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ADN: &cido desoxirribonucleico

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: andlisis de varianzas (del inglés Analisis of variance)
ARNmM: acido ribonucleico mensajero

ATP: adenosin trifosfato

BSA: albdmina sérica bovina

Ca*?: calcio

CCCP: carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona
CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

COCs: complejos ovocito-camulus

DCHFDA: 2’,7’-diclorodihidrodiacetato de fluoresceina
6-DMAP: 6-dimetil amino purina

DN: detanonoato

eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial

FAD: flavina adenina dinucleétido

FDA: diacetato de fluoresceina

FIV: fecundacion in vitro

FSH: hormona foliculo estimulante

FPM: factor promotor de la maduracion

GMPc: guanosin monofosfato ciclico

GSH: glutatién reducido

GSSG: glutation oxidado

H": protén

H,0,: peroxido de hidrégeno

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
IDP: difeniliodonio

iINOS: 6xido nitrico sintasa inducible

KCN: cianuro de potasio

LH: hormona luteinizante

L-NAME: L-nitro arginina metil éster

LOONO: alquil peroxinitritos

MAPK: protein quinasas activadas por mitdgenos

MIV: maduracion in vitro



MI: metafase |

MIl: metafase Il

mSOF: fluido oviductal sintético modificado

NAD: nicotinamida adenina dinucleétido

NADH: nicotinamida adenina dinucle6tido reducida
NADP: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NADPH: nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducida
NOS: 6xido nitrico sintasa

O,: oxigeno

O, : anion superdxido

ON: o6xido nitrico

ONOQO': peroxinitrito

OH’: hidroxilo

PBS: buffer fosfato salino

ROS: especies reactivas del oxigeno (del inglés reactive oxygen species)

RVG: ruptura de la vesicula germinal

SFB: suero fetal bovino

SNP: nitrorpusiato de sodio

SOD: superoxido dismutasa

TALP: medio tyrodes-albumina-lactato-piruvato
VG: vesicula germinal

XOD: xantina oxidasa

Abreviaturas



Resumen | IV

Resumen



Resumen

El papel de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en los procesos relacionados
con la manipulacién y el cultivo de gametas y embriones in vitro es controversial. Se ha
propuesto que un adecuado nivel de (anién superdxido) O, seria beneficioso durante la
maduracion in vitro (MIV) de ovocitos bovinos para aumentar su competencia de
desarrollo. En concordancia, se observé un aumento gradual en los niveles de ROS
desde el estadio de dos células al de mérula tardia, que podria depender de los cambios
en el metabolismo del embrién bovino durante su desarrollo. Por otro lado, diversos
estudios han demostrado la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes
a lo largo del cultivo in vitro de ovocitos y complejos ovocito-cumulus y sostienen que para
que el embrién adquiera la competencia de desarrollo seria importante también que los
antioxidantes sean almacenados en el ovocito (como ARNm o proteinas) durante el
crecimiento y la maduracion.

Los reportes aparentemente contradictorios encontrados en la bibliografia y los
resultados previos de nuestro grupo justifican la necesidad de profundizar la investigacion
para determinar si las ROS desempefian un rol importante en el progreso meiético y/o en
la maduracion citoplasmatica del ovocito. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo
fue determinar la posible fluctuacién en la produccion de ROS durante la maduracién y
activacion in vitro de ovocitos bovinos en presencia de diferentes moduladores y su
relacion con los principales eventos de ambos procesos.

En este trabajo la produccién de ROS demostr6 ser fluctuante durante las 22 hs de
la maduracién. Se observé una significativa disminucién en la generaciéon de ROS entre
las 2 y las 18 hs, que podria corresponder a un periodo que demanda una alta produccion
de energia por parte de la cadena respiratoria para la sintesis de proteinas requeridas

durante las fases preparatorias para los eventos principales de la MIV.
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Resumen

En cuanto al proceso de activacion, observamos que existen patrones metabdlicos
diferentes entre ovocitos no activados, activados por espermatozoides y activados
partenogenéticamente. EI comportamiento contrastante observado en las fluctuaciones de
los niveles ROS y de actividad oxidativa entre la activacion mediada por espermatozoides
y la partenogenética podria estar relacionado con la diferencia que presentan ambos tipos
de activacion con respecto a los picos de liberacion de Ca*™. El pico Gnico de liberacion de
Ca'? desencadenado por la activacién partenogenética no serfa eficiente para estimular a
la mitocondria en forma consistente, siendo asi responsable de la menor competencia de
desarrollo observada en este tipo de activacion.

Mediante la modulaciéon de los niveles de glutation reducido (GSH) pudimos
observar que si bien el rol antioxidante del GSH podria ser suplido por otros componentes
del sistema antioxidante del ovocito, su participacion en el mantenimiento de la morfologia
del huso meidtico seria esencial para que se lleve a cabo la maduracion.

Al analizar el efecto de la modulacién de los niveles de 6xido nitrico (ON) exégeno
y enddgeno sobre la produccion de ROS durante la MIV, la adicion de un donante de ON
demostré ser perjudicial para la maduracion independientemente de las variaciones en los
niveles de ROS. Por lo tanto, podemos concluir que un aumento en la concentracion de
ON en el ovocito impediria el progreso meidtico tanto por la formacién de ONOO™ como
por la inhibiciéon de la enzima Map quinasa y del factor promotor de la maduracion, que
intervienen en sistemas de sefalizacion intracelular claves para la maduracion.

Mediante la adiciébn de un inhibidor de la NADPH oxidasa al medio de MIV
determinamos que la inhibicién de la enzima no generaria cambios en los niveles de ROS
del ovocito, pero la disminucion del O,” generado por esta enzima afectaria la tasa de
clivaje embrionario, posiblemente por la participacion de este compuesto en mecanismos

de sefalizacion intracelular necesarios para la activacion.
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Resumen

Al estudiar el efecto de la adicion de sistemas enziméticos moduladores de los
niveles de H,O, y O,” observamos que si bien la adicién de sistemas generadores de
estos compuestos serian perjudiciales para la calidad del ovocito, el uso de scavengers
alteraria el proceso de maduracidon por intervenir con diferentes mecanismos de
sefalizacién intracelular. Estos resultados estarian demostrando que determinados
niveles de ROS son necesarios para que el ovocito bovino lleve a cabo la maduracién
posiblemente por participar en sistemas de sefializacién que intervienen en el proceso.

Mediante la adicibn de moduladores de la actividad de la cadena respiratoria
determinamos que el aporte de ATP de la respiracion celular seria especialmente
importante a las 12 hs, momento en el cual hay una elevada demanda de actividad
metabdlica con una activa sintesis proteica y que coincide con la transicion entre las
metafases | y Il.

En conclusién, se determin6 una significativa fluctuacién de los niveles de ROS a
lo largo de la maduracion y la activacién de ovocitos bovinos in vitro. Las variaciones
observadas tienen relacion con eventos clave de ambos procesos y son relevantes para
aumentar el conocimiento respecto de la competencia de desarrollo de los ovocitos y los
embriones tempranos. Estos resultados justifican la importancia de realizar futuras
experiencias para dilucidar si las fluctuaciones responden solamente a las variaciones en
la actividad metabdlica o si determinadas ROS intervienen ademas en sistemas
regulatorios o de sefalizacion celular. A su vez, estudios posteriores sobre el control
metabdlico de la activacion partenogenética podrian contribuir a mejorar la performance
de los embriones obtenidos mediante esta activacion en diferentes aplicaciones

biotecnoldgicas como transferencia nuclear, clonacion y transgénesis.
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Abstract

The role of reactive oxygen species (ROS) in the processes related with gametes
and embryo in vitro culture and manipulation is still controversial. It has been proposed
that an adecquate level of O, (superoxide anion) would be necessary during bovine
oocyte in vitro maturation (IVM) in order to increase their developmental competence. In
coincidence, a gradual increase in ROS levels has been observed in embryos developing
from 2-cells until morula stage, which could depend on the metabolic changes that occur in
the bovine embryo. On the other hand, certain studies have demonstrated the expression
of genes which codify for antioxidant enzymes throughout the in vitro culture of cumulus-
oocyte complexes. These studies propose that the storage of antioxidants in the oocyte
during its growth and maturation (in the forms of mMRNA or proteins) would be important for
the future embryo to achieve developmental competence.

The apparent contradiction in some of the existing reports, together with the results
obtained in previous studies in our laboratory, suggest the need to develop further
research to determine if ROS play an important role in the meiotic progress and
cytoplasmic maturation of the oocyte. Therefore, the main aim of this work was to
determine the possible fluctuation in ROS production during in vitro maturation and
activation of bovine oocytes and its relation with key events of both processes.

In this study, ROS production proved to be fluctuating during the whole process of
IVM. A significant difference was observed in ROS generation between 2 and 18h, which
could correspond to a period of time which demands a high energy production in the
respiratory chain for protein synthesis during the preparatory stages of IVM key events.

With respect to oocyte activation, we observed distinct metabolic patterns between
non-activated, sperm mediated and parthenogenetically activated oocytes. The different
behaviour as regards ROS levels and oxidative activity in sperm mediated and

parthenogenetic activation could be related to the difference in the Ca* waves which has
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Abstract

been documented between both types of activation. The unique Ca*™® wave triggered by
parthenogenetic activation would not be efficient to stimulate mitochondria consistently,
being therefore responsible for the lower developmental competence reported in this type
of activation.

Modulating reduced gluthatione (GSH) levels we observed that although GSH role
as antioxidant could be compensated by other components of the oocyte’s antioxidant
system, its participation in the maintenance of the meiotic spindle morphology would be
essential for maturation.

When we analysed the effect of the modulation of nitric oxide (NO) endogenous
and exogenous levels on ROS production during 1IVM, the addition of NO donors proved to
be deleterious for maturation regardless of the variations in ROS levels. Therefore, we
could conclude that an increase in NO levels in the oocyte could impair meiotic
progression both due to the formation of peroxynitrite or due to the inhibition of the
mitogen activated protein kinase and the maturation promoting factor, which are involved
in intracellular signal transduction systems that play a role in maturation.

The inhibition of the NADPH oxidase by the addition of an enzymatic inhibitor to
IVM medium showed that the inhibition of the enzyme would not generate changes in ROS
levels, but the consequent decrease in the generation of O,  would affect embryo
cleavage rate, probably due to the participation of this ROS in signalling systems involved
in the process of activation.

The addition of enzymatic systems to modulate hydrogen peroxide (H,O,) and O,"~
levels showed that although the addition of H,O, and O," generating systems could be

deleterious for oocyte quality, the use of scavengers would alter maturation by interfering

with intracelular signaling systems. These results would demonstrate that certain ROS
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Abstract

levels are necessary for bovine oocyte maturation, probably due to their participation in
signalling systems of the process.

Using modulators of the mitochondrial respiratory chain activity we determined that
the ATP produced in the mitochondria would be especially important at 12 h, a period of
time in which there is a high metabolic activity due to an intense protein synthesis
coinciding with the metaphase | — metaphase Il transition.

In conclusion, we determined significant fluctuations in ROS levels during the in
vitro maturation and activation of bovine oocytes. The observed variations are related to
key events of both processes and are relevant to increase the knowledge regarding the
developmental competence of oocytes and early embryos. These results suggest that it
would be important to lead future experiments in order to elucidate if the fluctuations
observed only respond to variations in metabolic activity or if certain ROS also play a role
in intracellular regulatory or signalling systems. Moreover, further studies on the metabolic
control of parthenogenetic activation could contribute to improve the performance of
parthenogentic embryos in different biotechnological applications such as nuclear transfer,

cloning and trans genesis.
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1) Importancia de la produccion bovina en Argentina

De acuerdo al informe de stock 2013 de ganaderia bovina, en la Argentina hay
52,13 millones de cabezas de ganado bovino (Informe de stock 2013 de ganaderia
bovina, mapa de existencia e indicadores ganaderos, INTA, SENASA, RIAN, 2013). De
esta manera, la actividad participa en un 6% del PBI nacional. A su vez, segun informes
del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién (MAGYP), en el afio 2013
se faenaron 12,93 millones de cabezas, que representan unos 2,84 millones de toneladas
de carne bovina, lo cual posiciona a la Argentina en el sexto lugar a nivel mundial,
participando en un 2,34% de la produccion mundial de res con hueso (57,52 millones de
toneladas totales; informes de la MAGYP y del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos).

En este contexto, las contribuciones de la biotecnologia reproductiva incluyendo
inseminacion artificial, fecundacion in vitro (FIV), transferencia embrionaria e ingenieria
genética, constituyen un aspecto fundamental para la constante mejora de la produccion

bovina.

2) Biotecnologia de lareproduccién aplicada a la especie bovina

La biotecnologia de la reproduccion comprende las técnicas que permiten
aumentar la eficiencia reproductiva de los animales. El desarrollo biotecnoldgico de la
produccién de embriones in vitro en animales de interés zootécnico es primordial en
paises de marcada economia agricola-ganadera, en particular en la Argentina, que se
destaca histéricamente por su aptitud productiva en la especie bovina.

Sin embargo, la produccién de embriones bovinos in vitro dista de ser éptima. Una
de las principales causas radica en la deficiente maduracién in vitro del ovocito (MIV)
(Krisher et al., 2004; Sirard y Coenen, 2006), lo cual se debe a que la informacion acerca
de los requerimientos de los complejos ovocito-cumulus (COCs) para lograr una
adecuada maduracion son aun insuficientes (Gardner, 1998; Thompson, 2006).

Actualmente las biotecnologias utilizadas en el ganado bovino comprenden:
inseminacion artificial, congelamiento de semen, sincronizacion e induccién de la

ovulacion, superovulacion, transferencia y congelamiento de embriones, determinacion y
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seleccion del sexo de embriones y espermatozoides, produccion in vitro de embriones,
clonado de animales por medio de la transferencia nuclear y micromanipulacién de
embriones para producir mellizos homocigotas y quimeras (Palma y Brem, 2001). Estas
biotecnologias tienen importancia per se porque permitieron enormes avances en las
areas de la salud y producciéon animal ya que posibilitaron la eliminacion y/o disminucion
de enfermedades de transmisién sexual aumentando al mismo tiempo el progreso
genético, pero ademas sirvieron de soporte para el avance en otras areas como la
ingenieria genética, donde ya se desarrollan animales transgénicos con fines
farmacéuticos.

A pesar de todas las proyecciones potenciales de estas biotecnologias la principal
limitante sigue siendo el costo, por lo cual ninguna de éstas, solas o en combinacion,
pudo utilizarse en forma masiva. Hasta ahora, su uso se encuentra restringido a animales
de alto valor genético, ya sea de especies domésticas, de interés zootécnico o en peligro

de extincion.

3) Caracteristicas reproductivas de la especie bovina

El ganado bovino pertenece a la familia Bovidae, subfamilia Bovinae, género Bos,
especie taurus. Existen dos subespecies: Bos taurus indicus (cebl) y Bos taurus
primigenius (uro). La especie bovina es poliéstrica anual, presentando ciclos reproductivos
regulares a lo largo de todo el afio con una duracién de 2143 dias, y monotoca, es decir,
de gestacion simple, asociada a ovulacion simple y la gestacion dura entre 270 y 290
dias, con un puerperio de 45 dias aproximadamente en vacas saludables (Bane y
Rajakoski, 1961).

4) Ovogeénesis, foliculogenesis y crecimiento folicular

En esta especie las células germinales se diferencian a ovogonias a partir de los
45 dias y éstas contindan dividiéndose hasta que su actividad replicativa se detiene cerca
de los 5 meses (Baker y Hunter, 1978; Holy, 1983). Algunas ovogonias comienzan a
diferenciarse en ovocitos primarios para ingresar a la primera profase meittica a los 75-80

dias (Erickson, 1966a; Gordon, 1994). El ndcleo del ovocito primario se arresta o queda



Introduccion General | 4

detenido en el estadio de diplotene de la profase I, denominado en la hembra como
dictiotene. Cerca del nacimiento ocurre la atresia prediploténica en la que todas las
ovogonias y los ovocitos que no llegaron a este estadio desaparecen (Baker, 1986). Una
hembra bovina al momento de nacer tiene aproximadamente 150.000 ovocitos primarios
rodeados de una capa de células epiteliales planas constituyendo foliculos primordiales.
El nucleo del ovocito primario permanece en dictiotene en forma de vesicula germinal
durante el crecimiento del ovocito y el desarrollo folicular, no reanudando la meiosis hasta
que el foliculo llega a su madurez en el animal adulto. En las hembras mamiferas se
produce un reclutamiento precoz de foliculos primordiales en la etapa fetal y juvenil que
son conducidos a la atresia. Por esta causa en la ternera de 3 meses el numero de
ovocitos decrece a la mitad (Erikson, 1966b; Holy, 1983; Gordon, 1994). No se conocen
aun con certeza los motivos del reclutamiento que dan comienzo al desarrollo folicular y al
crecimiento del ovocito primario. A partir de la pubertad se produce un aumento en la
concentracion de gonadotrofinas y solo 1 6 2 de los foliculos reclutados desarrollan un
foliculo maduro o de De Graaf. En los mamiferos, menos del 10% del total de los foliculos
llegan a este estadio final y el resto de los foliculos se atresian. Asi, en la hembra bovina
de 1,5 - 3 afios el nimero de ovocitos decrece a 21.000 y a los 12 - 14 afios es s6lo de
2.500 (Holy, 1983).

En la corteza del ovario tiene lugar el desarrollo del foliculo, que consiste en un
aumento de tamafio, diferenciacion de las envolturas foliculares, multiplicacién de las
células epiteliales, formacién de la cavidad folicular y cambio de ubicacién del ovocito en
la periferia de la misma. Los foliculos ovaricos se clasifican segun las etapas consecutivas
de desarrollo (Gordon, 1994; Greenwald y Shyamal, 1994) (figura 1). El foliculo primordial
incluye un ovocito primario recubierto por una sola capa de células epiteliales aplanadas.
En el foliculo primario las células epiteliales de la capa externa se transforman en
cuboideas y entre éstas y el ovocito, aparecen pequefios y delgados filamentos que
constituiran la zona pellucida, producida por secreciéon de ambos tipos de células. En el
foliculo secundario el ovocito esta en la fase final de crecimiento, la zona pellucida esta
desarrollada, varias capas de células epiteliales rodean al ovocito constituyendo las
células de la granulosa y las células intersticiales se convierten en la teca interna. El
foliculo terciario, que tiene un didmetro que oscila entre 0,1 y 10 mm en el bovino (Lussier
et al., 1987), incluye al ovocito que completa su fase de crecimiento.

Durante la fase de crecimiento, el ovocito bovino aumenta de tamafio pasando de

30 - 50 pum a 130 - 145 um de diametro (140 - 160 um incluyendo a la zona pellucida),
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continuando la multiplicacién epitelial de las células de la granulosa al mismo tiempo que
se forman cavidades con liquido folicular que luego se fusionan originando una sola
cavidad o antro folicular (Motlik y Fulka, 1986) y rodeando a la teca interna se organiza la
teca externa. Debido a la presion del liquido folicular, las células de la granulosa se ubican
en la periferia tapizando la cavidad del foliculo y el ovocito se desplaza a una posicidon
excéntrica manteniendo a su alrededor células de la granulosa llamadas cumulus
oophorus. A partir del aparato de Golgi se originan los granulos corticales que se
distribuyen en la periferia del ovocito y cuya funcién es participar en el blogueo de la
polispermia en la fertilizacibn. La membrana plasmética del ovocito u oolema sufre
cambios en sus dominios y aparecen microvellosidades, ambos eventos asociados a la
adquisicion de la capacidad de fusion con el espermatozoide. La zona pellucida se
desarrolla entre el ovocito y las células epiteliales que lo rodean, pero no se pierde el
contacto entre ambas debido a la persistencia de prolongaciones de las células epiteliales
que se contactan con el oolema por uniones comunicantes o “gap junctions”, permitiendo
el pasaje de moléculas entre las células epiteliales y el ovocito. El oolema es impermeable
a varios metabolitos de bajo peso molecular (colina, uridina, inositol, etc.) que no podrian
ingresar al ovocito sin la presencia de estas prolongaciones celulares y las uniones
comunicantes. Tanto las células de la granulosa como las del cumulus se encuentran
asociadas entre si por el mismo tipo de uniones, permitiendo el pasaje de pequefias
moléculas entre ellas (Fleming y Saacke, 1972; Kruip et al., 1983; Gordon, 1994;
Wassarman y Albertini, 1994a; Hyttel et al., 1997). La masa celular cumulus-granulosa y
el ovocito puede ser entonces considerada como un sincitio funcional y estructural
(Thibault et al., 1987; Suss et al., 1988). De esta manera las células del cumulus y de la
granulosa pueden actuar como soporte nutricional del ovocito para su normal crecimiento
(Buccione et al., 1990).

El foliculo maduro o de De Graaf, presenta las caracteristicas morfolégicas de un
foliculo terciario pero con un gran desarrollo del antro folicular y el consecuente
aplanamiento del estrato granuloso, alcanzando en el bovino un didmetro de 15 a 20 mm.
Como en la mayoria de los mamiferos, el ovocito bovino completa la primera divisién

meibdtica pocas horas antes de la ovulacién convirti€ndose en un ovocito secundario.
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Figura 1: Corte sagital de un ovario mostrando foliculos en distinto grado de desarrollo. Adaptado

de http://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/groups/mschuh/thebasics.html#devoocyte.

Durante el crecimiento del ovocito, a su vez, ocurren cambios dinamicos en la
arquitectura y la funcibn de la cromatina, los cuales proporcionan un importante
mecanismo epigenético para el control de la expresién génica (De La Fuente, 2006). Se
han descripto 4 estadios de vesicula germinal (VG). VGO se caracteriza por un patréon
filamentoso difuso de la cromatina en toda el area nuclear. VG1 es similar a VGO excepto
por unos pocos focos de condensacién. En VG2 la cromatina se condensa aun mas en
focos que se distribuyen por todo el nucleoplasma, mientras que en VG3 la cromatina se
condensa en un sélo aglutinado. Estas modificaciones han sido relacionadas con el final
del crecimiento del ovocito, la disminucién de la actividad transcripcional y la adquisicion
secuencial de la competencia meiética y de desarrollo (Lodde et al., 2007).

En ovocitos de ratdon ha sido demostrado que las células de la granulosa estan
involucradas en la modulacién de la progresiva represion de la actividad transcripcional en
ovocitos que completaron el crecimiento, indicando también su potencial rol en la
remodelacién de la cromatina durante el crecimiento del ovocito (Carabatsos et al., 2000;
De La Fuente y Eppig, 2001).


http://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/groups/mschuh/thebasics.html#devoocyte
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5) Maduracion del ovocito bovino

La maduracion de ovocitos en los mamiferos es el proceso final por el cual los
ovocitos adquieren habilidad para generar la activacion e iniciar el posterior desarrollo
embrionario. Este proceso involucra dos eventos distintivos pero relacionados entre si, la
maduracioén nuclear y la citoplasmatica (Loutradis et al., 2006; Ferreira et al., 2009).

Los ovocitos inmaduros arrestados en estadio de dictiotene de la profase | se
encuentran rodeados de células del cumulus. Durante etapas tempranas del desarrollo
folicular, las uniones gap entre el ovocito y las células del cumulus o granulosa permiten el
pasaje de nutrientes y/o sustratos energéticos favoreciendo el crecimiento del ovocito
hasta completar su desarrollo (Downs et al., 1986; Downs y Eppig, 1984).

Luego del pico de LH, el ovocito reanuda la meiosis, completando la ruptura de la
vesicula germinal (RVG) y progresando hasta el estadio de metafase Il (Mll) antes de la
ovulacion. Si bien tradicionalmente la maduracion del ovocito hacia referencia sélo a la
progresion meiotica, la maduracién abarca otros procesos como la reorganizacion del
citoplasma (conocida como maduracion citoplasmatica) y la diferenciacion de las células
del cumulus. Luego de la oleada de LH las células de la granulosa modifican su patron de
transcripcion y sintesis de proteinas (Richards, 1994), induciendo la diferenciacion de las
células del cumulus (Shimada et al., 2012).

Histéricamente se ha considerado que el proceso de maduracion es controlado por
las células somaticas que rodean el ovocito; sin embargo en los Ultimos afios se ha
descripto que el ovocito tiene un rol activo y que existe un eje de comunicacién
bidireccional entre ambos tipos celulares (Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2004). EI AMPc vy el
GMPc actaan como factores inhibidores que difunden desde las células de la granulosa y
del cumulus hacia el ovocito mediante las uniones gap que se mantienen entre estas
células (Richard, 2007). Con el pico de LH se produce la activacion de protein quinasas
activadas por mitégenos (MAPKSs). Estas enzimas fosforilan a proteinas que intervienen
en las uniones gap, obstruyendo la comunicacién entre el ovocito y las células del
cumulus, disminuyendo de esta manera las sefales inhibitorias (Sun et al., 2009). Sin
embargo, se sabe que la maduraciéon meiética es independiente del estimulo hormonal ya
gue cuando los ovocitos son removidos de los foliculos antrales, eliminando de esta
manera la comunicacion con las células de la granulosa y cultivados in vitro en ausencia
de gonadotrofinas, maduran espontdneamente hasta Mll (Sorensen y Wassarman, 1976;
Downs, 1993).
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El factor promotor de la maduracién (FPM) es un heterodimero formado por dos
subunidades ciclina B1 y una subunidad catalitica p34 (Liang et al., 2007; Solc et al.,
2010) que desempefia un papel importante en la reanudacion de la meiosis, siendo clave
en la RVG (Liang et al., 2007). Los sustratos sobre los que actda son: a) la histona H1,
cuya fosforilacién interviene en la condensacion de los cromosomas, b) las laminas que
forman una malla fibrilar sobre la cara interna de la membrana nuclear y cuya fosforilacion
provoca la despolimerizacidn y consiguiente ruptura de la membrana al fin de la profase y
c) la nucleolina (N° 38 o B23) que al ser fosforilada por el FPM provoca el desensamblaje
del nucléolo durante la division celular (Peter et al., 1990; Belenguer et al., 1990;
Josefsberg et al., 2000).

La maduracion citoplasmatica incluye aquellos eventos que infunden en el ovocito
la capacidad para completar la maduracién, la fecundacion, la implantacién y el normal
desarrollo embrionario y fetal (Gandolfi y Gandolfi, 2001; Sirard et al., 2006). En términos
generales la maduracién citoplasmética se refiere a la acumulacion de ARNm, proteinas,
sustratos y nutrientes, asi como al incremento de los contenidos de Ca*?y antioxidantes,
que se requieren para favorecer la competencia del ovocito y los cambios
ultraestructurales que se refieren a la reorganizacion de organelas y citoesqueleto
(Gandolfi y Gandolfi, 2001; Krisher, 2004; Sirard et al., 2006). Para que la maduracion
citoplasmética ocurra es necesaria aun la comunicacion entre las células del cumulus y el
ovocito (Krisher, 2004).

A su vez, factores secretados por el ovocito modificarian el metabolismo de las
células del cumulus estimulando la sintesis de acido hialurénico y la consecuente
expansion o mucificacién del cumulus (Gilchrist et al., 2004). La mucificacién del cumulus
produce pérdida parcial de adhesividad entre las células y adelgazamiento de las
proyecciones citoplasmaticas que conectan con la gameta. El volumen del foliculo
aumenta rapidamente en las horas previas a la ovulacién y se produce edema en el area
folicular, lo que genera a su vez una cohesion mas laxa de las células de la teca.

Los eventos mencionados permiten la expulsién y salida del complejo ovocito-
cumulus (COC) del ovario y su captacion por el infundibulo oviductal, en el cual
permanecera en arresto meiotico hasta que el ovocito sea fecundado (figura 2).

Cuando los ovocitos son removidos del foliculo antral antes de su ovulacién, éstos
reanudan la meiosis de forma espontanea completando la primera divisibn meiética y
quedando arrestados en Mil. Este efecto fue descripto por primera vez en conejo (Pincus

y Enzmann, 1935) y luego generalizado a otros animales domésticos (Edwards, 1965).
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Esta pseudomaduracion que ocurre por la remocion del ovocito del foliculo antral
no induce una correcta maduracion citoplasmatica, que es necesaria para la adquisicion
de la competencia de desarrollo (Sirard et al., 2006). Si bien los ovocitos madurados in
vitro o in vivo tienen porcentajes similares de maduracién nuclear, fecundacion y clivaje,
existen diferencias en el potencial de desarrollo del embrion, que se expresa en los dias 4
y 5 de cultivo embrionario (Sirard y Coenen, 2006). Mientras que el porcentaje de prefiez
a partir de ovocitos madurados in vivo es de 85%, este parametro se reduce a un tercio

cuando la maduracion se realiza in vitro (Harper y Brackett, 1993).

Incompetente meidtico Competente meiético
[ " )
= g%  FSH i
O w—p () =P () =—) G TH
Primario Preantral Antral Temprano Preovulatorio

¥

Maduracién y Ovulacion

Figura 2: Desarrollo del foliculo ovarico. En el estadio antral temprano el ovocito adquiere la
capacidad de madurar meiéticamente. La competencia de desarrollo la adquiriria durante el

crecimiento posterior del foliculo. Adaptado de Mehimann, 2005.

Existen evidencias de que el ovocito durante la transicion de foliculo antral a
foliculo preovulatorio atraviesa una fase de “capacitacion ovocitaria” en la cual adquiere la
habilidad de llevar a cabo el desarrollo embrionario temprano (Hyttel et al., 1997; Gandolfi
y Gandolfi, 2001; Sirard et al., 2006), etapa que se omitiria al recolectar los COCs de
foliculos en crecimiento.

Dos factores metodolégicos influyen sobre la adquisicion de la competencia
ovocitaria, por un lado el criterio de seleccién de los ovocitos para madurar y por otro lado
las condiciones de maduracion. La morfologia de los COCs se estableci6 como criterio

para seleccionar los mas adecuados para ser cultivados (Madison et al., 1992; Blondin y
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Sirard, 1995; Hazeleger et al., 1995; Hosoe y Shioya, 1997). La evaluacion morfolégica
debe llevarse a cabo bajo lupa de 40 aumentos teniendo en cuenta el aspecto del
cumulus y el del ovocito. Los COCs que se seleccionan para la MIV son aquellos que
poseen un cumulus denso y compacto y un citoplasma ovocitario homogéneo (de Loos et
al., 1989; Cetica et al., 1999; Slss y Stranzinger, 1987), ya que ha sido observada una
relacion directa entre el desarrollo del ovocito y el nimero de células del cumulus que lo
rodean (Hirao et al., 1994) (figura 3). Ovocitos desnudos, aislados de foliculos antrales y
cultivados solos o sobre monocapa de células de la granulosa tienen un desarrollo
deficiente (Eppig, 1979) o degeneran después de la fecundacién (Osaki et al., 1997;

Yamamoto et al., 1999).

Figura 3: (a) Complejos ovocito cumulus (COCs) inmaduros, presentando un cumulus denso y
compacto (20 x), (b) Ovocito inmaduro rodeado de células del cumulus que presenta un citoplasma
homogéneo (40 x).
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A pesar que la MIV de ovocitos bovinos lleva méas de 25 afios de desarrollo, el
medio de cultivo utilizado en la mayoria de los laboratorios sigue siendo Tissue culture
medium - 199 (TCM-199) (Sirard, 2011). Se trata de un medio de cultivo para células
sométicas con 200 componentes que es suplementado con suero fetal bovino (SFB),
piruvato, FSH, LH y antibi6ticos (Sirard et al., 1988). Con este sistema, se pueden obtener
porcentajes de blastocistos del 30%. Se han probado medios de cultivo definidos en
ausencia de suero, pero los porcentajes de blastocistos son similares (Ali y Sirard, 2002) a
los obtenidos con el sistema tradicional.

En la actualidad se estd trabajando sobre la induccidon de un retraso en la
maduraciéon nuclear espontanea de forma que el ovocito sea capaz de finalizar la
maduracién citoplasmatica y mejorar de esta manera los resultados de desarrollo
embrionario. Uno de los tratamientos utilizados para retrasar la maduracion nuclear es la
adicion de forscolina, que incrementa las concentraciones de AMPc, resultando en
menores tasas de Ml luego de 21 hs de cultivo por un arresto de la meiosis en estadio de
VG (Sirard y Bilodeau 1990; Bilodeau et al., 1993). En el bovino se observo que la
inhibicion de la reanudacion espontanea de la maduracién mejoré la calidad ovocitaria y

los resultados de embriones obtenidos post maduracion (Thomas et al., 2004).

6) Activacién del ovocito bovino

La fecundacién es un proceso complejo que consiste en la unién de los gametos,
la restitucién del nimero somatico de cromosomas Y el inicio del desarrollo de un nuevo
individuo. El primer reporte exitoso de MIV y FIV de bovinos fue realizado por Iritani y
Niwa en Japén (1977) y el primer nacimiento por estas técnicas combinadas fue resultado
del trabajo de Hanada et al. (1985) usando ionéforo de calcio para la capacitacion,
obteniéndose tres terneros.

El proceso in vivo ocurre en el controlado ambiente oviductal, donde existe
sincronizacion entre la ovulacion, la capacitacion espermética y los movimientos de la
musculatura lisa del ttero y el oviducto. También es condicionante para que el ovocito sea
fecundado que haya madurado citoplasmaticamente. En estado natural, la vaca es
servida por el toro durante el periodo de estro y los espermatozoides estan presentes en

el tracto reproductivo de la hembra varias horas antes de la ovulacién, que ocurre 10 - 12
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hs después del fin del estro, siendo la sobrevida de los espermatozoides eyaculados del
orden de 24 - 48 hs (Hafez y Hafez, 2002).

Luego de la fusion entre el ovocito y el espermatozoide se inician una serie de
cambios morfolégicos y bioquimicos que dan lugar a la activacién del ovocito (Okitsu et
al., 2001) cuyos dos eventos principales son la exocitosis de los granulos corticales y la
reanudacion de la meiosis. El nucleo haploide del espermatozoide se transforma en el
pronutcleo masculino; el ovocito arrestado en la metafase de la segunda division meiotica
completa la meiosis y el complemento haploide de cromosomas se transforma en el
pronucleo femenino; comienza una intensa sintesis de ADN en ambos pronucleos durante
varias horas y cuando estan completamente desarrollados se dirigen hacia el centro del
ovocito, se desintegran sus envolturas nucleares y sus cromosomas se unen antes de la
primera division mitotica donde se considera que finaliza la fertilizacion y comienza el
desarrollo embrionario.

Ademas de los dos efectos principales de la activaciéon (reanudacion de la meiosis
y exocitosis de los granulos corticales), se removerian o0 enmascararian proteinas
inhibitorias en el ooplasma dando lugar al aumento de actividad de las vias oxidativas, el
metabolismo lipidico, la respiracién celular y la sintesis proteica y de acidos nucleicos
(Epel, 1990; Wassarman y Albertini, 1994b; Chian et al., 1999; Ruddock et al., 2000). La
sintesis de proteinas y acidos nucleicos consume ATP, con el consecuente aumento de
ADP que estimula la respiracion celular.

Los ovocitos madurados in vitro también pueden activarse partenogenéticamente
mediante estimulos fisicos y quimicos como corrientes eléctricas (Tarkowski et al., 1970),
hialuronidasa (Graham, 1970; Kaufman, 1973), ionéforos de calcio (Steinhardt et al.,
1974; Ware et al., 1989; Chian y Sirard, 1995), etanol (Cuthbertson, 1983; Nagai, 1987;
Stice et al., 1994), inhibidores de la sintesis proteica (Eusebi y Siracusa, 1983; Clarke y
Masui, 1983; Presicce y Yang, 1994) e inhibidores de la fosforilacién de proteinas (Meijer
y Pondaven, 1988; Neant y Guerrier, 1988; Szollosi et al., 1994; Moses y Masui, 1994;
Susko-Parrish et al., 1994; Liu et al., 1998; Van de Velde et al., 1999).

La produccidon de embriones in vitro, independientemente del tipo de activacion
utilizado, aun no es satisfactoria, obteniéndose resultados que varian entre el 30 y el 50%
de blastocistos a los 7 — 8 dias de desarrollo mediante FIV (Lim et al., 2007, Shirazi et al.,
2009). A su vez, la activacién quimica presentd tasas significativamente mas bajas

comparada con la FIV (Ruggeri et al., 2012), demostrando que el proceso de activacion
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de ovocitos es un factor esencial para la eficiente produccion de embriones por

transferencia nuclear de células sométicas (Wells et al., 1999).

7) Especies reactivas del oxigeno y estado redox

Especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) es el
término que se utiliza para denominar a radicales libres como el anién superoxido (0,7) o
el radical hidroxilo (OH") y a las especies activadas del oxigeno que no son radicales
libres, pero si potentes oxidantes, como el peréxido de hidrégeno (H,O,). El término
también incluye especies moleculares derivadas de la reaccion entre radicales centrados
en carbono y oxigeno molecular (O,), como los radicales peroxilos (ROO), radicales
alcoxilos (RO’ e hidroperéxidos organicos (ROOH) y potentes oxidantes como el
peroxinitrito (ONOQO"), considerado a su vez especie reactiva del nitrégeno por derivar del
oxido nitrico (ON) y el acido hipocloroso (HOCI) (tabla 1).

Especies reactivas del oxigeno (ROS) Especies reactivas del nitrégeno (RNS)

Radicales libres No radicales Radicales libres No radicales
Anion superéxido Peréxido de Oxido nitrico (ON") Acido nitroso
(09 hidrégeno (H.0,) (HNO,)
Hidroxilo (OH") Acido hipocloroso | Diéxido de nitrégeno | Triéxido dinitrégeno
(HOCI) (NO?) (N2O3)
Peroxilo (LOy) Oxigeno singlete Tetroxido

dinitrégeno (N,Oy)

Alcoxilo (LO") Peroxidos lipidicos Peroxinitrito
(ONOO)
Hidroperoxilo Ozono (O,) Alquil peroxinitritos
(HOY) (LOONO)

Tabla 1: Especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno (Adaptado de Darley - Usmar et al., 1995).
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Las ROS son moléculas muy reactivas, capaces de oxidar lipidos de membranas
celulares, proteinas e hidratos de carbono, dafiar acidos nucleicos y despolimerizar el
acido hialurénico, teniendo asi una importante participacibn en diversos procesos
patolégicos como la inflamacion, la injuria por isquemia-reperfusion, el envejecimiento
celular y la carcinogénesis (Halliwell y Guuteridge, 1990; Cheesman, 1993; Li et al., 1997).

Los radicales libres son especies quimicas (&tomos o moléculas) de existencia
independiente, que poseen uno o mas electrones no apareados en su capa externa (Pryor
y Squadritto 1976). El electrén desapareado en el orbital externo confiere a la especie
caracter paramagneético y reactividad quimica relativamente alta debido a la tendencia de
la especie a adquirir un segundo electron. Sin embargo, la reactividad de los radicales
libres no esta sélo determinada por el nUmero impar de electrones externos, sino también
por otras caracteristicas moleculares como la capacidad para deslocalizar electrones,
propia de los anillos arométicos (Boveris, 1998).

La cadena respiratoria mitocondrial se considera como la fuente celular mas
importante en la produccion de la energia celular y de ROS, susceptible de acciones
regulatorias y toxicas y productora de moléculas de sefiales que dirigen el ciclo celular y
los procesos de proliferacion y apoptosis (Cadenas, 2004). Est4d compuesta por una serie
de transportadores de electrones (flavoproteinas, S-Fe proteinas, ubiquinona y
citocromos) con potenciales de éxido-reduccién (redox) estandar entre —0,320 y +0,380
(Wilson et al., 1974). Los transportadores se encuentran ordenados espacialmente de
acuerdo a sus potenciales redox y organizados en cuatro complejos. Los electrones
provenientes de los equivalentes de reducciéon metabdlicos (NADH o FADH,) ingresan a la
cadena de transporte de electrones a través del complejo | o el complejo I
respectivamente y son cedidos al oxigeno molecular (O,, EO’= +0,815 V) para formar H,O
en el complejo IV. En mitocondrias aisladas, han sido detectados dos sitios capaces de
formar O, en la cadena respiratoria, principalmente el sitio de ubiquinona en el complejo
lll'y los grupos flavina mononucleétido del complejo | (Turrens y Boveris 1980; Cadenas et
al., 1997).

El H,O, mitocondrial se origina como producto de la transferencia de electrones al
oxigeno para formar O, ", principalmente a nivel de ubisemiquinona (Lisdero et al., 2004;
Boveris y Cadenas, 2000) (figura 4). La generacion de H,O, esta modulada por el estado
metabdlico mitocondrial y por el estado estacionario de la concentracion de 6xido nitrico
intra mitocondrial (Boveris y Cadenas, 2000). En estado de reposo mitocondrial la

produccion de H,O, es 4 0 5 veces mayor que en estado activo (Boveris y Cadenas,
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1982). Bajas concentraciones de ON inhiben la citocromo oxidasa (cit C) en mitocondrias
de musculo y cerebro (Cleeter et al., 1994; Brown y Cooper, 1994).

Los ambientes in vitro presentan mayor concentracion de O, que aquellos in vivo y
por lo tanto en ellos se produce un aumento en los niveles de ROS (Luvoni et al., 1996).
Cuando el sistema celular antioxidante es rebasado por un aumento en la produccién de
ROS se produce una alteracion del estado redox conocido como estrés oxidativo. La
modificacion oxidativa de compuestos celulares por accibn de ROS es uno de los
procesos mas deletéreos que afectan el funcionamiento de la célula (Halliwell y
Gutteridge, 1988).

La interaccibn de ROS con los mecanismos celulares reguladores, cuando se
producen a concentraciones que no generan efectos citotdxicos, indicaria que estas

especies estan involucradas en procesos de transduccion de sefiales (Katoh et al., 1997).

Nicotinamida
nucleétido
transhidrogenasa

NAD' | _/Q\/ O 0O Membrana
NADH NAD* mitocondrial
interna
NADP*
GSSG H,0,
Glutation
reductasa Glutatién peroxidasa
v
NADPH 2 GSH H,0

Figura 4: Produccion mitocondrial de superéxido y su eliminacién. El O,  se forma en
reacciones secundarias en los Complejos | y Ill, a medida que el radical ubiquinona parcialmente
reducido (Q") cede un electron al O,. El glutation reducido (GSH) cede electrones para la
produccion del H,O, y de residuos de cisteina oxidados (-S-S-) en proteinas y el GSH se regenera
a partir de la forma oxidada (GSSG) por reduccion con NADPH. Adaptado de Nelson y Cox, 2008.
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Luego de generarse O," se produce una cascada de formacion de ROS, algunas
de las cuales funcionan como moléculas clave en sistemas de transduccion de sefales,
para lo cual son ideales ya que son de bajo peso molecular, difunden distancias cortas y
presentan diversos mecanismos de produccién y remocion dentro de la célula (Hancock et
al., 2001). Tanto las ROS como las RNS son (tiles normalmente como moléculas
sefalizadoras, pero son tdxicas en exceso; algunos de los mecanismos de defensa
endogenos frente a las RNS pueden generar moléculas potencialmente citoprotectoras
como nitrosotioles (Darley-Usmar et al., 1995). En células vegetales, se ha observado que
el H,O, y el ON funcionan en forma concertada con otras moléculas sefializadoras que
podrian ser constitutivas o aumentar su concentracion o actividad durante una situacion
de estrés (Neill et al., 2002).

El estado redox describe la suma de las interacciones entre las formas oxidadas y
reducidas de una variedad de moléculas, incluyendo NAD(P):NAD(P)H; FAD:FADH,.
GSH:GSSG (Harvey et al., 2002; Herrick et al., 2006). En diversos tipos de células, el
estado redox intracelular participa en la regulacion de enzimas probablemente
involucradas en mecanismos de transduccion de sefiales (Baker y Aitken, 2004; Hancok
et al., 2001). A concentraciones fisioldgicas, el O,", el H,O, y el ON son consideradas las
especies reactivas mas importantes que participan de reacciones redox en diversos
procesos biolégicos (Hancok et al., 2001). El ON y O, generan ONOO" en la matriz
mitocondrial, mediante una reaccién muy rapida de difusion controlada (Beckman, 1990;
Kissner et al., 1997).

Se ha determinado que las reacciones redox son importantes en la regulacion de
la fosforilaciébn en tirosina de proteinas dado que los agentes de remocion de ROS
(scavengers), como la superédxido dismutasa (SOD) o la catalasa, evitan esta modificacion
postraduccional, mientras que el agregado exégeno de H,O, o la combinacion de xantina

y xantina oxidasa (XOD) la promueven (Aitken et al., 1995; Leclerc et al., 1997).

8) Especies reactivas del oxigeno y estado redox en sistemas reproductivos

El papel de las ROS en los procesos relacionados con la manipulacion y el cultivo
de gametas y embriones in vitro es contradictorio. En el ratén se propuso que las ROS
serian responsables del arresto meiético del ovocito (Downs y Mastropolo, 1994). En el

bovino, se observé que la maduracion de ovocitos en medios ricos en glucosa con altas
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tensiones de oxigeno aumenta la produccion de ROS afectando su competencia de
desarrollo (Hashimoto et al., 2000). Sin embargo, la suplementacion del medio de
maduracién con antioxidantes (acido ascérbico, B-mercaptoetanol, SOD) no aumenté la
competencia de maduracién ni de desarrollo embrionario del ovocito (Blondin et al., 1997).
Por el contrario, el mantenimiento de un ambiente antioxidante durante la maduracion
redujo la capacidad de maduracién nuclear y/o citoplasmatica del ovocito en la rata y el
bovino (Takami et al., 1999; Dalvit et al., 2005) (figura 5). Del mismo modo, la adicién de
antioxidantes al medio de FIV afect6 negativamente el proceso de fecundacion en el
bovino (Blondin et al., 1997; Dalvit et al., 1998).

Se ha propuesto que ciertos niveles de ROS serian necesarios para desarrollar
una mejor capacidad de maduracién del ovocito. Un adecuado nivel de O, seria
beneficioso durante la MIV de ovocitos bovinos para aumentar su competencia de
desarrollo (Blondin et al., 1997). El ON a bajas concentraciones aumenté la tasa de
maduracion meiética de ovocitos de raton (Bu et al., 2004). También se ha propuesto que
niveles fisiologicos de O, y de H,O, serian necesarios para optimizar la interaccion

espermatozoide-ovocito (Luvoni et al., 1996; Blondin et al., 1997).

Factores endocrinos y paracrinos Soporte de células somaticas

—

\/

Estado de estrés oxidativo

Condiciones de cultivo | =) del ovocito durante la
maduracioén in vitro

Sustratos energéticos

—

\l
Suero fetal bovino y otros suplementos Suplementos antioxidantes

VARV

Figura 5: Factores que influyen en el estado de estrés oxidativo del ovocito durante la maduracion
in vitro (Combelles, 2009).

Se requiere integridad mitocondrial para lograr la competencia de desarrollo del
ovocito de mamiferos. La fosforilacion oxidativa es la principal fuente de sintesis de ATP
en el ovocito maduro no fecundado. En ovocitos de ratén, se determind un intimo

acoplamiento entre la produccién de ATP mitocondrial y la demanda celular. La
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generacién de ATP mitocondrial es esencial para mantener sefiales de Ca™ necesarias
para la maduracion e iniciar el desarrollo del embrion (Dumollard et al., 2004).

El ON tiene un papel clave en la maduracion de ovocitos y en la embriogénesis
(Sengoku et al., 2001); el sistema 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)-6xido nitrico
(GMPc) (Nakamura et al., 2002) y el ON derivado de la éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) (Jablonka-Shariff y Olson, 2000) estarian participando en la maduracién meiética
del ovocito.

En ovocitos de ratén, se utilizaron agentes farmacoldgicos para perturbar la
fosforilacion oxidativa mitocondrial, determinando que hay una utilizacion de O,
dependiente de la fosforilacién oxidativa y otra independiente, insensible a efectores de
cadena respiratoria (Trimarchi et al., 2000).

En el bovino se observé un aumento gradual en los niveles de ROS desde el
estadio de dos células al de mérula tardia, que podria depender de los cambios en el
metabolismo del embrion durante su desarrollo (Dalvit et al., 2005). A su vez, se ha
demostrado que el consumo de O, disminuye en el blastocisto expandido debido a que en
este estadio, la glucdlisis comienza a contribuir a la produccion de ATP (Thompson et al.,
1996, 2000). Ese cambio en el consumo de O, coincide con el inicio de la diferenciacion
celular en el embrion, que podria también generar la adquisicibn de autonomia del
genoma embrionario para inducir la sintesis de enzimas que forman parte del sistema
antioxidante celular (Dalvit et al., 2005).

Un estudio reporté que altas concentraciones de ROS en el liquido folicular estan
correlacionadas con pobre calidad ovocitaria y una consecuente disminucion de la
formacion de embriones (Das et al., 2006). Otro estudio sostuvo que un umbral de estrés
oxidativo en el liquido folicular estaria relacionado con el nimero de ovocitos que
degeneran y con la tasa de clivaje embrionario (Pasqualotto et al., 2004). Sin embargo,
también se documentd una correlacion positiva entre una elevada concentracion de ROS
y las tasas de prefiez (Attaran et al., 2000). A su vez, la peroxidacién lipidica se
correlaciond con las tasas, pero no con la maduracion y fecundacién de ovocitos y la

calidad embrionaria (Wiener-Megnazi et al., 2004).
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Hipotesis

Hipotesis general

Si bien la maduracién in vitro de los COCs bovinos podria predisponer a una
mayor produccion de ROS y propiciar su propagacion debido a la peroxidacion lipidica, es
importante discriminar la influencia que tienen las diferentes ROS y determinar su

participacién como sefiales intracelulares en este proceso.

Hemos determinado que en el bovino los niveles de ROS aumentan abruptamente
desde el estadio de ovocito maduro hasta el estadio de embrion clivado de 2 células. Sin
embargo, la suplementacién del medio de fecundacion con antioxidantes demostré ejercer
un efecto adverso en la tasa de clivaje embrionario, sugiriendo que ciertos niveles de ROS
desempefian una importante funcion en el proceso. Este aumento de ROS podria deberse
al cambio metabdlico sufrido por el ovocito al activarse por la fecundacién o
partenogenéticamente. Por lo tanto, la determinacién de la produccion de ROS y la
variacion del estado redox durante la FIV contribuira a dilucidar la implicancia de estos

compuestos en el proceso.

Hipotesis particulares

El GSH forma parte del sistema antioxidante no enzimatico, actuando en la
eliminacion de perédxidos y en el control de la concentracién intracelular. La limitacion del
nivel de peréxidos podria conducir a incrementar la competencia del ovocito, evitando el

dafio peroxidativo in vitro y permitiendo su participacion en sefiales intracelulares.

El nivel de estrés oxidativo detectado en la maduracion de ovocitos, estaria
indicando que el H,O, y/o el ON podrian desencadenar sefales intracelulares en la

regulacion del proceso. La iNOS y/o eNOS, actuarian como moduladores en la MIV.

La maduracién de ovocitos requiere energia oxidativa proveniente de la cadena
respiratoria mitocondrial. El estado metabdlico mitocondrial, dependiente de la carga
energeética, estaria regulando la generacion de ROS. La produccion de energia oxidativa y
ROS generadas por la cadena respiratoria mitocondrial podrian estar regulando

mecanismos involucrados en la maduracion de ovocitos.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la posible fluctuacién en la produccion de ROS durante la maduracion

y activaciéon in vitro de ovocitos bovinos en presencia de diferentes moduladores de la

generacion de ROS vy su relacién con los principales eventos de ambos procesos.

Objetivos particulares

En la maduracién de ovocitos bovinos:

Modular la produccién de GSH y determinar su efecto sobre la generacion de ROS
(Capitulo 3).

Evaluar la participacion del ON en presencia de donantes o de inhibidores de su
produccion y su aporte en la generacion de ROS (Capitulo 4).

Evaluar la participacion de la NADPH oxidasa citosolica y su aporte en la
produccién de ROS (Capitulo 5).

Determinar la influencia de sistemas de generacion (xantina + XOD) y remocion
(catalasa) de H,0O, en los niveles de produccién de ROS (Capitulo 6).

Determinar la influencia de sistemas de generacién (xantina + XOD + catalasa) y
remocion (SOD + catalasa) de O, en los niveles de produccién de ROS (Capitulo
6).

Determinar la participacion de la cadena respiratoria mitocondrial en la generacion

de ROS mediante el uso de efectores (Capitulo 7).

En la activacién de ovocitos bovinos maduros:

Analizar la variacion de los niveles de ROS debida a la activacion por
espermatozoides o por partenogénesis (ionomicina + 6-dimetilaminopurina +
citochalacina B) durante 24 hs de cultivo (Capitulo 2).

Analizar la variacion del estado redox debida a la activacién por espermatozoides

0 por partenogénesis durante 24 hs de cultivo (Capitulo 2).
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Materiales y Métodos Generales

Todos los quimicos y reactivos utilizados fueron suministrados por Sigma

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

Recoleccion de los complejos ovocito-cumulus inmaduros bovinos

Los ovarios provenientes de hembras faenadas fueron transportados en termos
hasta el laboratorio (figura 6). Los COCs inmaduros se obtuvieron por aspiracion de
foliculos ovéricos antrales (2 a 5 mm) (figura 7) y fueron seleccionados bajo lupa
estereoscopica. Se utilizaron Unicamente ovocitos completamente rodeados por un

cumulus integro y denso (clase A, Cetica et al., 1999).

Figura 6: Ovario bovino proveniente de una vaquillona de faena que presenta foliculos antrales con un

diametro adecuado para ser punzados y un cuerpo luteo.
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Figura 7: Puncion de foliculos antrales de ovarios bovinos provenientes de faena.

Maduracién de ovocitos bovinos in vitro

La maduracion se realizé en medio 199 con 50 pg/ml de sulfato de gentamicina,
5% de suero fetal bovino (SFB), 0,2 ug/ml de FSH y 2 ug/ml de LH bajo aceite mineral a
39°C, 5 % CO, en aire y 100 % de humedad durante 22 hs.

Durante la maduracion se realizaron tratamientos adicionando diferentes

scavengers y sistemas estimuladores de la produccion de ROS (capitulos 3 a 7).

Evaluacién de la maduracion

Los ovocitos madurados in vitro fueron denudados por suaves pasajes por pipetas
finas y/o agitacion con vortex por 1 minuto en solucion fisiolégica con 100 mg% de
hialuronidasa. Luego fueron separados de las células del cumulus, recolectandolos con
pipeta Pasteur.
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La maduracién meidtica fue evaluada por la presencia del estadio de metafase IlI:
los ovocitos denudados fueron incubados en una solucién hipoténica de citrato de sodio al
1% durante 15 minutos a 37°C. Luego fueron fijados sobre un portaobjetos con fijador de
Carnoy, teflidos con Giemsa 5% por 15 minutos y observados bajo microscopio 6ptico a
400x y 1000x (Tarkowski, 1966). El porcentaje de maduraciébn meiotica se determiné

evaluando la presencia de la placa cromosémica en metafase Il (figura 8).

Figura 8: (a) Ovocitos bovinos madurados in vitro, presentando primer corpisculo polar (20x), (b)
Metafase Il de ovocito bovino madurado in vitro, observado mediante tincion con Giemsa luego de

la fijacion por la técnica de Tarkowski (1000x).
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Determinacién de la produccién de ROS

Los COCs fueron incubados con hialuronidasa 0,1% (m/v) en PBS durante 5
minutos a 37°C y luego los ovocitos fueron denudados con pipeta Pasteur fina. Los
ovocitos fueron incubados durante 30 minutos en PBS adicionado con BSA 3mg/ml en
presencia de 5 uM de 2’,7’-diclorodihidrodiacetato de fluoresceina (DCHFDA). Para
evaluar la actividad de esterasas, un grupo de ovocitos fue incubado por 15 minutos en
PBS adicionado con BSA 3mg/ml en presencia de 0,12 uM de diacetato de fluoresceina
(FDA). Luego de exponer ambos grupos de ovocitos al respectivo fluorocromo, fueron
lavados en PBS adicionado con BSA 3mg/ml, montados en portaobjetos y su
fluorescencia fue cuantificada a partir de microfotografia digital en un microscopio
Jenamed |l de epifluorescencia con un filtro de excitacion de 450-490 nm y un filtro de
emision de 520 nm. Las imagenes digitalizadas fueron analizadas utilizando el software
IMAGE J valorando la luminosidad individual de cada ovocito.

La técnica utilizada se fundamenta en que la membrana plasméatica es permeable
al DCHFDA, forma esterificada no polar y no fluorescente del compuesto. Las esterasas
intracelulares lo hidrolizan a la forma no polar 2’,7’-diclorodihidro fluoresceina (DCHF) que
es retenida dentro de la célula y en presencia de ROS es oxidada a la forma fluorescente
2',7’-dicloro fluoresceina (DCF). Como esta técnica depende de la actividad de esterasas
intracelulares, su actividad es determinada por la técnica de FDA. El fluorocromo penetra
libremente la membrana plasmatica y es desacetilado por las esterasas transformandose
en fluoresceina (F).

Al ser los niveles de fluorescencia de DCHFDA, gue reacciona con perdxidos,
dependientes de la actividad de esterasas intracelulares, el cociente entre la luminosidad
obtenida por DCHFDA para cada ovocito y el promedio de luminosidad por FDA de cada
tiempo fue considerado como medida relativa del nivel de ROS producido por cada
ovocito (Le Bel et al., 1992; Lane et al., 2002).
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Analisis estadistico

Los datos de produccibn de ROS fueron expresados como Unidades
Arbitrarias/ovocito/minuto utilizando media * error estandar (SEM) y las comparaciones
estadisticas realizadas por ANOVA. Los porcentajes de maduracion meibtica fueron
comparados por la prueba de Chi-cuadrado para datos no paramétricos. Valores de

p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Produccion de ROS durante la M1V de ovocitos bovinos
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INTRODUCCION

A la fecha hay reportes que presentan resultados controversiales respecto del
potencial rol de las ROS en promover o inhibir la RVG y el posterior progreso meiético de
los ovocitos de mamiferos.

En el ratén se ha observado que antioxidantes e inhibidores de la lipoxigenasa con
efectos antioxidantes bloquean la RVG en COCs y ovocitos denudados (Takami et al.,
1999). En contraste, se determind que elevados niveles de estrés oxidativo inhiben la
maduracién, mientras que el uso de melatonina como scavenger revierte ese efecto y
protege a los ovocitos del arresto meiético inducido por el estrés (Tamura et al., 2008).
Durante la MIV porcina, el estrés oxidativo inducido por el sistema hipoxantina-XOD
reduce la tasa de MIl, mientras que la inhibicion de la SOD resulta en una reduccién adn
mayor del progreso meidtico (Tatemoto et al., 2004).

Diversos estudios proponen que las concentraciones de ROS en el liquido folicular
pueden ser el resultado de rangos fisiol6gicos de agentes pro-oxidantes que serian
necesarios para el normal desarrollo del ovocito (Combelles, 2009). Es decir que niveles
fisiologicos de ROS serian indicativos de ovocitos saludables, mientras que
concentraciones excesivas denotarian un estado de estrés oxidativo, que podria
comprometer los resultados de la FIV (Attaran et al., 2000; Agarwal et al., 2003;
Pasqualotto et al., 2004; Wiener-Megnazi et al., 2004).

El liquido folicular contiene también antioxidantes y se considera a la capacidad
antioxidante total (TAC) como un marcador predictivo de una exitosa FIV (Pasqualotto et
al., 2004). El efecto benéfico del liquido folicular frente al dafio oxidativo se deberia en
parte a una elevada actividad de isoenzimas de SOD, que actlan como importantes
scavengers de radicales libres. En porcinos se ha propuesto una relaciéon entre una
actividad incrementada de SOD en el liquido folicular y un aumento en la tasa de
maduracién citoplasmatica del ovocito (Tatemoto et al., 2004). En humanos, una alta
actividad de SOD se asocié a ovocitos que no pudieron ser fecundados (Sabatini et al.,
1999), pero concentraciones fisioldégicas de otra enzima antioxidante, glutation peroxidasa
dependiente de selenio, presentaron una correlacion positiva con las tasas de FIV
(Paszkowski et al., 1995).

La presencia en el liquido folicular de agentes pro y antioxidantes es relevante
para la MIV. Por lo tanto, una aproximacion a mejorar las tasas de maduracién podria ser

aportar en el medio de cultivo una composiciéon similar de antioxidantes a la que se
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encuentra in vivo (Sabatini et al., 1999; Kodaman y Behrman, 2001). Sin embargo,
reproducir en los medios de MIV la exacta proporcion fisiolégica de agentes anti y pro-
oxidantes encontrada en el liquido folicular podria no ser suficiente para contrarrestar el
mayor estrés oxidativo que puede presentarse in vitro. Los radicales libres generados
durante el metabolismo celular in vivo pueden ser controlados por las defensas
antioxidantes del foliculo, especialmente por las actividades metabdlica y secretoria de las
células de la granulosa, asi como por el microambiente que rodea al foliculo,
proporcionado por la circulacién (Combelles, 2009).

Diversos estudios han demostrado la expresion de antioxidantes a lo largo del
cultivo in vitro de ovocitos y COCs. Para que el embrion adquiera la competencia de
desarrollo, seria importante también que los antioxidantes sean almacenados en el
ovocito (como ARNm o proteinas) durante el crecimiento y la maduracion (Combelles,
2009). En células somaticas existen precedentes de regulacion de la sintesis de
antioxidantes en etapas pre y post traduccionales (Forsberg et al.,, 1996; Brown et al.,
2004; Rhee et al., 2005). Esto podria ser relevante para los ovocitos durante la
maduracion, en la cual prevalecen la regulacién durante la traduccion y en las etapas
postraduccionales (Oh et al., 2000; Eichenlaub-Ritter y Peschke, 2002; De la Fuente,
2006).

Se encontr6 ARNm que codifica para glutation peroxidasa, SOD dependiente de
Cu/Zn (Cu/Zn-SOD), SOD dependiente de Mn (Mn-SOD) y y-glutamilcisteina sintetasa
(enzima importante para la sintesis de GSH) tanto en ovocitos inmaduros como maduros
de ratén (El Mouatassim et al., 1999). A su vez, en humanos se documentoé la regulacion
de los transcriptos de glutation peroxidasa y Mn-SOD mediante poliadenilacion (El
Mouatassim et al., 1999). En bovinos, se ha reportado que existen ARNm de Cu/Zn-SOD
y Mn-SOD en ovocitos inmaduros y madurados in vitro (Lequarre et al., 2001). Con
respecto a catalasa, se ha encontrado ARNm en ovocitos fecundados de ratén y bovino
(Harvey et al., 1995), pero no en ovocitos humanos ni en VG ni en Mll (El Mouatassim et
al.,, 1999). A su vez, se detectd actividad de catalasa en ovocitos bovinos inmaduros y
madurados in vitro (Cetica et al., 2001).

La presencia de enzimas antioxidantes en diversas especies de mamiferos sugiere
que los mecanismos de defensa se conservan y serian importantes para los Gltimos pasos
de la maduracion del ovocito (Combelles, 2009). En bovinos, los ovocitos madurados in
vitro presentan niveles significativamente mayores de ARNm de Mn-SOD, Cu/Zn-SOD y

sarcosina oxidasa que los madurados in vivo (Lonergan et al., 2003), lo cual significaria
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que hay una induccion de la transcripcion para proteger al ovocito frente al dafio oxidativo.
Estos resultados también podrian indicar una inapropiada degradacion del ARNm materno
previa a la activacion del genoma embrionario. Es interesante también que el ARNm
mitocondrial de Mn-SOD se expresa a mayores niveles en ovocitos derivados de
pequefios foliculos (antes y después de la MIV) en comparacibn con ovocitos
recolectados en el momento del pico de LH y luego madurados in vitro (Lonergan et al.,
2003). Estos reportes sugieren diferencias en la expresidon de antioxidantes,
principalmente Mn-SOD, en ovocitos que varian en cuanto a su competencia de
desarrollo.

Es relevante la demostracion que la inhibicién de la meiosis previa a la MIV esta
asociada a cambios en la poliadenilacion del ARNm y la expresién de genes de glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y Mn-SOD, las cuales responden a regulacién por
oxidacién (Gomez et al., 2004; Lequarre et al., 2004). Durante el arresto meiético, se ha
encontrado menor cantidad de transcriptos de Mn-SOD. A su vez, la concentracién de
Mn-SOD disminuye luego de la MIV, pero es mayor en ovocitos previamente arrestados
gue en los no arrestados (Gomez et al., 2004). Las concentraciones de G6PDH se
incrementan luego del arresto meiotico, pero los ovocitos que no sufren el arresto
expresan mayor concentracion de esta enzima al final de la MIV que los ovocitos no
arrestados (Gomez et al., 2004).

En estudios previos hemos detectado una fluctuacion en la actividad oxidativa y
mitocondrial en ovocitos bovinos durante la MIV, presentando ambos parametros
variaciones similares con una alta correlacién (Gutnisky et al.,, 2012). La actividad
oxidativa mostré un incremento a las 15 y 22 hs de cultivo, coincidiendo con eventos clave
de la maduraciéon como la formacién de la placa metafasica de la primera division meiética
y la extrusién del primer corpusculo polar respectivamente (Gordon et al., 1994; Gutnisky
et al., 2012). A su vez, se ha documentado que la sintesis de proteinas aumenta 3 veces
durante la metafase | comparada con la RVG (Ferreira et al., 2009), sugiriendo que el
incremento en la actividad oxidativa que observamos a la hora 15 estaria relacionado con
la sintesis de nuevas proteinas.

Hemos observado también que las tinciones de Redox-Sensor Red (niveles
oxidativos) y Mitotracker Green (actividad mitocondrial) estdn estrechamente co-
localizadas en el citosol del ovocito en bovinos (Gutnisky et al., 2012). Esta relacion puede

ser el resultado de un incremento de agentes reductores citosélicos como lactato y malato
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en el ovocito y es congruente con el patrén caracteristico de células metabdlicamente
activas (Chen y Gee, 2000).

Los reportes aparentemente contradictorios encontrados en la bibliografia y los
resultados previos de nuestro grupo justifican la necesidad de profundizar la investigacion
para determinar si las ROS desempefian un rol importante en el progreso meiético y/o en
la maduracion citoplasmatica del ovocito. Por lo tanto, este capitulo tuvo como objetivo
determinar la posible fluctuacién de los niveles de ROS durante la MIV de ovocitos

bovinos y su relacién con los principales eventos de este proceso.

MATERIALES Y METODOS

Determinacién de la produccién de ROS

Para determinar si existe una fluctuacion en los niveles de ROS del ovocito
durante la MIV se realizaron determinaciones de su produccion mediante la técnica de
DCHFDA en intervalos de 2 hs durante todo el proceso. El cociente entre la luminosidad
obtenida por DCHFDA para cada ovocito y el promedio de luminosidad por FDA de cada
tiempo fue considerado como medida relativa del nivel de ROS producido por cada
ovocito (figura 8).

Figura 8: (a) Ovocitos bovinos denudados tefiidos con FDA, (b) Ovocitos bovinos denudados
tefiidos con DCHFDA (100x).
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RESULTADOS

Determinacion de la produccién de ROS durante la maduracién in vitro

La produccién de ROS, expresada como cociente entre la luminosidad registrada
por las técnicas de DCHFDA y FDA (DCHFDA: FDA), demostré ser fluctuante durante el
cultivo in vitro. Se detecté una disminucién significativa en los niveles de ROS a partir de
las 2 hs de la MIV comparado con la hora 0 (p<0,05). Mas alla de este punto, los niveles
de ROS presentaron pequenfas fluctuaciones hasta las 18 hs y aumentaron hasta valores

similares a los observados a la hora 0 recién al final de la maduracioén (figura 9).

310 a

270

230

190

Unidades arbitrrias/ovocito/minuto

150
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Horas
Figura 9: Produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)/actividad de esterasas durante la
maduracion in vitro. Los valores son el cociente entre los valores de las técnicas de 2°,7"-
diclodihidro diacetato de fluoresceina (DCHFDA) y diacetato de fluoresceina (FDA) y estan

expresados como media de Unidades Arbitrarias/ovocito/minuto + SEM. n= 282 ovocitos. Valores

con diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05).

La actividad de esterasas, determinada por FDA, no presenté diferencias

significativas en los diferentes tiempos evaluados durante la MIV (figura 10).
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Figura 10: Actividad de esterasas determinada por diacetato de fluoresceina. Los valores estan
expresados como media de Unidades Arbitrarias/ovocito/minuto £+ SEM. n=88 ovocitos. Los valores

no difieren significativamente.

A las 18 hs de maduracion el porcentaje de ovocitos que presentd protrusion del
primer corpusculo polar fue de 80% (19/24 ovocitos) y a las 22 hs el 87% alcanzé el

estadio de metafase Il (26/30 ovocitos).

DISCUSION

Por primera vez se determind la produccion de ROS durante la MIV de una gameta
de mamifero, observandose una fluctuacion caracteristica a lo largo del proceso. Estudios
previos informaron que los niveles de ROS no difieren entre ovocitos bovinos inmaduros y
madurados in vitro (Cetica et al., 2001). En el presente trabajo estos datos fueron
corroborados, sin embargo se observé una significativa fluctuacion de los valores de ROS
durante las 22 hs que dura el proceso de MIV.

Previamente, fue demostrado que el consumo de oxigeno se incrementa a lo largo
de la MIV (Sutton et al. 2003), siendo la fosforilacién oxidativa mitocondrial la principal

fuente de ATP en el ovocito no fecundado (Dumollard et al., 2004). Esto coincide con
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nuestros trabajos previos, en los que hemos detectado fluctuaciones altamente
correlacionadas en la actividad oxidativa y mitocondrial en ovocitos bovinos durante la
MIV (Gutnisky et al., 2012). Por lo tanto, la significativa fluctuacion observada en los
niveles de ROS durante las 22 hs de cultivo podria atribuirse a variaciones en la actividad
metabolica del ovocito en las diferentes fases de la maduracion, con una activa
participacion de la cadena respiratoria.

En la maduracién de ovocitos bovinos, la sintesis de proteinas es requerida en 4
etapas diferentes: (1) para la ruptura de la vesicula germinal (6 hs); (2) para proceder
hacia el estado de metafase | (MI); (3) durante un corto periodo de tiempo durante la MI
(12 hs) y para mantener la configuracién de la Mll (18 hs, protrusion del primer corpusculo
polar) (Sirard et al., 1989). Por lo tanto, consideramos que estos son los eventos
principales para la adquisicion de la competencia de desarrollo del ovocito.

En el ovocito de raton, a su vez, se observaron tres picos en los cuales aumentan
los niveles de ATP citosdlicos y mitocondriales separados por dos periodos de menos
produccion de ATP. El primer incremento ocurre durante la RVG, el segundo durante la
migracion del huso meiético y el tercero en la transicion entre Ml y MIl (Yu et al., 2010).
Los incrementos en los niveles de ATP observados por los autores, coinciden entonces
con los eventos en los que en el bovino aumenta la sintesis proteica y con las
fluctuaciones observadas en la actividad oxidativa y mitocondrial por nuestro equipo en
trabajos previos.

Por lo tanto, la significativa disminucion en la generacién de ROS entre las 2 y las
18 hs de maduracién podria corresponder a un periodo que demanda una alta produccion
de energia por parte de la cadena respiratoria para la sintesis de proteinas requerida
durante las fases preparatorias para los eventos principales de la MIV. Este resultado
coincide con lo observado en otros modelos celulares, en los cuales se determiné que la
producciéon de H,O, en la fase de reposo (estado 4) de la cadena respiratoria es
aproximadamente 4 a 5 veces mayor que en la fase activa (estado 3), lo cual indica que el
generador de H,O, es un componente de la cadena respiratoria que modifica su actividad
en la transicion de estado 4 a estado 3 (Boveris y Cadenas, 1982).

La variacion en las concentraciones de ROS observadas durante la maduraciéon
también podria disparar eventos de sefializacion implicados en el progreso meiotico,
como fue demostrado en otros procesos celulares (Irani et al., 1997; Finkel, 1998; Forman
y Torres, 2002). Ha sido propuesto que las ROS intervendrian en diferentes mecanismos

de transduccion de sefales y en vias de sefializacién intracelular que regularian la
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relacion de fosforilacion/defosforilacion, actividad de MAPK, fosfolipasas, factores de
transcripcion y estado de 6xido-reduccion, entre otros (Hancock et al., 2001).

En conclusién, hemos determinado por primera vez que existe una significativa
fluctuacién en los niveles de ROS durante las 22 hs de MIV, coincidente con las
variaciones en la actividad oxidativa previamente observadas y con los eventos
fisioldgicos clave del proceso de maduracion. En base al perfil observado en los niveles
de ROS durante la maduracion in vitro, se podrian conducir futuros estudios que permitan
modular los niveles de ROS producidos por el gameto femenino en durante los eventos
clave del proceso para dilucidar si las fluctuaciones responden solamente a las
variaciones en la actividad metabdlica o si estos compuestos intervienen ademas en

sistemas regulatorios o de sefalizacion.
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Capitulo 2

Produccion de ROS y estado redox: en la activacion de ovocitos bovinos in vitro
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INTRODUCCION

En bovinos, la activacién es un factor fundamental para la exitosa produccion de
embriones reconstruidos por transferencia nuclear de células sométicas (Wells et al.,
1999), partenogénesis e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (Motlik
et al., 2002).

La 6-dimetil amino purina (6-DMAP) es un inhibidor de la sintesis proteica y de la
fosforilacion de serinal/treonina quinasas que previene la reacumulacion de FPM
reduciendo la actividad de la Cdc2 quinasa (Alberio et al., 2000) e induce la activacion
diploide de ovocitos en metafase Il previniendo la separacién de los cromosomas y la
extrusion del segundo corpusculo polar (Liu et al., 1998). La citocalasina B permite la
segregacion de los cromosomas, pero no la citocinesis, resultando en cigotos diploides
con dos pronucleos (Presicce y Yang, 1994, Liu et al., 1998).

En la actualidad existe evidencia que demuestra que las ROS tienen una
importante participacion en la regulacién de todos los pardmetros de funcion espermatica
analizados, incluyendo movilidad, capacitacion, interaccibn espermatozoide-zona
pellucida, reaccidon acrosomal y fusion espermatozoide-ovocito (Baker y Aitken, 2004;
Rivlin et al., 2004). En el bovino, las ROS tendrian un rol en la capacidad fecundante del
espermatozoide asi como en la interaccion entre el espermatozoide y el ovocito
(Gongalves et al., 2010).

A su vez, se sabe que diversos factores de transcripcion involucrados en procesos
de desarrollo estan regulados por el potencial redox intracelular (Dickinson y Forman,
2002; Funato et al., 2006; Imai et al., 2000; Liu et al., 2005, Rahman et al., 2004; Zhang et
al., 2002). El descubrimiento reciente de que estos factores son sensibles a la oxidacién
por ROS o S-glutationilacion y que requieren NAD(P)H o NAD(P)" ha abierto nuevas
perspectivas en la regulacion del desarrollo embrionario (Dumollard et al., 2007).

Se ha observado que el estado redox y los niveles de ROS estan asociados
negativamente en la célula. Una alta actividad oxidativa celular (por ejemplo por un
incremento en la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial) esta usualmente asociada
con una menor producciéon de ROS y viceversa (Boveris y Cadenas, 1982). En el ratdn, ha
sido demostrada la importancia fundamental del estado redox y la regulacion de la
produccion ROS en el desarrollo embrionario temprano (Dumollard et al., 2007).

En el bovino, la generacion de ROS ha sido implicada como una causa importante

de un pobre desarrollo de embriones in vitro, participando en el bloqueo embrionario y la
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muerte celular (Hashimoto et al., 2000) y, a elevadas concentraciones, en el arresto
meidtico (Nakamura et al., 2002). A su vez, se ha determinado que en el ovocito es
necesaria una determinada concentracion de acido ascorbico intracelular para una normal
maduracion citoplasmatica y una adecuada competencia de desarrollo embrionario
(Tatemoto et al., 2001) y que los COCs han desarrollado estrategias antioxidantes para
controlar la produccion de ROS (Cetica et al., 2001, Tatemoto et al., 2001, Dalvit et al.,
2005a).

El objetivo de este capitulo fue analizar la variacién de los niveles de ROS vy el
estado redox debida a la activacion por espermatozoides o partenogenética durante 24 hs

de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Activacion de ovocitos maduros mediada por espermatozoides

En la FIV se utiliz6 semen congelado en pajuelas proveniente de toros Holstein de
fertilidad comprobada. El semen fue descongelado a 37°C en fluido oviductal sintético
modificado (MSOF) (Takahashi y First, 1992) adicionado con teofilina 10 mM, fue
centrifugado dos veces a 500 xg por 5 minutos y luego resuspendido en medio de
fertilizacién hasta una concentracion final de 2 x 10° espermatozoides matiles/ml. La co-
incubacién de COCs madurados in vitro y espermatozoides fue llevada a cabo en medio
IVF-mSOF, que consiste en mSOF suplementado con heparina 10 Ul/ml y albimina
sérica bovina (BSA) 5 mg/ml, bajo aceite mineral a 39°C, 5% CO, en aire humidificado
durante 24 hs.

Activacion partenogenética de ovocitos maduros

Los ovocitos madurados in vitro fueron denudados por pasaje por pipeta Pasteur
en solucion buffer fosfato salina (PBS) suplementada con BSA 3 mg/ml. Los ovocitos
fueron considerados maduros por la presencia del primer corpusculo polar. Solo los
ovocitos maduros fueron incubados en medio tyrodes-albumina-lactato-piruvato (TALP)
suplementado con BSA 3 mg/ml + ionomicina 5 uM por 5 minutos y luego en mSOF

adicionado de 6-DMAP 2 mM + citocalasina B 7,5 pg/ml por 3 hs segun lo descripto por
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Grupen et al., 2002. Luego los ovocitos fueron lavados e incubados en IVF-mSOF bajo
aceite mineral a 90% N;: 5% CO,: 5% O, en aire humidificado por 21 hs.

Determinacién del estado redox y el estadio nuclear

Para determinar el estado redox y el estadio nuclear, los ovocitos maduros y los
potenciales cigotos fueron recolectados del medio de cultivo cada 2 hs entre las 7 y las 24
hs post-activacion/inseminacion para ser denudados y posteriormente incubados en PBS
suplementado con BSA 3 mg/ml en presencia de RedoxSensor Red CC-1 1 mM
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) + Hoechst 33342 1 uM por 10 minutos a 39,5°C.
Luego, fueron lavados en PBS suplementado con BSA 3 mg/ml y colocados en una
pequefia gota sobre un portaobjetos para determinar la fluorescencia de cada célula por
medio de microfotografia digital utilizando un microscopio de epifluorescencia Jenamed Il
con un objetivo 12x y filtros de 450-490 nm (excitacion) y 570 nm (emision) para
RedoxSensor Red CC-1. Se determind la intensidad de fluorescencia de cada
ovocito/cigoto mediante el software Image J 1.240 (National Institutes of Health, Federal
Government of the United States). El estadio nuclear fue evaluado por Hoescht 33342 a
400x usando filtros de 330-380 nm (excitacion) y 420 nm (emision) (figura 11).

Demostracién de la especificidad de las técnicas de tincion:

Para demostrar la especificidad de las técnicas de RedoxSensor Red CC-1 y
DCHFDA, los ovocitos madurados in vitro fueron denudados y luego divididos en dos grupos.
Un grupo fue incubado en medio 199 adicionado con piruvato 5 mM por 2 hs, mientras que el
resto permanecio en el medio control por el mismo periodo de tiempo. Se escogi6 piruvato
para la experiencia debido a que este compuesto fue descripto como un efectivo antioxidante
fisiolégico (Upreti et al., 1998).

Los ovocitos incubados en presencia de piruvato presentaron una significativa
disminucion en la generacion de ROS respecto del control (piruvato: 606,27 + 30,97 vs
control: 989,14 + 43,24 unidades arbitrarias/ovocito; p<0,05; n= 30 ovocitos por grupo). Por
otro lado, no se detectaron diferencias significativas en la actividad oxidativa entre ambos
tratamientos [piruvato: (3,962 + 0,216). 10° vs control: (4,323 + 0,117). 10° unidades

arbitrarias/ovocito; n= 30 ovocitos por grupo].
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Figura 11: (a) Ovocito bovino madurado in vitro (puede observarse la Ml dentro del ovocito y el

corpusculo polar extruido); (b) Ovocito bovino evaluado a las 13 hs post activacibn mediada por
espermatozoides (pueden observarse los pronucleos en la regidn seleccionada). Ambos ovocitos
fueron observados mediante tincion con Hoechst 33342 (120x).

RESULTADOS

Activacion mediada por espermatozoides:

En la activacion mediada por espermatozoides, la formacion de pronucleos
comenzo a las 9 hs y alcanzé el porcentaje maximo (alrededor de 80%) a las 13-15 hs,
decreciendo luego lentamente hasta las 24 hs. El estadio de singamia comenzé a las 13 hs
y presentd una meseta (alrededor de 40%) entre las 17 y las 24 hs. Los primeros

embriones clivados se observaron a las 21 hs (figura 15a).
Activacién partenogenética:
En la activacion partenogenética, todos los ovocitos presentaron pronucleos hasta

las 17 hs y luego avanzaron hacia el estadio de singamia y el clivaje, alcanzando altos

valores (47% de singamia y 76% de clivaje) alrededor de las 19-21 hs (figura 16a).
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Determinacién del estado redox en las activaciones mediada por espermatozoides

y partenogenética:

En los ovocitos activados por espermatozoides, se observé una ligera disminucion
de la actividad oxidativa entre las 0 y las 11-13 hs y luego un incremento significativo
entre las 15 y las 19 hs (p<0,05), disminuyendo luego nuevamente (p<0,05) (figura 12A-D
y 15b). Por otra parte, en los activados partenogenéticamente, se detectdé un ligero
aumento en la actividad oxidativa a las 7 hs y luego una disminucién a las 9 hs (p<0,05),
permaneciendo baja con pequefias fluctuaciones hasta las 24 hs de desarrollo (figura
12E-H y 16b).

Figura 12: Ovocitos activados y cigotos putativos tefiidos con RedoxSensor Red CC1 (120x) (A,

B, C y D) Ovocitos activados por espermatozoides a las 0, 7, 11 y 19 hs de activacion; (E, F, G y

H) Ovocitos activados partenogenéticamente a las 0, 7, 11 y 19 hs. Barra: 50 um.

Para determinar si la variacion en la actividad oxidativa detectada en la activacion
temprana depende de la propia activacion o simplemente refleja los cambios debidos al
tiempo transcurrido desde la maduracion, se incubaron ovocitos no activados durante 24
hs, revelando una disminucion significativa entre las 11 y las 17 hs (p<0,05; figura 14a). A

su vez, a las 7 hs, momento clave de la activacion, los ovocitos activados presentaron
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valores inferiores de actividad oxidativa [activados por espermatozoides: (2,12+0,39) 10°
Unidades arbitrarias/ovocito/minuto, n= 21 ovocitos; activados partenogenéticamente:
(2,940,23) 10° Unidades arbitrarias/ovocito/minuto, n= 32 ovocitos] respecto de los no
activados [(7,20+0,15) 10° Unidades arbitrarias/ovocito/minuto, n= 45 ovocitos] (p<0,05).

Determinacion de la produccion de ROS en las activaciones mediada por
espermatozoides y partenogenética:

En la activacion mediada por espermatozoides, los niveles de ROS fluctuaron a lo
largo de las 24 hs de desarrollo, presentando picos a las 7, 19 y 24 hs (p<0,05) (figura
13A-D y 15c), mientras que en los activados partenogenéticamente los picos se
detectaron alas 7, 11y 17 hs (p<0,05) (figura 13E-H y 16c).

Figura 13: Ovocitos activados y cigotos putativos teflidos con DCHFDA (120x) (A, B, C y D)

Ovocitos activados por espermatozoides a las 0, 7, 11 y 19 hs de activacién; (E, F, G y H)

Ovocitos activados partenogenéticamente a las 0, 7, 11y 19 hs. Barra: 50 um.

Para determinar si el incremento temprano en los niveles de ROS depende de la
activacion o si se debe a un proceso de envejecimiento de los ovocitos maduros, se
cultivaron ovocitos activados y no activados y se determind la produccion de ROS en

ambos grupos durante 24 hs luego de la maduracion, observandose una disminucion
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significativa después de las 0 hs (p<0,05; figura 14b). A las 7 hs, momento clave de la
activacion en el cual se evidencian picos de produccion de ROS independientemente del
mecanismo de activacion, so6lo en los ovocitos activados se observd el incremento
[activados por espermatozoides: (2,04+0,07) 10° Unidades arbitrarias/ovocito/minuto, n=
60 ovocitos; ovocitos activados partenogenéticamente: (1,97+0,08) 10° Unidades
arbitrarias/ovocito/minuto, n= 30 ovocitos], mientras que en los no activados se
detectaron niveles decrecientes a lo largo del mismo periodo [(1,42+0,55) 10° Unidades

arbitrarias/ovocito/minuto, n=65, p<0,05].
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Figura 14: (a) Estado redox en ovocitos no activados. Los valores estan expresados como media
de Unidades Arbitrarias/ovocito/minuto + SEM. n= 180 ovocitos. *° Valores con diferentes
superindices representan diferencias significativas (p<0,05). (b) Produccién de especies reactivas
del oxigeno/ actividad de esterasas en ovocitos no activados. Los valores estan expresados como
media de Unidades arbitrarias/ovocito/minuto + SEM. n= 200 ovocitos. **¢ Valores con diferentes

superindices representan diferencias significativas.
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Figura 15: (a) Estadio nuclear de los cigotos putativos obtenidos por activacién mediada por
espermatozoides. n= 224 cigotos. (b) Estado redox en la activacién mediada por espermatozoides.
Los valores estan expresados como media de Unidades Arbitrarias/cigoto/minuto £+ SEM. n= 134
cigotos putativos. b valores con diferentes superindices representan diferencias significativas. (c)
Produccion de especies reactivas del oxigeno/actividad de esterasas en la activacion mediada por
espermatozoides. Los valores estdn expresados como media de Unidades

ab,cde

arbitrarias/cigoto/minuto + SEM. n= 1478 cigotos putativos. Valores con diferentes

superindices representan diferencias significativas.
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como media de Unidades Arbitrarias/cigoto/minuto + SEM. n= 172 cigotos putativos.
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Figura 16: (a) Estadio nuclear de los cigotos putativos obtenidos por activacion partenogenética.

n= 196 cigotos. (b) Estado redox en la activacion partenogenética. Los valores estdn expresados

ab,c

Valores

con diferentes superindices representan diferencias significativas (p<0,05). (c) Produccion de
especies reactivas del oxigeno/ actividad de esterasas en la activacién partenogenética. Los

valores estdn expresados como media de Unidades arbitrarias/cigoto/minuto + SEM. n= 458

Valores con diferentes superindices representan diferencias significativas.
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DISCUSION

Se determinaron por primera vez fluctuaciones significativas en la produccion de
ROS vy el estado redox en asociacion con eventos temporales de la activacion de los
ovocitos bovinos mediante FIV o patenogenéticamente.

En la activacién de ovocitos maduros los eventos nucleares presentaron diferentes
patrones temporales segun el tipo de activacion. En los potenciales cigotos obtenidos por
la activacién partenogenética se observé un comportamiento sincrénico hasta el clivaje, a
diferencia de lo ocurrido en los ovocitos activados por espermatozoides. La secuencia
temporal de eventos nucleares observada en ambos tipos de activaciéon son similares a
los previamente reportados en cigotos bovinos (Gordon, 1994). La diferencia observada
en los patrones es atribuida a la asincronia en la penetracién espermatica, que tarda
alrededor de 4 hs en el bovino (Jiang et al., 1991). De todas formas, la progresién nuclear
sincrénica observada en los ovocitos activados partenogenéticamente no necesariamente
redunda en un mejor desarrollo embrionario in vitro (Monaghan et al., 1993).

El incremento en la actividad oxidativa observada en los ovocitos activados por
espermatozoides entre las 15 y las 19 hs corresponde con el inicio de la formacion de los
pronudcleos y la primera division mitética, sugiriendo un aumento en los requerimientos de
energia para esos eventos. Fue demostrado que los embriones bovinos de dos células
son dependientes de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, consumiendo sustratos
oxidativos para producir ATP (Kim et al., 1993; Thompson et al., 1996). En coincidencia,
se detecté un mayor consume de oxigeno previo al clivaje (Lopes et al., 2010).

En contraste, los cigotos partenogenéticos inicialmente presentaron una alta
actividad oxidativa, que disminuyé a partir de las 7 hs de la activacion y permaneci6 baja
con pequefias oscilaciones durante el proceso de desarrollo. Este bajo nivel de actividad
oxidativa detectado podria deberse a una alteracién en la regulacién del metabolismo
citosdlico en este tipo de embriones, como por ejemplo una dependencia exclusiva de la
actividad glucolitica como fuente de ATP. Coincidentemente, en el ratén, embriones
partenogenéticos de 1-2 células presentan un menor metabolismo de la glucosa, menor
contenido de glucégeno y ATP y menor actividad de adenilato quinasa que los embriones
obtenidos por FIV (Han et al., 2008).

Esta diferencia metabdlica en el comportamiento entre ambos grupos de cigotos
podria ser responsable, en parte, de la notablemente menor competencia de desarrollo de

los ovocitos activados partenogenéticamente.
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En cuanto a la produccion de ROS, en los ovocitos activados por espermatozoides
se observaron picos antes y/o durante eventos estructurales asociados con el clivaje. El
primer pico ocurre durante las etapas preparativas para la formacion de prondcleos (7 hs),
que involucran la penetracion y la decondensacion de la cabeza espermatica, mientras
que el segundo y tercer pico estan asociados al estadio de dos prondcleos (19 hs) y a la
primera divisidn mitética (24 hs), respectivamente. Por el contrario, en los ovocitos no
fecundados los niveles de ROS disminuyeron después de las 7 hs. Estos resultados
coinciden con los reportados en cigotos de raton, en los cuales sélo los ovocitos
fecundados presentaron un incremento en la produccién de ROS, mientras que en los no
fecundados se detectaron niveles menores durante el mismo periodo de tiempo (Nasr-
Esfahani y Johnson, 1991). Fue sugerido anteriormente que ciertos niveles de ROS son
necesarios para la interaccién entre el espermatozoide y el ovocito durante la FIV bovina,
indicando que podrian desempefiar diferentes roles dependiendo del momento y los
niveles en los que estan presentes (Blondin et al., 1997).

Recientemente fue identificada una nueva clase de dioxigenasas, las proteinas de
translocacion 10-11 (Tet 1-3), que son clave para la hidroxilacién de 5-metilcitosina a 5-
hidroximetilcitosina, iniciando asi los primeros pasos a la de-metilacion del ADN
(Kriaucionis y Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009). Considerando que la de-metilacion del
ADN es un proceso clave en el desarrollo embrionario temprano inmediatamente luego de
la fecundacion y la formacion de prondcleos, quiza el incremento observado en la
produccion de ROS refleje la actividad de las proteinas Tet. Mas aun, en el bovino, los
cigotos en estadio de pronucleo presentan niveles significativos de hidroximetilcitosina en
el prondcleo masculino, pero no en el prontcleo femenino, lo cual se debe a la actividad
de la Tet 3 (Wossidlo et al., 2011).

En cigotos partenogenéticos se observaron altos niveles de ROS en relacién con
el estadio de dos pronucleos (7 y 11 hs) y el periodo previo al clivaje (17 hs), demostrando
que la produccion de ROS estaria asociada a eventos estructurales relacionados con el
desarrollo embrionario temprano, coincidiendo con lo observado en ovocitos de raton
activados partenogenéticamente (Nasr-Esfahani y Johnson, 1991).

Es interesante el comportamiento contrastante observado entre los picos de ROS
y los de actividad oxidativa en ambos tipos de activacion. Se sabe que en células
somaticas, la mitocondria en estado de reposo (estado 4) produce niveles mas elevados
de ROS que los producidos con alto consumo de oxigeno (estado 3) (Boveris y Cadenas,

1975, 1982). Durante la activacion mediada por espermatozoides se ha observado que las
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oscilaciones de los niveles de Ca*? desencadenadas por los espermatozoides estimulan la
respiracion mitocondrial (Campbell y Swann, 2006; Dumollard et al., 2003, 2004; Schomer
y Epel, 1998). Por lo tanto, la menor actividad oxidativa observada en los cigotos
partenogenéticos podria deberse a que el pico Unico de liberacion de Ca*
desencadenado por la activacion partenogenética no seria eficiente para estimular a la
mitocondria en forma consistente.

En conclusién, hemos determinado por primera vez que existen patrones
metabdlicos diferentes entre ovocitos no activados, activados por espermatozoides y
activados partenogenéticamente. Los comportamientos caracteristicos observados en la
actividad oxidativa y las fluctuaciones de la produccién de ROS son relevantes para
aumentar el conocimiento respecto de la competencia de desarrollo de los ovocitos y los

embriones tempranos.
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Capitulo 3
Participacion del GSH en la produccion de ROS, MIV y FI1”
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INTRODUCCION

El glutation es el principal compuesto sulfhidrilo no proteico en células de
mamiferos (Lafleur et al., 1994) y tiene la habilidad de ciclar entre su estado reducido
(GSH) y oxidado (disulfato de glutatién, GSSG) (figura 17), participando asi en diversos
procesos biolégicos como la sintesis de ADN y proteinas (Zuelke et al.,, 1997) y
cumpliendo un rol critico como antioxidante para el normal funcionamiento celular (De
Matos y Furnus, 2000). En las gametas masculinas y femeninas el GSH esta involucrado
en la proteccion frente al dafio oxidativo, pero en el ovocito tiene un rol adicional ya que

interviene en el mantenimiento de la morfologia del huso meidtico (Luberda, 2005).

H202 HZO + 02

N

Glutation peroxidasa

TN

Glutatiéon reducido Glutation oxidado
(GSSH) (GSSG)

=

Glutatién reductasa

<< N\

NADP"* NADPH + H*

Figura 17: Representacion esquemética de las reacciones de reduccion y oxidacion del glutation.

Se ha demostrado que el GSH es sintetizado durante la MIV de ovocitos bovinos
(de Matos et al.,, 1996) y que es acumulado en el ovocito durante su desarrollo en el
ovario, brindandole proteccion en estadios posteriores (Gardiner y Reed, 1995). Sin
embargo, se observd que la concentracion intracelular de GSH es menor en ovocitos

fecundados en estado de pronucleos que en ovocitos maduros (Funahashi et al., 1994).
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En el ovocito equino se observo que el contenido de GSH se incrementa durante la
MIV, pero no se correlaciona con su posterior competencia de desarrollo, por lo que otros
factores antioxidantes serian los que impactan en la calidad del ovocito (Luciano et al.,
2006). En este sentido, deben considerarse las moléculas con rol protector antioxidante
no soélo del ovocito, sino también en las células del camulus y los demas compartimentos
intrafoliculares (Combelles, 2009).

En porcinos, se han detectado concentraciones menores de GSH en ovocitos que
sufrieron arresto meiético previamente a la MIV, reflejando asi que existe una relacién
entre el arresto pre-maduracién y el estado de estrés oxidativo del ovocito y que la
proteccién frente a las ROS podria estar comprometida en los ovocitos arrestados, siendo
subdptima la calidad de esos ovocitos (Romar y Funahashi, 2006).

En células somaticas existen precedentes sobre la sensibilidad del citoesqueleto
(tanto de microtubulos como de microfilamentos) al estrés oxidativo (Bellomo y Mirabelli,
1992; Dalle-Donne et al., 2001). En cultivos neuronales se ha observado que los
radicales libres generan una disrupcion de los tres elementos del citoesqueleto (Allani et
al., 2004). Se ha postulado que el potencial redox y la actividad mitocondrial de las
células, incluyendo ovocitos, puede modular las propiedades dinamicas y la integridad del
citoesqueleto (Eichenlaub-Ritter et al., 2004). En ovocitos de raton se ha propuesto que
estas alteraciones del huso meiético pueden deberse a la reduccion de la produccion
mitocondrial de ATP relacionada con el estrés oxidativo (Zhang et al., 2006). También
han sido implicados poros de permeabilidad transitoria producidos en la mitocondria.

El estado redox resultante de la acumulacion de ROS y una disminucion de las
concentraciones de antioxidantes esta involucrada en la muerte celular por apoptosis (Ott
et al., 2007). En cuerpos luteos y foliculos de roedores, los antioxidantes juegan un rol
similar a las gonadotrofinas en la proteccién de las células de la apoptosis in vitro (Tilly y
Tilly, 1995; Dharmarajan et al., 1999). En humanos, el estrés oxidativo puede inducir la
apoptosis de ovocitos en forma tiempo y dosis dependiente (Zhang et al., 2006). En
foliculos de rata se ha demostrado una relacion entre la apoptosis quimicamente inducida
y un incremento de los niveles de ROS junto con una disminucion de la concentracion de
GSH (Tsai-Turton et al., 2007).

El efecto sobre la maduracion de ovocitos y el posterior desarrollo embrionario de
diversos precursores e inhibidores de la sintesis de GSH ha sido estudiado previamente
por otros grupos de trabajo. Algunos reportes sostienen que la presencia de cisteina al

igual que la combinacién de B-mercaptoetanol y cisteamina en el medio de MIV
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incrementa el nivel de GSH en los ovocitos, la competencia de desarrollo luego de la FIV
y la produccion de embriones en estadio de blastocisto (de Matos et al., 1997, 2000, 2002;
Funahashi, 2005). En coincidencia, la utilizacién de butionin sulfoximina como inhibidor de
la y-glutamil cisteina sintetasa en el medio de MIV disminuye la proporcién blastocistos
(Takahashi et al., 1993).

Sin embargo, otros estudios han determinado que la presencia de cisteamina y (-
mercaptoetanol produce una disminucion en la formacién de prondcleos, sin afectar la
tasa de penetracién de los ovocitos por los espermatozoides (Goncgalves et al., 2010). La

disminucion de la calidad espermatica por la accién de antioxidantes durante el cultivo en
FIV (Gongalves et al., 2010) podria deberse a que el O," es requerido durante el proceso

de capacitacion y el H,O, participa en modificaciones enzimaticas y de membrana que
estimulan la induccién de la reaccién acrosomal en espermatozoides criopreservados
(O'Flaherty et al.,, 1999). Los efectos deletéreos de los antioxidantes podrian ocurrir
durante y luego del proceso de capacitacion, afectando procesos sucesivos como el
blogueo de la polispermia, la decondensacion de la cromatina, la activacion del ovocito, la
transformacion de la cabeza del espermatozoide en el pronicleo masculino e incluso el
desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto (Goncalves et al., 2010).

En los trabajos citados, si bien se postula que los resultados observados tienen
relacion con el rol antioxidante del glutation, no se ha determinado el efecto de
moduladores de los niveles de GSH sobre la produccién de ROS en el ovocito, ni el efecto
de la adiciéon al medio de MIV de compuestos que remuevan el GSH en forma no-
oxidativa, como el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) (Muzyamba et al., 2000).

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue modular la produccion de GSH y
determinar su efecto sobre la generacion de ROS durante la MIV y sobre las tasas de

maduracion meiética y de clivaje embrionario.

MATERIALES Y METODOS

Maduracion de ovocitos bovinos in vitro en presencia o ausencia de moduladores
de GSH

La maduracion se realizé en medio 199 con 50 pg/ml de sulfato de gentamicina,

5% de suero fetal bovino (SFB), 0,2 ug/ml de FSH y 2 ug/ml de LH en ausencia o
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presencia de cisteina 0,6 mM o CDNB 1 mM bajo aceite mineral a 39°C, 5 % CO, en aire
y 100 % de humedad durante 22 hs.

Determinacién de la produccion de ROS

Considerando las fluctuaciones observadas en los niveles de ROS del ovocito
durante la MIV, que han sido descriptas en el capitulo 1 (Morado et al., 2009), se eligieron
las horas 0, 6, 12, 18 y 22 para determinar el efecto de los moduladores de GSH. Estos
puntos coinciden con eventos clave del proceso de maduracién en los cuales hay
variaciones en la produccion de ROS. La determinacién se realizé utilizando la misma

metodologia explicada en el capitulo 1 (Morado et al., 2009).

Fecundacion de ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia o ausencia de

cisteina

Luego de ser madurados in vitro, se utilizé un grupo de ovocitos del medio control
y un grupo madurado en presencia de cisteina para evaluar la tasa de clivaje obtenida
mediante FIV. La inseminacion se realizé con semen congelado en pajuelas proveniente
de toros Holstein de fertilidad comprobada. El semen fue descongelado a 37°C en fluido
oviductal sintético modificado (mSOF) (Takahashi y First, 1992) adicionado con tecfilina
10 mM, fue centrifugado dos veces a 500 xg por 5 minutos y luego resuspendido en
medio de fertilizacion hasta una concentracién final de 2 x 10° espermatozoides
motiles/ml. La co-incubacion de COCs madurados in vitro y espermatozoides fue llevada a
cabo en medio IVF-mSOF, que consiste en mSOF suplementado con heparina 10 Ul/ml y
albumina sérica bovina (BSA) 5 mg/ml, bajo aceite mineral a 39°C, 5% CO, en aire

humidificado durante 24 hs.

RESULTADOS

En ovocitos madurados en presencia de cisteina, precursor del GSH, los niveles de
ROS tendieron a ser menores que en el grupo control a lo largo del proceso, presentando

diferencias significativas a las 12 y 18hs (p<0,05). Por otro lado, en presencia de CDNB,
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complejante de GSH, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de ROS
respecto del control (figura 18).
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Figura 18: Produccion de especies reactivas del oxigeno/actividad de esterasas durante la
maduracion in vitro en medio control y en presencia de cisteina y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

(CDNB). Los valores estan expresados como media de Unidades Arbitrarias + SEM. n= 575

ab,c

ovocitos. Diferentes superindices en un mismo tratamiento difieren significativamente.

" Diferencias significativas entre tratamientos a la misma hora (p<0,05).

Sin embargo, en los ovocitos madurados en presencia de cisteina no se detecto
una diferencia significativa en el porcentaje de maduraciéon (54 ovocitos maduros/ 67
ovocitos, 81%), mientras que en presencia de CDNB todos los ovocitos se detuvieron en
el estadio de vesicula germinal (0O ovocitos maduros de 61 ovocitos).

Teniendo en cuenta que al complejar el GSH los ovocitos no lograron completar la
maduracién meibtica, no se evaludé la tasa de clivaje embrionario en los ovocitos
madurados en presencia de CDNB. Por lo tanto, en la FIV sélo se evalu6 el efecto de la
modulacion de los niveles de GSH del ovocito por la adicion de cisteina. De esta forma, se
observd que los ovocitos madurados en presencia de cisteina y luego fecundados, no
presentaron diferencias significativas en la tasa de clivaje con respecto al control (control:

80% vs. cisteina: 69%; n= 92 ovocitos fecundados).
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DISCUSION

En este capitulo se estudié por primera vez el efecto de la modulacion de la
produccion de GSH sobre la generacion de ROS durante la maduraciéon del ovocito
bovino, observandose fluctuaciones similares a las que se presentan en el medio control
con variaciones significativas puntuales al utilizar un precursor de la sintesis de glutation.

La disminucién observada en la produccibn de ROS en presencia de cisteina
respecto del control sugiere que el GSH actia como un importante sistema antioxidante
no enzimatico en el ovocito bovino. Si bien no encontramos diferencias significativas en
cuanto a la maduracién meiética ni la tasa de clivaje con este tratamiento, los bajos
niveles de ROS a las 12 y 18hs de la MIV podrian en parte explicar la mayor competencia
de desarrollo reportada en la bibliografia para los ovocitos cultivados en medio con
cisteina (de Matos y Furnus, 2000).

La remocién de GSH por la formacion de un complejo con CDNB durante la
maduracion no tuvo efecto en los niveles de ROS respecto del control, pero impidio el
progreso meidtico de los ovocitos. Esto podria explicarse porque otros componentes del
sistema antioxidante del ovocito (Cetica et al., 2001) podrian compensar la falta de GSH
como scavenger. Sin embargo, el rol que cumple el GSH en el mantenimiento de la
morfologia del huso meiético del ovocito no podria ser reemplazado.

En relacion a esto, muchos estudios relacionan las modificaciones de la
arquitectura del huso meidtico con el origen de las gametas y las condiciones de cultivo
durante la MIV (Sanfins et al., 2003, 2004; Ibanez et al., 2005; Li et al., 2006) y existen
evidencias de que el GSH influye en los microtibulos del huso tanto en estadios
posteriores a la maduracién en ovocitos de hamster (Zuelke et al., 1997) como durante la
maduracién en bovinos (Curnow et al., 2008). A su vez, el estrés oxidativo resulta en
alteraciones en la dinAmica de los microtubulos y la alineacién de los cromosomas en
ovocitos de ratén durante la maduracion dependiendo de la concentracion y el tiempo de
exposicion (Choi et al., 2007).

Se ha reportado también que cambios en el pool de glutation total podrian llevar al
dafio oxidativo de proteinas mitocondriales clave, ya que se ha determinado que la
inhibicion de la sintesis de GSH o su remocién causan inactivacion de los complejos |
(Hsu et al., 2005), II/lll y IV (Heales et al., 1995; Seyfried et al., 1999). Esto tendria como
consecuencia una disminucién del ATP producido en la cadena respiratoria que podria

impedir la sintesis de proteinas requeridas para la progresion de la maduracion mei6tica,
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explicando asi también que los ovocitos cultivados en presencia de CDNB se detuvieran
en estadio de RVG.

En conclusion, hemos determinado por primera vez el efecto de la modulacion de
los niveles de GSH sobre la produccion de ROS durante la maduracion del ovocito
bovino. Los resultados que encontramos sugieren que, si bien el rol antioxidante del GSH
podria ser suplido por otros componentes del sistema antioxidante del ovocito, su
participacién en el mantenimiento de la morfologia normal del huso meiotico es esencial

para que se lleve a cabo la maduracion.
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Capitulo 4
Participacion del ON en la produccion de ROS, MIV” y F11”
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INTRODUCCION

El ON es un gas bioldgicamente activo generado por casi todas las células del
organismo (Nathan, 1992), que debido a su bajo peso molecular y naturaleza lipofilica
difunde rdpidamente a través de membranas lipidicas y participa en una variedad de
mecanismos de sefiales celulares fisioldgicas en varios tejidos a través de la activacion
de guanilato ciclasa (Lowenstein et al., 1994). La méxima solubilidad del ON en agua, a 1
atm de presion y a temperatura ambiente, es aproximadamente 2 mM, la cual es
aproximadamente dos veces superior a la del O,. EI ON es una molécula diatomica
simple con un electrén desapareado. Al combinar un atomo de nitrdgeno con tres
electrones desapareados, con un atomo de oxigeno con dos electrones no apareados, se
forma la molécula de ON, con sélo un electrén desapareado en su Orbita externa,
quedando asi formado un radical libre centrado en el nitrégeno. La naturaleza radical del
ON se pone de manifiesto por su capacidad para reaccionar con otras especies reactivas,
tales como el anién superoxido. No obstante, a temperatura y presion ambiente, el ON
muestra una baja probabilidad de producir un proceso de dimerizacion radical-radical.

El ON es sintetizado por células de mamiferos a través de diferentes NOS, las
cuales actian a través de un mecanismo comun (figura 19). Las NOS son proteinas
homodiméricas que catalizan la oxidacion de uno de los dos nitrégenos guanidinicos
equivalentes de la L-arginina, para producir ON y L-citrulina (Knowles y Moncada, 1994).
La oxidacion de la L-arginina se produce a través de dos reacciones de mono-oxidacion
sucesivas, produciendo NG-hidroxi-L-arginina como intermediario inestable. Por cada mol
de ON formado se consumen 2 moles de O, y 1,5 moles de NADPH (Stuehr y Giriffith,
1992). Para que la catalisis ocurra, la NOS debe unir y activar al O, en la proximidad del
sitio activo que une L-arginina, utilizando 5 cofactores o grupos prostéticos: flavina
adenina dinucleétido (FAD), flavina mononucleétido (FMN), Fe-protoporfirina IX (hemo),
tetrahidrobiopterina (H4B) y calmodulina (CaM) (Liu y Gross, 1996). Tres isoformas de la
enzima han sido descriptas, dos constitutivas y dependientes de calcio (hNOS expresada
principalmente en células neuronales y periféricas y eNOS identificada en el endotelio
vascular) y una isoforma inducible, independiente de calcio (iINOS, sintetizada
principalmente en macrofagos; Marletta, 1993). La presencia de la isoforma mitocondrial

de NOS (mitNOS) ha sido detectada por primera vez en mitocondrias de higado de rata.
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La produccién enzimética de ON es sensible a los inhibidores de las isoformas de NOS,
indicando que mitNOS participa en la generacibn de ON mitocondrial (Ghafourifar y
Cadenas, 2005). Las mitocondrias producen ON a través de una NOS mitocondrial
(mitNOS) sensible al calcio. El inhibidor del uniporter de calcio mitocondrial (rojo de
rutenio) disminuye la produccién de ON por mitNOS (Kanai et al., 2001). EI ON producido
por mitNOS regula el consumo de O, mitocondrial y el potencial transmembrana via una

reaccion reversible con citocromo c oxidasa.
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Figura 19: Representacién esquematica de la reaccion catalizada por las diferentes isoformas de

o6xido nitrico sintasa.

La reaccion del ON con el O,", generada en la cadena respiratoria mitocondrial,
produce ONOO°, que modifica irreversiblemente proteinas mitocondriales induciendo
estrés oxidativo o nitrativo (Ghafourifar y Cadenas, 2005). El ONOO' inicia procesos de
oxidacion de uno o dos electrones que resultan en la oxidacién, nitracion y/o nitrosacion
de componentes mitocondriales criticos que alteran la fisiologia y la homeostasis
mitocondrial. EI ONOO™ mitocondrial interacciona con canales de aniones dependientes
de voltaje (VDAC), creatina quinasa, ATPasa, aconitasa, proteinas presentes en la
membrana externa, espacio intermembrana, membrana interna y matriz mitocondrial,

debido a una excesiva formacion de ON. En condiciones fisioldgicas, el ONOO™ puede
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reaccionar con sustancias reducidas como citocromo ¢ oxidasa, glutatibn y ubiquinol
(Radi et al., 2002).

Incluso a pH fisiolégico, la estabilidad relativa del ONOO™ le permite difundir
considerables distancias a escala celular, e incluso atravesar membranas celulares
(Beckman et al., 1994). Numerosas biomoléculas son oxidadas y/o nitradas por el
peroxinitrito, como proteinas (Pietraforte y Minetti, 1997; Sies y Arteel, 2000), lipidos
(Rubbo et al., 1994) y ADN (Epe et al., 1996). El ONOO' reacciona con el aminoacido
tirosina para formar un marcador nitrado, la 3-nitrotirosina (Greenacre e Ischiropoulos,
2001). Incluso grupos sulfhidrilos de las estructuras celulares son también blanco del
ONOQO/, tanto afectando la funcion de sistemas de sefializacion, como produciendo
compuestos derivados del ON de origen tisular (White et al., 1999; Crow, 2000). Se
asume que los sitios de formacién de ONOO™ estan espacialmente asociados a las
fuentes de O,” (como la enzima NADPH oxidasa de membrana plasmatica o los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial) porque si bien el ON es un radical libre
relativamente estable y altamente difusible, el O,  posee una vida media mucho mas
corta y una difusion restringida a través de las membranas bioldgicas (Szabé et al., 2007)
(figura 20).
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Figura 20: Origenes e interacciones entre ROS y RNS en sistemas bioldgicos. Adaptado de

Brown y Borutaite, 2006.
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Niveles excesivos de ON pueden inhibir la glucolisis, la cadena respiratoria
mitocondrial y la replicacion del ADN (Cleeter et al., 1994). Estos efectos pueden ser
directos, pero habitualmente involucran interacciones con ROS. El ON también reacciona
con radicales peréxidos lipofilicos, que son importantes en la propagacion de la
lipoperoxidacién, generando peroxinitratos alquilo (LONOO). Los LONOO parecen mas
estables que el ONOO™ (Rubbo et al., 1994). Si los derivados de LONOO pueden ser
metabolizados sin la liberacion de radicales libres téxicos, la reaccion de ON con
radicales peroxilos es potencialmente beneficiosa, ya que permite detener la peroxidacion
lipidica.

El ON participa en vias de transduccién de sefiales dependientes de GMP ciclico
o independientes, como la nitrosilacion de proteinas. A su vez, trabaja en forma
orquestada con el H,O, y otras moléculas transductoras de sefales que pueden estar
presentes en forma constitutiva o incrementar su concentracion en la célula. La activacion
de la cascada de MAPK seria uno de los puntos de convergencia de las vias de
transduccion de sefiales del ON y el H,O, (Neill et al., 2002).

En los modelos reproductivos, se ha descripto que el ON juega un rol importante
en sistemas intracelulares de transduccién de sefiales para la maduracién de ovocitos de
mamiferos en estadio pre-ovulatorio (Hattori y Tabata, 2006). En el ratdén, algunos
trabajos han estudiado el efecto de donantes de 6xido nitrico y de inhibidores de las NOS
en la maduracién de ovocitos. Se ha demostrado que el L-NAME, inhibidor de NOS,
inhibe la protrusion del primer corpusculo polar en ovocitos de raton (Bu et al., 2004; Tao
et al., 2004), mientras que la aminoguanidina, inhibidor especifico de INOS, bloquea
también la RVG (Tao et al., 2004; Huo et al., 2005). En contraste, los donantes de ON
como el SNP mostraron un efecto bifasico estimulando la maduracién meiética a bajas
concentraciones (Sengoku et al.,, 2001), pero retrasando la RVG y suprimiendo la
formacion del primer corpusculo polar a altas concentraciones (Nakamura et al., 2002; Bu
et al., 2004).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la participacion del ON en la maduracion y
la activacion de ovocitos bovinos in vitro en presencia de donantes o de inhibidores de su

produccion y su aporte en la generacion de ROS.
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MATERIALES Y METODOS

Maduracion de ovocitos bovinos in vitro en presencia o ausencia de moduladores

de la produccién de ON

La maduracion se realizé en medio 199 con 50 pg/ml de sulfato de gentamicina,
5% de suero fetal bovino (FBS), 0,2 ug/ml de FSH y 2 ug/ml de LH en ausencia o
presencia de L-NAME 0,5 mM o SNP 10 pM o detanonoato (DN) 100 pM bajo aceite
mineral a 39°C, 5 % CO, en aire y 100 % de humedad durante 22 hs.

Determinacién de la produccion de ROS

Considerando las fluctuaciones observadas en los niveles de ROS del ovocito
durante la MIV, que han sido descriptas en el capitulo 1 (Morado et al., 2009), se eligieron
las horas 0, 6, 12, 18 y 22 para determinar el efecto de los moduladores de la produccion
de ON. Estos puntos coinciden con eventos clave del proceso de maduracion en los
cuales hay variaciones en la produccion de ROS. La determinacion se realizé utilizando la

misma metodologia explicada en el capitulo 1 (Morado et al., 2009).

Fecundacion de ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia o ausencia de L-
NAME

Luego de ser madurados in vitro, se utilizé un grupo de ovocitos del medio control
y un grupo madurado en presencia de L-NAME para evaluar la tasa de clivaje obtenida
mediante FIV. La inseminacion se realizé con semen congelado en pajuelas proveniente
de toros Holstein de fertilidad comprobada. El semen fue descongelado a 37°C en fluido
oviductal sintético modificado (mSOF) (Takahashi y First, 1992) adicionado con tecfilina
10 mM, fue centrifugado dos veces a 500 xg por 5 minutos y luego resuspendido en
medio de fertilizacién hasta una concentracién final de 2 x 10° espermatozoides
métiles/ml. La co-incubacién de COCs madurados in vitro y espermatozoides fue llevada a

cabo en medio IVF-mSOF, que consiste en mSOF suplementado con heparina 10 Ul/ml y
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albumina sérica bovina (BSA) 5 mg/ml, bajo aceite mineral a 39°C, 5% CO, en aire

humidificado durante 24 hs.

RESULTADOS

En ovocitos madurados en presencia de L-NAME, inhibidor de la eNOS, no se
detectaron diferencias significativas en la generacion de ROS (figura 21), ni en el
porcentaje de maduracion respecto del control. De los ovocitos madurados en presencia
de L-NAME se evalu6 un grupo de 29 ovocitos, de los cuales 24 alcanzaron el estadio de
metafase Il (83%), no hallandose diferencias significativas respecto del control (80%).

En presencia de dos donantes de ON, SNP y detanonoato, se detecté una
significativa disminucién en el porcentaje de maduracion (20 y 21% respectivamente,
p<0,05) respecto del control, deteniéndose la mayoria de los ovocitos entre los estadios
de vesicula germinal y metafase | (figura 21). Sin embargo, en cuanto a los niveles de
ROS, los donantes presentaron diferentes comportamientos; en presencia de SNP se
detect6 un aumento significativo a las 12 hs de maduracion (p<0,05) (figura 22), mientras

gue en presencia de detanonoato no se detectaron diferencias significativas (figura 23).

Figura 21: Ovocito madurado en presencia de SNP detenido en estado de metafase | observado

mediante tincidon con Giemsa luego de la fijacion por la técnica de Tarkowski (1000x).
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Teniendo en cuenta que al adicionar ON exdgeno al medio de cultivo los ovocitos no
lograron completar la maduracién meiética, no se evalud la tasa de clivaje embrionario en
los ovocitos madurados en presencia de SNP ni detanonoato. Por lo tanto, en la FIV s6lo
se evaluo el efecto de la modulacion de los niveles de ON del ovocito por la inhibicién de
la eNOS. De esta forma, se observo que los ovocitos madurados en presencia de L-
NAME y luego fecundados, no presentaron diferencias significativas en la tasa de clivaje

con respecto al control (control: 80% vs. L-NAME: 73%; n= 70 ovocitos fecundados).
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Figura 22: Produccion de especies reactivas del oxigeno/actividad de esterasas durante la
maduracion in vitro en medio control y en presencia de N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) y
nitroprusiato de sodio (SNP). Los valores estan expresados como media de Unidades Arbitrarias +

SEM. n= 565 ovocitos. ¢ Diferentes superindices en un mismo tratamiento difieren

significativamente. " Diferencias significativas entre tratamientos a la misma hora (p<0,05).
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Figura 23: Produccion de especies reactivas del oxigeno / actividad de esterasas durante la
maduracion in vitro en medio control y en presencia de Detanonoato. Los valores son el cociente

entre las técnicas de DCHFDA y FDA, y estan expresados como media de Unidades

ab,c

Arbitrarias/ovocito/minuto £+ SEM. n = 192 ovocitos. Diferentes superindices en un tratamiento

difieren significativamente.

DISCUSION

En este capitulo se estudié por primera vez el efecto de la modulacion de los
niveles ON sobre la generacion de ROS durante la maduracién del ovocito bovino,
observandose fluctuaciones similares a las que se presentan en el medio control con
variaciones significativas puntuales al utilizar un dador de ON exdgeno.

La adicién de L-NAME no modificé la generaciéon de ROS, la maduracién meiética
ni la tasa de clivaje embrionario. Por lo tanto, la inhibicién de la eNOS no tendria efecto
sobre dichos procesos.

La adicion de ON ex6geno mediante SNP incrementé los niveles de ROS a las 12
hs de la MIV. Este incremento puede atribuirse a la estimulacion de la produccion de O~
debido a la inhibicibn competitiva de la citocromo oxidasa por el ON (Antunes et al., 2004)
y a la inhibicién del transporte de electrones en el complejo Il (Poderoso et al., 1996). A

su vez, bajo las presentes condiciones de cultivo, el O,” que normalmente dismuta a H,O,
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podria combinarse con ON para formar ONOOQO'". Ya que la técnica de DCHFDA detecta
diferentes peroxidos, el incremento observado a las 12 hs podria corresponder a la
formacion de ONOO'".

La inhibiciéon de la progresion meiotica observada por la adicion de SNP podria
deberse a tres causas principalmente. Por un lado, la menor actividad de la cadena
respiratoria, resultante de la inhibicion de la citocromo oxidasa y el complejo Ill, conduciria
a una reduccién en la produccién de ATP, necesario para la sintesis de proteinas durante
la maduracién. Por otro lado, la utilizacién de O, para la formacién de ONOO™ tiene como
consecuencia la disminucién de O, y H,O,, que podrian participar en mecanismos de
sefializacion intracelular que intervengan en la maduracion nuclear del ovocito. Sumado a
esto, el ONOO" podria producir oxidacién, nitracion y/o nitrosacion de proteinas,
perjudicando la maduracion.

En el caso de la adicion de detanonoato, que no produjo variaciones en la
produccién de ROS, la disminucién de la maduracibn no estaria relacionada a la
formacion de ONOO'". Se ha reportado que el ON inhibe la actividad de la MAPK (Ingram
et al., 2000), la cual cumple un rol importante en el progreso meiético del ovocito (Fan y
Sun, 2004). La MAPK se encuentra en una elevada concentracién después de la RVG,
pero presenta una mayor actividad durante la transicion de Ml a MIl (Fan y Sun, 2004).
Esto sugiere que la adicion ON exdgeno en este caso estaria impidiendo el progreso
meibtico mediante la inhibiciéon de la accion de la MAPK y del FPM, que actdan en la
RVG.

En conclusién, hemos determinado por primera vez el efecto de la modulacion de
los niveles de ON exégeno y endogeno sobre la producciéon de ROS durante la
maduracion del ovocito bovino. La adicion de un donante de ON exdgeno demostro ser
perjudicial para la maduracion independientemente de las variaciones en los niveles de
ROS. Un aumento en la concentracion de ON en el ovocito impediria el progreso meiotico
tanto por la formacion de ONOO™ como por la inhibicién de la MAPK y del MPF, que

intervienen en sistemas de sefializacion intracelular clave para la maduracion.
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Capitulo 5
Participacion de la NADPH oxidasa en la produccion de ROS, MIV y FI1”
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INTRODUCCION

La NADPH oxidasa es una enzima localizada en la membrana plasmatica de las
células, que oxida el NADPH en el citosol y reduce el O, a O, en el medio extracelular. El
O, generado dismuta a H,0, y ambas moléculas participan de los efectos celulares en
los que interviene la enzima. Durante largo tiempo se considerd que esta regulacion de la
produccion de ROS por la NADPH oxidasa era propiedad exclusiva de las células
fagociticas, relacionada con la eliminacion de microorganismos; sin embargo, se ha
documentado que esta enzima esta relacionada con diversos procesos celulares, entre
ellos la proliferacion y la migracion celular (Van der Vliet, 2008).

El O," y el H,O, generados fuera de la célula pueden activar o inactivar moléculas
blanco, tanto extra como intracelulares, sensibles a la oxidacién, interviniendo asi en
diferentes sistemas de sefializacion celular. Se ha descripto que el H,O, ingresa a la
célula por difusién facilitada mediante aquaporinas o peroxiporinas (Bienert et al., 2007;
Henzler y Steudle, 2000), mientras que el O, lo hace a través del canal de cloro 3
(Hawkins et al., 2007) (figura 24).

H,0,

o
ceces

Aquaporinas Canal de ClI 3 f
v v 7

H,O, 0, NADPH NADP*

~

Sefializacion intracelular

Figura 24: Accion de la NADPH oxidasa. Se observa como el O,” y H,O, producidos en el medio
extracelular ingresan a la célula, en la cual pueden mediar diversas respuestas celulares.
Modificado de Van der Vliet, 2007.
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Se ha descripto que el O,” dependiente de NADPH oxidasa puede participar en
diversos mecanismos de sefalizacion intracelular. Por un lado, podria oxidar grupos ferro-
sulfurados de diferentes proteinas regulando asi la funcion mitocondrial (Gardner, 1997).
A su vez, activaria la proteina quinasa C actuando sobre residuos de cisteina (Knapp y
Klann, 2000) e inactivaria proteinas tirosina fosfatasa (Barrett et al., 1999). Por otro lado,
mediante la combinacién con ON, formando ONOO’, podria regular la accién de algunas
proteinas mediante su modificacion por oxidacion (Radi, 2004).

Los neutrofilos, eosindfilos, monocitos y macrofagos (células del sistema
inmunoldgico) ejercen su accion microbicida a través del complejo sistema enzimatico de
la NADPH oxidasa (Babior et al., 1997). En otros tipos celulares, como los fibroblastos
(Meier et al.,, 1991), las células endoteliales (Nakano et al., 1995) y las células del
musculo liso vascular (Griendling et al., 1994), se ha determinado la presencia de una
oxidasa dependiente de NADPH que produce O, . Mientras tanto en espermatozoides
humanos (Aitken y Clarckson, 1987) y en ovocitos (Heinecke y Shapiro, 1989) se ha
propuesto la presencia de una oxidasa que genera ROS y se considera responsable del
incremento respiratorio insensible al cianuro luego de la fertilizacion (Foerder y Shapiro,
1977; Foerder et al., 1978).

En la bibliografia se reportan diferentes inhibidores de la NADPH oxidasa que
actlian a su vez sobre otros sistemas enzimaticos en diversos modelos celulares. El mas
utilizado es el difeniliodonio (IDP), que a bajas concentraciones actiia como inhibidor de
NADPH oxidasa (Cross y Jones, 1986; O’Flaherty et al.,, 2005), mientras que a
concentraciones mas elevadas inhibe también la eNOS (Stuehr et al., 1991), la XOD
(Sanders et al.,, 1997), la P-450 reductasa (Tew, 1993) y el complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial (Luetjens et al., 2000; Li et al., 2003).

En el ovocito bovino, no se encuentran estudios concluyentes sobre el rol de la
NADPH oxidasa en los procesos de MIV y FIV. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo
fue evaluar la participacién de la NADPH oxidasa en la maduracion y la activacion de

ovocitos bovinos in vitro y su aporte en la produccion de ROS.



Capitulo 5 | 72

MATERIALES Y METODOS

Maduracion de ovocitos bovinos in vitro en presencia o ausencia de un inhibidor
de la NADPH oxidasa

La maduracion se realizé en medio 199 con 50 ug/ml de sulfato de gentamicina,
5% de suero fetal bovino (FBS), 0,2 ug/ml de FSH y 2 ug/ml de LH en ausencia o
presencia de IDP 2 uM bajo aceite mineral a 39°C, 5 % CO, en aire y 100 % de humedad
durante 22 hs.

Determinacién de la produccion de ROS

Considerando las fluctuaciones observadas en los niveles de ROS del ovocito
durante la MIV, que han sido descriptas en el capitulo 1 (Morado et al., 2009), se eligieron
las horas 0, 6, 12, 18 y 22 para determinar el efecto de la inhibicion de la NADPH oxidasa.
Estos puntos coinciden con eventos clave del proceso de maduracién en los cuales hay
variaciones en la produccion de ROS. La determinacién se realiz6é utilizando la misma

metodologia explicada en el capitulo 1 (Morado et al., 2009).

Fecundacion de ovocitos bovinos madurados in vitro en presencia o ausencia de
IDP

Luego de ser madurados in vitro, se utilizé un grupo de ovocitos del medio control
y un grupo madurado en presencia de IDP para evaluar la tasa de clivaje obtenida
mediante FIV. La inseminacion se realizé con semen congelado en pajuelas proveniente
de toros Holstein de fertilidad comprobada. El semen fue descongelado a 37°C en fluido
oviductal sintético modificado (mSOF) (Takahashi y First, 1992) adicionado con tecfilina
10 mM, fue centrifugado dos veces a 500 xg por 5 minutos y luego resuspendido en
medio de fertilizacién hasta una concentracién final de 2 x 10° espermatozoides
métiles/ml. La co-incubacién de COCs madurados in vitro y espermatozoides fue llevada a

cabo en medio IVF-mSOF, que consiste en mSOF suplementado con heparina 10 Ul/ml y
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albumina sérica bovina (BSA) 5 mg/ml, bajo aceite mineral a 39°C, 5% CO, en aire

humidificado durante 24 hs.

RESULTADOS

En ovocitos madurados en presencia del inhibidor de la NADPH oxidasa (IDP) no
se observaron diferencias significativas en la produccion de ROS respecto del control
(figura 25). La tasa de maduracién meiética a las 22 hs, 68 ovocitos maduros/91 ovocitos
(75%), tampoco presentd diferencias significativas respecto del grupo control, 72/90
ovocitos (80%). Sin embargo, en ovocitos madurados en presencia de IDP y luego
fecundados se observé una disminucion significativa en la tasa de clivaje (control: 80%
vs. IDP: 18%; n= 90 ovocitos fecundados; p<0,05) (figura 26).
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Figura 25: Produccién de especies reactivas del oxigeno/ actividad de esterasas durante la
maduracion in vitro en medio control y en presencia de difeniliodonio (IDP). Los valores estan
expresados como media de Unidades arbitrarias/ovocito/minuto + SEM. n= 312 ovocitos. No se

observaron diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 26: Embriones clivados y en estadio de 4 células, observados a las 48 hs post FIV de

ovocitos madurados en medio control (40x).

DISCUSION

En este capitulo se estudio por primera vez el efecto de la inhibicién de la enzima
NADPH oxidasa sobre la generaciéon de ROS durante la maduracion del ovocito bovino,
observandose las mismas fluctuaciones que en el medio control.

A bajas concentraciones, el IDP inhibe la NADPH oxidasa de membrana,
flavoproteina que genera O, , como fue reportado en espermatozoides bovinos
(O’Flaherty et al., 2005). A su vez, al inhibir la NADPH oxidasa, habria disponible mas
NADPH, que funciona como sustrato de la glutation y de la tiorredoxina reductasas, que
producen GSH vy tirorredoxina reducida respectivamente (Veal et al., 2007), dos de los
principales sistemas antioxidantes de las células. Por lo tanto, esperabamos que la
inhibicién de esta enzima generara un incremento de los niveles de ROS del ovocito.

Contrariamente a lo esperado, durante la maduracion, en el presente estudio no se
observaron cambios en la generacién de ROS ni en el porcentaje de maduracién luego de
la adicion de una baja concentracion de IDP. Por lo tanto, a diferencia de lo que ocurre en
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la capacitacion del espermatozoide, la inhibicion de la NADPH oxidasa no tendria efecto
durante la MIV.

Sin embargo, la adicién de IDP al medio de maduracién produjo una profunda
disminucion de la tasa de clivaje embrionario. Esto podria deberse a la disminucion de la
generacion de O,", que participaria de mecanismos de sefializacion intracelular durante la
activacion del ovocito bovino. Se ha reportado en la bibliografia que las acciones celulares
de la NADPH oxidasa estarian asociadas primariamente con dos mecanismos generales
de sefializacion, la sefializacion mediada por Ca®" y la fosforilaciéon de residuos tirosina
(Van der Vliet, 2008). Por medio de estos mecanismos, por lo tanto, la NADPH oxidasa
estaria implicada en la activacion del ovocito bovino.

En conclusion, hemos determinado por primera vez el efecto de la inhibicién de la
NADPH oxidasa sobre la produccion de ROS durante la maduracion del ovocito bovino.
La inhibicion de la enzima no generaria cambios en los niveles de ROS del ovocito, pero
la disminucion del O,” generado por esta enzima afectaria la tasa de clivaje embrionario,
posiblemente por la participacion de este compuesto en mecanismos de sefalizacion

intracelular necesarios para la activacion.



Capitulo 6 | 76

Capitulo 6

Participacion de sistemas de generacion y remocion de H,0, y O, en la M1/
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INTRODUCCION

El O," se forma cuando el O, adquiere un electrén adicional y es intermediario de
una serie de reacciones de importancia bioquimica, es un radical libre muy poco reactivo
en solucién acuosa, que posee una vida media muy corta de alrededor de 1 milisegundo
y se convierte rapidamente en H,O, y O, por accion de la enzima SOD o por dismutacion
espontanea (figura 27).
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(b) 2 0.~ > O, + H,0,

(c) 2 H,0, » O, + 2 H,0

Figura 27: Esquemas de las reacciones catalizadas por las enzimas (a) Xantina oxidasa, (b)
Superéxido dismutasa, (c) Catalasa.

Si bien el O, consumido por los organismos vivos es reducido finalmente a H,0,
aproximadamente un 2% es reducido univalentemente a O,” (Chance et al., 1979;
Boveris, 1998). El 0, es el primer intermediario en la reduccion secuencial univalente del
oxigeno. La cadena respiratoria mitocondrial es la fuente fisiolégica mas importante de
producciéon de O,". El O, se produce por auto-oxidacién de componentes de la cadena
respiratoria, principalmente en dos sitios: complejo | (NADH-ubiquinona reductasa) y
complejo Il (ubiquinol-citocromo c¢ reductasa) (Boveris y Cadenas, 1975; Boveris et al.,
1976; Chance et al., 1979; Turrens y Boveris, 1980).
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A pH 7,4, el complejo | contribuye con un 25% de la produccion total de O, y el
complejo 1l con el 75% restante (Turrens y Boveris, 1980). Asimismo, el O, puede
producirse, en células aerébicas, a través de la accion de numerosas enzimas solubles,
tales como la XOD (Fridovich, 1970) y por auto-oxidacion de pequefias moléculas
(flavinas, catecolaminas, etc.; Cohen, 1984; Cadenas et al., 1992) y ciclos redox de
xenobidticos (paraquat, nitrofurantoinas, etc.; Docampo et al., 1981). La XOD genera O~
y H,O, y es usada frecuentemente en modelos para investigar los efectos citotoxicos
iniciados por O, (Link y Riley, 1988). Por lo tanto, un sistema generador de ROS que
combine xantina y XOD resultaria en la produccion de O,” y H,0, (de Lamirande y
Gagnon, 1993; Blondin et al., 1997), mientras que el sistema xantina-XOD en presencia
de catalasa generaria principalmente O,” (O Flaherty et al., 1999).

Como ya se ha establecido en los capitulos anteriores, las células poseen
sistemas naturales conocidos como scavengers para contrarrestar los efectos negativos
de ROS. Diferentes compartimentos celulares contienen diferentes antioxidantes. La SOD
intracelular elimina O, a través de una reaccion que lo convierte en H,0, y O,. A su vez,
la catalasa y la glutatién peroxidasa transforman H,O, en H,O y O, ", eliminando de esa
manera radicales superéxido e hidroxilo (Meister, 1983). En el fluido folicular de ovocitos
en desarrollo, antioxidantes enziméticos, como SOD y catalasa, trabajan en conjunto con
antioxidantes no enzimaticos como la vitamina C y la taurina (Shiotani et al., 1991;
Sabatini et al., 1999; Carbone et al., 2003).

En estudios realizados en plantas, se ha descripto que diferentes estimulos
podrian activar en forma especifica diferentes enzimas generadoras de H,0, (Bolwell et
al., 2002). A su vez, se ha determinado que los sistemas antioxidantes de las células
impiden que el H,O, difunda por diferentes compartimentos celulares y se localice, de
esta forma, en micro-dominios. Por lo tanto, el efecto sobre el destino de la célula
dependeria del sitio celular en el cual se genere el H,O, (Neill et al., 2002), pudiendo
participar en determinados casos de sistemas de sefializacion intracelular y en otros

como una sustancia deletérea (figura 28).



Capitulo 6 | 79

Mitocondrias Cloroplastos Peroxisomas NAPH oxidasa
\ O, < 0,
Oxidacion
I . Peroxidacion
Fosforilacion Factores de Apoptosis

MAPK - de lipidos

transcripcion

\ 4

Elemento de respuesta a H,0,

ADN

\ 4

Gen de respuesta a H,0,

Figura 28: Mecanismos de sefializacién y de dafo celular en los que interviene el H,O, en células
vegetales. Adaptado de Neill et al., 2002.

Si bien se ha estudiado en trabajos previos de nuestro grupo el efecto de
diferentes sistemas generadores y scavengers de H,O, y O, en la maduracion del
ovocito y en el posterior desarrollo embrionario, no hay reportes sobre la relacion entre la
adicion de esos sistemas al medio de maduracion y los niveles de ROS en el ovocito. Por
lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue determinar la influencia de sistemas de
generacién y remocion de H,O, y O, en los niveles de ROS de ovocitos bovinos durante

la MIV y en la tasa de maduracion meiética.
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MATERIALES Y METODOS

Maduracion de ovocitos bovinos in vitro en presencia o ausencia de sistemas

generadores o scavengers de H,0,y O,

La maduracion se realiz6 en medio 199 con 50 pug/ml de sulfato de gentamicina,
5% de suero fetal bovino (FBS), 0,2 ug/ml de FSH y 2 ug/ml de LH en ausencia o
presencia de xantina + XOD (generador de H,0,) o xantina + XOD + catalasa (generador

de 0,") o catalasa (scavenger de H,0,) o SOD + catalasa (scavenger de O,").

Determinacién de la produccién de ROS

Considerando las fluctuaciones observadas en los niveles de ROS del ovocito
durante la MIV, que han sido descriptas en el capitulo 1 (Morado et al., 2009), se eligieron
las horas 0, 6, 12, 18 y 22 para determinar el efecto de generadores y scavengers de
H,0, y O,". Estos puntos coinciden con eventos clave del proceso de maduracion en los
cuales hay variaciones en la produccién de ROS. La determinacion se realizé utilizando la

misma metodologia explicada en el capitulo 1 (Morado et al., 2009).

RESULTADOS

Efecto de sistemas de generacion y remocion de H,0:

En ovocitos madurados en presencia de sistemas generadores y scavengers de
H.O, no se observaron diferencias significativas en cuanto a la produccién de ROS
durante la maduracién (figura 29). Sin embargo, la tasa de maduracién meiética fue
menor en presencia de ambos sistemas (xantina + XOD: 47%; catalasa: 52%) con
respecto al control (92%) (tabla 2, p<0,05).



Capitulo 6 | 81

Tratamiento Vesicula germinal RVG — Metafase | (%) Metafase Il (%)
(%)

Control 8 - 92 *
Xantina + XOD 12 41 47
Catalasa 11 37 52
Xantina + XOD + 10 25 65
catalasa

SOD + catalasa 11 35 54

Tabla 2: Porcentaje de maduracion meidtica en presencia y ausencia de sistemas generadores o

scavengers de H,0, y O,".

* Diferencia significativa entre tratamientos (p<0,05). N= 139 ovocitos.
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Figura 29: Produccion de especies reactivas del oxigeno/actividad de esterasas durante la

maduracion de ovocitos bovinos in vitro en medio control y en presencia de xantina + XOD,

catalasa. Los valores fueron expresados como media de Unidades arbitrarias/ovocito/minuto +

SEM. n= 217 ovocitos. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos.



Capitulo 6 | 82

Efecto de sistemas de generacion y remocion de O,

Si bien en ovocitos madurados en presencia de scavengers de O, no se
observaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de ROS durante la
maduracion, en presencia de sistemas generadores se observé un aumento significativo
en los niveles de ROS a las 6 y a las 18 hs respecto del control (p<0,05) (figura 30). Sin
embargo, la tasa de maduracién meiética fue menor en presencia de ambos sistemas
(xantina + XOD + catalasa: 65%; SOD + catalasa: 54%) con respecto al control (92%)
(tabla 2, p<0,05).
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Figura 30: Produccion de especies reactivas del oxigeno/actividad de esterasas durante la
maduracion de ovocitos bovinos in vitro en medio control y en presencia de xantina + XOD +
catalasa o0 catalasa + SOD. Los valores fueron expresados como media de Unidades
arbitrarias/ovocito/minuto £+ SEM. n= 225 ovocitos. * Diferencias significativas entre tratamiento y

control (p<0,05).
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DISCUSION

En este capitulo se estudié por primera vez el efecto de sistemas generadores y
de remocion de H,0O, y O,” sobre la generacion de ROS durante la maduracion del
ovocito bovino, observandose fluctuaciones similares a las que se presentan en el medio
control con aumentos significativos puntuales al utilizar un sistema generador de O,".

El estudio del efecto de sistemas generadores y de remocion de H,0, y O,",
profundiza el conocimiento de la participacién de las ROS en el proceso de maduracion.
El incremento en H,O, generado por la adicion de xantina + XOD podria ser compensado
por la alta actividad de catalasa observada en las células del cumulus (Cetica et al.,
2001), explicando de esa manera que no hayamos observado un incremento en la
produccion de ROS en el ovocito con ese tratamiento. Por otro lado, el incremento en O,”
generado por la adicién de xantina + XOD + catalasa no podria ser compensado por la
relativamente baja actividad de SOD en las células del camulus, explicando el incremento
en la produccién de ROS en el ovocito.

El H,O, y el O," generados por los sistemas enziméticos adicionados al medio de
maduracion ingresarian al ovocito a través de peroxiporinas y canales de cloro 3
respectivamente, como ya fue descripto en el capitulo 5. Al ingresar al ovocito, ambas
ROS podrian activar diferentes sistemas de sefializacion intracelular, entre ellos los que
involucran la accion de MAPK (Hancock et al., 2001). El incremento en el ingreso de H,O,
producido por los sistemas generadores de ROS adicionados, podria estimular una
generacién aun mayor de H,O, en la mitocondria, posiblemente también por la via de la
MAPK, iniciando un ciclo de amplificacion del estrés oxidativo que podria llevar a la
muerte celular (Van Camp et al., 1996). De esta manera se explicaria que, mientras que la
remocion del H,O, y el O,  podrian afectar el progreso meibtico de los ovocitos por
interferir con sistemas de sefializacion intracelular, el exceso de estas ROS afectaria
también el proceso por generar un dafio oxidativo en el ovocito.

En el ovocito bovino también se documentd la expresion de 6 isoformas de un
grupo de enzimas antioxidantes, las peroxirredoxinas (PRDX), durante la maduracion
(tanto en el ovocito como en las células del cimulus) y el desarrollo embrionario temprano

(Leyens et al., 2004a). Se observé que el incremento de la expresion de PRDX6 en el
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ovocito es dependiente del contacto con las células del cumulus, mientras que la
expresion en las células del camulus depende de factores secretados por el ovocito
(Leyens et al., 2004b). Las PRDX no sélo participarian de la prevencion del dafio oxidativo
sino que ademas participarian de sistemas de transduccion de sefales involucrados en la
expansion del camulus (Leyens et al., 2004b). Otras PRDX influirian en la calidad del
ovocito, como la PRDX1, cuya expresion tiene una correlacion positiva con la con la
competencia de desarrollo de los ovocitos bovinos provenientes de foliculos de diferentes
tamafios (Mourot et al., 2006). Esta influencia bidireccional entre el ovocito y las células
del cumulus en la modulacion del estado de estrés oxidativo del COC, coincide con el rol
vital que cumplen las células del cumulus en la maduraciéon y la adquisicion de la
competencia de desarrollo de los ovocitos (Eppig, 2001; Tanghe et al., 2002; Gilchrist et
al., 2004; Gilchrist y Thompson, 2007). En este sentido, las células del cumulus podrian
proteger al ovocito proveyéndole antioxidantes y/o regulando la utilizaciébn de estos
durante la MIV (Combelles, 2009).

En porcinos, ha sido demostrado que la adicibn de sistemas enziméticos
antioxidantes como SOD, catalase o tiorredoxina es efectivo para el desarrollo
embrionario mediante la remocion de ROS (Takahashi, 2012). Sin embargo, en estudios
realizados por nuestro equipo de trabajo, la adicién de catalasa o catalasa + SOD, no
moadifico los niveles de ROS enddgenos de los ovocitos porcinos durante la MIV ni mejor6
la tasa de maduracion (Alvarez et al., 2014). Por lo tanto, los sistemas antioxidantes
propios del ovocito porcino junto con la proteccion brindada por las células del camulus
propuesta en trabajos anteriores (Tatemoto et al., 2000) seria suficiente para regular la
producciéon de ROS durante la MIV, haciendo innecesaria la adicion de scavengers al
medio de cultivo en esta especie.

En conclusién, hemos determinado por primera vez el efecto de la adicién de
sistemas enzimaticos generadores y scavengers al medio de MIV sobre la producciéon de
ROS durante la maduracién del ovocito bovino. Si bien la adiciébn de sistemas
generadores de H,0, y O," serian perjudiciales para la calidad del ovocito, el uso de
scavengers alteraria el proceso de maduracion por intervenir con diferentes sistemas de
sefializacion intracelular. Estos resultados estarian demostrando que determinados
niveles de ROS son necesarios para que el ovocito bovino lleve a cabo la maduracién por

participar en sistemas de sefializacion que intervienen en el proceso.
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Capitulo 7

Participacion de la cadena respiratoria en la produccion de ROS durante la MI1”
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INTRODUCCION

Los ovocitos primarios contienen aproximadamente 6000 mitocondrias y durante la
maduracioén citoplasmatica el nUmero se incrementa a mas de 100000 (Trimarchi et al.,
2000; Cummins, 2004). En el bovino se ha observado que pocos ovocitos inmaduros
presentan actividad mitocondrial, probablemente porque la mayoria de las mitocondrias
son inmaduras (Stojkovic et al., 2001; Wilding et al., 2001; Tamassia et al., 2004). Por lo
tanto, la energia seria provista pasivamente desde las células de la granulosa (Tanghe et
al., 2002; Fair, 2003). Luego de la MIV, la actividad mitocondrial aumenta y su distribucion
se hace difusa alrededor del citoplasma (Tarazona et al.,, 2006); aparentemente se
requeririan altos niveles de actividad mitocondrial para determinados eventos que ocurren
durante la maduracion que consumen ATP, tales como la maduracion nuclear y la
competencia meittica (de Vantery et al., 1997; Picton et al, 1998), la maduracion
citoplasmética (Picton et al., 1998), la reestructuracion del citoesqueleto (Wang y
Lessman, 2002; Van Blerkom et al., 2000) y la acumulacién de ARNm necesario para el
desarrollo embrionario temprano, previo al comienzo de la transcripcion del ADN
embrionario (Picton et al., 1998; Gary, 2001; Trounson et al., 2001). Ha sido documentado
que existe una relaciéon entre una alta actividad mitocondrial y la RVG, lo cual puede
explicarse por el aumento de la demanda energética para la condensacién de la
cromatina y para la reorganizacion del citoplasma (Katska-Ksigzkiewicz et al., 2011).

Se observé también que los cambios en los niveles de ATP en el ovocito de raton
estan correlacionados temporalmente con cambios en el patron de localizacion de las
mitocondrias, sugiriendo que la formacién de grandes conglomerados de mitocondrias
podria ser un factor de estimulacién de la produccién de ATP por las mitocondrias (Yu et
al., 2010).

Durante el desarrollo embrionario temprano las mitocondrias no aumentan en
namero; sin embargo, si lo hacen luego de la expansion del blastocisto, sugiriendo que la
mitocondria de origen ovocitario proveeria la energia necesaria para el clivaje embrionario
y los estadios anteriores al blastocisto (Tarazona et al., 2006). Luego de la activacion del
genoma embrionario, cuando el embrién ingresa al Utero encuentra una menor
concentracion de O, con respecto al oviducto y comienza a utilizar la fermentacién lactica

como fuente de energia (Thompson et al., 2000). Se observé también que los embriones
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no competentes presentan menor actividad mitocondrial y su clivaje fue bloqueado previo
a la activacién del genoma (cuarto ciclo celular), lo cual sugiere que la energia producida
a nivel mitocondrial seria necesaria para el proceso de activacion del genoma (Tarazona
et al., 2006).

En el ovocito bovino, el RedoxSensor red CC-1, que determina la actividad
oxidativa, y el MitoTracker green FM, que determina la actividad mitocondrial, se
colocalizan alrededor del citosol, coincidiendo con el patrén caracteristico de células
metabdlicamente activas (Chen y Gee, 2000). Esta relacion seria el resultado de agentes
reductores citosélicos, como lactato o malato que son sustratos de lactato deshidrogenasa
y malato deshidrogenasa, respectivamente (Cetica et al., 1999, 2002). Ha sido reportado
que durante la maduracidon del ovocito, la reorganizacion de las mitocondrias y el
incremento en la produccion de ATP son inhibidos si la progresion del ciclo celular es
inhibida (Yu et al., 2010). En coincidencia con estos resultados, se ha determinado que
cambios en la actividad oxidativa y mitocondrial estan relacionados con la normal
migracion de las mitocondrias, sugiriendo que el ovocito bovino se comporta como otras
células metabdlicamente activas (Gutnisky et al., 2012).

Se ha observado también que existe una relacién reciproca entre la actividad
mitocondrial y las variaciones en las concentraciones intracelulares de Ca* en ovocitos
durante la fecundacion. Las sefiales de Ca*™ intracelulares estimulan la actividad de las
mitocondrias, mientras que el segundo incremento de la concentracién de Ca*? provocado
por la activacién del ovocito por el espermatozoide es dependiente de la producciéon de
ATP mitocondrial (Dumollard et al., 2003).

La utilizacion de moduladores de la actividad mitocondrial demostré tener el mismo
efecto en embriones que en células somaticas. El uso de desacoplantes de la fosforilacion
oxidativa como el proton6foro carbonil cianuro fenilhidrazona (FCCP) produjo un aumento
del consumo de O, y una disminucion de la concentracion de coenzima NAD reducida
(NADH) en la matriz mitocondrial, mientras que el cianuro bloque6 el consumo de O, e
incremento la concentracion de NADH en la matriz (Dumollard et al., 2003) (figura 31).
Ambos moduladores disminuyen o inhiben la produccion de ATP en la cadena
respiratoria, en el primer caso por equilibrar el gradiente electroquimico entre el espacio
intermembrana y la matriz y en el segundo por inhibir el transporte de electrones vy, por

ende, la translocacién de protones. Por accién de estos moduladores, podria generarse
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entonces una deplecion energética en la célula, alterando su actividad metabdlica o

incluso pudiendo producir la muerte celular.

Membrana mitocondrial externa
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Figura 31: Representacion esquemética del mecanismo de accién de los moduladores de la
actividad de la cadena respiratoria (a) Mecanismo de accién del cianuro (KCN); (b) Mecanismo de

accion del carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP).
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Si bien estos y otros estudios han analizado el efecto de moduladores de la
cadena respiratoria en embriones y espermatozoides, no se ha estudiado su relacién con
la produccion de ROS durante la maduracion de ovocitos. Por lo tanto, el objetivo del
presente capitulo fue determinar la participacion de la cadena respiratoria mitocondrial en

la generacién de ROS durante la MIV mediante el uso de efectores.

MATERIALES Y METODOS

Para estudiar la participacion de la cadena respiratoria mitocondrial en la
produccion de ROS y en el proceso de maduracién, los COCs fueron madurados en
medio control y luego expuestos durante 30 minutos a KCN 1 mM (Wang et al., 2003),
inhibidor de la citocromo ¢ oxidasa, 0 a CCCP 0,42 uM (Beconi et al., 1993), desacoplante
de la fosforilacion oxidativa, respectivamente, en cada tiempo (0, 6, 12, 18 y 22 hs).

La determinacion de la produccion de ROS se realizd utilizando la misma

metodologia explicada en el capitulo 1 (Morado et al., 2009).

RESULTADOS

Efecto de moduladores de cadena respiratoria:

En los ovocitos tratados con un inhibidor de la citocromo c oxidasa (KCN) se

detectd un aumento significativo en la produccion de ROS a las 12 hs respecto del control

(p<0,05) mientras que en los ovocitos expuestos al desacoplante CCCP no se detectaron

diferencias significativas (figura 32).
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Figura 32: Produccién de especies reactivas del oxigeno/actividad de esterasas durante la
maduracion in vitro en medio control y expuestos a carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (CCCP)

y cianuro de potasio (KCN). Los valores estdn expresados como media de unidades
arbitrarias/ovocito/minuto + SEM. n= 296 ovocitos. = Diferencias significativas entre tratamientos a

la misma hora (p<0,05).

DISCUSION

El incremento en la generacion de ROS observado a las 12 hs del proceso de
maduracion sugiere que la inhibicion de la citocromo oxidasa aumentaria la produccion de
ROS por los complejos | y Il (Chen et al., 2003), principales sitios de generacion de O,"
mitocondrial (Muller et al., 2004), ya que previene la oxidacion de esos complejos. Al
permanecer estos complejos reducidos, transfieren sus electrones al O, generando O,”
gue podria dismutar a H,O,, siendo asi responsable del incremento observado en la
produccion de ROS.

El desacoplante CCCP incrementa el consumo de O, sin produccion de ATP,
conduciendo a una disminucién en la generacién de O,". Aunque no se detectaron
diferencias significativas entre los ovocitos control y los tratados con CCCP, los niveles de

ROS tendieron a ser menores luego del tratamiento. Por lo tanto, al aumentar la velocidad
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del transporte de electrones, tenderia a ser menor la generacién de ROS. Esta tendencia
confirmaria, entonces, la participacion de la cadena de transporte de electrones en la
generacion de ROS por el ovocito bovino durante la MIV.

En conclusién, hemos determinado por primera vez el efecto de la modulacion de
la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial sobre la produccién de ROS durante la
maduraciéon del ovocito bovino. Nuestros resultados sostienen la hipétesis de que la
reduccién de la generacién de ROS observada durante la maduracion coincide con un
aumento de la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial que cubre las necesidades
energéticas del ovocito debido a su mayor demanda de actividad metabdlica. EI ATP
generado por la cadena respiratoria seria especialmente importante a las 12 hs, momento
en el cual hay una activa sintesis proteica y que coincide con la transicion entre Ml y MII.
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Conclusiones Generales



Conclusiones Generales

Se observé una significativa fluctuacion en los niveles de ROS a lo largo de la
maduracion y la activacién de ovocitos bovinos in vitro, coincidente con eventos

clave de ambos procesos.

Durante la MIV se determiné una disminucion en la produccion de ROS entre las 2

y las 18 hs y una recuperacion de los niveles iniciales hacia las 22 hs.

Los ovocitos activados y los no activados presentaron patrones de actividad
oxidativa y produccion de ROS diferentes luego de la maduracion.

Los ovocitos activados por espermatozoides y los activados partenogenéticamente
presentaron patrones de actividad oxidativa y produccion de ROS diferentes entre

e

Sl.

En los ovocitos activados por espermatozoides, se observé una ligera disminucion
de la actividad oxidativa entre las 0 y las 11-13 hs seguida de un incremento
significativo entre las 15 y las 19 hs disminuyendo luego nuevamente, mientras
que en los activados partenogenéticamente se detecté un ligero aumento en la
actividad oxidativa a las 7 hs y luego una disminucion a las 9 hs, permaneciendo

luego baja con pequefias fluctuaciones hasta las 24 hs de desarrollo.

Los ovocitos activados por espermatozoides presentaron picos en los niveles de
ROS a las 7, 19 y 24 hs, mientras que los activados partenogenéticamente

presentaron picos alas 7, 11y 17 hs.

El tratamiento con cisteina no afecté la tasa de maduracion meidética. Sin embargo,
la disminucién observada en los niveles de ROS de los ovocitos debida a este
tratamiento podria provocar modificaciones citoplasmaticas que justifiquen la mejor

competencia de desarrollo que ha sido documentada en esos ovocitos.
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La remocion no oxidativa del GSH afecto la maduracion meiotica sin modificar los
niveles de ROS, sugiriendo que el rol antioxidante del GSH podria ser
compensado por otros sistemas antioxidantes del ovocito, pero su participacion

seria esencial en otros procesos celulares involucrados en la maduracion.

La adicion de L-NAME al medio de maduracién no modificd los porcentajes de
maduracion meibtica ni de FIV, por lo que la inhibicion de la eNOS no tendria

efecto sobre estos procesos.

La adicion de SNP al medio de maduracion produjo un incremento en los niveles
de ROS que podria deberse a la formacion ONOQO’, mientras que la adicion de
detanonoato no modificé los niveles de ROS. Sin embargo, ambos impidieron el
progreso meiético de los ovocitos. Por lo tanto, la disminucién de la tasa de
maduracion meidtica observada por este tratamiento podria ser consecuencia de

la accién del ONOO o de la disminucidon concomitante del O,

La inhibicion de la NADPH oxidasa no modificé la produccion de ROS ni la
maduracién meibtica, pero disminuyé la tasa de clivaje embrionario. Por lo tanto,
esta enzima tendria participacion en la activacion in vitro del ovocito bovino,
posiblemente por generar O,  que participaria de mecanismos de sefializacion

intracelular.

El porcentaje de maduracion meiética disminuyé tanto en presencia de sistemas
generadores como en presencia de scavengers enzimaticos de H,O, y O,". Por lo
tanto, a pesar de que la adicion de sistemas enzimaticos de generacién de O,y
H,O, podria ser perjudicial para la calidad del ovocito, el uso de scavengers

también alteraria el proceso de maduracion.

El tratamiento de los ovocitos con un desacoplante de la fosforilacién oxidativa no

tuvo efecto sobre los niveles de ROS a diferentes tiempos durante la MIV.
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14. La inhibicién de la cadena respiratoria con KCN produjo un aumento en los niveles
de ROS a las 12 hs, lo cual estaria determinando la participacién de la mitocondria
en la produccién de ROS durante la maduracién y su relacion con la variacion en

la tasa de actividad metabolica del ovocito.
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Por primera vez se observé una significativa fluctuacion de los niveles de ROS a lo
largo de la maduracién y la activacion de ovocitos bovinos in vitro y se pudo comprobar
que las variaciones observadas tienen una relacion temporal con eventos clave de ambos

procesos.

Las fluctuaciones en la produccién de ROS vy la actividad oxidativa presentaron
comportamientos contrastantes durante la maduracion y la activacion. La mayor demanda
de actividad metabdlica que tiene lugar durante la maduracién del ovocito bovino coincide
con una concomitante reduccién de la generacién de ROS. De esta forma, los ovocitos
presentan el mismo comportamiento que las células sométicas, en las cuales fue
demostrado que en las mitocondrias en estado de reposo (estado 4) hay una mayor
produccion de ROS que en las que presentan un alto consumo de O, (estado 3) debido a
gue parte de los electrones que se transportan en la cadena respiratoria son transferidos

al oxigeno, formando O, que puede derivar a H,O..

En cuanto a la activacién, en el presente trabajo determinamos que existen
patrones metabdlicos diferentes entre ovocitos no fecundados, activados por
espermatozoides y activados partenogenéticamente. Los comportamientos caracteristicos
observados en la actividad oxidativa y la generacion de ROS en los dos tipos de
activacion son relevantes para aumentar el conocimiento respecto de la competencia de
desarrollo de los ovocitos y los embriones tempranos. Las fluctuaciones que observamos
en la actividad oxidativa y los niveles de ROS de los cigotos bovinos obtenidos por FIV
serian parte de su metabolismo normal, mientras que las diferencias observadas en los
cigotos partenogenéticos con respecto a los patrones oxidativos podrian en parte explicar

su menor capacidad de desarrollo.

En presencia de sistemas moduladores se observaron cambios en los niveles de
ROS y en las tasas de maduracion y clivaje embrionario. La adicion de diferentes agentes
pro-oxidantes al medio de maduracién produjo aumentos significativos en la generacion
de ROS en diferentes tiempos de la MIV. El sistema xantina + XOD + catalasa produjo un
aumento a las 6 y 18 hs, mientras que el SNP y el KCN lo hicieron a las 12 hs. Por otro

lado, la suplementacion del medio de MIV con cisteina como agente antioxidante redujo la
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produccién de ROS a las 12 y 18 hs. Estos tiempos coinciden con la RVG (6 hs), el
progreso de Ml a Mll (12 hs) y la protrusion del primer corpusculo polar (18 hs), sugiriendo
que la variacién en la producciéon de ROS estaria intimamente relacionada con estos

puntos criticos de la MIV de ovocitos bovinos.

El incremento en H,O, generado por la adicion de xantina + XOD podria ser
compensado por la elevada actividad de catalasa en las células del cumulus, que
observamos en un trabajo previo de nuestro equipo de trabajo, explicando asi la ausencia
de un incremento en la produccion de ROS detectada en el ovocito. Por otro lado, el
incremento de O,” generado por la adicién de xantina + XOD + catalasa no podria ser
compensado debido a la relativamente baja actividad de SOD de las células del cimulus,
observandose asi el incremento esperado en los niveles de ROS en el ovocito. Estos
resultados sugieren que las células del cumulus tendrian un importante rol en la
modulacion de los niveles de ROS del ovocito tanto en condiciones de cultivo normales

como en presencia de diferentes sistemas pro o antioxidantes.

La disminucién en las tasas de maduracion meiética y de clivaje observadas con
sistemas enzimaticos de remocion de H,O, y O,y con un inhibidor de la NADPH oxidasa
respectivamente, indicaria que, si bien en exceso pueden ser nocivas por generar dafio
oxidativo, a concentraciones fisioldgicas ciertas ROS podrian participar de mecanismos
de sefializacion intracelular que intervienen en esos procesos. Estos resultados también
sugieren que, al igual que lo observado en otros modelos celulares, el sitio en el que se
producen las ROS podria determinar que esos compuestos generen un efecto beneficioso

o deletéreo para la maduracién y la activacion de ovocitos bovinos.

Estudios futuros deberian profundizar el conocimiento sobre la relacién entre el
potencial redox, la relacion entre pro y antioxidantes en el medio y la tolerancia al dafio de
los ovocitos bovinos y de diferentes especies. En este sentido, deberia considerarse
también la influencia de cualquier modificacion de los sustratos energéticos durante la

MIV en el estado redox y en los niveles de ROS de los ovocitos.
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La utilizacién y el potencial beneficio de los antioxidantes durante el cultivo in vitro
esta aun en discusion y uno de los desafios es determinar la proporcion de pro y
antioxidantes que brinde las condiciones Optimas para la maduraciéon de los COCs. Ya
que el tracto reproductivo consta de defensas antioxidantes propias, es necesario
controlar los factores fisicos y quimicos del ambiente de cultivo que pueden influir en el

estado redox y en la calidad del ovocito para simular lo que ocurre in vivo.

En lo que respecta a la activacion, estudios posteriores sobre el control metabdlico
de la activacion partenogenética podrian contribuir a mejorar la performance de estos
embriones en diferentes aplicaciones biotecnol6gicas como transferencia nuclear,

clonacion y transgénesis.

Pensando en el impacto que este y futuros estudios podrian tener en la
reproduccion humana, la MIV es una técnica prometedora para la reproduccién asistida
debido a que involucra un protocolo simple y de bajo costo y a que permite prevenir la
hiperestimulacion, a diferencia de la FIV de ovocitos madurados in vivo. La técnica podria
ser mas exitosa si se controlaran factores ain no detectados que pueden intervenir y si se

corrigieran deficiencias en los medios de cultivo.
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in bovine”. P. Conde, S. Morado, J. Smitz, T. Gentile, P. Cetica. Poster presentado en:
Ovarian Club Meeting. The oocyte: from basic research to clinical practice. Barcelona
(Espafia), del 3 al 6 de noviembre de 2011.

“Cytoplasmic and oxidative activity consequences of glycolysis stimulation in bovine
cumulus-oocyte complexes during in vitro maturation”. C. Gutnisky, S. Morado, G. Dalvit,
J. Thompson, P. Cetica. Presentacion oral en: “V International Campus course on
Diagnostic, Therapeutic and Preservation Techniques in Reproduction”, organizado por la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos y la Universidad Libre de Bruselas. Lima
(Peru), del 30 de enero al 1 de febrero de 2012.

Actividad docente del tesista

Alumno concurrente. Catedra de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Veterinarias,
UBA. Desde 9 de marzo de 2003 hasta 9 de septiembre de 2003.
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Ayudante de 2da. “ad honorem”. Catedra de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UBA. Desde 9 de septiembre de 2003 hasta 12 de octubre de 2004.
Resolucion (CD) N° 969/03.

Ayudante de 2da. Interino Dedicacién Parcial. Desde 12 de octubre de 2004 hasta el 14
de octubre de 2008. Resolucién (CD) N° 1655/04. Catedra de Quimica Bioldgica, Facultad

de Ciencias Veterinarias, UBA.

Ayudante de 2da. Regular Dedicacién Parcial. Desde 15 de octubre de 2008 hasta el 31
de julio de 2011. Resolucién (CD) N° 1723/08. Catedra de Quimica Biolégica, Facultad de

Ciencias Veterinarias, UBA.

Ayudante de 1ra. Interino Dedicacion Semiexclusiva. Desde 1 de agosto de 2011 hasta el
18 de marzo de 2014. Catedra de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Veterinarias,
UBA.

Ayudante de 1lra. Por Concurso Dedicacion Semiexclusiva. Desde 18 de marzo de 2014
hasta el 1 de abril de 2014. Catedra de Quimica Biol6gica, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UBA.

Ayudante de 1ra. Interino Dedicacion Exclusiva. Desde 1 de abril de 2014 a la fecha.
Cétedra de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA.

Actividades de Transferencia y Extension Universitaria

Proyecto de Voluntariado Universitario del Ministerio de Educacion de la Nacion:
“‘Acompafiamiento de FCV-UBA a alumnos de escuelas secundarias de la zona de
influencia de la facultad”. Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias.

Directoras: Lic. Fabiana Grinsztajn, Dra. Mariana Cérdoba.
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Capacitacion para el laboratorio EMBRYO-GEN, dirigido por el Vet. Alvaro Fernandez,
Montevideo, Uruguay, del 8 al 12 de noviembre de 2010.

Tareas realizadas: relevamiento y asesoramiento sobre las condiciones generales del
laboratorio, preparacion de medios de maduracion in vitro, técnica de punciéon y
recoleccién de ovocitos bovinos, preparacion de pipetas de recoleccion y denudacion,
maduracioén in vitro de los ovocitos y evaluacién de la maduracion por la técnica de

Tarkowski.

Proyecto de Voluntariado Universitario: “Integracion de conocimientos veterinarios y
ampliacién del entorno educativo agropecuario con Tecnologias del Aprendizaje y el
Conocimiento (TAC)”. Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias.

Directoras: Lic. Fabiana Grinsztajn, Dra. Mariana Cérdoba.

Otro titulos de posgrado obtenidos

Especialista en Docencia Universitaria para Ciencias Veterinarias y Biologicas. Tesina

aprobada en febrero de 2015. (Titulo en tramite)
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