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Resumen

La maduracion in vitro (MIV) del complejo cumulo-ovocito (COC) equino continda siendo
un procedimiento de éxito relativamente bajo debido al estrés oxidante y apoptosis que son
promovidos por el ambiente in vitro en el que se cultiva el COC. Un agente antioxidante y
antiapoptético prominente en el ovario de los mamiferos es la melatonina. Sin embargo, en
equinos poco se sabe sobre su rol en el ovario y no se han publicado datos sobre su efecto
durante la maduracién del COC. El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de
componentes melatoninérgicos en el foliculo equino y evaluar el efecto de la adicion de MT
al medio de cultivo durante la MIV del COC. A partir de tejido ovarico y células foliculares
recuperadas de ovarios de matadero se maduraron COCs en medios de cultivo
suplementados con diferentes concentraciones de melatonina (0, 10, 100 o 1000 ng/ml)
durante 10, 20 o 30 h. Se evalué en el foliculo la expresion (qPCR), sintesis
(inmunotransferencia) y localizacién (inmunofluorescencia) de los receptores MT1, MT2 y
de la enzima ASMT; Se determinaron los efectos antioxidante, antiapoptotico y sobre la
expansion del COC de la melatonina durante la MIV. Para ello se midio la expresion
(gPCR) de PRDX2, GSTM3, GLRX BCL2, BAX, AREG, EREG, PTGS2, TNFAIP6, HAS2 y
ADAMST1,; la produccién de H2O; (carboxy-H. difluorofluorescein diacetate); la apoptosis
(FACS- inmunofluorescencia) y la expansion del cimulo (estereoscopia). Los resultados
indican que las células foliculares sintetizan elementos melatoninérgicos, sugiriendo que la
melatonina se sintetiza de manera intrinseca en los foliculos, posiblemente desempefiando
un rol durante el desarrollo folicular y la maduracién del COC. La adiciéon de melatonina a
protocolos de MIV de COCs equinos promovié mecanismos de respuesta antioxidante y no
alterd la expresion de genes relacionados con la expansién del cimulo. Ademas la adicion
de 10 ng/mL incrementé la supervivencia del COC; por lo que su adicién a protocolos de

MIV puede ser beneficiosa.

Melatonina, COC, Ovocito, Equino, MIV, ROS, Apoptosis



Abstract

In vitro maturation (IVM) of the equine cumulus-oocyte complex (COC) continues to be a
relatively low success procedure due to the oxidative stress and apoptosis promoted by the
in vitro environment during maturation of the COC. A prominent antioxidant and
antiapoptotic agent in the ovaries of mammals is melatonin. However, little is known about
its role in the ovary in horses, and no data have been published on its effect during COC
maturation. The objective of this work was to determine the presence of melatoninergic
components in the equine follicle and the effects of the addition of MT to the culture medium
during IVM of COC. Ovarian tissue and follicular cells were recovered from slaughterhouse
ovaries. COCs were matured in culture media supplemented with melatonin (0, 10, 100 or
1000 ng / ml) for 10, 20 or 30 h. The expression (qPCR), synthesis (immunoblot) and
location (immunofluorescence) of the receptors MT1, MT2 and the enzyme ASMT were
evaluated in the follicle. The antioxidant, antiapoptotic and melatonin cumulus expansion
effects on COC during MIV were determined by measuring the expression (QPCR) of
PRDX2, GSTM3, GLRX BCL2, BAX, AREG, EREG, PTGS2, TNFAIP6, HAS2 and
ADAMST1,; the production of H.O, (carboxy-H; difluorofluorescein diacetate); apoptosis
(FACS-immunofluorescence); and cumulus expansion (stereoscopic microscopy). Results
indicate that follicular cells synthesize melatoninergic elements, suggesting that melatonin
is synthesized intrinsically in the follicles, possibly playing a role during follicular
development and COC maturation. The addition of melatonin promoted antioxidant
response mechanisms and did not alter the expression of genes related to cumulus
expansion. Further the addition of 10 ng/mL of melatonin increased COC survival; so that

its addition to MIV protocols can be beneficial.

Melatonin, COC, Oocyte, Equine, IVM, ROS, Apoptosis
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Introduccioén

”

“El destino no es asunto de casualidad, es una decision
-W.J. Bryan

En las dltimas dos décadas, la reproducciéon asistida en equinos ha tenido progresos
notables, sin embargo su eficacia se ve limitada por la dificultad en la maduracién de
ovocitos in vitro y su posterior fertilizacién (Katrin Hinrichs 2010b; K. Hinrichs 2010; Choi et
al. 2013; Carnevale 2016)

Para lograr la maduracién, el ovocito debe experimentar cambios nucleares y
citoplasmicos, asi como una expansion adecuada del cimulo. La sincronia entre estos
cambios es necesaria para la fertilizacion futura y el desarrollo embrionario posterior
(Landim-Alvarenga and Maziero 2014). In vivo, la maduracion de los ovocitos, la expansion
del camulo y la expulsién del complejo cimulo-ovocito (COC) son inducidos por el aumento
preovulatorio de los niveles de hormona luteinizante (Prochéazka et al. 2011). Algunos de
los efectos de la elevacion preovulatoria de LH son mediados por factores parecidos al
factor de crecimiento epidérmico (EGF-L), como la anfiregulina (AREG), la epirregulina
(EREG) vy la betacelulina (BTC) (Park 2004). En el COC, estos EGF-L estimulan la
transcripciéon de genes implicados en la regulacion de la expansion del cimulo y la
reanudacion de la meidsis, incluidos el factor de necrosis tumoral alfa inducido por la
proteina 6 (TNFAIP6), la prostagandina endoperéxido sintasa 2 (PTGS2) y la hialuronano
sintasa 2 (HAS2) (Ashkenazi et al. 2005; Ben-Ami et al. 2006; Shimada et al. 2006).

Sin embargo el ambiente de maduracién in vitro (IVM) puede afectar los cambios
morfolégicos y funcionales mencionados anteriormente debido a la presencia de multiples
factores estresantes no fisiolégicos como la produccién excesiva de especies reactivas a
oxigeno (ROS), como el peréxido de hidrégeno (H202), aniones super 6xido (O2) y radicales
hidroxilo (*OH) (Brown et al. 2017; Virant-Klun et al. 2018; Tamura et al. 2012a). Cabe
mencionar que las ROS tienen la capacidad de regular funciones celulares. No obstante,
su produccion en exceso puede provocar estrés oxidativo en el COC, que al no ser
controlado puede dafiar a los lipidos de la membrana celular, causando dafio mitocondrial
y fragmentacion del ADN, lo que lleva a la célula a sufrir apoptosis (Tiwari et al. 2015). El

proceso de apoptosis es activado por diferentes vias, entre ellas el dafio mitocondrial



caracterizado por la acumulaciéon de la proteina de sefalizaciébn apoptotica BAX, la

supresion de BCL2 y la activacion de caspasas (Susnow et al. 2009).

In vivo, el estrés oxidativo esta regulado por antioxidantes enddégenos secretados al fluido
folicular por las células de la teca (CT), las células de la granulosa (CG) y las células de
cumulo (CC), creando condiciones Optimas para el desarrollo del COC (Kala, Shaikh, and
Nivsarkar 2017; Virant-Klun et al. 2018). Se ha sugerido que la adiciébn de componentes
antioxidantes al medio de MIV puede minimizar la produccién de ROS y limitar la apoptosis
celular (Kang et al. 2009). Un agente antioxidante y antiapoptético que prevalece en el
foliculo es la melatonina (MT), una hormona que se sintetiza principalmente en la glandula
pineal y participa en numerosas funciones fisiolégicas en los mamiferos (Tamura et al.
2012a). Los efectos de la MT incluyen el secuestro de radicales libres de manera directa,
la estimulaciéon de enzimas antioxidantes y la activaciébn de receptores de membrana
especificos MT1 y MT2 (Dubocovich y Markowska 2005; Cruz et al. 2014).

La importancia de la MT en el desarrollo folicular y maduracién del ovocito in vivo se ha
evidenciado por los siguientes hallazgos: (i) La presencia de la MT en el liquido folicular de
mujer, vaca y cerda; (ii) la sintesis de N-acetil serotonina O-metiltransferasa, (enzima
asociada a la producciéon de MT) en el COC de vaca; y (iii) la identificacién de los receptores
MT1y MT2 en las CG de muijer, el foliculo antral y el cuerpo liteo (CL) de rata 'y en las CG
y COC de vaca. Ademas, se ha identificado el receptor MT1 en GC y CC de la cerda, asi
como en el foliculo antral y células liteas de la yegua (Brzezinski et al. 1987; Shi et al.
2009; Tian et al. 2014; El-Raey et al. 2011; Yie, Niles, and Younglai 1995; Soares et al.
2003; S. J. Wang et al. 2012; Kang et al. 2009; Pedreros, Ratto, and Guerra 2011). Debido
a lo anterior, se ha incluido la MT en los protocolos de MIV de ratones, ovejas, cabras,
cerdos, bovinos, bufalos y conejos; con resultados favorables (Adriaens et al. 2006; Kang
et al. 2009; Manjunatha et al. 2009; Vazquez et al. 2010; El-Raey et al. 2011; F. Wang et
al. 2013; Fu et al. 2014; Mehaisen and Saeed 2014).

Justificacion

En equinos se sabe poco sobre el efecto de la MT en el ovario (Pedreros, Ratto y Guerra,

2011) y hasta la fecha no se han publicado datos sobre su efecto durante la maduracion



del COC. Debido a esto, esta investigacion pretende identificar componentes
melatoninérgicos en el ovario equino y evaluar los efectos de la adicion de MT al medio de

MIV sobre la expansion del cimulo en el COC, el dafio oxidativo y la apoptosis.
Objetivo general

Determinar la presencia de componentes melatoninérgicos en el foliculo equino y el efecto

de la adicién de MT al medio de cultivo durante la MIV del COC equino.
Objetivos particulares

Identificar la expresion, sintesis y localizacion de MT1, MT2 y ASMT (componentes
melatoninérgicos) en las células foliculares del equino.

Evaluar la expresién de los receptores MT1 y MT2 en CC de COCs equinos madurados in
vitro en medios enriquecidos con MT.

Evaluar el efecto de la adicion de MT sobre el estrés oxidativo del COC equino durante su
MIV.

Evaluar el efecto de la adicién de MT sobre la apoptosis del COC equino durante su MIV.

Evaluar el efecto de la adicion de MT sobre la expansion del cimulo del COC equino
durante su MIV.



Revision de literatura

“La nueva informacion hace posible las nuevas ideas”
-Zig Ziglar

Produccion in vitro de embriones equinos: pel ovocite al embrisn

El complejo camulo-ovocito
El ovocito es la célula que junto con su homdlogo

masculino, el espermatozoide, son los actores
principales de la reproduccion sexual en mamiferos. Sin
embargo para que el ovocito logre un estado
competente y llegue a ser un embrién viable, necesita la
participacién de células foliculares del cimulo (CC),
granulosa (CG) y teca (CT)) con las cuales establece
una comunicacién bilateral para coordinar el desarrollo
folicular y con ello su propio crecimiento, maduracion y
ovulacién (Zuccotti et al. 2011; Palma et al. 2012).
Dentro de las células foliculares, las CC son de gran
importancia debido a su estrecha asociacion con el
ovocito, con el que forman un complejo morfo-funcional

conocido como complejo cumulo-ovocito (COC)

Figura 1 Representacién esquemética
del foliculo equino. Oo ovocito, CC
células del cumulo, CG células de la
granulosa, CT células de la teca, FF
liquido folicular. Figura propia.

(Zuccaotti et al. 2011).

Ovoplasma

‘cula

germinal

Figura 2 Morfologia del Complejo
Cumulo-Ovocito COC. CO cumulo
oophurus, ZP zona peldcida. Figura
propia.

Morfologia del complejo cimulo-ovocito
La morfologia del ovocito, asociado a las CC (COC) ha

sido muy estudiada debido a: i) su importancia bioldgica,
i) su uso en la reproduccién asistida y iii) la relacién
entre el grado de maduracién de los ovocitos y el
potencial de desarrollo embrionario (Balaban and Urman
2006). El ovocito equino es una estructura esférica con
un diametro que oscila entre 120 y 160 pm,
encontrandose rodeado por la zona pellucida (ZP).
Mugnier y colaboradores., (2009) describen que la ZP

eguina es una estructura compacta similar a una malla



con poros pequefios, con un espesor de 9.9 + 1.2 um para ovocitos inmaduros y 15.1 + 1.7
pUm para ovocitos madurados in vivo. Esta capa esta conformada principalmente por cuatro
glicoproteinas (ZPA/ZP2, ZPB/ZP4, ZPC/ZP3 y ZP1), con una composicion muy similar a
la descrita en humanos, ratas, macacos, chimpancés y hamsters. La ZP se encuentra
rodeada por una o mas capas de CC unidas por su matriz extracelular (ECM), conformando
la estructura llamada cimulo o corona radiada. La primera capa de CC se asocia mediante
uniones gap con la ZP-ovocito y forma al camulo oophorus. (figura 2) (Fair, Hyttel, and
Greve 1995). A diferencia de los bovinos, Hawley, Enders y Hinrichs, (1995) describen que:
el cumulo de la yegua es més delgado y con una cantidad menor de fenestraciones (mayor
integridad), sobresale menos de la lamina basal y cuenta con una base de uniébn més
amplia a las células de la granulosa mural, presentando procesos celulares que se
extienden para unirse con una almohadilla existente en la teca interna. Se ha sugerido que
estas diferencias con respecto al bovino pueden ser la razon de la baja tasa de
recuperacion de COC equino.

Clasificacion morfolégica del complejo cimulo-ovocito
El COC equino ha sido clasificado de acuerdo a su morfologia por varios investigadores,

siendo ampliamente aceptada la clasificacion de Hinrichs et al., (1993) y Hinrichs y
Williams, (1997), quienes categorizan el grado de expansion del cimulo en dos grupos a)
compactos CP y b) expandidos EX, subdividiéndose cada uno de estos en dos subgrupos
CP1: cumulo compacto de apariencia lisa y CP2: cimulo compacto de apariencia granular;
EX1: cimulo con expansion ligera a moderada con células del cimulo individuales visibles
y EX2: cumulo expandido completamente, donde la matriz extracelular es visible entre las
células (figura 3). Como se ha descrito anteriormente, la clasificacion del COC equino
determinard en gran medida el futuro del ovocito, diversos estudios han establecido que
los COCs expandidos logran rangos mas altos de maduracion en esta especie (60%

aproximadamente), contrario a lo observado en bovinos (Katrin Hinrichs 2010a).
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Figura 3 Representacion grafica de la clasificacion de COCs equinos. Adaptado de Hinrichs (1997) CP1
compacto 1, CP2 compacto 2, EX1 expandido 1, EX2 expandido 2.

Recuperacion del complejo camulo-ovocito
La produccion in vitro de embriones equinos comienza con la recuperaciéon del COC.

Existen tres técnicas para realizar esta operacion i) aspiracion a través del flanco de
foliculos maduros (estimulados con hCG o analogos de GnRH) i) aspiracion trans-vaginal
(TVA) guiada por ultrasonografia de foliculos presentes en forma natural en el ovario vy iii)
aspiracion o curetaje folicular de tejido ovarico post mortem (Carnevale 2016). Como se
describe a continuacion, cada técnica tiene sus particularidades, asi como ventajas y

desventajas.

Aspiracion por flanco de foliculos maduros

El complejo cumulo-ovocito recuperado de un foliculo pre-ovulatorio que ha sido estimulado
con hCG o con analogos de GnRH (Deslorelina o Histerelina), generalmente se encuentra
expandido y su recuperacion es relativamente facil debido a que la integridad de la unién
de COC con la pared folicular se encuentra debilitada por el proceso de preparacion para
la ovulacién en la que se encuentra el foliculo al momento de la aspiracion. Por esta razén
la tasa de recuperacion a partir de estos foliculos es alta (65% a 80%). Una ventaja de
aspirar foliculos maduros es que son grandes (mas de 35mm) lo que posibilita realizar un
procedimiento rapido de aspiracion folicular por el flanco de la yegua, manipulando al ovario
a través del recto y utilizando equipos simples (aguja y jeringa). La gran desventaja que
tiene esta técnica es que por la conformacion vy fisiologia del ovario de la yegua solamente

se puede recuperar uno o dos COCs cada ciclo estral (K. Hinrichs 2010).



Aspiracion transvaginal (TVA) guiada por ultrasonografia folicular
Esta técnica permite recuperar COCs compactos e inmaduros, los cuales deben ser

sometidos a maduracién in vitro e inyeccion intra-citoplasmética de espermatozoides (ICSI)
para la producciéon de embriones. Con esta técnica se logra un bajo porcentaje de
recuperacion de COCs debido a que en los foliculos inmaduros existe una unién estrecha
y fuerte entre las células de la pared folicular y el COC. Aunque la tasa de recuperacion
en algunos laboratorios llega hasta el 58% utilizando técnicas de aspiracion que incluyen
ocho lavados por foliculo, la tasa tipica de recuperacion es del 30%. A pesar de lo anterior,
como en esta técnica se aspira un numero mayor de foliculos, el numero total de COCs
gue se puede recuperar por cada ciclo estral es mayor que con la aspiracion de foliculos
maduros, siendo esta una de las principales ventajas de la TVA. En el 2010, Jacobson
reporté que por cada procedimiento de TVA de foliculos presentes en el ovario recuperé
en promedio 3.8 COCs, de los cuales 0.63 resultaron en un blastocito. En contraste, por
cada aspiracion de foliculos maduros se reporta una recuperacion de 0.8 COCs, de los
cuales 0.33 resultaron en un blastocito. Sin embargo, el éxito de la TVA de foliculos
inmaduros requiere de un sofisticado equipo que consta de una bomba de aspiracion
acoplada a un equipo de ultrasonografia transvaginal con guia para aguja, asi como de

personal capacitado para realizar la técnica (K. Hinrichs 2010).

Raspado o aspiracion folicular de tejido ovarico post mortem
La tercera técnica consiste en la recuperacion post mortem de COCs a partir de tejido

ovarico de yeguas sacrificadas en el rastro o sometidas a eutanasia después de un evento
catastrofico (Carnevale 2016). Los COCs obtenidos del tejido ovarico de rastro han sido un
excelente recurso para investigacion y clonacién equina. La obtencién del COC bajo estas
circunstancias se ha realizado por raspado o curetaje de las paredes foliculares con una
cureta para hueso después de hacer una incision sobre el foliculo. Una variante de esta
técnica es la aspiracion de las paredes foliculares con una aguja de calibre 14 acoplada a
una bomba de aspiracion (Diaw et al. 2018). Esta variante presenta como ventaja la
reduccion del tiempo empleado por ovario, pero la tasa de recuperacion se disminuye a la
mitad con respecto al raspado (DellAquila et al. 2001; K. Hinrichs 2010). Otro
inconveniente es la perdida de capas de células del camulo, lo que dificulta la clasificacién

morfoldgica de los COCs. La progresion de los COCs obtenidos a partir de ovarios post



mortem a embriones viables esta determinada en gran medida por el tiempo entre el

sacrificio y la recuperacién, el cual no debe sobrepasar las 6 horas (Katrin Hinrichs 2010a).

Maduracion del ovocito
La maduracion del ovocito se lleva a cabo in vivo antes de la recuperacion del COC a partir

de foliculos preovulatorios estimulados con hCG o anélogos de GnRH. En cambio, en el
caso de los ovocitos recuperados en un estado inmaduro, su maduracion se debe llevar a
cabo in vitro. En cualquiera de los dos ambientes, in vivo o in vitro, la meta del ovocito es
madurar para adquirir la competencia requerida para una fertilizacion exitosa y un
desarrollo embrionario adecuado (Lonergan and Trudee 2016). Para lograr este estado de
maduracién competente, el ovocito debe llevar a cabo una maduraciéon nuclear y
citoplasmatica, que deben ser acompafiadas por una adecuada expansién del cumulo
(figura 4) (Landim-Alvarenga and Maziero 2014). Los mecanismos por los cuales el ovocito
equino adquiere una maduracién competente in vivo e in vitro aun distan mucho de
comprenderse por completo. Sin embargo, de manera general se han aceptado diferentes
modelos que proponen mecanismos de maduracion. Conocer y comprender si estos
modelos se ajustan al ovocito equino permitird incrementar la eficiencia en las técnicas de
asistencia reproductiva, por lo que a continuacion se describiran los procesos generales

por los que atraviesa el ovocito durante su maduracion in vivo

Maduracién
Nuclear

Expansién Ovocito

del cumulo competente

Maduracién
Citoplasmatica

Figura 4 Eventos fisioldgicos que debe atravesar el ovocito para alcanzar un estado de competencia para el
desarrollo embrionario.



Arresto meiotico del ovocito
Antes de la recuperacion de un COC

inmaduro el foliculo se encuentra en los
primeros estadios del foliculo antral y el
ovocito esta en un estado de arresto
meidtico por su interaccion con las células
foliculares, fase conocida como etapa de
vesicula germinal (diploteno de la profase
I) (Landim-Alvarenga and Maziero 2014).

Se ha sugerido que el mecanismo

mediante el cual las células foliculares
Figura 5 Modelo representativo del arresto meidtico del mantienen al ovocito en arresto meigtico
ovocito por nucledtidos ciclicos. Figura modificada de es por el paso de i) guanosin monofosfato
Conti et al. (2012).

ciclico (GMPc) de las CG a las CC vy i)
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y GMPc de las CG y CC al ovocito, a través de
uniones gap (Conti et al. 2012; Gilchrist et al. 2016). El paso de estos nucleétidos ciclicos
al ovocito junto con la sintesis endégena de AMPc por actividad de la proteina 3 rica en
glicina (GRP3) permiten mantener niveles intra-ovocitarios altos de AMPc, lo que induce a
través de mecanismos dependientes de proteina cinasa A (PKA) la supresion de la
actividad del factor promotor de la maduracion (MPF), por lo que se mantiene el arresto
de la meiosis. Cabe sefialar que el GMPc contribuye a mantener altos los niveles intra-
ovocitarios de AMPc debido a que inhibe a la enzima encargada de la degradacién del
AMPc, la fosfodiesterasa 3 (PDE3) (figura 5) (Conti et al. 2012; Gilchrist et al. 2016). In
vivo, el arresto meiético del ovocito se mantiene hasta que el ovocito alcanza su tamafio
final, evento que ocurre paralelamente con la disminucion de los niveles de AMPc. Cabe
sefialar que una vez alcanzado su tamafio final el ovocito es transcripcionalmente inactivo,
por lo que los procesos de maduracion, fertilizacién, activacién y desarrollo embrionario
temprano ocurren en ausencia de transcripcion, por lo que la acumulacion de ARN materno

y su posterior traduccion a proteinas es esencial para estas etapas.

Los mecanismos exactos mediante los cuales el ovocito reinicia la meiosis no han sido
esclarecidos por completo. Sin embargo, se ha sugerido que eventos que promuevan la

disrupcién de las uniones gap entre las células del camulo y el ovocito podrian promover



el reinicio de la meiosis (Lonergan and Trudee 2016). Un evento in vivo que induce la
disrupcién de las uniones gap en el ovocito es el efecto del aumento de la hormona
luteinizante (LH) sobre los foliculos preovulatorios (Palma et al. 2012). La disrupcion de
las uniones gap también ocurre cuando se remueven ovocitos inmaduros de su ambiente

folicular (Lonergan and Trudee 2016).

Maduracion nuclear; eventos entre Lla intervupelon del primer arvesto weldtico Y el
segundo arresto meldtico.
La maduracion nuclear se caracteriza por y [ﬁﬂﬂ /.,AREG EREG

estados alternados de desarrollo y — /
arrestos de la meiosis. Este proceso tiene g :. B
como finalidad generar una célula Cavrg LEGF
haploide a partir de la expulsién del primer
cuerpo polar. La maduracién nuclear inicia

con la interrupcion del primer arresto de H—

la meiosis (diploteno de la profase Iy y o i §
?
termina en el segundo arresto meidtico TZD 146

(metafase 1l) (Lonergan and Trudee

2016). La interrupcion del primer arresto Figura 6 Modelo representativo de la reanudacion de la

meiético in vivo se ha descrito como Maduracion del ovocito por reduccion de nucleotidos
ciclicos. Figura modificada de Conti et al. (2012).

consecuencia de la disrupcion de las

uniones gap inducida por el aumento preovulatorio de LH. En roedores y bovinos todo inicia
cuando esta hormona se une a sus receptores (LHR) los cuales son expresados
principalmente en CT y CG mural. La unién de LH a LHR provoca la expresion de diferentes
factores que actiian como sefiales paracrinas para mantener la comunicacion intracelular
con el COC, debido a que este no expresa los LHR necesarios para responder
directamente al aumento de LH (Park 2004). Algunos de estos factores son los ligandos
del receptor de factores de crecimiento epidermal (EGF-ligands): anfiregulina (AREG),
epiregulina (EREG) y betacelulina (BTC). Estos EGF-ligands después de sufrir una escision
proteolitica por los miembros de la familia de desintegrinas y metaloproteinasas (ADAM),
se liberan e inducen la disrupcion de las uniones gap en las CG y CC (figura 6) (Ben-Ami
et al. 2006). Esta disrupcion se debe a la disminucién de la conexina 43, (proteina que

forma la mayor parte de las uniones gap) inducida por LH/EGFR. Adicionalmente, en
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roedores la LH disminuye la sintesis de GMPc en las CC como consecuencia de la
reduccion en la expresion de los receptores del péptido natriurético tipo C (NPR2), los
cuales al unirse con el péptido natriurético tipo C (NPPC) en CG influyen en la sintesis de
GMPc. Como resultado de la disrupcion de las uniones gap y la reduccién en la expresion
de NPR2, los niveles de PDE3 aumentan, provocando una abrupta caida de los niveles
AMPc en el ovocito. La disminucién de los niveles de AMPc resulta en una reduccién en
la actividad de PKA, lo que impide la fosforilacion de Cdc25 y la cinasa WeelB. Esto
permite que la fosfatasa Cdc25 se transfiera del citoplasma al nicleo y se acumule en este,
provocando la activacion del factor promotor de la meiosis (MPF) y el transporte de WeelB
al citoplasma (Tan et al. 2009). A medida que se reinicia la meiosis, WeelB se inactiva
mientras que Cdc25 se activa promoviendo un aumento de la actividad de ciclina
dependiente de cinasa 1 (CDK1) (Conti et al. 2012). CDK1, subunidad catalitica de MPF,
regula la actividad de este factor para que inicie una cascada de fosforilaciones, las cuales
son importantes para la ocurrencia de diversos procesos para la reanudacion de la meiosis,
como la condensacion de los cromosomas, polimerizacién de los microtlbulos del huso,
ruptura de la vesicula germinal y el desensamblaje de las proteinas laminares (David
Vantman and Margarita Vega 2010). Posterior a la ruptura de la vesicula germinal se ha
sugerido que variaciones en las concentraciones de AMPc y en la actividad de PKA activan
a las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKS), proteinas involucradas en la
progresion de la meiosis (Landim-Alvarenga and Maziero 2014). Uno de los primeros
eventos que ocurren después de la reactivacion de la meiosis es la migracién de la vesicula
germinativa desde una posicién central o subcentral en el citoplasma hacia la regién cortical
del ovocito, hasta llegar a una localizacibn muy cercana a la membrana plasmatica. La
migracion constituye el primer signo morfolégico de maduracion ovocitaria. Luego ocurre
la ruptura de la vesicula germinativa, la recondensacion de los cromosomas y la progresion
del proceso meiético hasta metafase | y luego a metafase Il sin la ocurrencia de profase |l,
lo que resulta en la expulsién del primer corpusculo polar. Recientemente se ha descrito
gue el segundo arresto meiético se debe a la actividad de una Ser/Thr quinasa llamada
Mos quinasa, la cual impide el desensamblaje del huso meiético y la descondensacion de
la cromatina, entre otras acciones. El mecanismo de accién de Mos quinasa es a través de

la activacion de la via de las MAPK, provocando la reorganizacion de los microtibulos del

11



huso meibtico de metafase | y la estabilizacion del huso meiético en metafase Il (David

Vantman and Margarita Vega 2010).

Maduracion citoplasmatica: modificaciones ultra-estructurales 1 biologicas del ovocito
La maduracion citoplasmatica se caracteriza por modificaciones ultraestructurales y

biol6gicas del ovocito. Estas modificaciones incluyen; la redistribucion de organelos, la
degradacioén y reclutamiento de ARNs maternos y el incremento de reservas de calcio
principalmente (Landim-Alvarenga and Maziero 2014; Carneiro et al. 2002). Su correcta
ejecucion es critica para determinar la capacidad de desarrollo del ovocito luego de la
fecundacion. Por ello, no todos los ovocitos que lograron la maduracion nuclear son
competentes para su posterior desarrollo a blastocito, y muchos de estos procesos no
logran llevarse a cado adecuadamente en el ambiente de maduracion in vitro. La
redistribucion de organelos en el citoplasma es posible por la accion de los microtibulos y
microfilamentos del citoesqueleto que inician una intensa reorganizaciéon con la
reanudacion de la meiosis. Uno de los organelos que experimenta redistribucién son la
mitocondrias, que cambian de una posicion periférica a dispersarse por todo el ovocito
conforme transcurre la maduracion. Se ha sugerido que esta redistribucién responde a
las demandas energéticas del ovocito (El-Raey et al. 2011). En roedores el reticulo
endoplasmatico, que se distribuia uniformemente en el citoplasma en un estado inmaduro
del ovocito también experimenta una redistribucion con la maduracién, migrando a la region
cortical. Este organelo sufre también modificaciones bioquimicas esenciales para un
funcionamiento satisfactorio de la regulacion de calcio durante la maduracién, activacion y
fertilizacion del ovocito principalmente via 1,4,5 inositol trifosfato (IP3) y su receptor IP3R
(Landim-Alvarenga and Maziero 2014). Los granulos corticales que se originan del aparato
de Golgi; organelos exclusivos del ovocito, también modifican su distribucién al finalizar la
maduracién, momento en que la MIl es alcanzada. Los granulos corticales que se
encontraban distribuidos en racimos en el citoplasma se redistribuyen cerca de la superficie
interna de la membrana celular de los ovocitos. Este patrén de distribucion es estratégico
para preparar al ovocito para la llegada de los espermatozoides y su posterior activacion.
La exocitosis de los granulos corticales (reaccion cortical) es uno de los mecanismos
usados por el ovocito para impedir la polispermia (Carneiro et al. 2002; Coticchio et al.
2015; Landim-Alvarenga and Maziero 2014).

12



Otros cambios biolégicos considerados como parte de la maduracién molecular del ovocito
son la transcripcion, almacenamiento y el procesamiento de ARN materno que sera
utilizado para la sintesis de las proteinas que influyen directamente en sucesos celulares
posteriores, como la fertilizacion, la formacion del pronicleo y el comienzo de la
embriogénesis. Recordemos que el ovocito después de haber alcanzado su tamafio final
es transcripcionalmente inactivo y los procesos de maduracion, fecundacion, activacion y
desarrollo embrionario temprano ocurren en ausencia de transcripcion, hasta que el nuevo
genoma del embrion comienza a sintetizar su propio ARN (ARN embrionario), evento
conocido como activacién de genoma embrionario (AGE). Cabe destacar que los ARN
maternos son mas estables que los ARNs convencionales, sin embargo, iniciada la
maduracion esta estabilidad se reduce y como consecuencia algunos ARN maternos se
degradan. Otros ARN maternos por lo contrario son seleccionados y reclutados para la
sintesis de proteinas (ARN maternos durmientes). El balance entre la degradacion y
seleccién para su posterior traduccion resulta fundamental para permitir una adecuada

AGE y consecuentemente el posterior desarrollo embrionario (Svobode y col, 2015).

Figura 7 Ovocitos con reorganizacion de organelos. A y B migracién mitocondrial, C migracién de granulos
corticales. A. Las mitocondrias se encuentran en la periferia en un ovocito inmaduro. B después de la
reanudacion meiodtica las mitocondrias se distribuyen en el ovocito. C los granulos corticales migran a la
periferia en ovocitos maduros, mientras que los cromosomas se alinean. Figuras tomadas de Carneiro et al.,
2002 ay by El-Raey et al., 2011 c.

Expansion del cimulo: wuds que la formacion de matriz extracelular
Los eventos de maduracién nuclear, citoplasmatica y molecular que experimenta el ovocito

no pueden llevarse a cabo sin una comunicacion entre los ovocitos y las células del cimulo
gue lo rodean (Zuccaotti et al. 2011). Esta comunicacion permite que tanto el ovocito como
las células del cuamulo experimenten modificaciones a fin de lograr maduracién con
competencia embrionaria. Las principales modificaciones durante la maduracion del

ovocito que experimentan las CC son morfolégicas y de actividad metabdlica, lo que
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permite

la sintesis de una gran cantidad de matriz extracelular que resulta en

el

crecimiento del COC, fenbmeno conocido como expansion del camulo. In vivo este

fendmeno ocurre poco tiempo antes de la ovulacién, mientras que in vitro ocurre durante

la maduracién nuclear. La expansion del cumulo consiste en la sintesis de masa

extracelular compuesta por proteoglicanos, los cuales son creados a partir de proteinas de

la membrana de las CC y glicosaminoglicanos (GAGs: Sulfato de condroitina, keratan

sulfato, hepardn sulfato y acido

hialurénico). Entre los
glicosaminoglicanos mas abundantes en
del

encuentra el

la matriz extracelular climulo

expandido se acido
hialurénico (HA). Este glicosaminoglicano
(HA) juega un importante papel en la

fisiologia, actuando como una molécula

estructural y de sefializacion. ElI HA
participa en la regulacion de la
maduracion meidtica del ovocito, la

expansion del cumulo, la ovulacién y
fertilizacion del ovocito, asi como en la
anidacion embrionaria en la membrana
mucosa del Gtero y en la morfogénesis
fetal. Se he reportado que la sintesis del
HA en cerdos y bovinos es catalizada por
isoformas de la enzima hialuronan
sintasa (HAS), que son reguladas por
gonadotropinas. La LH y la FSH, junto
con la prostaglandina E2 (PGE2) y

hormonas esteroides, inducen una
cascada de sefializacion enddcrina que
influye en el metabolismo de las células

de
regulacion paracrina de la expansion del

la granulosa y participa en la
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Figura 8 Representacion esquematica de la regulacion
autécrina de AREG y EREG en las CC y la reanudacion
de la meiosis del ovocito por HA.ECM Matriz Extracelular,
CC Células del cumulo, OO Ovocito. Adaptado de
Shimada et al. 2006 y Nevoral et al. 2015
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cumulo en el foliculo. Se ha descrito que la regulacién paracrina depende de factores de
crecimiento epidermal (EGF) y factores de crecimiento parecidos a insulina (IGF-1)
principalmente (Nevoral et al. 2015). La secuencia propuesta es la siguiente: la union de
los ligandos AREG y EREG a los receptores de EGF, activa a ERK1 / 2 e induce la
expresion de PTGS2; El aumento en la expresion de PTGS2 conduce al aumento de la
sintesis de prostaglandinas (PG, PGE) que se unen al receptor de prostaglandina E2
(PTGER2), provocando la activacién de p38MAPK e induciendo la transcripcion de ARNm
para AREG y EREG. La induccion autdcrina de la sintesis de mRNA para AREG y EREG
por la via PGE / PTGER2 estimula la expresion de los genes PTGS2, HAS2 y TNFAIPS,
involucrados en la expansion del cimulo (Shimada et al. 2006). La sintesis de HA por HAS
estimula la producciéon de miembros de las proteinas ligadas al acido hialurénico (HABPS)
que contribuyen a la formacion de la matriz extracelular en el cimulo expandido junto con
otros elementos. Un elemento importante es el factor de necrosis tumoral alfa inducido por
proteina 6 (TNFAIP6), debido a que estabiliza las cadenas de HA. Ya formada, la matriz
extracelular expandida del cumulo cumple un rol importante en la regulacion de la
maduracién del ovocito (Nevoral et al. 2015). Se ha descrito que esta regulacion inicia a
partir de la unién del HA a sus receptores, lo que estimula la expresién y creacion de HABP,
entre ellos el receptor de membrana CD44 localizado en CC y ovocitos. Este receptor CD44
durante la maduracién del ovocito es intensamente sintetizado por estimulo del receptor de
HA y gonadotropinas. Subsecuentemente el receptor CD44 se activa por la unién del HA 'y
forma parte de la comunicacion entre el ovocito y las CC. La activacion de CD44 ademas
de la comunicacién celular en cerdos y posiblemente en la mayoria de mamiferos es
necesaria para la maduracién nuclear, al participar en la fosforilacion de las proteinas de
unién estrecha gap, cerrando la conexion celular e interrumpiendo el flujo de AMPc de las
CC al ovocito. Los ambientes en los que exista insuficiente interaccién de CD44 con HA,
como el ocurrido durante la maduracion in vitro puede provocar una insatisfactoria

maduracioén del ovocito, fertilizaciéon y desarrollo embrionario (Yokoo et al. 2007).

Maduracion in vitro del ovocito: v amblente Lejos del nicho folicular
Conociendo de manera general los procesos que experimenta el COC durante su

maduracion in vivo, es posible revisar las diferencias en los mismos procesos durante la
maduracion in vitro a partir del momento en que los COCs recuperados son colocados en

gotas de medio para cultivo e inician su maduracion bajo condiciones in vitro, lejos de su
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ambiente y proteccion folicular. El panorama para los COCs es incierto, pues muchas
variables pueden afectar la maduracion nuclear, citoplasmatica, molecular y la expansion
del cumulo bajo estas condiciones. Consecuencia de ello, un porcentaje de alrededor del
40% al 60% de ovocitos sometidos a maduracion in vitro no lograran adquirir una
maduracién con competencia embrionaria (K. Hinrichs 2010). La maduracién bajo estas
condiciones inicia al retirar al ovocito de su ambiente folicular, provocando que el bloqueo
inducido por el albergue del ovocito en el foliculo se elimine; cabe sefalar que el ovocito
equino reanuda su maduracion mas lentamente que el ovocito bovino, por lo que el manejo
post recuperacion del COC varia entre especies y el uso de holdings, que en bovinos es
de suma importancia, en equinos puede evitarse si los ovocitos se colocan en medio de
cultivo en poco tiempo (Lonergan and Trudee 2016). El progreso de la maduracién de los
ovocitos después de colocarlos en el medio de cultivo sera dependiente del medio,
condiciones in vitro y factores intrinsecos del ovocito, por lo que deben buscarse ambientes
de maduracion in vitro parecidos al ambiente folicular para mejorar los porcentajes de
maduracién. Entre los medios que se han utilizado con efectividad en la maduracion in
vitro de ovocitos equinos se encuentra el M199 con sales de Earles, el medio de
maduracién equino (EMMI) y el medio Dulbecco modicado Eagle/F12. A estos medios se
les ha adicionado piruvato, antibiéticos, suero y albimina principalmente (Carnevale 2016).
Las condiciones de cultivo comunmente son en una atmosfera humidificada con el 5% de
CO2 en el aire a 38.2°C, aunque se ha reportado cultivos en atmosferas humidificadas al
5%, con 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2. La temperatura de cultivo se ha reportado
gue va de 37.9 a 38.5°C (Diaw et al. 2018; K. Hinrichs 2010; Canesin et al. 2017). Por otro
lado el tiempo G6ptimo de cultivo dependera de la clasificacién del COC, siendo un tiempo
Optimo para COCs Ex de 24 a 30 horas. Mientras que los COCs Cp requeriran de mas
tiempo, que va de 30 a 36 horas (K. Hinrichs 2010). Como se ha mencionado a lo largo del
escrito, en equinos los COCs Ex muestran una mayor capacidad para madurar que los Cp,
Sin embargo, si los ovocitos logran madurar, independientemente de su clasificacion inicial,
podran adquirir competencia embrionaria. Otro factor importante que se ha reportado es el
tiempo de recuperacion y manipulacion. Los COCs recuperados de ovarios extraidos de
yeguas de matadero después de 6 horas suelen presentar menores porcentajes de
maduraciéon (Diaw et al. 2018; Ribeiro et al. 2008). Diferentes autores trabajando con

diversas especies reportan que el estrés oxidante al que son sometidos los ovocitos
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durante su recuperacion y maduracion puede provocar la muerte de numerosas capas de
CC, lo que afecta la calidad del ovocito. Posterior a la maduracién in vitro el ovocito debe
de ser evaluado y por tanto despojado de las CC. En el equino esto representa un
problema debido a la morfologia del COC ya descrita, pero una opcién es la remocion
mecanica por pipeteo o con ayuda enzimatica. La hialuronidasa ha sido de mucha ayuda
para desnudar ovocitos maduros, mientras que en ovocitos inmaduros la adicion de
tripsina/EDTA en un medio libre de calcio y magnesio puede ser de mayor ayuda (K.
Hinrichs 2010).

Fertilizacion y activacion del desarrollo
La fertilizacion y activacién del desarrollo inician con el ingreso del espermatozoide al

ovocito. In vivo, el ingreso del espermatozoide activa a la fosofolipasa C zeta, la que inicia
una cascada de sefalizacién que finaliza con la produccién de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3),
el cual se une a receptores especificos del reticulo endoplasmatico rugoso, lo que resulta
en la liberacion de calcio al citoplasma. Esto provoca la reanudacion de la meiosis, la
liberacion de los granulos corticales, la formacion de prondcleos y el reclutamiento de ARN
materno (Schmitt and Nebreda 2002; Evsikov and De Evsikova 2009).

En humanos y en otras especies animales la fertilizacion in vitro por cocultivo ha sido
empleada con éxito para la produccién in vitro de embriones, en equinos no ha sido
satisfactoria (Canesin et al. 2017). McPartlin y colaboradores (2009) describieron un
protocolo que inducia hiperactivacion de los espermatozoides usando procaina, logrando
buenos porcentajes de fertilizacion, pero no evaluaron el desarrollo embrionario. Se ha
propuesto que las tasa tan bajas de éxito pueden deberse a una inadecuada maduracién
del ovocito 0 a una inadecuada capacitacion de los espermatozoides (Katrin Hinrichs
2010a). Actualmente, a pesar de los esfuerzos por mejorar la repetitividad de la FIV por
cocultivo la técnica sigue sin porcentajes de éxito aceptables, razén por lo que la
fertilizacidn en equinos es realizada usando la técnica de inyeccion intra-citoplasmatica de
espermatozoides (ICSl), la cual ha demostrado buenos porcentajes de éxito en la
produccion de embriones in vitro (25 al 35% de los ovocitos inyectados en algunos
laboratorios) (K Hinrichs et al. 2007). Esta técnica consiste en la fecundacién de los
ovocitos por medio de la inyeccién de un espermatozoide en su citoplasma con una micro-
pipeta, previa obtencion y preparacion de los gametos con el fin de obtener embriones que

puedan transferirse al Utero matero. Con esta técnica se prescinde de la reaccion
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acrosémica. Para realizar esta técnica es necesario el uso de un micro manipulador
asociado a un Piezo drill (Lagutina et al. 2005; Choi et al. 2004). Es recomendable si existe
interés en el tema consultar el aticulo de Choi y colaboradores (2004) en donde se describe
la técnica a detalle. La activacion ovocitaria que se observa en la ICSI, sugiere que ciertos
componentes espermaticos pueden desencadenarla aun en ausencia de interacciones de
membrana. Sin embargo, existen diferencias en los eventos de activacion cuando se
comparan con los descritos en FIV. Una de ellas es que el inicio de las oscilaciones de
calcio se retrasa entre 30 minutos y varias horas. Este hallazgo es consistente con la
observacion de otros eventos, como la emision del segundo cuerpo polar y la formacion de
pronudcleos después de intervalos altamente variables entre ovocitos que son inyectados
en momentos similares. El retraso puede ser explicado por el mayor tiempo requerido para
romper la membrana plasmatica del espermatozoide y remover el acrosoma para exponer
el factor espermatico activador del ovocito que esta presente dentro de la teca perinuclear
(Tesarik, Sousa, and Testart 1994).

Cultivo embrionario y activacion del genoma embrionario
Posterior a la ICSI, una vez que los cromosomas estan empaquetados en histonas y que

el genoma ha sido replicado, ocurre la singamia. En este momento, tanto el pronucleo
femenino como el masculino se encuentran muy proximos el uno del otro, de forma tal que
ambas membranas nucleares comienzan a interdigitarse. Posterior a esto, la membrana
nuclear se rompe dando oportunidad para que los microtibulos del huso mitético se unan
al centromero de los cromosomas y se lleve a cabo la primera division mitética.
Paralelamente comienza una degradacion masiva de los RNAm maternos, lo que es clave
para que se dé una adecuada activacion del genoma embrionario (transcripcion de genoma
propio del embrién) dando lugar a los procesos necesarios para el desarrollo embrionario
(Burrola-Barraza and Gonzalez-Rodriguez 2015). Poco se sabe acerca del efecto que
tienen los medios de cultivo embrionario en el desarrollo temprano de los embriones
equinos, sin embargo varios reportes indican que el medio DMEM/F-12 con 10% de suero
fetal bovino a un radio de 1uL de medio por embribn mantiene buenos porcentajes de
desarrollo a blastocito, generalmente los embriones son cultivados en una atmosfera de
gases mezclados al 5% de 02, 5% de CO2 y 90% de N2 a 38,2°C. El cultivo cominmente

puede durar de 7 hasta 10 dias, tiempo requerido para que el embrion se desarrolle hasta

18



la etapa de blastocito (K. Hinrichs 2010). Muy pocos de estos embriones daran origen a un

potro y la mayoria lamentablemente morirdn en el intento.

Realidades de la produccion in vitro de embriones equinos
Como se ha revisado en parrafos anteriores, la maduracion in vitro de ovocitos equinos

debe superar muchas complicaciones y retos, a pesar de lo cual diversos grupos de
especialistas han logrado obtener miles de gestaciones equinas de esta forma, y por si
fuera poco los equinos son una de las especies domésticas con mas individuos clonados
(Lagutina et al. 2005). Por ejemplo. La mayoria de los caballos empleados para el juego
de polo de alto desempefio son producto de transferencias embrionarias y clonacion. El
panorama de la industria crece aceleradamente pero las técnicas de asistencia
reproductiva distan mucho aun de ser eficientes. Al revisar los porcentajes de éxito
reportados por diversos investigadores y considerando panoramas optimistas tenemos
gue de 10 ovocitos recuperados, solo 6 alcanzaran una maduracion competente, y solo
2.1 de ellos continuaran su desarrollo a blastocitos que al ser transferidos lograran
producir 1.7 gestaciones exitosas (K. Hinrichs 2010; Canesin et al. 2017). Se ha asumido
gue estos porcentajes tan bajos de éxito se deben a la falta de estandarizacion de las
técnicas y principalmente a la alta susceptibilidad del ovocito a ambientes in vitro que
demeritan su calidad y provocan fallos en el subsecuente desarrollo embrionario, siendo
procesos criticos la maduracion y cultivo de blastocitos in vitro (K. Hinrichs 2010; Canesin
et al. 2017; Katrin Hinrichs 2010a; Maria Helena Coelho Cruz et al. 2014). En los siguientes
parrafos se enfatiza la maduracion in vitro debido a que es una técnica limitante para la
produccion de embriones in vitro, por lo que mejorar sus porcentajes de éxito implicaria

mejorar la eficiencia en la produccion de embriones.

Obstaculos para la maduracion in vitro de ovocitos
Como se ha mencionado en parrafos anteriores el ambiente in vitro no provee el mejor

ambiente para la maduracion de los ovocitos, razén por la cual multiples ovocitos no
alcanzan a completar los cambios morfol6gicos y funcionales requeridos para lograr una
maduracion competente y producir un embrién viable. Se han descrito multiples factores
gue pueden afectar la calidad del ovocito, uno de los mas importantes es el estrés oxidante
ocasionado por la produccién excesiva de especies reactivas a oxigeno (ROS) en
ambientes in vitro (Brown et al. 2017; Virant-Klun et al. 2018; Tamura et al. 2012a). Las

ROS se forman debido a e la fuga de electrones de la membrana mitocondrial interna
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durante la fosforilacion oxidativa y la generacién de ATP. A consecuencia de la adicion
secuencial de estos electrones a las moléculas de oxigeno, se forman aniones super oxido
(02) y peroxido de hidrogeno (H202) y en presencia de hierro férrico se originan radicales
hidroxilo (*OH) (figura 9). En el ovario las ROS tienen la capacidad de regular funciones
celulares y participan en el desarrollo folicular y ovulacién. No obstante, su produccion
puede verse incrementada a niveles indeseables bajo condiciones de manejo y de cultivo

- i in vitro, resultado de eventos tales como: la
Y XY exposicion a la luz, elevadas concentraciones
‘ de oxigeno y concentraciones inusuales de
> % metabolitos y sustratos, aunado a la privacion

‘1%, deantioxidantes presentes endégenamente en

‘%4 el foliculo y que trabajan para combatir el

H;0,+0; Antioxidantes

:5& ?55'1 endogenos exceso de ROS (Devine, Perreault, and
b ' 1/ p

»“E\ 0,+OH @ ‘#.%  Luderer 2012). Estos factores provocan estrés
N3N ‘D’ . .

\é\\ Datis cdatis de K01, i//**@°  oxidante, que si no logra ser controlado puede
s\Y \\\ ‘, .

NaNRn, 28% ~ p

W P dafiar a los lipidos de la membrana celular,
SN > £ F / P

causar dafio mitocondrial y fragmentacion del
Figura 9 Representacion esquematica de la ; .
generacion de especies reactivas a oxigeno ADN, lo que lleva a la célula a la apoptosis
(ROS) y sus principales acciones perjudiciales en (Tiwari et al. 2015). El proceso de apoptosis es
las células. Dentro del foliculo el estrés oxidante . )
esta regulado por antioxidantes endégenos activado por diferentes vias, entre ellas por el
dafio mitocondrial caracterizado por la acumulacién de la proteina de sefalizacion
apoptdtica BAX, la supresion de BCL2 y la activacion de caspasas (Susnow et al. 2009). In
vivo, el estrés oxidativo esta regulado por antioxidantes endégenos secretados al fluido
folicular por las células de la teca (CT), las células de la granulosa (CG) y las células de
cumulo (CC), creando condiciones Optimas para el desarrollo del COC (Kala, Shaikh, and
Nivsarkar 2017; Virant-Klun et al. 2018). Por esta razén se ha sugerido que la adicion de
componentes antioxidantes al medio de MIV puede minimizar la produccion de ROS y
limitar la apoptosis celular (Kang et al. 2009). Un agente antioxidante y antiapoptético de
importancia en el foliculo es la melatonina (MT), elemento que podria apoyar al ovocito y

a sus células del camulo para completar adecuadamente su maduracion.
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Melatonina; moléeula indispensable en la reproduccion

Melatonina; meoléeula con funciones biologica en los mamiteros
La melatonina (MT) es una molécula de accién heterogénea con un conjunto de funciones

excepcionalmente grande (Reiter et al. 2013). Se aisl6 de glandulas pineales bovinas por

primera vez en 1958 por Lerner y colaboradores (Maria Helena Coelho Cruz et al. 2014) y

por algun tiempo se penso6 que su produccion era exclusiva de esa glandula. Sin embargo,

tiempo después se descubrié que se produce en muchos 6rganos (quizas en todas las

células del cuerpo). Sus acciones descritas inicialmente vincularon a la MT con la

regulacién del ritmo circadiano y circanual, pero estudios posteriores demostraron que esta

molécula tiene una amplia gama de funciones, las cuales a nivel molecular que son

moduladas a través de sus receptores de membrana (MT1, MT2), asi como mediante sitios

de unidn en el nucleo, citosol y mitocondrias. Ademas, la melatonina tiene funciones como

captador directo de radicales libres, no requieren ningln receptor o sitio de union.

Inicialmente se penso que la MT per se explicaba todas las acciones observadas asociadas

con esta indolamina; sin embargo, la MT también es un profarmaco, ya que sus metabolitos
tienen acciones adicionales a las de molécula madre (Reiter et al. 2013).

o Como se menciond en el péarrafo anterior la MT

fﬁj histéricamente fue considerada una molécula cuya

y‘t ‘J funcion principal era la regulacion de ciclos circanuales

| y circadianos, por lo que en reproduccién su estudio se

*'JJ ? J*?,)J centré inicialmente a determinar su participacion en la

6 : 1 estacionalidad reproductiva. Afios después, gracias a

‘f‘ ‘/‘ 9 diversos descubrimientos esta indolamida cobraria

J)‘?/‘\f importancia no solo como moduladora de la

9 Jd estacionalidad reproductiva si no como un elemento con

multiple actividad en las gbnadas y drganos genitales,

Figura 10 Vista tridimensional de la

melatonina (N-acetil-5- lo que permite el mantenimiento de la funcion éptima del
metoxitriptamina).Reiter et al., 2013
sistema reproductivo de diversos mamiferos (Tamura

et al. 2008; Reiter et al. 2013; M. H C Cruz et al. 2014).

Melatonina en el ovario
La importancia de la MT en el ovario se ha evidenciado mayormente por los siguientes

hallazgos:
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0] Presencia de la MT en el liquido folicular de la mujer, vaca y cerda.
La identificacion de la presencia de esta hormona en el liquido folicular impulso a efectuar
diversos estudios que demostraron la importancia de la MT en el ovario y en el desarrollo
folicular. Uno de los primeros trabajos con MT en el ovario fue reportado por Brzezinski et
al., (1987), quienes observaron en mujeres que las concentraciones de MT en el liquido
folicular eran 3 veces mayores a las registradas en la sangre (36.5 frente a 10.1 pg./mL,
respectivamente). Afios después se descubrié en mujeres que las concentraciones de MT
aumentan en el invierno a comparacion con el verano. Un andlisis mas detallado de las
concentraciones de MT en el liquido folicular en humanos mostré que los niveles eran dos
veces mas altos en los foliculos humanos grandes justo antes de la ovulacion en
comparacion con los de los foliculos antrales mas pequefios e inmaduros (Reiter et al.
2013). Estos estudios permitieron sugerir a diferentes grupos de investigacion que la
mayor concentracion de MT en el foliculo que en la sangre y el incremento en las
concentraciones de MT durante el desarrollo folicular pueden favorecer al ovocito y a las
células foliculares debido que su potente accidén antioxidante protegeria a estas células
durante el proceso de la ovulacion, que ha sido comparado con el proceso de inflamacion,
gue se asocia con una alta produccion de radicales libres (ROS). Estudios posteriores
demostraron la sintesis y presencia de MT en foliculos de vacas y cerdas (El-Raey et al.
2011; Shi et al. 2009), lo que apoya la hip6tesis de que la MT juega un papel importante
en la fisiologia folicular en mamiferos.

(i) Sintesis de N-acetil serotonina O-metiltransferasa, (enzima asociada a la

producciéon de MT) en las CC de vaca

Después de identificar la presencia de MT en el foliculo la siguiente pregunta fue ¢ Cual es
su origen? Diversos autores sugirieron que su origen era exclusivamente el resultado de
su captacion activa desde la sangre en contra de su gradiente de concentraciéon. Sin
embargo, tiempo después se encontr6 que existen células ovaricas que sintetizan
melatonina y que, obviamente, podrian liberarla hacia el liquido folicular. Una de las
enzimas evaluadas e identificadas en el camulo bovino fue la enzima acetil- serotonina
metil transferasa (ASMT) enzima final en la sintesis de la MT por lo que se sugirié que su
presencia en estas células les brinda la capacidad de producir esta indolamida. Si bien
todavia existe un debate sobre este tema, a menudo se cree que la ASMT es la enzima

limitante de la velocidad en la sintesis de MT. Si la MT se produce en células de cimulos
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bovinos, es poco probable que sea una caracteristica de una sola especie; por lo tanto, es
facil imaginar que la melatonina en el liquido folicular puede ser sintetizada en el foliculo

de los mamiferos (El-Raey et al. 2011).

- ¢ . . 5 Hidroxi .

. ® 5 Hidroxi . . N Acetil

Triptofano . Triptamina .

° Triptofano . Serotonina
l (Serotonina)
- y 4 y 4

Triptofano 5 5 HTP Serotonina N Acetil Serotonina
Hidroxilasa Decarboxilasa Acetiltransferasa Metil Transferasa

Figura 11 Representacion esquematica de la sintesis de melatonina a partir del aminoacido triptéfano. El
triptéfano, que se extrae de la sangre, a través del esquema de la via de cuatro pasos, se convierte en N-acetil-
5-metoxitriptamina (melatonina).

(iii) Identificacion de los receptores MT1y MT2 en las CG de muijer, el foliculo antral
y cuerpo liteo (CL) de ratay en las CG y COC de vaca.

Al igual que en otros 6rganos, en el ovario la MT lleva a cabo sus acciones mediante sus
receptores de membrana MT1/MT2 y se ha sugerido que posiblemente también a través
de la superfamilia del receptor nuclear RZR/ROR. La cascada de transduccion de sefiales
de los receptores MT1 / MT2 a menudo resulta en la inhibicion de la produccion AMPc, lo
gue conduce a una reduccién de la actividad de la proteina quinasa A. Si bien esta es una
regla general, los receptores de MT también se han asociado con otras vias de
sefalizacién. Los receptores MT1 y MT2 en el ovario se han localizado especificamente en
las CG y CL en el ser humano, en las células foliculares antrales y lateas de la rata y en
las CG y COC de la vaca. Ademas, se ha identificado el receptor MT1 en GC y CC de la
cerda, asi como en el foliculo antral y células lateas de la yegua. (El-Raey et al. 2011; Yie,
Niles, and Younglai 1995; Soares et al. 2003; S. J. Wang et al. 2012; Kang et al. 2009;
Pedreros, Ratto, and Guerra 2011)

Alrededor de los hallazgos descritos anteriormente se han generado muchas preguntas y
una de las mas importantes ha sido ¢ Cuél es el papel de la MT en el ovario?; la respuesta
se ha ido enriqueciendo cada dia mas con cada investigacion nueva. De manera general

se ha sugerido que esta la MT regula diferentes vias de sefializaciéon en el foliculo,
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principalmente en las células de la granulosa y el ovocito. La accién de la MT en estas
células esta mediada principalmente por los receptores de membrana MT1 y MT2 y
posiblemente por sitios de unién en el nlcleo y el citoplasma. Ademas de las acciones
mediadas por su receptor, la MT también actlia de manera directa captando los radicales
libres, lo que reduce los niveles de estrés oxidante en el foliculo y principalmente en el
ovocito. Esta hormona ademas de tener un efecto directo como antioxidante puede también
estimular enzimas que participan en el metabolismo de radicales libres, reduciendo la
presencia de estos productos téxicos (Tamura et al. 2012a). Gracias al conocimiento del
papel que desempefiala MT en el ovario y en el desarrollo folicular en condiciones in vivo,
esta hormona se ha incluido en los protocolos de MIV y/o cultivo embrionario de ratones,
ovejas, cabras, cerdos, bovinos, bufalos y conejos; con resultados favorables (Adriaens et
al. 2006; Kang et al. 2009; Manjunatha et al. 2009; Vazquez et al. 2010; El-Raey et al. 2011;
F. Wang et al. 2013; Fu et al. 2014; Mehaisen and Saeed 2014).

Melatonina; favorece La waduwracion competente del ovocito Y Lo produccion de embriones
en amblentes on Vitro

La adicion de MT a protocolos de MIV y cultivo embrionario ha tenido un impacto positivo
en diferentes especies. De manera general ha contribuido a incrementar el nimero de
ovocitos que llegan a un estado competente y ha mejorado la eficiencia en la produccién
de embriones in vitro. Como se observar en el cuadro 1; la adiciéon de MT a los medios de
MIV mostré principalmente los siguientes efectos: i) citoproteccion: reduciendo el estrés
oxidante y limitando la apoptosis y ii) modulacién genética, controlando el reinicio de la
maduraciéon nuclear, la maduracién citoplasmatica, la expansién del cumulo y otros
eventos. Durante el cultivo embrionario esta hormona igualmente mostré efectos
citoprotectores, de modulacién genética y de reprogramaciéon epigenética. Tal y como
ocurre en el ovario sus acciones en condiciones in vitro estdn mediadas por sus receptores

0 por accion directa sobre los radicales libres.

En equinos poco se sabe sobre el efecto de la MT en el ovario (Pedreros, Ratto y Guerra,
2011) y hasta la fecha no se han publicado datos sobre su efecto durante la MIV. Sin
embargo basados en los reportes previos es posible que esta hormona sea un elemento
importante en este proceso y que contribuya a que el COC equino madure

adecuadamente.
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Cuadro 1 Reportes sobre los efectos de la adiccion de melatonina a los medios de cultivo de ovocitos y
embriones en mamiferos domésticos.

Autor

Técnica

Principales efectos de la adiciona de melatonina

Saeedabadi et
al., 2007

Rodriguez-Osorio
et al., 2007

Tamura et al.,
2008
Manjunatha et
al., 2009

Kang et al., 2009

Shi et al., 2009

El-Raey et al.,
2011

Nakano, Kato
and Tsunoda,
2012

Takada et al.,
2012

Pang et al., 2013

Lord et al., 2013

Mehaisen and

Saeed, 2014

Tian et al., 2014

Maduracién in vitro
de ovocitos caprinos

Produccién de
embriones in vitro en
cerdos

Maduracién in vitro
de ovocitos humanos

Produccion de
embriones in vitro en
bufalos

Maduracién in vitro
de ovocitos porcinos

Maduracién in vitro
de ovocitos porcinos

Maduracion in vitro
de ovocitos bovinos

Produccion de
embriones in vitro en
cerdos

Maduracién in vitro
de ovocitos bovinos

Producciéon de
embriones in vitro en
cerdos

Maduracién in vitro
de ovocitos murinos

Produccion de
embriones in vitro en
conejos

Maduracién in vitro
de ovocitos bovinos

Afecta el patron de metilacion del ADN, lo que
conduce a una mejora en la competencia de
desarrollo de los ovocitos

Efecto positivo sobre las tasa de escision del
embrion y el nimero total de células del blastocito y
protege contra el estrés por calor

Protege a los ovocitos del estrés oxidativo

Disminuye el estrés oxidativo lo que mejora la
eficiencia de produccion de embriones in vitro

Mejora la maduracion nuclear y citoplasmatica de
los ovocitos. Sus efectos pueden modularse con o
sin la unién a sus receptores

Puede mejorar la maduracién in vitro de los ovocitos
porcinos y su desarrollo embrionario
partenogenético.

Reduce el nivel de produccién de especies reactivas
a oxigeno y regula la maduracién de los ovocitos

La MT disminuyo las especies reactivas a oxigeno
en embriones clonados

Protege a las CC del dafio del ADN, pero no influyé
en el desarrollo del embrién in vitro

Mejora el desarrollo de embriones clonados y
mejora la calidad del embrién al inhibir la via
apoptoética mediada por p53

Retrasa el inicio de la apoptosis de ovocitos post-
ovulatorio; mejora la calidad de los blastocitos
resultantes

Mejora el desarrollo de las morulas; dosis altas (10 3

M) afecta el desarrollo embrionario

Promueve la expresién de genes asociados con la
maduracion y expansion del cimulo y participa en la
reprogramacion epigenética.
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Li et al., 2015

Su et al., 2015

Rodrigues-Cunha
etal., 2016

Liang et al., 2017

Zhao et al., 2018

Maduracién in vitro
de ovocitos porcinos

Produccién de
embriones in vitro en
bovinos

Maduracién in vitro
de ovocitos bovinos

Maduracién in vitro
de ovocitos bovinos

Maduracién in vitro
de ovocitos bovinos

Protege a los ovocitos contra el estrés térmico

Reduce la apoptosis y la produccién de ROS en
embriones clonados, mejora la calidad del
blastocito. Mejora la eficiencia de la clonacion
bovina.

Estimula la reanudacién de la meiosis y el desarrollo
posterior del  embrién. Muestra  efectos
citoprotectores sobre los complejos cumulo-ovocito

Mejora la calidad de ovocitos bovinos envejecidos y
la capacidad de desarrollo de los embriones
tempranos.

Regula eventos de maduracion citoplasmética
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Materiales y Métodos

“No es sobre las ideas. Sino hacer que éstas se vuelvan realidad”
- Scott Belsky

A menos que se especifique lo contrario, todos los productos quimicos y reactivos se
adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

Recoleccion de tejido ovarico y células foliculares

Para identificar los componentes del sistema melatoninérgico en el foliculo equino y evaluar
los efectos de la MT en COC durante su MIV, se obtuvieron ovarios de yeguas adultas
durante la época ovulatoria, sin tomar en cuenta la etapa del ciclo estral en que se
encontraran. Los ovarios se obtuvieron en dos rastros diferentes; uno cerca de la ciudad
de México y otro cerca de St-Hyacinthe, Montreal, Canada. En ambos sitios los ovarios
fueron transportados dentro de los primeros 90 minutos después de su obtencion al
laboratorio correspondiente, a una temperatura de 22°C en contenedores aislantes. El
tejido ovarico se diseccion6 cuidadosamente para acceder a foliculos clasificados de
acuerdo a su diametro (con un didmetro menor de 15mm, mayores de 15mm pero menores
de 30 y mayores de 30mm), cuerpos hemorragicos (CH) y cuerpos lateos (CL), para
procesarlos para inmunofluorescencia. Tanto las CG como las CT se obtuvieron a partir
de foliculos de entre 15 y 30 mm de didmetro. Las CG se obtuvieron por diseccién de
acuerdo a lo descrito por Zeebaree et al., (2018), mientras que las CT se colectaron con el
sistema descrito por Roberts y Skinner (1990). Ambos tipos de células foliculares se
procesaron después de su recoleccién para la extraccion de ARNm y proteina. Las células
lateas fueron colectadas de cuerpos liteos con didmetro superior a los 30 mm y se
procesaron para la extraccion de proteina. Los COC se recuperaron por aspiracion de las
paredes de foliculos menores a 30 mm con una bomba de succién (aproximadamente 40
mL/min) y se colocaron en un medio de recuperacién de ovocitos (EquiPro OPU; MOFA
Global, Verona, WI, EE. UU.) de acuerdo a lo descrito por Diaw et al., (2018). Solo los
COC conformados por un ovocito con citoplasma homogéneo y con mas de una capa de
CC fueron utilizados para MIV (anexo 7) o desnudados por pipeteo en solucién salina

tamponada con fosfato (PBS) para separar las CC del ovocito para su analisis genético

( )
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Cuadro 2 Primers usados en el PCR en tiempo real.

Secuencias de Primers

Genes

Adelante (5°-3") Reversa (5'-3") Tamafo de
Fragmento (bp)
MT1 TGC CCA ACT TGC ATA TCG GA AAC TGA CAG ACT GGG CGA AC 75
MT2 TCC GGA ACC CAG GTAATTTGT T CAC AAG AAT TAG GGG GTA GGG G 93
ASMT CTT CGA CCT GTC GTC GTT CC CCA GAA CAG CCA GCT TAC GG 147
AREG TCC TCG GCT CAG CCC ATT AT ACAGGGGAGATCTCACTTCCTGA 129
EREG ACA ATC CAC GTG TGG CTC AA AAC CCA CTT CAC ACC TGC AA 126
HAS2 ATT TTG GAA ACT GCC CGC CA CAC AAT GCA TCT TGT TCA GCT CT 91
PTGS2 CCC CCA GGG CAC AAA TAT GA TGA CTT AAA TCC ACC CCG TGAC 126
TNFAIP6  GAA GGC GGT GTG TGA ATA CGA GGCTTCACAATGGGGTATCCA 137
ADAMTS1 TCT CAC CAA AGG ACA GGT GC CCA TCT ACC ACC TTG GGC TG 85
GSTM3 GCA CAA TAT GTG TGG CGA GA CAG TTG CAT GCG GAA ATC CA 85
PRDX2 CCA CCT GGC TTG GAT CAA CA ATC GTG GGA CAA GCT TCT GG 97
GLRX AGG AGC CAG AAC GGT ACC TC TGC CCACTC TGATGC ATG TT 87
BCL2 GGA TTG GTG GAA TCT TTG CCT GTC TACTTC CTC TGT GAT GTT GTAT 109
BAX ATC ATG AGC CAC CTC AGT TCC TGG ATG AAA CCC TGA AGC AAA AGG 137
GAPDH TGA TTC CAC CCA TGG CAA GT CAT CGC CCC ATT TGA TGT TG 122
ACTB GCA CCA GGG CGT GAT GG TCG ATG GGG TAC TTG AGG GT 89

Analisis de la expresion génica

El ARN de las CG y CT se extrajo con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Mientras que el ARN de las CC y ovocitos se extrajo
usando el kit de extraccién de ARN PicoPure (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EE.
UU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion del ARN total se
determind midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm utilizando un NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.). La transcripcién inversa de 100 ng de ARN
se llevd a cabo utilizando SuperScript IV VILO master mix (Invitrogen). La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real se llevo a cabo en un volumen de reaccion
de 15 pL, utilizando 2x SsoAdavanced universal SYBR Green supermix y el sistema de
deteccion de PCR en tiempo real CFX-96 (Bio-Rad Laboratories Ltd., CA, EE. UU. ). Los
primers especificos para equinos utilizados para el analisis de expresion de genes blanco

se proporcionan en el Cuadro 2. Antes de su uso los primers fueron evaluados para verificar
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su identidad, eficiencia y repetitividad. La identidad fue corroborada por la secuenciaciéon
de los productos de los pares de primers. Las eficiencias de amplificacion de los primers
estuvieron entre el 95% y el 108%, dependiendo del par evaluado. Los genes de referencia
utilizados, ACTB y GAPDH, se determinaron utilizando el software geNorm (Ramakers et
al., 2003). Los valores del ciclo de cuantificacion (Cq) de ACTB y GAPDH no difirieron con
los tratamientos informados en el estudio actual. Las condiciones del ciclo térmico fueron
de 3 minutos a 95°C; seguido de 40 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 60°C y 30s a 72°C. Las
muestras se analizaron por duplicado y los datos se normalizaron con la media geométrica
de los genes de referencia mediante el método 2*(—-AACq) (Pfaffl 2001). Se analizaron
cuatro réplicas de cada experimento en la misma placa. Los coeficientes de variacion

promedio fueron 0.1% y 11% para los valores de Cq y 2*(-AACq), respectivamente.

Identificacion de los receptores MT1/MT2 en células de la
granulosa, células de la teca y células Iateas por
Inmunotrasferencia

Después de la recoleccién de las CG, CT y CL, las células fueron lavadas en PBS frio, se
lisaron en buffer RIPA frio (Tris-HCI Ph 25 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%,
desoxicolato de sodio al 1%, SDS al 0,1%, Orovanadato de sodio 1 mM, y c6ctel inhibidor
de proteasa). Después de la adicibn del buffer, las células fueron sujetas a un
procedimiento de lisis para obtener la proteina con un taladro especial (Politron PT-
MR2100, Kinematica AG, Luzen, Switzerland). Todos los procedimientos se llevaron a cabo
en condiciones de temperatura baja de 4 a 6°C para prevenir la desnaturalizacién proteica.
Una vez que las proteinas fueron obtenidas por la lisis, las muestras fueron centrifugadas
a 6,000 g durante 25 min a 4°C. El sobrenadante resultante se conservo y almacené a -20
°C. Las muestras fueron diluidas en solucién Laemmli y se corrieron electroforéticamente
en geles de SDS-poliacrilamida al 12% durante dos horas a 120-150 V (15 pL de proteina
total por pozo). Para determinar la movilidad relativa de las proteinas, se utilizaron
marcadores de peso molecular pre tefiidos (BIO-RAD Laboratories Inc. Hercules, CA,
USA). Después de la electroforesis, los geles fueron equilibrados en buffer de transferencia
y las proteinas se transfirieron electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa en
un aparato de celda de transferencia himeda Bio-Rad por una hora a 300 mA (buffer de

transferencia: glicina 39 mM, base Tris 48 mM, 1% SDS, metanol al 20%, pH 8,3). Después
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de la transferencia, las membranas se blogquearon con 5% de leche descremada y 1%
albumina de suero bovino (BSA) disueltos en TTBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM,
Tween-20 al 0,1%, pH 7,5) durante 2h a temperatura ambiente. Las membranas se
incubaron durante la noche con anticuerpos primarios contra MT1/MT2 de ratdn
(SC398788; Santa Cruz Biotechnology) diluido en TTBS/ 5% de leche descremada / 1%
BSA a 4 °C (1:300). Después de lavar tres veces con TBS, las membranas se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente con IgG conjugada con HRP de conejo (GE
Healthcare) diluida 1:10000 en TTBS. Después de cinco lavados en TTBS, las bandas de
proteinas se revelaron mediante el agregado de diaminobencidina. Se utilizo tejido de tallo
cerebral (brainstem) de rata adulta como control positivo para la inmunotincién de los
receptores MT1/MT2.

Identificacion de receptores MT1/MT2 en tejido ovarico por
inmunofluorescencia

Antes de realizar la inmunofluorescencia, el tejido ovarico se fijé en paraformaldehido al
4% durante 24 horas. Después de lavar el tejido en PBS, fue embebido en parafina para
obtener las secciones de tejido que se montaron sobre portaobjetos. Las secciones de
tejido después de la eliminacién de la parafina se colocaron en un buffer de citrato con pH
de 6 a 60 °C durante 20 minutos, posteriormente se bloquearon con PBS al 5% de BSA.
Las secciones se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente con el
anticuerpo anti-MT1/MT2 de ratén (SC398788; Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:50, en
PBS al 1% de BSA. Posteriormente las secciones se incubaron durante dos horas a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con fluorocromo anti-raton
IgG-Alexa 546 (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EE. UU.), diluido 1:750 en PBS
al 1% de BSA. Después de enjuagar en PBS, los portaobjetos se montaron con Antifade
Slow Fade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EE. UU.). Se utilizo tejido de tallo
cerebral de rata adulta como control positivo para la inmunotincién de los receptores MT1/2.
Las laminillas se observaron y fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia
Olympus BX51 equipado con una camara digital Olympus DP70 (Olympus America, Inc.).
Las imégenes se digitalizaron y se elaboraron las figuras utilizando el software Adobe
Photoshop 5.1 (Adobe Systems Incorporated, San José, CA, EE. UU.).
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Figura 12 Coleccion de tejido y células ovaricas para su posterior procesamiento y evaluacion. Se recuperaron
272 ovarios en Canada de los cuales se colectaron COC, CG y CT. Mientras que el México se recuperaron 54
ovarios de los cuales se colecto tejido ovarico, CG y CT. El tejido y células foliculares fueron procesados para
cumplir con los objetivos del estudio (Andlisis genético, inmunotransferencia, inmunofluorescencia, ensayo de
diacetato de diclorohidrofluoresceina.

Maduracion In Vitro

Después de su recuperacion, los COCs se transfirieron a placas de Petri de 35 mm
precalentadas a 38,2 °C y se lavaron con medio de maduracion equilibrado (medio M199
con sales de Earle, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) Suplementado con SFB al 10%
(Invitrogen), hormona foliculo estimulante (FSH) 5 mU (Sioux Biochemicals, Sioux Center,
IA, EE. UU.) y 25 pg/ml de gentamicina (Gibco, Life Technologies, NY, EE. UU)].
Posteriormente, grupos de 10 COCs se colocaron aleatoriamente en gotas de 100 uL de
medio de maduracion equilibrado suplementado con MT (N-acetil-5-metoxitriptamina; 10,
100 o 1000 ng/ml) o vehiculo (etanol). Las gotas se cubrieron con aceite mineral (Sage, In-
Vitro Fertilization, Inc., Trumbull, CT, EE. UU.) y se incubaron a 38.2°C en una atmoésfera
humidificada de 5% de CO2 en aire, durante 10, 20 o 30 h dependiendo del experimento.
Los COCs fueron desnudados por pipeteo en PBS para separar las CC del ovocito a las

10, 20 6 30 h iniciada la MIV para su posterior evaluacion (anexo 7).
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Evaluacion de la expansion del cumulo

La expansién del camulo del COC se evalué mediante un microscopio estereoscépico
(Stemi 305 ZEISS) antes y después de las 20 y 30 h de iniciada la MIV. Esto con la finalidad
de evaluar la transicion del cimulo compacto (CP) a expandido (EX). El grado de expansion
del camulo se evalu6 basandose en un sistema de clasificacién descrito anteriormente por
Hinrichs et al., (1993). Los COC se clasificaron como CP o EX; la transicion de cimulos de
CP a EX se determiné en funcion de la diferencia entre el nimero de CP al final del cultivo

y el nimero de CP al comienzo del cultivo in vitro.

Evaluacion de la producciéon H202 por los ovocitos mediante
DCHFDA

El nivel de H2O, en cada ovocito se examiné de acuerdo al ensayo de diacetato de
diclorohidrofluoresceina (DCHFDA: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como se describié por
El-Raey y colaboradores (2011) con ligeras modificaciones que se describen
posteriormente. A las 10, 20 y 30h iniciada la MIV, los ovocitos se transfirieron a gotas de
100 pL de medio de cultivo que contenian 10 uM de DCHFDA. Después de 15 minutos de
incubacién, los ovocitos se lavaron en PBS y se transfirieron a gotas de 20 pyL de PBS en
Cell Imaging Dishes de 35mm (Eppendorf, NY, EE. UU) para examinarlos inmediatamente
en una habitacién oscura a 22°C. La intensidad de la fluorescencia se midi6 utilizando un
microscopio epifluorescente (PALM MicroBeam Zeiss). Las fotografias de cada grupo de
cultivo después de la excitacion a una longitud de onda de 510 a 560 nm fueron tomadas
con una camara digital (AxioCAm MRC Zeiss). La intensidad de fluorescencia media y el
area de superficie de cada ovocito se midieron usando el software NIH Image J (v. 1.40).
La fluorescencia total se calcul6 como la fluorescencia media ("valor de gris medio")

nA

multiplicada por la superficie del ovocito ("area"). Las imagenes se digitalizaron y se
elaboraron las figuras utlizando el software Adobe Photoshop 5.1 (Adobe Systems

Incorporated, San José, CA, EE. UU.)
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Evaluacion de lasupervivencia celular y la apoptosis por el ensayo
de Anexin V-FICT

Alas 30 h de iniciada la MIV se recuperaron las CC para la evaluacién de la supervivencia
celular y la apoptosis mediante clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).
Las CC se tifieron con yoduro de propidio y anexina (utilizando el kit de deteccion de
apoptosis con anexina V-FITC de Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se evaluaron al menos 500 células por muestra utilizando un
sistema FACSVantage SE (BD Biosciences, Oakville, ON, Canad4) y se analizaron

utilizando el software Cell Quest Pro (BD Biosciences).

Evaluacion de la apoptosis por inmunofluorescencia de caspasa 3
escindida

A las 20 y 30h de iniciada la MIV, los ovocitos se recuperaron para evaluar la activaciéon de
la caspasa 3 por inmunofluorescencia. Los ovocitos se fijaron en paraformaldehido al 4%,
se lavaron en solucién Triton-X al 2% y en solucién tween al 0,05%, se bloguearon con
PBS/5% BSA y se incubaron con el anticuerpo policlonal de conejo contra caspasa 3
escindida (dilucién 1: 300; 9661S, 9661S, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA).
Después de la incubacién con los anticuerpos primarios, los ovocitos se lavaron en PBS y
se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con Cy3 (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, EE. UU.). Los ovocitos se examinaron bajo un
microscopio epifluorescente PALM MicroBeam Zeiss. Las fotografias de cada grupo de
cultivo después de la excitacion a una longitud de onda de 600 a 700 nm fueron capturadas
con una camara digital (AxioCAm MRC Zeiss). Las fluorescencia de Cy3 se cuantificd
utilizando el software ImageJ (versién 1.40; NIH of Health, Bethesda, MD, EE. UU.). Las
imagenes se digitalizaron y se elaboraron las figuras utilizando el software Adobe
Photoshop 5.1 (Adobe Systems Incorporated, San José, CA, EE. UU.).

Analisis estadistico

Todos los datos de porcentaje se sometieron a transformacion de arcoseno antes del

analisis estadistico. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via, seguido de HSD
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de Tukey a las 10, 20 y/o 30 horas dependiendo del ensayo. Todos los analisis y gréficos
se generaron con el paquete de software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EE. UU.).
Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar (DS), todos los
experimentos se repitieron al menos cuatro veces. Las diferencias se consideraron
significativas en * P <0.05, ** P <0.01 y *** P <0.001.
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Resultados

“Esta bien celebrar el éxito pero es mas importante
prestar atencion a las lecciones del fracaso”.
-Bill Gates

Expresion de receptores MT1-MT2 y la enzima ASMT en células
foliculares

La expresién de mRNA codificante para los receptores MT1 y MT2, y la enzima ASMT fue
detectada diferencialmente en células foliculares de foliculos entre 15 a 30 mm de
didmetro. El ovocito al igual que las CC expresan mRNA codificante para los receptores de
melatonina MT1 (ovocitos Ct 31; CC Ct 32) y MT2 (ovocitos Ct 25; CC Ct 26). Sin embargo,
los ovocitos y las CC no mostraron expresion para la enzima ASMT (Cuadro 3; Ovocito,
Cumulo). Las CG expresan mRNA codificante para los receptores de melatonina MT1 (Ct
26), MT2 (Ct 31) y para la enzima ASMT (Ct 28) (Cuadro 3; Granulosa). Las CT expresaron
MRNA codificante para el receptor MT1 (Ct 31) y para la enzima ASMT (Ct 31), pero no se

detectd expresion del receptor MT2 (Cuadro 3; Teca).

Cuadro 3 Expresiéon de ASMT y de los receptores MT1 and MT2 en células foliculares ovéricas de la yegua

Células foliculares

Gen

o3 Ovocito Camulo Granulosa Teca
MT1 Presente Presente Presente Presente
MT2 Presente Presente Presente No hallado
S ASMT No hallado No hallado Presente Presente
& - GAPDH Presente Presente Presente Presente
ACTB Presente Presente Presente Presente

La expresion genética fue evaluada por gPCR en tres réplicas independientes.

Sintesis de receptores MT1/MT2 en células de la granulosa, tecay
cuerpo lateo

La identificacion de la sintesis proteica por inmunotrasferencia mostré que las CG y CT
sintetizan una regién interna comun para los receptores MT1y MT2 (Figura 13; Granulosa,
Teca). Adicionalmente las células lateas también mostraron inmunoreaccién positiva al
anticuerpo anti MT1/MT2 (Figura 13; Luteas).
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Figura 13 Sintesis de los receptores MT1 y MT2. Células foliculares y lateas fueron colectadas de foliculos
entre 15 a 30 mm o cuerpos luteos entre 20 a 30 mm de didametro provenientes de diferentes ovarios (ovarios
n = 24). Las células foliculares y liteas fueron procesadas para la extraccion de proteinas para su posterior
inmunotransferencia (n=8 réplicas independientes). a’) Todas las células evaluadas mostraron
inmunoreactividad positiva para el anticuerpo anti MT1/MT2. Se consideré como control positivo tallo encefalico
de rata no se muestra imagen. a) Foto del gel resultado de la electroforesis; muestra presencia de proteina en
las células evaluadas GC, células de la granulosa. TC, células de la teca. LC, células luteas.

Localizacion de los receptores MT1/MT2 durante el desarrollo
folicular, cuerpo hemorragico y cuerpo luteo

El anticuerpo anti MT1/MT2 mostrdé inmunotincion en diferentes zonas de los foliculos
evaluados ademas del CH y CL. En los foliculos < a 15 mm de diametro la inmunotincion
fue positiva en la muscular de los vasos sanguineos y las células de la teca, que los rodean
(intensidad menor), la inmunotincién se fue perdiendo al acercarse al lumen del foliculo
(figura 14 ay &"). En los foliculos de 15 a 30 mm de diametro, la inmunotincién mostré un
incremento en la muscular de los vasos sanguineos con respecto a los foliculos <a 15 mm
y parecido a lo observado en estos foliculos se detecté inmunotincion en las células de la
teca, la cual disminuia al acercarse al lumen folicular (figura 14 by b"). Los foliculos > a 30
mm mostraron disminucion de la inmunotincién en las células de la teca y un aparente
incremento en las células de la granulosa, mostrando una mayor intensidad alrededor del
lumen del foliculo (figura 14 c y ¢’). La distribucion de la inmunotincién para los receptores
MT1/MT2 durante el desarrollo folicular mostré un patrén de oleada que inicia en las células
de la teca en foliculos <a 15 mm y se desplaza hacia el limite de la luz folicular en foliculos
preovulatorios (> a 30mm). El cuerpo hemorragico present6 inmunotincion en las células
luteas, en las cuales se puede observar la presencia de los receptores en la membrana

celular (figura 14 d y d). El cuerpo luteo al igual que el cuerpo hemorragico presenté
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inmunotinciébn positiva en las células Iuteas, las cuales presentaron granulos
citoplasméticos de MT1/MT2 (figura 14 d y d").

Figura 14 Localizacién de los
receptores MT1 y MT2 en los
foliculos, cuerpo hemorragico y
cuerpo liteo. Tejido ovérico fue
recuperado de foliculos entre 15 a
30 mm y cuerpos hemorragicos o
lGteos entre 20 a 30 mm de
diametro provenientes de
diferentes ovarios (ovarios n =
26). El tejido folicular fue fijado y
embebido en parafina para
después ser procesado para
inmofluorescencia. (n=6 réplicas
independientes).  Todos  los
tejidos evaluados mostraron
inmunotincién positiva para el
anticuerpo MT1/MT2 en
diferentes zonas. a y a” foliculo
menor de 15 mm de diametro: *,
representa el lumen del vaso
sanguineo. m, muscular del vaso
sanguineo. -, marca positiva a
MT1/MT2. +, reduccion de la
inmunoticion. Recuadro superior
izquierdo en a, control positivo,
neuronas del tallo encefalico de
rata. Recuadro superior izquierdo
en a’, control negativo: células
liteas incubadas solo con PBS
mas BSA; b y b” foliculo de 15 a
30 mm de diametro: *, lumen del
vaso sanguineo. m, muscular del
vaso sanguineo. -, marca
positiva a MT1/MT2. +, células de
la teca con poca inmunotincion; ¢
y ¢ foliculo mayor de 30 mm: *,
representa el lumen folicular. -,
marca positiva a MT1/MT2. >,
aumento de la inmunotincién en
células de la granulosa; d y d’
cuerpo hemorragico. -, marca
positiva en células lateas se
observan  granulos en el
citoplasma celular y en la
membrana. », eritrocitos con
autofluorescencia. e y e’cuerpo
liteo. *, septo. -, marca positiva
en células luteas se observan
granulos en el citoplasma celular.
», incremento de la marca positiva
en distribuciéon granular en las
células lateas del borde del septo
del cuerpo lateo.
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Efecto de la melatonina sobre la expresion de MT1y MT2 en las CC

durante la maduracion in vitro del COC

Expresidn relativa de mRNA Expresion relativa de mRNA

Expresién relativa de mRNA

MT1 20h
251
204 -[
154
104
* *
54 e
I I **
0 L] L] T
Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL
MT2 20h
6 -
J 1
27 **x*x
*xx T *kKk
ol 1T 1 ]
Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL
MT2 30h
0.8+
0.6 '|'
0.4+
**
*k*k
- **k*
0.2 T -
0.0 T T T
Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL

La evaluacion de la expresion de
MRNA  codificante para los
receptores MT1 y MT2 no mostro
cambios con la adicion de MT al
medio a las 10 h de iniciada la MIV.
Alas 20 horas de iniciada la MIV se
observo una reduccion respecto al
grupo control con la adicion de MT
(figura 15. MT1 20h: 10ng/mL y
100ng/mL P <0.05 y 1000ng <P
0.01; MT2 20h: 10, 100 y 1000
ng/mL P <0.001). A las 30 horas de
iniciada la MIV se mantuvo la
reduccién en la expresion de MT2
por la adicibn de MT (figura 15.
MT2 30h: 10 y 100 ng/mL P
<0.001, 1000 ng/mL P <0.01).
Adicionalmente los niveles mas
altos de expresion de MT1 y MT2
en los grupos control se
observaron a las 20 horas,
mientras que los niveles méas bajos
se observaron a las 30 horas
(Anexo 2, figura 25).

Figura 15. Expresion de receptores MT1 y MT2 en células del cGmulo durante la maduracion in vitro del COC
adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng /
ml) o sin MT (control). El ARN total de las CC se recupero a las 10, 20 y 30 h de iniciada la MIV y se analizé
mediante PCR en tiempo real. Los datos de expresion génica se normalizaron utilizando el método Pfaffl (2001).
Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos independientes); los asteriscos indican
diferencias significativas entre tratamientos (*P <0.05, **P <0.01 ***P <0.001; ANDEVA de una via, seguido de
HSD de Tukey)
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Efecto de la melatonina en la expresion de genes relacionados con
el metabolismo antioxidante en las CC durante la maduracion in
vitro del COC

La evaluacion de la expresion de mRNA codificante para GST M3, PRDX2 y GLRX (genes
relacionados con el metabolismo oxidante) no mostr6 cambios con la adicion de MT al
medio de cultivo a las 10 horas de iniciada la MIV (Anexo 3, figura 26; 10h). A las 20 horas
de iniciada la MIV la expresion de mRNA codificante para GST M3 y PRDX2 mostré una
reduccion respecto al grupo control con la adicién de MT (figura 16: GSTM3 20h 10, 100 y
1000 ng/mL P<0.001; PRDX2 20h 10 y 100 ng/mL P<0.05, 1000 ng/mL P<0.01).
Finalmente a las 30 horas de iniciada la MIV no se mostraron cambios en la expresion de
GST M3, PRDX2 y GLRX por la adicion de MT (Anexo 3, figura 26; 30h).

GST M3 20h PRDX 2 20h

1.54

1.0+

—*

*%*

0.54
14 KKk *xk

I—hl T *kk
0 ﬁ— 0.0

T T T T T T
Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL

Expresion relativa de mRNA
N
1
Expresion relativa de mRNA
—] *

Figura 16 Expresion de GST M3, PRDX2 en células del cumulo durante la maduracion in vitro del COC
adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de melatonina (10, 100 y
1000 ng/ml) o sin melatonina (control). EI ARN total de las CC se recuperoé a las 10, 20 y 30 h iniciadas la MIV
y se analiz6 mediante PCR en tiempo real. Los datos de expresion génica se normalizaron utilizando el método
Pfaffl (2001). Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos independientes); los asteriscos
indican diferencias significativas entre tratamientos (*P <0.05, **P <0.01 y ***P <0.001; ANDEVA de una via,
seguido de HSD de Tukey)
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Melatonina reduce la produccién de H20, en los ovocitos durante
la maduracién in vitro del COC

El ensayo de dihidrofluoresceina DHF en ovocitos revelé que a las 20 h de iniciada la MIV
la produccién de H2O-, disminuye respecto al grupo control con la adicion de 1000 ng/mL
MT (P<0.001). A las 30h la adicién de 10, 100 (P<0.01) y 1000 (P<0.001) ng/mL de MT al
medio de cultivo redujo la producciéon de H.O, comparado contra el grupo control (figura
17; 20h y 30h).

Niveles de H,O, 10h Niveles de H,0, 20h Niveles de H,0, 30h
1501 150+ 150+

T T Il _ T 100 T

100 T T
504
0
0 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL 0 nglmL 10 ngdmL 100 ny’rnL 1000 ng/mL

T[] [se®
T slee

Figura 17 Produccion de H202 en los ovocitos durante la maduracion in vitro del COC adicionado con MT.
Grupos de COCs (n = 10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT (control).
Los ovocitos se recuperaron a las 10, 20 y 30 h de iniciada la MIV y se analizaron mediante el ensayo de DHF.
Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos independientes); los asteriscos indican
diferencias significativas entre tratamientos (**P <0.01, ***P <0.001; ANDEVA de una via, seguido de HSD de
Tukey). Linea puntada indica la media de la produccion de H202 de ovocitos en el tiempo 0 de cultivo. a’
Imagenes de ovocitos equinos con diferentes niveles de produccion de H20z; linea superior ovocitos en escala
de grises, linea inferior ovocitos con diferentes niveles de fluorescencia. La inmureaccion determina el nivel de
produccién de H202, Barra representa 60 pm.
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Efecto de la melatonina sobre la expresion de BAX, BCL2 y
proporcion BAX:BCL2 en CC durante la maduracion in vitro del
COC

La expresion de mRNA codificante para 8- BAX 20

BAX y BCL2 no mostré cambios con la z

adicion de MT al medio de cultivo a las 10 % * -|-

h de iniciada la MIV (Anexo 4, figura 27, § 4+

10h). A las 20 h de iniciada la MIV el é 2 *_,Ic_* *'T'* e
ensayo mostr6 reduccién significativa 5 . . | . | | . |
(P<0.001) respecto al grupo control tras la Control  10ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL
adicion de MT (10, 100 y 1000ng/ml) BCL2 20h

(figura 18; BAX 20h, BCL2 20h). A las 30 L8

horas de iniciada la MIV se mantuvo la E o T

reduccién en la expresion de BCL2 con la g

adicion de 100ng y 1000ng de MT (P %4-

<0.001) (figura 18; BCL2 30h). La é 2- ok o
evaluacion de la relacion BAX:BCL2 no a . | . | | : | &_
sugiri6 cambios relacionados con la dosis conuel roneme - eonaimt - Ho0onomt
de MT en ningln momento evaluado, BCL2 30h

(Anexo 4; figura 27: BAX: BCL2). < 97

Adicionalmente, semejante a lo observado E Lol

en la evaluacién de la expresiéon de MT1y LE; -|-

MT2 a las 20 horas el grupo control mostré § 0.5

el pico maximo de expresién de mRNA g = ok =
codificante para BAX y BCL2 (Anexo 4, " o0 comrer 1ombmL !:;/_m! 2000 hgmL

figura 27)

Figura 18 Expresion de BAX 'y BCL2 en células del camulo durante la maduracion in vitro del COC adicionado
con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT
(control). El ARN total de las CC se recuperé a las 10, 20 y 30-h de iniciada la MIV y se analizé mediante PCR
en tiempo real. La relacion BAX:BCL2 fue evaluada. Los datos de expresion génica se normalizaron utilizando
el método Pfaffl (2001). Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos independientes);
los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (**P <0.01 ***P <0.001; ANDEVA de una via,
seguido de HSD de Tukey)
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Efecto de la melatonina sobre la supervivencia celular y apoptosis
en las CC durante la maduracion in vitro del COC

La evaluacion del efecto de la MT en la supervivencia y la apoptosis de la CC a las 30 h de
iniciada la MIV del COC revel6 que la adicion de 10 ng/ml de MT aumenta
significativamente (P <0.05) la proporcién de CC vivas en comparacion a todos los grupos
(figura 19; Células vivas 10 ng/mL). La evaluacion de apoptosis temprana, apoptosis tardia

y necrosis no mostro cambios con la adicion de MT. (Anexo 5; figura 28)

Células vivas o~ 32?91; PR32
. s d01-UL Q1-UR
0.2% 0.4%
* =

" 1004 ——
s T T %
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S

25 ] = Q1-LR

'_s Q° i ;I c.\(‘l
0 T T T w‘ !»2 “3 “4 ”5 "ﬁ “7'2
Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL annexin-FITC-A

Figura 19 El efecto de la MT sobre la sobrevivencia y apoptosis de las CC. Los grupos de COC (n=10) se
cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT (control). Las CC fueron separadas
mecéanicamente de los ovocitos y recuperadas a las 30-h para ser analizadas por FACS. Los datos obtenidos
en porcentaje se sometieron a transformacion de arcoseno antes del andlisis estadistico. Los datos se
presentan con la media + DS (n=6 réplicas de cultivos independientes); los asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos (*P <0.05; ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey)
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Efecto de la melatonina sobre los niveles de caspasa 3 escindida
en los ovocitos durante la maduracioén in vitro del COC

La evaluacion del efecto de la MT en los niveles de caspasa 3 escindida en ovocitos reveld
gue la adicién de 10 ng/mL de MT reduce significativamente (P <0.01) los niveles de
caspasa 3 escindida a las 30 horas de iniciada la MIV en comparacion con el grupo control

(figura 20). A las 20 horas no se observé ninglin cambio (Anexo 6 figura 29)

Caspasa 3 Escindida 30h

80+
o 60+ T
g T
o
5 **
7 40+ —
[
X
& 20-
0 T T T
Control 10 ng/mL 100 ng/mL 1000 ng/mL
a Control 30h 10 ng/mL 30h

Caspasa 3 escindida

Figura 20 Niveles de caspasa 3 escindida en ovocitos durante la maduracion in vitro del COC adicionado con
MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT
(control). Los ovocitos se recuperaron a las 20 y 30 h de iniciada la MIV y se analizaron mediante
inmunofluorescencia para caspasa 3 escindida. Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de
cultivos independientes); los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (**P <0.01;
ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey). a” Imagenes de ovocitos equinos marcados con el anticuerpo
anti caspasa 3 escindida. Barra representa 600 um.
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Efecto de la melatonina en la expresion de AREG, EREG y genes
relacionados con la expansion del camulo durante la maduraciéon
in vitro del COC

Expresion relativa de mRNA

Expresion relativa de mRNA
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La evaluacion de la expresion de mRNA
codificante para AREG y EREG durante
la MIV (10, 20, 30 h) mostré que la
AREG se

significativamente respecto al grupo

expresion de reduce
control a las 20 h de iniciada la MIV tras
la adicion de 10, 100 (P <0.05) y 1000
ng/ml (P <0.01) de MT(figura 21; AREG
20h). Por otro lado, la evaluacion del
efecto de la MT en los niveles de
expresion de mRNA codificante para
HAS2, TNFAIP6, PTGS2 y ADAMTS1
(genes relacionados con la expansién
del cimulo) mostré que la adicion de MT
(10, 100 y 1000 ng/mL) al medio de
cultivo reduce la expresion de mRNA
codificante para TNFAIP6 a las 20h (P
<0.01) y 30 h (P <0.01) de iniciada la
MIV. Los otros genes evaluados no
mostraron cambios significativos con la
adicion de MT en ninguno de los
tiempos evaluados (10, 20 y 30h). Sin

embargo la expresion de ARNm de todos los genes evaluados mostré una aparente

reduccion al avanzar el tiempo de MIV (Anexo 7, figura 30).

Figura 21 Expresion de AREG, EREG y genes relacionados con la expansion del cimulo durante la
maduracion in vitro del COC adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis
de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT (control). El ARN total de las CC se recuperé a las 10, 20 y 30 h de
iniciada la MIV y se analizd6 mediante PCR en tiempo real. Los datos de expresion génica se normalizaron
utilizando el método Pfaffl (2001). Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos
independientes); los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (*P <0.05, *P <0.01;
ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey)
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Efecto de la melatonina sobre la transicion del cimulo de CP a EX

La adicion de Mt no provocé efecto sobre la transicién del camulo de CP a EX en ningun

momento evaluado (figura 22; 20-h y 30 h).

% (T) CPs a EXs

% (T) CPs a EXs

0.0
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T
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T
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Figura 22 Transicion (T) de los cimulos de CP
a EX. a. Grupos de COC (n=10) se cultivaron
bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000
ng/ml) o sin MT (control). Antes de iniciar la
MIV y después de 20 y 30 h iniciada la MIV la
expansion del cumulo fue clasificada en CP o
EX. La transicion del cimulos de CP a EX fue
determinada por la diferencia entre el nimero
de CP alas 20y 30 h iniciada la MIV respecto
al numero de CP al inicio de la MIV. Los datos
fueron obtenidos a partir de cuatro (20-h) y
siete (30-h) replicas independientes y se
presentan con la media + DS. a’. Imagen del
grupo control a 20 horas iniciada la MIV.
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Discusion
“Nada en la vida es para ser temido, es sélo para ser comprendido. Ahora es el momento de

entender mas, de modo que podamos temer menos”
- Marie Curie

Este estudio revela que las células foliculares del equino expresan elementos
melatoninérgicos que sugieren que la MT se sintetiza de manera intrinseca en los foliculos
y que esta hormona desempefia un rol importante durante el desarrollo folicular y la
maduracién del COC equino. Por otra parte mostro que la adicion de melatonina promueve
mecanismos de respuesta antioxidante y no altera la expresidén de genes relacionados con
la expansién del camulo. Ademas la adicién de 10 ng/mL incrementé la supervivencia del
COC,; por lo que su adicién a protocolos de MIV puede ser beneficiosa. Se requieren mas
estudios para comprender mejor el papel de la melatonina en el ovario y en la maduracién
in vitro de COCs equinos.

A partir del reporte de la sintesis del receptor MT1 en los foliculos antrales y cuerpo
luteo equino (Pedreros, Ratto y Guerra 2011); surgio la pregunta de si la MT desempefia
un rol durante el desarrollo folicular equino: por lo que se formul6 una serie de ensayos
dirigidos a identificar la expresion, sintesis y localizacion de componentes melatoninérgicos
en las células foliculares. Los resultados demostraron que tanto la enzima ASMT como los
receptores MT1 y MT2 (componentes melatoninérgicos) estan presentes en el ovario
equino. La expresion diferencial de ASMT, MT1 y MT2 en las células foliculares como se
muestran en la cuadro 3 sugieren que la actividad de la MT se regula selectivamente por
los receptores expresados en diferentes células. La presencia de MT1 en todas las células
foliculares permite sugerir su importancia en el funcionamiento del foliculo como se ha
reportado en otras especies (Reiter et al., 2013). La ausencia de MT2 en las CT puede
sugerir que este receptor tenga actividad local en el foliculo y al no estar en contacto directo
con la circulacion sistémica su expresion dependa de la MT folicular y/o de MT1. Este
estudio permitio por primera vez sugerir que la MT se produce en el foliculo equino por las
CT y CG ya que en ellas se identificé la expresion de la enzima ASMT, elemento
indispensable para la biosintesis de MT (Reiter et al. 2013), resultado similar al observado
en bovinos por El-Raey et al., (2011) aunque en esta especie el COC también expresa

ASMT. La expresion de los receptores MT1y MT2 en las CT y CG se corrobor6 evaluando
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la sintesis de la regién correspondiente a los aminoacidos 161-280 de la regién interna de
MT1, secuencia presente también en MT2. La presencia de esta region en CT y CG se
muestra en la figura 13. Se evalu6 ademas la sintesis de estos receptores en células luteas,
obteniendo resultados coincidentes a los descritos por Pedreros, Ratto and Guerra, (2011).
Conociendo que MT1y MT2 se expresan y se sintetizan en las células foliculares se evalu6
si estos receptores modifican su sintesis durante el desarrollo folicular evaluando
indirectamente la importancia de la MT durante este proceso. Este estudio mostré que la
sintesis de la regiobn comprendida entre los aminoacidos 161-280 de la regién interna de
MT1 se modificé mientras el tamafio folicular crecia. Como puede ser observado en las
figuras 13y 23, la distribucion de la inmunotincion durante el desarrollo folicular mostré un
patrén de oleada que inicia en las CT en foliculos < a 15 mm y se desplaza hacia el limite
de la luz folicular en foliculos preovulatorios (> a 30mm). El hecho de que no se haya
encontrado expresion de MT2 en las CT, ayuda a plantear que durante el desarrollo
folicular temprano el MT1 se produce en células cercanas a los vasos sanguineos y
mientras avanza el desarrollo folicular su sintesis se propaga hacia el lumen. Posiblemente
MT2 inicie su expresion en CG y COCs luego de la sintesis de MT1 en foliculos
preovulatorios. Se evalué también la presencia de MT1/MT2 en las células del cuerpo
hemorragico y luteas, encontrando una marcada inmunoticion en ambas células. Por lo
anterior, y con base en diversos estudios en mamiferos, se sugiere que el patron de
sintesis de MT1/MT2

puede responder a las

necesidades metabdlicas
celulares  durante el
desarrollo folicular,

maduracién del COC vy

luteogénesis (Maria

Helena Coelho Cruz et al.

2014; Tamura et al. 2009; Figura 23 Imagen propuesta de la distribucién de la inmunotincion de
MT1/MT2 durante el desarrollo folicular. El color verde representa la zona

Dubocovich and inmunreactiva para la regién comprendida entre los aminoéacidos 161-280 de
la region interna de MT1/ MT2. La inmunotincién mostrd un patrén de oleada

Markowska 2005; S. J. que inicia en las CT en foliculos < a 15 mm y se desplaza hacia el limite de
la luz folicular en foliculos preovulatorios > a 30mm.

Wang et al. 2012).
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Con bases solidas de que la MT desempefia un rol en el ovario equino y con
informacion que demuestra su importancia en varios mamiferos, se evalué si la adicién de
esta hormona al medio de cultivo podria tener algun efecto durante la MIV de COCs
equinos, tal y como se ha reportado en ratones, ovejas, cabras, cerdos, bovinos, bufalos y
conejos (Adriaens et al. 2006; Kang et al. 2009; Manjunatha et al. 2009; Vazquez et al.
2010; El-Raey et al. 2011; F. Wang et al. 2013; Fu et al. 2014; Mehaisen and Saeed 2014).
Cabe sefalar que el medio de cultivo utilizado en este estudio ha sido utilizado
ampliamente en protocolos de MIV de COCs equinos con buenos resultados (Canesin et
al. 2017; Diaw et al. 2018). Y debido a que no hay reportes previos en equinos, la eleccion
de la dosis de MT para este estudio se baso en los efectos reportados en otras especies.
Mehaisen y Saeed, (2014) observaron que las dosis altas de MT (102 M) afectan
negativamente la tasa de desarrollo embrionario en el conejo, mientras que las dosis
moderadas (10 M) promueven positivamente su desarrollo. Otros estudios con bovinos,
cerdos y roedores demostraron que el efecto positivo de la MT sobre la maduracién de
ovocitos y el desarrollo embrionario se puede lograr con dosis de 107 M a 10° M (Kang et
al. 2009; F. Wang et al. 2013; Tian et al. 2014; Li et al. 2015; Rodrigues-Cunha et al. 2016;
Zhao et al. 2018). Por lo tanto fue que elegimos y trabajamos con las siguientes dosis: 10
ng/mL (4.3® M) 100 ng/mL (4.37 M) y 1000 ng/mL (4.3°M) de MT. A fin de dar respuesta
a la interrogante de si la adiciéon de esta hormona al medio de cultivo podria tener algin
efecto durante la MIV de COCs equinos, se disefié una serie de experimentos basados en
la regulaciéon de los efectos antioxidantes y antiapoptéticos de la MT: a) por la activaciéon
de receptores de membrana especificos MT1 y MT2; b) por la estimulacién de enzimas
antioxidantes; c¢) por el secuestro de radicales libres de manera directa, (Dubocovich y
Markowska 2005; Cruz et al. 2014).

Inicialmente se evalu6 la expresiéon de MT1 y MT2 en CC de COCs equinos
madurados en un medio enriquecido con MT (0, 10, 100 y 1000 ng/mL). Como se muestra
en la figura 15 a las 20 horas la MT redujo la expresion de mRNA codificante tanto de MT1
como de MT2, respuesta observada también a las 30 h en la expresion del gen codificante
para MT2. Estos resultados pueden indicar que la adicion de MT al medio de cultivo puede
modular vias de sefalizacion dependientes de sus receptores como ya se ha reportado en
otras especies (S. J. Wang et al. 2012). El hecho de que el receptor MT2 haya mantenido

su expresion reducida hasta las 30 h, sugiere en conjunto con los resultados descritos en
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parrafos superiores que posiblemente el receptor MT2 tenga actividad posterior a la
actividad del receptor MT1, por lo que evaluaciones a tiempos previos a las 10 h y
posteriores a las 30 h de MIV en estos receptores podrian ser de mucha utilidad para
futuras investigaciones. De manera interesante, se observa que la mayor expresion de los
receptores en las CC de COCs no tratados con MT se alcanza a las 20 horas de iniciada
la MIV (Anexo 2; figura 25), apuntando que a esta hora posiblemente la MT sea
mayormente requerida y activa, quiza por un aumento en el estrés oxidante que promueve
la MIV (Brown et al. 2017; Virant-Klun et al. 2018). Continuando con este estudio se evalud
el efecto antioxidante de la MT en el COC, equino censando tres enzimas que participan
como elementos antioxidantes en las CC, asi como la produccién de H.O; en ovocitos. Las
enzimas evaluadas fueron la Glutation S Transfersa M3 (GSTM3), que participa en la
desintoxicacion de ROS, principalmente (H:20:2), la Peroxidoredoxina 2 (PRDX2), que
reduce el H,O; y los hidroperoxidos de alquilo, y la Glutarredoxina 1 (GLRX), que cataliza
la reduccion reversible de los disulfuros mixtos de glutation (Raza 2011, Blaha et al. 2015).
De manera interesante, se encontré que al igual que los receptores MT1y MT2 la expresion
de mRNA codificante para GST M3y PRDX 2 a las 20 h se reduce respecto al grupo control
con la adicion de MT. A partir de estos resultados surgio la pregunta ¢ La adicion de MT al
medio de cultivo de COCs equinos puede modificar el metabolismo oxidante en ovocitos
parecido a lo observado en las CC? Por ello se evalu6 la produccion de H2O2 en los ovocitos
por medio del ensayo DHF como se describe en trabajo de El-Raey et al. (2011). Este
ensayo mostro gue la adicion de 1000ng/mL de MT redujo la produccién de H.O- a las 20
h respecto al grupo control, mientras que a las 30 h todos los grupos adicionados con MT
mostraron una reduccién en la expresiéon de H.O, Basados en estos hallazgos se sugiere
gue la MT en COCs equinos durante la MIV reduce la producciéon de ROS en los ovocitos
y que esta produccion estd regulada por la expresion de los receptores MT1, MT2 y
enzimas antioxidantes e incluso de manera directa por secuestro de radicales libres. El
hecho de que las CC hayan mostrados un patron de respuesta a la MT similar al observado
en los ovocitos pero horas antes sugiere ademas de una comunicacion estrecha entre
ambas células que las CC probablemente sean las que controlen la produccion de ROS en
los ovocitos (Lin et al. 2017; Tamura et al. 2012b). No obstante se requieren estudios
futuros méas puntuales pare esclarecer los mecanismos precisos mediante los cuales la

MT puede modular a su accion antioxidante en el COC equino.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores se evaluo si los efectos antioxidantes
de la MT podrian modificar la viabilidad del COC. Para ello se evalué la expresion de los
genes BAX (pro-apoptético) y BCL2 (anti-apoptético) en las CC. Como se muestra en la
figura 18 la expresion de estos genes se redujo significativamente a las 20 h de iniciada la
MIV al igual que lo observado anteriormente con la expresion de MT1, MT2, GST M3,
PRDX figura 15 a 17. El mRNA codificante para BCL2 mantuvo su reduccion con la adicion
de 100 y 1000 ng/mL de MT a las 30 h semejante a lo observado en la expresion de MT2
y la produccién de H2O., (figura 15y 17). En conjunto todos estos resultados permiten
proponer que la reduccion en el estrés oxidante provoca la baja expresion de BAX y por
consecuencia se limita el dafio que provoca a la membrana mitocondrial externa causado
por la formacion de poros, ocasionando que la actividad de BCL2 también se reduzca, lo
que permite mantener un equilibrio entre las funciones de estas proteinas (Westphal et al.
2011; Susnow et al. 2009; Cory and Adams 2002). Yang y Rajamahendran (2002) han
sugerido que evaluar el equilibrio de estas proteinas por medio de la proporcién BAX:BCL2
permite identificar estados tempranos de apoptosis. En el presente estudio no se
encontraron cambios tras la adicion de MT después de evaluar la proporcion BAX:BCL2.
Sin embargo, se observo en los grupos controles como en los grupos tratados que tiempos
prolongados de cultivo (30 h) posiblemente incrementan el nimero de CC con estados
tempranos de apoptosis en comparacion con las cultivadas durante periodos mas cortos
(10y 20 h) (figura 27) con la finalidad de validar lo antes descrito, es importante que futuros
estudios evalluen el efecto del tiempo de cultivo y la apoptosis. Los resultados obtenidos
en la evaluacion de la expresibn de BAX sugirieron la necesidad de evaluar la
supervivencia de las CC al final de la MIV (30 h). EI método para su evaluacion fue FACS,
gue permite medir (i) la translocacion celular de fosfatidil-serina (PtdSer) como un marcador
de apoptosis temprana; (i) la integridad de la membrana celular indirectamente, tifiendo el
ADN como un marcador de apoptosis/necrosis tardia; y (iii) la ausencia de estos dos
marcadores para identificar células vivas (Eray et al. 2001). Como se muestra en la figura
19, la adicion de 10ng/mL de MT aumenté la supervivencia de CC (ausencia de dafio en la
membrana y translocacién de PtdSer). Los resultados antiapoptéticos previos mediados
por la MT en las CC sugirieron la necesidad de evaluar la apoptosis en el ovocito a fin de
tener una idea mas clara de lo que ocurre en el COC equino. Al evaluar los niveles de

caspasa 3 escindida se identificé una relacion entre las CC y el ovocito. La adicién de 10
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ng/mL de MT que aumento la supervivencia de las CC a las 30 h, disminuyd los niveles de
caspasa 3 escindida en los ovocitos a las 30 h y mostro una tendencia similar al de las 30
h a las 20 h como se muestra en la figura 20 y 29. Adicionalmente, de manera similar al
aumento observado en la proporcién BAX:BCL2 a las 30 h respecto a los otros tiempos
evaluados, los niveles de caspasa 3 escindida se incrementaron en todos los grupos a las
30 h. Lo anterior propone la interaccion de sefiales apoptéticas entre las CC y el ovocito y
sugiere que tiempos prolongados de cultivo promueven la apoptosis del COC equino
(Zuccaotti et al. 2011; Landim-Alvarenga and Maziero 2014). Los resultados anteriores
plantean que la MT modula la produccién de ROS y la apoptosis tanto en CC como en
ovocitos y que estas células mantienen estrecha comunicacion, ademas abre el
cuestionamiento del como la dosis de 10 ng/mL de MT promueve la sobrevivencia del COC
equino. Basados en reportes previos y en nuestros resultados proponemos que esta dosis
en equinos es capaz de reducir la produccion excesiva de ROS sin bloquear la funcion de
estas (vias de sefalizacion); necesarias para una adecuada maduracion del COC. Sin
embargo es necesario realizar estudios futuros utilizando esta dosis y dosis menores a fin
de dar explicacién del como esta dosis reduce la apoptosis celular. El hecho de que exista
una estrecha comunicacion entre las CC y el ovocito y que nuestros resultados en la
evaluacién apoptotica hayan mantenido relacién, plantean que, la evaluacion de la
supervivencia de CC podria servir como un indicador indirecto de la salud de los ovocitos
en esta especie. Adicionalmente se observd que posiblemente el tiempo es uno de los
principales factor determinante para el inicio de la apoptosis durante la MIV, sin embargo
en los ensayos se observa que la MT puede retrasar su inicio, posiblemente previniendo el
estrés celular y/o el envejecimiento celular (figura 28 y 29) como ya se informé en bovinos
y ratones (Lord et al. 2013; Dai et al. 2017; Liang et al. 2017; Q. Yang et al. 2018). Los
efectos antioxidantes y antiapoptéticos de la MT en el COC equino descritos en este trabajo
se suman a los reportados para otras especies (Takada et al., 2012; Wang et al., 2013;
Rodrigues-Cunha et al., 2016).

Por ultimo se evaluo si la MT ademas de sus efectos antioxidantes y antiapoptéticos
podria modificar la expresion de los genes implicados en la maduracion y la expansion del
cumulo del COC equino. Inicialmente se evalud la expresion de los genes que codifican
para los dos principales EGF-L en el foliculo: AREG y EREG (Conti et al. 2012) debido a

(i) su importancia sugerida en el foliculo equino dominante in vivo (Lindbloom et al. 2008);
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y (ii) el conocimiento de que en varios
mamiferos la produccion local de
EGF-L en el COC durante la MIV es
necesaria para la progresion del
COC a una etapa de maduracion
competente (Brown et al. 2017). Se
encontré que ninguna de las dosis de
suplementaciéon de MT utilizadas
aumento la expresion de los genes
AREG y EREG en relacion con el
control. Por el contrario, la adicion de
MT, redujo la expresion de mRNA
codificante para AREG a las 20 h en
comparacion con el grupo control
figura 21. Shimada y colaboradores
(2006)

mediante el

propusieron un modelo

cual la regulacion
autocrina de AREG y EREG en CC
conduce a la expresion de los genes
PTGS2, HAS2 y  TNFAIP6
involucrados en la expansion del

cumulo (las vias de sefalizaciéon

EGFR

TNFAIP6

PGER2

!

p38 MAPK

Figura 24 Aproximacion esquematica que muestra un posible
modelo de regulacién autocrina en CC que conduce a la
expansion del cdmulo por ligandos similares a EGF. La
secuencia propuesta es la siguiente: la union de los ligandos
AREG y EREG a los receptores de EGF, activa ERK1 / 2 e
induce la expresion de PTGS2; El aumento en la expresién de
PTGS2 conduce al aumento de las prostaglandinas (PG,
PGE), que proporciona ligandos que se unen al receptor de
prostaglandina E 2 (PTGER2), provocando la activacion de
p38MAPK e induciendo la expresion de codificacion de ARNm
para AREG y EREG. La induccién autocrina de AREG y EREG
mRNA por la via PGE / PTGER2 estimula la expresiéon de
genes PTGS2, HAS2 y TNFAIPS6, involucrados en la expansion
del cimulo. Adaptado de Shimada et al., (2006)

reguladas por AREG y EREG se muestran en la figura 24). La importancia de la via de

sefializacion regulada por (AREG/EREG)/EGFR en la expresion de los genes relacionados

con la expansion del cumulo podria sugerir que la regulacion descendente de AREG

descrita anteriormente podria modificar la expresion de PTGS2, HAS2 y TNFAIP6. Por

tanto se evaluaron estos genes y de manera similar a la expresién de AREG la expresion

de TNFAIP6 se redujo a las 20 h con la adicién de MT, pero esta reduccién se mantuvo

hasta las 30 h figura 21. Esto sugiri6é que la regulacion de TNFAIP6, posiblemente dependa
de EREG y esto podria potenciar el efecto de MT (Shimada et al. 2006; Portela et al. 2011;

Prochéazka et al. 2011). A pesar de observar una reduccién en la expresién de AREG y

TNFAIP6 no se sugiere que esto comprometa la expansion del cimulo equino, debido a
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gue varios reportes indican que los efectos principales de estos genes ocurren en las
primeras horas de iniciada la MIV. (Davis et al. 1999; Ben-Ami et al. 2006; Shimada et al.
2006; Nevoral et al. 2015). Lo anterior también explica la disminucién aparente en la
expresion de los genes AREG, EREG, PTGS2, HAS2, TNFAIP6 y ADAMTSL con el paso
del tiempo de cultivo figura 30. Finalmente, se evalué la expansion del camulo por
microscopia estereoscoOpica debido a la importancia que tiene este proceso para la
maduracién meiotica del ovocito i) al permitir la filtracion adecuada de moléculas que
contribuyen al establecimiento de la sefializacion celular y por ii) interrumpir el flujo del
adenosin monofosfato ciclico y guanosin monofosfato ciclico de las CC hacia el ovocito
(Dunning et al. 2012; Yokoo et al. 2007). Como se esperaba debido al ensayo anterior, la
evaluacion de la transicién de COCs CPs a EXs no mostré cambios tras la adicion de MT
en los equinos figura 22. Creemos que esto se deba a que el tiempo de mayor actividad de
la MT se presentd a las 20 horas de iniciada la MIV y el tiempo en el que comienza la
expansion del cumulo se reporta en las primeras 10 h de iniciada la MIV en la mayoria de
las especies. Por lo que la reducciéon de ROS respuesta a la adicion de la MT no intervino
en la expansiéon del cimulo debido a que su reduccion fue notable después de las 20 h de
iniciada la MIV, ya que se ha sugerido que la produccion moderada de ROS interviene en
diferentes procesos que conllevan a la ovulacion entre ellos la expansion del cumulo
(Shkolnik et al. 2010). El hecho de que la adicién de MT no haya tenido efectos negativos
en la expansiéon del camulo y que la dosis de 10 ng/mL de MT haya aumentado el nimero
de CC vivas y reducido la apoptosis en ovocitos, permite sugerir que la adicion de esta
hormona al medio de cultivo puede ser beneficiosa para la maduraciéon del COC equino,
ya que se ha sugerido que un nimero adecuado de capas de CC sanas y una adecuada
expansion del camulo promueven el éxito de la maduracion. Por lo que, es frecuente que
la viabilidad de CC y la expansién del cumulo se utilicen como marcadores de calidad del
COC en técnicas de reproduccion asistida (Nevoral et al. 2015). A consecuencia del disefio
de los experimentos del presente estudio no fue posible evaluar tiempos de exposicion de
MT menores a 10 horas o mayores a 30 h y dosis de MT menores de 10 ng/mL, por lo que

sugiere evaluar esos tiempos y dosis en estudios futuros.
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Conclusién

Este estudio revela que el ovario equino expresa y sintetiza componentes
melatoninérgicos en el foliculo antral y en el cuerpo lUteo, sugiere que la sintesis de
MT1/MT2 puede responder a las necesidades metabdlicas celulares durante el desarrollo
folicular y por primera vez se muestra que la adicion de MT al medio de cultivo de COCs
equinos, modifica la expresion de los receptores MT1 y MT2; cambia la expresion de genes
relacionados con el dafio oxidativo en las CC y la produccién de H2O, en ovocitos y la
adiciéon de 10 ng/mL de MT aumenta la viabilidad del COC. Estos resultados junto con lo
reportado por Pedreros y colaboraores en el 2011, abren la puerta a futuras investigaciones
gue ayudaran a esclarecer el rol de esta hormona durante la MIV y uso en protocolos de

MIV para mejorar las tasas de competencia embrionaria en esta especie.
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Anexos

1 Manual de maduracién in vitro de COCs equinos

Materiales

Aspiracion de COCs equinos Preparacion de medios de maduracion

para COCs equinos

Cantidad Descripcion Cantidad Descripcién

Ovarios

Papel absorbente
Tijeras de diseccion (Mayo)
Esponja de gasas, 4x4, No

estériles

Vasos de precipitado 500mL

Vasos de precipitado 1000 mL

Vaso de precipitado 2000 mL

Bisturies estériles desechables
tamarfio 10

Aguja calibre 14G
Extensiéon de catéter
Valvula de tres-vias

Conector hembra-macho para
agujas

Gradilla diferentes diametros

Tubos para centrifugacion 15
mL

Tubos para centrifugacion 50
mL

Pipetas 0.1 uL-20uL/ 2uL-
200uL /50uL-1000uL

Puntas para pipetas 0.1 uL-
20uL/ 2uL-200uL /50uL-
1000uL

Medio 199 con sales de Earle,
L-glutamine and sodium
bicarbonate (Sigma-Aldrich)

Gentamicina 50 mg/mL
(Sigma-Aldrich)

FSH de hipdfisis porcina
(Sigma-Aldrich)

Suero Fetal Bovino (Sigma-
Aldrich; F2442-50ML)

Jeringa de 10mL desechable
sin émbolo de goma

Filtro para jeringa de 25 mm

Platos Petri mini 30 x 15 mm
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Canulas intramamaria -
metalicas

Tapodn de silicona 1

Tubos coénicos de -
centrifugacion de 250 mL

Platos Petri estandar 100 x 15
mm

Platos Petri mini 30 x 15 mm
Tubo capilar de cristal

Filtro de recuperacion de
embriones

Bolsas para desechos

Medios de aspiracion de COCs equinos

Medio de recuperacién OPU
(MORFA USA) o

M199 con sales de Hank +
Gentamicina (Sigma-Aldrich)

Platos Petri estandar 100 x 15
mm

Pipetas seroldgicas 15 mL

Aceite mineral (Sigma-Aldrich;
330779-1L)
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Métodos

Ensamble del sistema de aspiracion de COCs equinos

1. Preparacioén del area de trabajo; con la campana limpia, prender la luz ultravioleta
por 30 minutos antes de comenzar a colocar el material. Colocar papel absorbente
en el piso de la campana y acomodar el material para la aspiracion de COCs
(Equinos: tijeras, gasas, vasos de precipitado, bisturies, cajas de Petri y el sistema
de aspiracion de COCs por bomba de vacio. Bovinos: tijeras, gasas, vasos de

precipitado, cajas de Petri )

2. Equinos: Ensamblar el sistema de aspiracién de COCs, unir las agujas calibre 14G
(a) a los tubos de extension para catéter (b), posteriormente ensamblar estos a la
valvula de tres vias por medio de un conector, (c) esta valvula (d) se unira a una
canula intramamaria de metal (e) que se introducira al tapon de silicona (f), en este
tapon introducir otra cédnula un centimetro menos profunda que la otra (e) y
conectarla a la manguera de la bomba de vacio (g), introducir y ajustar el tapon de
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silicona al tubo de centrifugacion de 250mL (h), y colocarlo en un vaso de

precipitado de 250 mL para evitar que se mueva o caiga (i).

Preparacion de medios de cultivo
Diagrama de preparacién de medios equinos

Producto Concentracion Volumen
Preparacion de Medio Hank (Aspiracion)
M199 (con sales de - 500 mL
HEPES)
Gentamicina 25ug/mL 250 pL

Preparacion de Medio Earl (Maduracién In vitro)
500 mL

M199 (con sales de Earl)

25ug/mL 250 pL

Gentamicina

‘ Tomar

Preparacion de las gotas de maduracion con Suero Fetal Bovino y FSH

M199 (con sales de Earl) +
. - 1ImL
Gentamicina
‘ Adicionar
10% 10 uL

Suero Fetal Bovino

‘ Filtrar

Filtrar el medio

‘ Adicionar
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FSH 5ug/mL 25 uL

Pasos para la preparacion del medio de maduracion in vitro de COCs equinos

1. En la campana colocar el material y equipo
necesario para preparar los medios.
Radiar con rayos UV gradillas, puntas y

pipetas, previo uso.

2. Colocar medio de cultivo M199 con sales de
Earl en un tubo de centrifugacion de 15 mL
con ayuda de una pipeta seroldgica.

Posteriormente adicionar el SFB

3. En otro tubo de centrifugacién adicionar la
FSH necesaria para el total de mL de medio

de maduracion.

4. En una jeringa sin émbolo de goma colocar
el medio M199 con sales de Earl con SFB
calculado (primer tubo de centrifugacion) y
filtrarlo, el medio filtrado debera vertirse en el

tubo donde se colocé la FSH.

5. En cajas de Petri de 30mm colacar 3 gotas
de 50 uL en disposicién triangular.
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6. Utilizando una pipeta seroldgica colocar
alrededor de 3.5 mL de aceite mineral en las
cajas de Petri de 30mm para cubrir las gotas

de maduracién previamente hechas.

7. Justo por arriba de las gotas y sin tocar el
aceite mineral colocar de una sola intension
y de manera rapida 50 uL de medio para
hacer una gota de 100 uL de medio de

maduracion.

8. Tapar las cajas de Petri de 30 mm vy
colocarlas dentro de cajas de Petri estandar,
con la finalidad de hacer mucho mas facil su
transporte a la incubadora.

9. Colocar los platos de cultivo por lo menos 2
horas antes en la incubadora en condiciones
de maduracién (38,2 °C en una atmésfera
humidificada de CO2 al 5% en aire), esto con
la finalidad de atemperar y estabilizar el

medio de maduracion. Adicionalmente

colocar el medio de aspiracion en el bafio

maria para que este este atemperado.
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Transporte de ovarios equinos
Los ovarios son principalmente obtenidos de yeguas/vacas que han sufrido algin

accidente catastrofico o que han sido destinadas al abasto. En yeguas, estos deben de
ser recolectados preferentemente durante el estado reproductivo de las yeguas, dado
gque la calidad de los ovocitos depende de la época del afio. Sin embargo los ovarios

bovinos se pueden obtener todo el afio.

e El transporte de ovarios quinos al laboratorio
se debe de hacer en recipientes plasticos
dentro de contenedores aislantes a

temperatura ambiente (~ 22°C).
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Recuperacion de COCs equinos

Cerciorarse que el material y medio de recuperacion se encuentre atemperado.

Antes de iniciar con la recuperacion de los COCs equinos asegurarse que la

bomba de vacio este ajustada para aspirar aproximadamente 40 ml de fluido por

minuto.

No aspirar foliculos mayores de 25 mm de didmetro, que presenten liquido

folicular viscoso y/o de color amarillo oscuro.

Los ovarios con caracteristicas patoldgicas obvias deben ser descartados.

Para la maduracion in vitro se recomienda utilizar COCs con citoplasma

homogéneo y al menos cinco capas compactas de células camulos.

Pasos para la recuperacion de COCs equinos

1. Con ayuda de unas tijeras de diseccion

(Mayo) remover el exceso de tejido
adyacente al ovario. Tener precaucion de no
perforar los foliculos que se encuentren en la

periferia.

Secar con gasas estériles los ovarios para
eliminar residuos de sangre. Posteriormente
se pueden colocar en recipientes estériles de

vidrio o seguir con el proceso.

Usando el bisturi se debe incidir cada foliculo
visible en el exterior y drenar el liquido

folicular en un recipiente.
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Raspar y aspirar las paredes de cada foliculo
usando una aguja calibre 14 G unida al
sistema de aspiracion (tubo de extension

para catéter, tubo conico y bomba de vacio).

Enjuagar la aguja y el tubo de extension del
catéter después de <cada raspado
sumergiendo la aguja en el medio comercial
de recuperacion de ovocitos (EquiPro OPU
Recovery Medium, MOFA Global, EE. UU.) o
medio M199 con sales de Hank adicionado
con Gentamicina.

Una vez que se hayan procesado todos los
foliculos exteriores visibles, cortar el ovario
en rodajas de aproximadamente 1 cm de
grosor para exponer los foliculos interiores,
realizar el mismo proceso descrito en el paso
4y5,

Verter el contenido recuperado del tubo
conico al filtro de embriones, posteriormente
enjuagar de tres a cinco veces con medio de
recuperacion nuevo (abriendo y cerrando el

paso de fluido del filtro).

Verter el contenido del filtro en una caja de
Petri de 100 mm, utilizando una pipeta de
1000uL aspirar las burbujas presentes en el
liquido, preferentemente colocar la pipeta al
contorno del plato.
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9.

10.

11.

Bajo un microscopio estereoscopico localizar
a los COCs, y transferirlos con ayuda de un
capilar o pipeta de boca a una caja de Petri
de 35 mm que contenga medio de

recuperacion de ovocitos.

Transferir los COCs a los platos de
maduracion in vitro previamente preparados
y estabilizados, lavar los ovocitos en dos
gotas del plato y colocar en la tercera gota un
méaximo de 10 ovocitos para su MIV. (Evitar
contaminar las gotas de maduracién con

aceite o dejar burbujas de aire)

Los COCs deberan ser cultivados de 24 a 30
horas a 38,2 °C en una atmosfera

humidificada de CO2 al 5% en aire.
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2 Efecto de la melatonina sobre la expresion de MT1y MT2 en las

CC durante la maduracion in vitro del COC
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Figura 25. Expresion de receptores MT1 y MT2 en células del cdmulo durante la maduracion in vitro del COC
adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng /
ml) o sin MT (control). El ARN total de las CC se recupero a las 10, 20 y 30 h de iniciada la MIV y se analiz6
mediante PCR en tiempo real. Los datos de expresion génica se normalizaron utilizando el método Pfaffl (2001).
Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos independientes); los asteriscos indican
diferencias significativas entre tratamientos (*P <0.05, **P <0.01 ***P <0.001; ANDEVA de una via, seguido de
HSD de Tukey)
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3 Efecto de la melatonina en la expresion de genes relacionados
con el metabolismo antioxidante en las CC durante la maduracion
in vitro del COC
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Figura 26 Expresion de genes relacionados con el metabolismo antioxidante en células del cimulo durante la
maduracion in vitro del COC adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis
de melatonina (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin melatonina (control). El ARN total de las CC se recuper6 a las 10,
20 y 30 h iniciadas la MIV y se analizé mediante PCR en tiempo real. Los datos de expresion génica se
normalizaron utilizando el método Pfaffl (2001). Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de
cultivos independientes); los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (*P <0.05, **P <0.01
y **P <0.001; ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey)
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4 Efecto de la melatonina sobre la expresion de BAX, BCL2 y
proporcion BAX:BCL2 en CC durante la maduracion in vitro del
COC
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Figura 27 Expresion de BAX, BCL2 y la proporcion BAX:BCL2 en células del cimulo durante la maduracion in
vitro del COC adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10,
100 y 1000 ng/ml) o sin MT (control). EI ARN total de las CC se recuper6 a las 10, 20 y 30-h de iniciada la MIV
y se analizé mediante PCR en tiempo real. La relacion BAX:BCL2 fue evaluada. Los datos de expresiéon génica
se normalizaron utilizando el método Pfaffl (2001). Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de
cultivos independientes); los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (**P <0.01 ***P
<0.001; ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey)
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5 Efecto de la melatonina sobre la supervivencia celular y
apoptosis temprana en las CC durante la maduracion in vitro del
COC
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Figura 28 El efecto de la MT sobre la sobrevivencia y apoptosis de las CC. Los grupos de COC (n=10) se
cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT (control). Las CC fueron separadas
mecéanicamente de los ovocitos y recuperadas a las 30-h para ser analizadas por FACS. Los datos obtenidos
en porcentaje se sometieron a transformacién de arcoseno antes del andlisis estadistico. Los datos se
presentan con la media + DS (n=6 réplicas de cultivos independientes); los asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos (*P <0.05; ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey)
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6 Efecto de la melatonina sobre los niveles de caspasa 3 escindida
en los ovocitos durante la maduracion in vitro del COC

Caspasa 3 escindida 20h Caspasa 3 Escindida 30h
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Figura 29 Niveles de caspasa 3 escindida en ovocitos durante la maduracion in vitro del COC adicionado con
MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT
(control). Los ovocitos se recuperaron a las 20 y 30 h de iniciada la MIV y se analizaron mediante
inmunofluorescencia para caspasa 3 escindida. Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de
cultivos independientes); los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (**P <0.01;
ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey).
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7 Efecto de la melatonina en la expresion de AREG, EREG y genes

relacionados con la expansion del cimulo durante la maduracion
in vitro del COC
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Figura 30 Expresion de AREG, EREG y genes relacionados con la expansion del cimulo durante la
maduracion in vitro del COC adicionado con MT. Los grupos de COC (n=10) se cultivaron bajo diferentes dosis
de MT (10, 100 y 1000 ng/ml) o sin MT (control). El ARN total de las CC se recuperd a las 10, 20 y 30 h de
iniciada la MIV y se analiz6 mediante PCR en tiempo real. Los datos de expresion génica se normalizaron
utilizando el método Pfaffl (2001). Los datos se presentan con la media + DS (n=4 réplicas de cultivos
independientes); los asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos (*P <0.05, *P <0.01;
ANDEVA de una via, seguido de HSD de Tukey)
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