dilucién
de 1:500 en TBS-Tween 0.1%. Al término de la incubacion con el anticuerpo
primario la membrana fue lavada 5 veces con TBS-Tween 0.1% por 7 minutos y 3
veces mas por 5 minutos solo con TBS. Posteriormente se incubo por 1 hora con
el segundo anticuerpo (Sigma, cabra anti-conejo, peroxidado) a una dilucion de
1:6000 en TBS-Tween 0.1%, a temperatura ambiente y en agitacién suave. Se
lavaron nuevamente 5 veces en TBS-Tween 0.1% por 7 minutos y 3 veces mas
solo con TBS por 5 minutos. La sefal fue detectada por quimioluminiscencia
(Gallager et al., 2008; Mejia, 2011).

7.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para llevar a cabo la determinacion ultraestructural de la maduracion de los
ovocitos bovinos sometidos a estrés térmico, se utilizaron 6 ovocitos por
tratamiento, de los cuales se seleccionaron 3 ovocitos aleatoriamente para llevar a
cabo la determinacién de la maduracion nuclear y citoplasmatica por medio de
microscopia electronica. Los ovocitos de los distintos tratamientos fueron lavados

con medio de manipulacion 3 veces antes de ser procesados, todos los ovocitos
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incluidos para esta determinacion fueron mantenidos con las células del cumulus
intactas, esto con la finalidad de mantener la integridad del ovocito durante el

procesamiento de las mismas.

7.6.1 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Los ovocitos fueron fijados con 3% de gluraldehido y 4% de paraformaldehido
durante 1 hora a temperatura ambiente y post-fijacion en triéxido de osmio al 1%
en PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Una vez culminado el tiempo de
tincién los ovocitos fueron lavados 3 veces con PBS.

La deshidratacion de las células se realiz6 empleando una serie ascendente de
alcohol etilico (60%, 70%, 80%, 90%, 96%), 5 minutos en cada uno de ellos vy
100% (durante 10 minutos).

Posteriormente los ovocitos fueron colocados en oxido de propileno-alcohol al
100% en una relacién 1:1 durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo la impregnacion gradual de la resina epoxica, inicialmente los
ovocitos fueron mantenidos en oxido de propileno y resina en una relacion 1:1
(durante 30 minutos), posteriormente mantenidos en oxido de propileno y resina
en una relacién 1:2 (durante 30 minutos) y mantenidos finalmente en resina pura
toda la noche a temperatura ambiente.

Finalmente las muestras fueron incluidas en resina pura y polimerizadas a 60°C
por 36 horas.

Los cortes semifinos (2 um) fueron obtenidos y tefiidos con azul de tolouidina y
observados al microscopio de luz, mientras que los cortes finos obtenidos (75
nm), fueron contrastados con citrato de Uranilo al 2% y plomo 4% y observados en

un microscopio de transmision electronica (Zeiss M-900).
7.7 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé mediante la prueba de Pearson con una diferencia
significa de p< 0.005. Los datos se procesaron con el programa estadistico JMP5.
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8. RESULTADOS

8.1 SINCRONIZACION DEL PROCESO DE MADURACION DE
OVOCITOS BOVINOS

Para la sincronizacion del proceso de maduracion los ovocitos bovinos fueron
incubaros durante 16 horas con la suplementacién de 75uM de IBMX (ver material
y meétodos); los resultados obtenidos indicaron que la tasa de ovocitos pre-
incubados con el inhibidor mantuvieron un 60% de nucleos en estados de VG, en
contraste con el grupo control que mostro un 16.6%, habiendo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05). En cuanto al estado en MII los ovocitos
con el inhibidor mostraron un 40% de progresion a MIl en contraste con un 83.3%
del grupo control (Cuadro 2), habiendo también una diferencia significativa
(p<0.05).

Cuadro 2. Hallazgos morfolégicos de los ovocitos de bovino tratados con el
inhibidor IBMX.

Tratamiento NUumero de Expansion de Ovocitos con  Ovocitos en

ovocitos CCO VG Ml
evaluados (n/%) (n/%) (n/%)
Control 30 27/90° 5/16.6° 25/83.3°
IBMX 30 15/50° 18/60° 12/40°

2% os valores con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes entre si
(p<0.005).

En la figura 6 se muestra el estado de VG que presentaron los ovocitos
preincubados con IBMX, donde se observa el nucleo agrandado y el DNA tefido
de azul (tincion de Hoescht 33342). Por otra parte, la evaluacion morfolégica del
CCO, (Figura 7) mostr6 que 50% de los ovocitos incubados con el inhibidor
presentaron baja expansion de las células del cumulus (CC), difiriendo de los
ovocitos incubados en ausencia del inhibidor en donde la expansion fue del 90%
(Cuadro 2).
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Figura 6. Fluorescencica de un ovocito pre-incubado con IBMX y tefido con DAPI mostrando

el nucleo en estado de VG caracteristico de la profase | (flecha) (Magnificacion 40x).
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Figura 7. Ovocitos pre-incubados con IBMX mostrando la baja expansién del CCO (las flechas

»
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sefialan un ovocito con una minima expansion del CCO).

8.2 LOCALIZACION DEL GR POR MEDIO DE
INMUNOFLUORESCENCIA

Para la determinacion de la localizacion del receptor a glucocorticoides, durante el
proceso de maduracion in vitro de los ovocitos con o sin estrés térmico, los
ovocitos pre-incubados con el inhibidor de la meiosis, fueron incluidos

aleatoriamente en los tratamientos previamente descritos. Aunado a la inclusion
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de los tratamientos con la presencia o sin la presencia de estrés térmico, se
incluyo la evaluacion de un grupo de ovocitos en estado inmaduro, esto con la
finalidad de establecer un patrén de diferencia entre el estado de maduracién de
los ovocitos incluidos en el estudio. Para ello se realizaron 3 repeticiones que
incluyeron 30 ovocitos totales por tratamiento, en donde se evalud la localizacion
del receptor a glucocorticoides por medio de fluorescencia.

Los resultados obtenidos en los distintos tratamientos presentaron un patron

variable en la localizacion del receptor a glucocorticoides. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Localizacion del receptor a glucocorticoides (GR) en los ovocitos
bovinos sometidos o no a estrés térmico.

Tratamiento NuUmero de Localizacion del GR

ovocitos (n/%)

evaluados

Citoplasmaética Periferia Citoplasmética-
Periferia

Inmaduros 30 5/16.72 0? 25/ 83.32
Sin estrés*
Control 30 24/ 80° 1/3.3° 5/ 16.7°
DMSO 30 29/ 96.7° 0? 1/3.3°
DEX 30 24/ 80° 3/ 10° 3/ 10°
Con estrés**
Control 30 27/ 90° 0° 3/ 10°
DMSO 30 26/ 86.7° 0? 4/ 13.3°
DEX 30 28/93.3° 0° 2/6.7°

*ovocitos incubados a 38.5°C (sin estrés). ** ovocitos incubados a 41°C (con estrés).
2P| os valores con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes entre si (p
< 0.005)

8.2.1 LOCALIZACION DEL GR OVOCITOS INMADUROS

La localizacién del receptor en los ovocitos inmaduros se presentd a nivel
citoplasmatico y en la periferia muy cerca de la membrana plasmatica (Figura 8);
en el 83.3% de los ovocitos evaluados este patron se presentdé combinado,
mientras que en el resto, es decir el 16.7 % de los ovocitos, solo mostraron

fluorescencia en el citoplasma.
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NUCLEO

Figura 8. Localizacidon del GR en ovocito inmaduro. a) Ovocito en campo claro, b) Ovocito con
nucleo tefido con DAPI, c¢) Localizacion del GR a nivel citoplasmatico y periféria del ovocito,
(flecha) d) Merge de b y c. (Magnificacion 40x).

8.?.2 LOCALIZACION DEL GR EN OVOCITOS MADURADOS SIN ESTRES
TERMICO (38.5°C)

En lo que corresponde a los tratamientos bajo condiciones de maduracion a una
temperatura de 38.5°C los ovocitos mostraron una localizacion del receptor
mayoritariamente a nivel citoplasmatico (80%), solo un 3.3% de los ovocitos
mostraron una localizacion del GR en la periferia y un 16.7% de ellos mostraron el
GR tanto en el citoplasma como en la periferia (cuadro 3). En lo que corresponde
al tratamiento que incluyo como vehiculo al DMSO, se presentd una distribucién
del mismo a nivel citoplasmatico (96.7%) y un 3.3% tanto en el citoplasma como
en la periferia. En cuanto al tratamiento en presencia de Dexametasona se
presentd una distribuciéon del 80% en el citoplasmatica del total de ovocitos
analizados, un 10% de los ovocitos mostraron al GR en la periferia, siendo el
mismo porcentaje para el GR en citoplasma y periferia (Figura 9). Cabe sefialar
que los resultados en este grupo difieren con los observados en los ovocitos

inmaduros (p< 0.005).
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Figura 9. Localizacion del GR en ovocitos madurados a 38.5°C (sin estrés térmico). A1- A3
Control Negativo. B1; Ovocito control, C1; ovocito madurado con DMSO y D1; ovocito madurado
con Dexametasona. B2, C2, D2; tincion con DAPI. B3, C3, D3; localizacion del GR. Magnificacion=

40x. Barra de escala 25um.
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8.2.3 LOCALIZACION DEL GR EN OVOCITOS MADURADOS CON ESTRES
TERMICO (41°C)

La evaluacién de los ovocitos sometidos a maduracion bajo condiciones de estrés
térmico sin la adicion de DEX, también mostro una fluorescencia a nivel
citoplasmatico (90%) con un 10% de ovocitos que presentaron al GR tanto en el
citoplasma como en la periferia, mientras que en las células tratadas con DMSO
fue del 86.7% a nivel citoplasmatico, con un 13.3% de los ovocitos que
presentaron al GR a nivel citoplasmatico y periférico. Finalmente en lo que
correspondio a las células tratadas con DEX fue del 93.3% a nivel citoplasmatico,
con un 6.7% del GR a nivel citoplasmatico y periférico (Figura 10). Estos
resultados también difirieron con los observados en los ovocitos inmaduros, pero

no con los ovocitos observados en el grupo sin estrés térmico (p<0.005)

8.3 EVALUACION MORFOLOGICA DE OVOCITOS MADURADOS BAJO LOS
DISTINTOS TRATAMIENTOS

A la evaluacion morfolégica de los ovocitos incluidos en los distintos tratamientos
se observd que las células del cumulus mostraron cambios importantes en su
patrén de expansion, observandose que el grupo madurado a 38.5°C (control)
exhibieron un porcentaje mayor de expansion del CCO del (93.3%) con respecto a
los grupos madurados bajo estrés térmico donde se incluy6 DMSO vy
Dexametasona (56.6%), (p<0.005), ademas esta diferencia también se presentd

entre el grupo control y Dexametasona sin estrés térmico (66.6%).
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Figura 10. Localizacién del GR en ovocitos madurados a 41°C (con estrés térmico). A1- A3
Control Negativo. B1; Ovocito control, C1; ovocito madurado con DMSO y D1; ovocito madurado
con Dexametasona. B2, C2, D2; tincion con DAPI. B3, C3, D3; localizacion del GR. Magnificacion=

40x. Barra de escala 25um.
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Cuadro 4. Evaluacion morfoldgica después del proceso de maduracién de los

distintos tratamientos

Tratamiento Numero de Presenciade Expansion Ovocitos en
ovocitos cuerpo polar del CCO Mil

evaluados (n/%) (n/%) (n/%)

Sin estrés*

Control 30 24/ 80 28/ 93.3° 27/ 90

DMSO 30 18/ 60 26/ 86.6%° 26/ 86.6

DEX 30 17/ 56.6 20/ 66.6"° 26/ 86.6

Con estrés**

Control 30 16/ 53.3 25/ 83.3% 27/ 90

DMSO 30 19/ 63.3 18/ 60° 27/ 90

DEX 30 16/ 63.3 17/ 56.6° 25/ 83.3

*ovocitos incubados a 38.5°C (sin estrés). ** ovocitos incubados a 41°C (con estrés).
2P| os valores con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes entre si
(p < 0.005).

8.4 IDENTIFICACION DEL GR POR WESTERN BLOT

Los resultados para la determinacién del GR, por medio de western blot en los
ovocitos inmaduros y maduros a 38.5°C indicaron la presencia de esta proteina
tanto en el lisado de los ovocitos inmaduros como en los maduros (Figura 11), en
donde al parecer hay una mayor cantidad del receptor a glucocorticoides en los

ovocitos maduros, ello debido a que la banda revelada fue mas aparente (carril 3).

kDa
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Figura 11. Inmunodeteccion de GR por western blot usando un anticuerpo especifico para GR.

Carril: 1 a precipitado de musculo, 2 ovocitos inmaduros, 3 ovocitos maduros, 4 suero fetal bovino.
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8.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Por medio de la microscopia de luz y electronica se visualizaron las caracteristicas
morfoldgicas presentes en los ovocitos sometidos a los diferentes tratamientos de

este estudio.

8.5.1 OVOCITOS INMADUROS

La observacion de los cortes semifinos mostré que los ovocitos inmaduros (no
tratados) se caracterizaron por tener varias capas de células del cumulus (CC)
compactas sin expandir (Figura 12-A), las cuales se encontraban en estrecha
relacion con la zona pelucida (ZP) del ovocito, formando uniones comunicantes
(tipo Gap) entre las membranas del CC y la membrana plasmatica del ovocito
(Figura 13-A). En lo que respecta a la integridad del CC, las células de la
granulosa (CG) presentaron una morfologia normal y sus nucleos bien definidos
(Figura 13-A).

Los granulos corticales se encontraron dispersos en el citoplasma sin formar
conglomeraciones importantes entre ellos (Figura 14-A).

Las mitocondrias mostraron una morfologia pleomorfica o de capuchén con las
crestas arregladas en paralelo, presentando una distribucién a nivel citoplasmatico
(Figura 15-A).

De manera general se observo que el citoplasma mantenia una condicion integra,

con una gran cantidad de gotas lipidicas (GL) (Figuras 14-A, 15-A, 16-A).
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Figura 12. Microscopia de luz, de ovocitos de bovino. A: ovocito inmaduro (no tratado) una de las
flechas indican las multiples capas del CCO vy la otra el citoplasma del ovocito. B: ovocito madurado a
38.5°C (control) la flecha sefala la separacién del CC. C: ovocito madurado con DMSO a 38.5°C la flecha
sefiala una zona donde se desprendieron las células del CC. D: ovocito madurado con Dexametasona a
38.5°C la flecha indica la continuidad del CC. E: ovocito madurado a 41°C (control) una de las flechas indica
la perdida de las células del CC y la otra material densamente teiido en el citoplasma. F: ovocito madurado
con DMSO a 41°C una de las flechas indica la pérdida del CC, la otra acumulaciéon de material densamente
tefiido en la periferia. G: ovocito madurado con Dexametasona a 41°C las flechas indican zonas con pérdida

de las células del CC vy la presencia de acumulos de vesiculas.

8.5.2 OVOCITOS MADURADOS SIN ESTRES TERMICO (38.5°C)

Ovocitos maduros (control)

En lo que corresponde a los ovocitos madurados bajo condiciones control
(38.5°C), la microscopia de luz mostro una disminucién en la cobertura y
continuidad de las capas del CC (Figura 12-B), las cuales perdieron las uniones
comunicantes establecidas a través de las membranas del CC y la membrana
plasmatica del ovocito (Figura 13-B). La integridad del CC observada a través de
microscopia electrénica mostro que la morfologia de las células de la granulosa

fue normal con nucleos bien definidos (Figura 13-B).
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Los granulos corticales se mostraron en conglomeraciones justo debajo de la
membrana plasmatica del ovocito, y dispersos de manera individual algunos de
ellos se mostraron por debajo de la membrana plasmatica (Figura 14-B).

Las mitocondrias se presentaron en congregados en la periferia del ovocito o en el

citoplasma asociados a vesiculas (Figura 15-B).

Figura 13. Microscopia electronica de las células de la granulosa. A: Células de la granulosa (CG) de ovocito
inmaduro: nucleos (N), uniones comunicantes entre CG (flechas), el recuadro muestra: uniones comunicantes entre
las CG y la zona pelucida del ovocito (ZP) (flechas). B: Células de la granulosa de ovocito madurado a 38.5°C
(control). C: Células de la granulosa de ovocito madurado con DMSO a 38.5°C la flecha indica degeneracion de las
uniones comunicantes entre el ovocito y CG. D: Células de la granulosa de ovocito maduro con Dexametasona a
38.5°C la flecha sefala las uniones comunicantes entre las CG. E: Células de la granulosa de ovocito madurado a
41°C (control) las flechas indican degradacién de la CG, material electrodenso y vesiculas (V). F: Células de la
granulosa de ovocito madurado con Dexametasona a 41°C las flechas sefalan degradacién de la estructura de las
CG.
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El citoplasma del ovocito se mostré integro con una cantidad reducida de gotas

lipidicas en comparacién de los ovocitos inmaduros (Figura 16-B)

Ovocitos maduros con DMSO

Los ovocitos madurados con DMSO mostraron una reduccion de la cobertura y
continuidad de las capas del CC. Esto fue confirmado a través de la microscopia
electronica en donde se observa ausencia de las proyecciones de dichas células
hacia la ZP, el citoplasma de dichas células presento una ultraestructura normal
(Figura 13-C).

Los granulos corticales se presentaron alineados de manera individual muy cerca
de la membrana plasmatica y en algunas regiones del citoplasma fue visible la
presencia de granulos corticales (Figura 14-C).

Las mitocondrias mostraron una morfologia pleomorfica, presentandose
distribuidas principalmente a nivel citoplasmatico (Figura 15-C).

El citoplasma de los ovocitos se visualiza integro con algunas zonas de gotas
lipidicas (Figuras 12-C y 16-C).

Ovocitos maduros con Dexametasona

Los ovocitos madurados con dexametasona a 38.5°C mostraron que las células de
las capas del CC mas estrechamente relacionadas (Figura 12-D). A la microscopia
electronica se observd una morfologia integra del CC con los nucleos de sus

células bien definidos y manteniendo puntos de contacto entre ellas (Figura 13-D).
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Figura 14. Microscopia electronica de la zona cortical de los ovocitos de bovino. A: ovocito inmaduro
donde se observa la Zona elucida (ZP), la flecha sefiala acdmulos de Granulos corticales (GC) y mitocondrias.
B: ovocito madurado a 38.5 °C (control) las flechas sefialan los GC congregados y solos alineados por debajo
de la membrana plasmatica. C: ovocito madurado con DMSO a 38.5°C las flechas indican GC. D: ovocito
madurado con Dexametasona a 38.5°C las flechas indican GC con apariencia ligeramente electrodensa. E:
ovocito madurado a 41°C las flechas indican GC con apariencia electrodensa. F: ovocito madurado con
DMSO A 41°C las flechas indican GC con apariencia electrodensa distribuidos en el citoplasma. G: ovocito
madurado con Dexametasona a 41°C las flechas indican GC con apariencia electrodensa cerca de la
membrana plasmatica del ovocito.
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Los granulos corticales de los ovocitos madurados bajo estas condiciones se
presentaron de manera individual por debajo de la membrana plasmatica y de
manera escasa a nivel de citoplasma (Figura 14-D).

Las mitocondrias se mostraron con caracteristicas pleomorficas, distribuidas en
forma agrupada en el interior del citoplasma (Figura 15-D).

A nivel citoplasmatico, los ovocitos presentaron pequefias gotas lipidicas (Figuras
12-D y Figura 16-D).

8.5.3 OVOCITOS MADURADOS CON ESTRES TERMICO (41°C)

Ovocitos maduros a 41°C

La microscopia de luz mostr6 una marcada reduccion en la integridad y
continuidad de las células de la corona radiada del ovocito, solo se observaron
pocas células de la granulosa en algunas zonas del CCO (12-E). Lo cual se
confirmd a la microscopia electréonica que mostro que las células de la granulosa
presentaban procesos apoptoticos caracterizados por condensacion de los
nucleos de las células, vacuolizacion y pérdida de la integridad del citoplasma de
dichas células (Figura 13-E).

Los granulos corticales se mostraron de manera individual con apariencia
electrodensa, esta apariencia también se mostré a nivel citoplasmatico (Figura 14-
E).

Las mitocondrias no se observaron de manera definida a través de la microscopia
electronica, aparentemente estas se mostraron agrandadas como material
electrodenso a nivel citoplasmatico, a su vez se visualizaron caracteristicas de las
membranas mitocondriales en este material electrodenso (Figura 15-E).

Con respecto a la integridad del citoplasma este se mostré con alteraciones como
vacuolas y algunos espacios vacios (Figura 12-E), a la constatacion por la
microscopia electrénica se visualizé una cantidad reducida de gotas lipidicas con
algunas regiones vacias y una gran cantidad de material electrodenso (Figura 16-
E).
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Figura 15. Microscopia electronica de las mitocondrias. A: ovocito inmaduro las flechas indican mitocondrias (M). B:

ovocito madurado a 38.5°C (control) flechas indican a mitocondrias cerca de la membrana plasmatica del ovocito. C: ovocito
madurado con DMSO a 38.5°C las flechas indican mitocondrias pleomorficas. D: ovocito madurado con Dexametasona a
38.5°C las flechas indican mitocondrias pleomorficas con membranas mitocondriales indefinidas. E: ovocito madurado a 41°C
los asteriscos marcan material electrodenso en citoplasma con algunas membranas presentes. F: ovocito madurado con
Dexametasona a 41°C los asteriscos muestran material electrodenso muy cerca de la membrana del ovocito con algunas

membranas presentes.

Ovocitos maduros con DMSO
Los ovocitos bajo maduracion con estrés térmico y la inclusion de DMSO
mostraron una pérdida de la integridad de las células del CCO (12-F), lo cual no
permitié caracterizar la morfologia de dichas células.
Los granulos corticales me mostraron dispersos a nivel del citoplasma con una
apariencia electrodensa, y signos degenerativos, estos no presentaron
conglomeraciones por debajo de la membrana plasmatica (Figura 14-F).
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Las mitocondrias no fueron visualizadas a ningun nivel citoplasmatico.
En este caso la integridad del citoplasma no se mantuvo, visualizandose algunas

vacuolas y zonas vacias (Figuras 12-F Y 16-F).

Ovocitos maduros con Dexametasona

La microscopia de luz (12-G) en los ovocitos maduros bajo estrés térmico y la
adicion del glucocorticoide sintético, mostré pocas capas del CC, las cuales se
extendian de manera discontinua hacia la ZP, presentando algunas regiones sin
presencia de células. Esto fue confirmado a través de la microscopia electronica
en donde se observd que las CG presentaban nucleos altamente condensados
con destruccion total de su citoplasma (Figura 13-F).

Los granulos corticales se mostraron muy cerca de la membrana plasmatica con
una marcada apariencia electrodensa, mostraron algunas conglomeraciones con
caracteristicas degenerativas (Figura 14-G).

Las mitocondrias no fueron visualizadas claramente a través de la microscopia
electréonica, aunque aparentemente se mostraron agrandadas como material
electrodenso a nivel citoplasmatico y por debajo de la membrana plasmatica, a su
vez se visualizaron caracteristicas de las membranas mitocondriales en este
material electrodenso (Figura 15-F).

En cuanto a la integridad del citoplasma este presento vacuolas y una gran
cantidad de espacios vacios a nivel citoplasmatico (Figura 12-G), lo cual se
corroboro a la microscopia electrénica en donde a su vez se visualizo la presencia

de grandes cantidades de material electrodenso (Figura 16-G).
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Figura 16. Microscopia electronica del citoplasma de ovocitos de bovino. A: ovocito inmaduro se
observan grandes cantidades de gotas lipidicas (GL). B: ovocito madurado a 38.5°C (control) se observan
gotas lipidicas en citoplasma rodeadas de mitocondrias. C: ovocito madurado con DMSO a 38.5°C se
observan GL de menor tamafo. D: ovocito madurado con Dexametasona se observan pocas GL. E: ovocito
madurado a 41°C las flechas indican espacios vacios en citoplasma con material electrodenso. F: ovocito
madurado con DMSO a 41°C las flechas indican un citoplasma carente de GL con muchos espacios vacios.
G: ovocito maduro con Dexametasona a 41°C las flechas indican espacios vacios en citoplasma y los
asteriscos material electrodenso.
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9. DISCUSION

9.1 SINCRONIZACION DEL PROCESO DE MADURACION DE OVOCITOS
BOVINOS

La maduracion in vitro de ovocitos bovinos es una técnica importante que permite
el estudio basico de los eventos biolégicos que ocurren durante la maduracién
(Sagirkaya et al., 2007). La recolecciéon de ovocitos bovinos por la técnica de
aspiracion de los foliculos es el método mas comunmente empleado (Katska,
1984; Sirad et al., 1985; Epigg and Schroeder, 1986; Savio et al., 1988; Gordon y
Lu, 1990; Carolan et al., 1992; Revel et al, 1995;). Sin embargo se ha descrito que
la remocion de los ovocitos del ambiente folicular propicia que este pueda
reanudar de forma espontanea el progreso meiotico (Pincus y Enzmann, 1935).
Mediante este fundamento multiples investigaciones han demostrado que
aparentemente la reanudacion espontanea de la meiosis incide en la generacién
de una reducida tasa de embriones obtenidos mediante procedimientos in vitro,
surgiendo que los ovocitos madurados bajo estas condiciones presentan una
reducida competencia para llevar a cabo una correcta maduracion (Mermillod y
Marchal, 1999; Gendelman y Roth, 2012a). Por consiguiente, en este estudio
establecimos dentro de la metodologia, la inclusién de un inhibidor de la meiosis,
3-isobutil 1-metilxantina (IBMX), el cual ha mostrado que mantiene el arresto
meiotico por elevar los niveles de AMPc intracelular del ovocito (Goren y Dekel,
1994; Aktas et al., 1995; Lonergan et al., 2000; Mermillod et al., 2000; Ponderato
et al., 2001; Coy et al., 2005; Gendelman y Roth, 2012a), y con ello homogenizar
el proceso de maduracién de los ovocitos bovinos.

Los resultados obtenidos en la pre-incubacion de los ovocitos bovinos para
mantenerlos arrestados en el estado de VG permitieron mantener una tasa de
ovocitos arrestados en la profase | del 60% (p< 0.005). En los grupos madurados
con IBMX a expansion de las células del cumulus fue reducida, esto coincide con
lo reportado por Gendelman y Roth, 2012a, quienes indican que ovocitos de
bovino sometidos a una pre-incubacion con IBMX presentan una minima
expansion de dichas células. Sin embargo, es bien sabido que el grado de

expansion de las células del cumulus no es un indicativo directo de la capacidad
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de desarrollo del ovocito (Ali y Sirard, 2002 y Luciano et al 2004), por lo que la
constatacion de la presencia del nucleo en estado de VG es indispensable para
establecer la eficiencia del inhibidor en el mantenimiento del arresto meiotico.
Aunque aparentemente en nuestro estudio existid una estrecha relacion entre el
estado de las células del cumulus y el desarrollo del ovocito.

Por otra parte, la tasa de ovocitos que se mantuvieron en arresto meiotico resulto
ser baja en comparacién con resultados obtenidos por Lodde et al., 2003, quienes
reportaron que ovocitos de bovino incubados bajo la presencia de IBMX
mantuvieron una tasa del 98% de ovocitos con presencia de VG, una tasa mayor
que la obtenida en esta investigacion.

Bajo estas consideraciones inferimos que probablemente la composicion del
medio o la concentracién del inhibidor empleada pudieron haber influido en los
resultados obtenidos. A este respecto se sabe que algunas sustancias
adicionadas al medio de maduracién como el suero, hormonas y factores de
crecimiento actuan por la via de adenilato ciclasa por lo cual la eleccién de los
medios para suplementar resulta importante para retrasar el reinicio de la meiosis
por IBMX (Barretto et al., 2007). Lodde et al., 2003, indican que la utilizacion de
FSH a una baja concentracion produce un incremento en la tasa de ovocitos en
estado de VG, asi como un retraso en la reanudaciéon de la meiosis de ovocitos
bovinos, cuando se suplementa con IBMX. Consideracion que podria representar
un importante factor sobre la tasa de los ovocitos bovinos que presentaron VG en
esta investigacién. Sin embargo, en nuestra investigacion la progresion de
ovocitos pre-incubados con IBMX a MII mostro una tasa del 40% a comparacion
del grupo control los cuales tuvieron una progresion meiotica a metafase Il del
83.3% (p< 0.005).

9.2 LOCALIZACION DEL GR EN EL OVOCITO BOVINO

Investigaciones previas en diferentes tipos celulares han establecido que el
receptor a glucocorticoides se localiza a nivel citoplasmatico y que bajo la unién al
glucocorticoide este experimenta una localizacion a nivel nuclear (Revollo y

Cidlowski, 2009), de acuerdo a este “dogma” el mecanismo de accion del GR,
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depende de la presentacion del estresor (Nishi y Kawata, 2006; Adzic et al., 2009).
Por lo cual esta investigacion se centré en la determinacion de la localizacién del
receptor a glucocorticoides bajo la presentacion de estrés térmico durante el
proceso de maduracioén in vitro del ovocito bovino.

Los resultados obtenidos por medio de inmunofluorescencia, mostraron que bajo
nuestras condiciones en el ovocito bovino el GR se localizé principalmente a nivel
citoplasmatico en todos los grupos experimentales, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura cuando no existe el ligando que cause su translocacioén al
nucleo. Es decir, aun con la presencia de Dexametasona y del estrés térmico
(41°C), no se observd un cambio en el patron de localizacion del GR, lo que
posiblemente se deba a la concentracion utilizada de Dexametasona en este
estudio, pues se sabe que a nivel celular esto es un importante factor para que el
GR cambie su localizacion (Li et al., 2012). La concentracion de Dexametasona
incluida en el medio de maduracion fue de 10-M, la cual es utilizada en muchas
investigaciones como agente potencializador de efectos deteriorantes sobre los
ovocitos (Li et al., 2012), pero también se reportan resultados variables cuando
se emplean ovocitos de cerdo (Yang et al., 1999), raton (Gonzalez et al., 2010) y
trucha arcoiris (Li et al., 2012). Ademas, en diversos estudios, donde empelan
otros tipos celulares, como en el caso del cerebro, han mostrado que la induccion
de estrés cronico no compromete la habilidad del GR para experimentar la
translocacién nuclear, esto incluso con niveles altos de glucocorticoides (Adzic et
al., 2009). Por lo que probablemente los resultados obtenidos en el presente
trabajo se deban a otros factores no considerados para su evaluacion, ya que
diversos estudios enfocados en el seguimiento de la dinamica de accion del GR,
como en el caso de ovocitos de Xenopus Laevis, han mostrado que la
translocacion del GR no solo depende de la induccion hormonal, sino también del
tiempo en el que se da su activacion (Alberman et al, 2004), de esta forma otro
factor a tomar en consideracion es el tiempo en el que este receptor experimenta
la translocacién nuclear. En este estudio la localizacion del receptor se realizé al
finalizar el proceso de maduracion in vitro, es decir 24 horas después de iniciado

el periodo de incubacion, lo cual muy probablemente repercutié en la
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determinacion a tiempo de la localizacion del GR. Esto lo constatan recientes
investigaciones en diferentes lineas celulares de mamiferos, las cuales indican
que el GR lleva a cabo un mecanismo de accién rapido una vez que se forma el
complejo hormona-receptor teniendo un tiempo medio aproximado de 5 minutos
(Alberman et al., 2004). Por otra parte Oppong y colaboradores en el 2004, los
cuales siguieron la dinamica de relocalizacién del GR en tiempo real, indicaron
que en mastocitos la translocacion nuclear del GR se llevé a cabo en un tiempo
que va de 1 a 20 minutos.

En base a lo anterior es probable que el que no se hayan encontrado una
relocalizacién nuclear en los tratamientos que incluyeron la presencia de
glucocorticoides y estrés térmico, con respecto a los tratamientos controles, se
deba a que el tiempo en el que probablemente se presentd este cambio en la
localizacion del GR en los ovocitos bovinos, haya finalizado mucho antes de
terminar el proceso de maduracion de las células.

En este sentido, en futuras investigaciones se debera considerar que para evaluar
la translocacién del GR al nucleo, sera necesario estudiar a las células a los pocos
minutos del tratamiento con el ligando y el estresor, sin dejar de tomar en
consideracion que posiblemente puedan existir diferencias entre los diferentes
tipos celulares, los cuales comunmente reflejan diferencias en la sensibilidad y
respuesta en base a la induccién del estrés (O'Connor et al., 2013), situacién que
demuestra una amplia capacidad de respuesta del GR la cual es heterogénea de

acuerdo al tipo celular (Blind et al., 2008).

9.3 IDENTIFICACION DEL GR POR MEDIO DE WESTERN BLOT

En este estudio se constatd la presencia del GR en el ovocito bovino no solo a
través de su localizacién por medio del analisis de inmunofluorescencias, sino
también a través de la identificacion del mismo por medio de Western Blot, lo cual
reitero la especificidad del anticuerpo en la identificacion del GR. Previamente
Mejia en el 2011, reporto que los ovocitos bovinos tanto en estado inmaduro como
en los madurados bajo condiciones in vitro a una temperatura de 38.5°C,

mostraban la presencia del receptor a glucocorticoides.
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A diferencia de Mejia (2011) quien reportdé que aparentemente los ovocitos
inmaduros presentaron una mayor cantidad del receptor a glucocorticoides,
nuestros resultados mostraron lo contrario, esto pudo deberse a que en nuestro
estudio se incluyé una mayor cantidad de proteina en los ovocitos maduros (36.7
Mg), con respecto a la cantidad de proteina incluida de los ovocitos inmaduros
(32.6ug). Lo cual probablemente genero diferencias en la identificacion del GR en
los diferentes estados de maduracion del ovocito bovino.

No obstante se reiteré que el ovocito bovino expresa de manera constitutiva al GR,
lo cual coincide con lo reportado previamente por otros investigadores que han
descrito la presencia del mismo en ovocitos; Xenopus laevis (Gao et al., 1994,
Alberman et al., 2004) y Trucha Arcoiris (Li et al., 2012).

Por consiguiente el patron de concentracion del GR en los ovocitos maduros
analizados en esta investigacion, indica que el ovocito bovino incrementa la
concentracion del GR durante el progreso de la meiosis a metafase Il. Lo cual
podria repercutir en el completo desarrollo del ovocito ya que se ha descrito que el
GR es capaz de actuar reduciendo la estabilidad de enzimas relacionadas con la
expresion genética y proliferacion celular, como las MAPK, a través de
mecanismos de represion (Cosio et al.,, 2005). La activacion de las MAPK es
importante para el control del ciclo celular meiotico (Abrieu et al., 2001; Fan y
Sun, 2004; Liang et al., 2007; Motlik et al., 1998).

Si bien es cierto que no se ha descrito por completo el papel del GR en el proceso
de maduracion de ovocitos, algunas investigaciones han establecido que los
glucocorticoides podrian estar impidiendo el completo desarrollo de los ovocitos.
En el caso del raton Gonzalez y colaboradores en el 2011, mencionan que los
glucocorticoides influyen de manera negativa en el progreso de maduracion de los
mismos, coincidiendo con lo reportado en ovocitos de cerdo expuestos a
Dexametasona los cuales mostraron una reduccion de la tasa de ovocitos
madurados bajo condiciones in vitro (Yang et al 1999). Estos datos proporcionan
evidencia de que el GR podria generar un efecto fisiolégico negativo en el

desarrollo del ovocito en el bovino (Edwards et al., 2005).
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9.4 EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES Y EL ESTRES TERMICO SOBRE
LA MADURACION IN VITRO DE LOS OVOCITOS BOVINOS

El presente estudio mostro marcadas alteraciones a nivel ultraestructural en los
ovocitos madurados bajo condiciones de estrés térmico.

Ultraestructuralemte los ovocitos inmaduros se caracterizaron por presentar una
morfologia del CCO integra, con varias capas de células de la granulosa
compactas que se extendian hasta la zona pelucida del ovocito. La comunicacion
entre el CC y el ovocito ocurre a través de las uniones tipo gap, las cual facilitan el
transporte de nutrientes y el intercambio de factores paracrinos (Levesque et al.,
1995), de manera que las interacciones entre el CC y el ovocito son cruciales para
el desarrollo del mismo (Byung et al., 2013). Dicha condicién morfolégica coincide
con lo encontrado en el presente estudio en donde fue posible observar que los
ovocitos inmaduros mantenian estructuralmente estas células con una morfologia
bien definida si presentar cambios o dafos en su estructura. Por otra parte dichos
ovocitos mostraron caracteristicas propias de un ovocito inmaduro, en donde no
hay redistribucién de organelos tales como granulos corticales y mitocondrias.

En contraste los ovocitos madurados bajo condiciones control (38.5°C) mostraron
una morfologia del CCO mas laxa, indicativo de que el proceso de maduracion in
vitro modifico las uniones que mantienen estas células y su proyeccion hacia el
ovocito. Fisiolégicamente este tipo de uniones (tipo gap) que van de las células de
la granulosa al ovolema (Hyttel et al., 1997), permiten el desarrollo adecuado del
ovocito durante el proceso de maduracion, pero también tienen que inactivarse
para que el ovocito progrese hasta la metafase Il (Byung et al., 2013).

En lo que corresponde a los granulos corticales estos mostraron una migracion
cerca de la membrana plasmatica del ovocito, lo cual coincide con lo establecido
en la literatura, donde se sefala que ello es indicativo de una adecuada
maduracion citoplasmatica (Szollosi, 1967; Vazquez et al., 2010), ya que durante
la reanudacidon de la meiosis migran del interior del citoplasma hasta asumir una
posicion de 0.4-0.6 ym por debajo de la membrana plasmatica (Ducibella y
Buetow, 1994; Vazquez et al., 2010).
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En cuanto a las mitocondrias estas se caracterizaron por presentarse en la porcion
central de los ovocitos, aunque también se observaron en la periferia del mismo, lo
cual resulta ser importante ya que dicha localizacion también esta altamente
relacionada con la maduracion de la célula (Shan Liu et al., 2009). Esto coincide
con lo reportado por Stojkovic et al, 2009 quienes indicaron que existen
conglomerados mitocondriales en la periferia del citoplasma de los ovocitos
bovinos madurados bajo condiciones in vitro. Adicionalmente, se ha reportado que
durante la maduracion in vitro de los ovocitos bovinos existe una mayor
relocalizacion de las mitocondrias (Bavister, 2000).

En cuanto a la disposicion de la cantidad de gotas lipidicas en el citoplasma del
ovocito, esta disminuyo a comparacién de los ovocitos inmaduros, esto
probablemente pueda ser relacionado a que durante el proceso de maduracion del
ovocito los lipidos intracelulares fungen como materia energética para
experimentar dicho proceso (Lehninger, 1972; Isachenko et al.,, 2001). Sin
embargo investigadores como Dvorak 1989, sugieren que el volumen de vesiculas
lipidicas se incrementa conforme el ovocito progresa a Mil.

La maduracién nuclear del ovocito evaluada por fluorescencia mostro que los
ovocitos del grupo control progresaron hasta Mll con una tasa del 90%.

En lo que respecta a la marcada diferencia en la migracién y estructura de los
granulos corticales entre los ovocitos madurados a 38.5°C en presencia de DMSO
y Dexametasona con respecto al grupo control, la menor cantidad en los dos
primeros grupos muy probablemente pudieran deberse al tratamiento al que
fueron sometidos los ovocitos. Previos estudios han reportado que la reduccion de
la poblacion de granulos corticales, asi como su apariencia electrodensa, puede
deberse a degeneracion de los mismos (Lonegard et al., 2003). Sin embargo
investigadores como Maya y colaboradores en el 2013 han establecido que la
pérdida de granulos corticales en el ovocito bien pudiera estar relacionada con un
proceso de maduracion temprana.

La inclusion de Dexametasona y DMSO durante la maduracién a 38.5°C
aparentemente no influyé en la poblacion de mitocondrias presentes en los

ovocitos, ya que si bien estas se caracterizaron por tener una morfologia
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pleomorfica, esto es normal en el caso del ovocito de bovino (Paulini et al., 2014),
En cuanto a que no presentara un efecto negativo en el desarrollo de este mismo
tipo de células hasta MIl (86.6%), esto coincide con lo reportado por Yding en el
2003, quienes reportaron que en ovocitos de raton la inclusion de Dexametasona y
cortisol durante la maduracién de los mismos no afecto la tasa de ovocitos que
cursaron por la meiosis pues estos experimentaron la ruptura de la vesicula
germinal. Por otra parte Gonzalez y colaboradores en el 2010 indicaron que la
exposicion de ovocitos de raton a Dexametasona y cortisol no repercutié en la
maduracion de los mismos hasta MIl, sino hasta que estos experimentaron la
fertilizacion y desarrollo embrionario.

De manera particular los ovocitos madurados bajo condiciones de estrés térmico
(41°C) tanto el grupo control como los madurados bajo la adicion de DMSO vy
Dexametasona mostraron una reducida continuidad de las capas del CC que
rodean al ovocito. Estas células mostraron marcados dafios ultraestructurales,
caracterizados por condensacion nuclear, vacuolizacion y perdida de la integridad
del citoplasma, caracteristicas que posiblemente estén relacionadas con una
apoptosis inducida por el efecto del estrés térmico al que fueron sometidas
durante la maduracion in vitro. Lo cual coincide con lo reportado por Edwards et al,
2005, quienes reportaron alteraciones en la funcién de las células del cumulus de
ovocitos de bovino madurados bajo una temperatura de 41°C. Otros
investigadores como Lenz et al, 1983 senalan que el estrés térmico puede reducir
el desarrollo de los ovocitos bovinos a través de alteraciones en la funcion de las
células del cumulus, esto bajo una temperatura de 41°C durante un periodo de
maduracion de 24 horas.

Se menciona que una vez que el ovocito ha sido removido del ambiente folicular
las proyecciones que establecen las células del cumulus que lo rodean y el
ovolema sirven para generar un microambiente que le ayuda a su mantenimiento,
debido a que establecen una comunicacion bidireccional (Kruip et al., 1983;
Edwards et al., 2005). Por lo que resulta de relevancia el hecho de que si la

funcion de las células del cumulus fue afectada durante el proceso de maduracion
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por el estrés térmico, esto pudo haber repercutido de manera importante en el
desarrollo del ovocito (Levesque et al., 1995)

En cuanto a la falta de conglomeracion de los granulos corticales en los grupos de
ovocitos sometidos a estrés térmico y la presencia de granulos eletrodensos, lo
primero coincide con lo reportado por Vazquez et al, 2010 quienes también
mencionan una perdida en la conglomeracion de granulos corticales en ovocitos
madurados bajo condiciones de estrés térmico (41.5°C), dicho hallazgo fue
atribuible a la induccidén de estrés térmico. Por otra parte Maya y colaboradores
en el 2013, senalaron que la exposicion de ovocitos bovinos a una temperatura de
41.5°C por las ultimas 3 horas de maduracién se relaciona con un envejecimiento
prematuro del ovocito, lo cual se manifestd a través de una temprana exocitosis
de los granulos corticales. En base a estos hallazgos resulta evidente que el
estrés térmico induce una marcada degeneracion de los granulos corticales,
presencia de vacuolas y una gran cantidad de espacios vacios con regiones de
material electrodenso a nivel citoplasmatico, aunque este patron hasta nuestro
conocimiento aun no ha sido descrito en las investigaciones en donde se incluye
la presencia de estrés térmico en la maduracion del ovocito (Vazquez et al, 2010).
Aunque evidentemente estas condiciones morfolégicas pueden repercutir de
manera importante en la capacidad del ovocito para experimentar una adecuada
maduracién. De hecho in vitro el incremento en la temperatura (40-42°C), durante
la maduracion de ovocitos, ha sido relacionado con dafios o cambios que afectan
la maduracién citoplasmatica (Ju et al., 1999; Suzuki et al., 1998).

En lo que corresponde a la gran cantidad de material electrodenso encontrado en
este ultimo tipo de ovocitos, ya que presentaron caracteristicas similares a la
morfologia mitocondrial, en base a este supuesto inferimos que estos organelos se
encontraban degenerados por los tratamientos a los que fueron sometidos. Estas
caracteristicas también han sido reportadas por otros investigadores durante la
maduracion de ovocitos bovinos, en donde la morfologia de las mitocondrias se
describe como significativamente afectadas con material electrodenso e hinchadas
(Lonegard et al., 2003). De tal manera que una mala condicion de este organelo

puede influir de manera negativa en su funcion. Siendo importantes en el proceso
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de maduracién del ovocito ya que la organizacion y actividad metabdlica de la
mitocondria es necesaria para la reanudacion de la meiosis (Van Blerkom y
Runner, 1984; Hyttel et al., 1986b, 1989; de Loos et al., 1989; Van Blerkom et al.,
1995; Cummins, 1998; Lonegard et al 2003).

Respecto a la maduracién nuclear (evaluada por fluorescencia), en este mismo
tipo de células no se mostré un efecto directo en la progresion a MIl (estrés
térmico control, DMSO y Dexametasona). Lo cual coincide con lo reportado por
Edwards y colaboradores en el 2005 quienes reportaron que el estrés térmico no
influye en la progresion a MIl de ovocitos bovinos madurados bajo 41°C. De
manera similar a lo que reporté Yang y colaboradores en 1999, quienes senalaron
que en el caso del cerdo la inclusién de Dexametasona no tuvo un efecto negativo
en la progresién del ovocito a través de MII.

Sin embargo considerando que en el presente estudio se muestran claras
evidencias de los efectos deteriorantes del estrés térmico sobre la condiciones
ultraestructurales de los ovocitos, inferimos que el que no se hayan encontrado
marcadas diferencias en la maduracién in vitro de ovocitos sometidos a estrés
térmico, pudiera deberse a que su valoracion se realizoé a través de microscopia
de luz, la cual no establece una descripcidon morfologica tan detallada como la
microscopia electronica, en donde fue posible observar marcados cambios y
danos en los ovocitos maduros bajo estrés térmico, caracteristica que en nuestro
estudio son atribuibles unicamente al estrés térmico. Por lo que nuestros
resultados aportan una caracterizacion mas exacta de los efectos del estrés
térmico durante la maduracién del ovocito

Por consiguiente el presente estudio mostramos cambios morfoldgicos
ultraestructurales importantes en los ovocitos bovinos madurados bajo estrés
térmico, las cuales pueden influenciar de manera negativa el desarrollo

competente del ovocito para experimentar procesos de desarrollo subsecuentes.
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10.CONCLUSION

Los glucocorticoides via su receptor no afectan la maduracién in vitro de los
ovocitos bovinos, sin embargo el estrés térmico si induce cambios y alteraciones

ultraestructurales que puede repercutir en el 6ptimo desarrollo de los mismos.

54



11.PERSPECTIVAS
En nuestro estudio la inclusion de Dexametasona durante el proceso de
maduracion in vitro bajo condiciones de estrés térmico no mostro una participacion
directa en la relocalizacion nuclear del receptor a glucocorticoides. Sin embargo se
requieren mas estudios que contemplen el tiempo en el que este responde a la

presencia de su ligando.

La presencia del GR es mayor en los ovocitos maduros que en los ovocitos
inmaduros, aunque debe determinarse si su presencia se acentua bajo la inclusion

de su ligando y condiciones de estrés térmico.

La maduracion in vitro de ovocitos bovinos bajo condiciones de estrés térmico
induce marcados cambios y dafos ultraestructurales que repercutira en el
potencial de desarrollo del ovocito bovino, dichos eventos aparentemente no
dependen de la adicion de Dexametasona, sin embargo esto podria determinarse

a través de la inclusion de un antagonista como RU486 (Mifepristona).
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