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1. RESUMEN

La produccion de embriones in vitro (PIV) de mamifero mediante la fertilizacion in
vitro (FIV), permite la posibilidad de obtener un numero elevado de embriones para ser
utilizados a nivel cientifico y comercial. Cada uno de los pasos que conforman este proceso,
condiciona per se el éxito o el fracaso del siguiente.

Para incrementar la eficiencia de la PIV de embriones de mamifero, es importante
actuar desde las primeras etapas de la técnica, como es la maduracién in vitro (MIV) del
gameto femenino (ovocito), de tal manera que en los cultivos se pueda semejar
tempranamente, al microambiente oviductal y uterino que ocurre en condiciones in vivo.

Al respecto se ha reportado que bajo condiciones artificiales el ovocito sufre cambios
en su maduracion bioquimica que compromete la FIV (Mucci et al., 2006). Rodriguez et al.
(2003), indican que las especies reactivas de oxigeno (ROS) alteran el desarrollo normal del
ovocito durante la MIV, por lo que sugieren que la utilizaciéon de compuestos tioles aumenta
las concentraciones de glutation (GSH) y por lo tanto reduce el efecto negativo de los ROS.

El presente estudio plante6 la hipotesis de que un medio definido simple como es el
HECM-9, al ser combinado con compuestos tioles, mejora la tasa de MIV en los ovocitos de
cabra doméstica y por ende, la tasa de fertilizacion.

Al igual que con los ovocitos, es necesario asegurar capacidad fértil de los gametos
masculinos (espermatozoides), por ello, en este trabajo se evaluaron algunos parametros de los
espermatozoides caprino, como fueron: el porcentaje de movilidad progresiva (MP) y el
estado funcional de su membrana plasmatica (porcentaje de espermatozoides no capacitados
NCAP, capacitados CAP y reaccionados REA) en presencia de un extensor comercial base
tris, liquido oviductal sintético y dos agentes capacitantes: cafeina y heparina.

En un primer estudio, el semen fue colectado por vagina artificial, diluido en un
extensor comercial y almacenado a 15°C durante tres dias consecutivos. Los espermatozoides
fueron lavados en medio mDM e incubados en Liquido Oviductal Sintético (SOF), Tryladil
(TRY), mDM con Heparina y Cafeina, durante 60, 120, 180 y 240 min. Los parametros
fueron evaluados en tres dias diferentes (24, 48 y 72 h). La MP superior en el TRY (69.5%),
mientras que el porcentaje de CAP fue mayor en heparina (63.2%). El extensor TRY mantuvo
una movilidad progresiva durante mayor tiempo (69.5%) comparado con el uso de agentes

capacitantes diluidos en medio mDM (Heparina 34.8% y Cafeina 29.2%)).
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En un segundo estudio se evaluo6 el efecto del HECM-9 como medio de maduracién de
ovocitos, sobre la tasa de MIV y FIV en cabras. Los complejos cumulus ovocito (CCQO’s)
fueron obtenidos de ovarios de cabras post-mortem. Se us6 TCM-199 como control,
suplementado con 275ug/ml de piruvato de sodio, 146pug/ml de L-glutamina, 10% (v/v) suero
fetal bovino (Gibco) y 1ug/ml de 17 B-estradiol. EIl HECM-9 fue elaborado con base en lo
sefialado por McKiernan y Bavister (2000). El medio base (10 ml de BM-3) se suplementé con
100uL de un stock de 11 aminoacidos no esenciales (acido glutdamico 0.01mM, asparagina
0.0lmM, cisteina 0.0lmM, glicina 0.0lmM, histidina 0.01mM, lisina 0.0lmM, prolina
0.01mM, serina 0.01mM, acido aspartico 0.01mM, glutamina 0.20mM y taurina 0.50mM), y
10ul de un stock 3.02mM de pantotenato de sodio. Adicionalmente ambos medios se
suplementaron con 10pg/ml de factor de crecimiento epidermal (EGF), 10ug/ml de Hormona
Luteinizante (LH), Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y con antibidtico (50pg/ml de
gentamicina). Grupos de 10-25 CCO’s fueron transferidos a 450uL del medio respectivo bajo
aceite mineral preincubado por 24h a 37.5 °C, 5% CO,. El pH fue ajustado a 7.4 y los CCO’s
fueron cultivados a 37.5 °C, 5% CO; por 27h. La tasa de MIV fue superior (p<0.05) en el
HECM-9 (60.5%) con respecto al TCM-199 (38.6%). Asimismo, la tasa de FIV fue superior
(p<0.05) en el HECM-9 (19.18%,) que en TCM-199 (9.59%,). De acuerdo a los resultados, el
HECM-9 puede ser utilizado en los procesos de MIV y FIV de ovocitos en la especie caprina.

Un tercer estudio investigd el efecto de la adicion de compuestos tioles en el medio de
maduracion definido HECM-9, valorando la concentracion del glutation reducido (GSH) y la
tasa de MIV en ovocitos de cabras. La metodologia de MIV fue la ya descrita en el estudio 2.
Se analizo el contenido de GSH intracelular de ovocitos inmaduros y tras 27h de maduracion,
mediante el ensayo ciclico de la enzima 5,5’-ditiobis-(2-4cido nitrobenzoico) glutation
reductasa (DTNB-GSSG). Aun y cuando los resultados no fueron los esperados con respecto a
la suplementacion de los compuestos tioles al HECM-9, es posible asumir que el medio
HECM-9 per se contiene los elementos necesarios para la sintesis de novo de GSH. Por lo
tanto, es necesario realizar estudios que determinen la disponibilidad de cisteina, fuente de

energia y la enzima y-glutamil transpeptidasa requeridos en el ciclo del y-glutamil.
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2. ABSTRACT

The in vitro production (IVP) of mammalian embryos by in vitro fertilization (IVF),
allows a large number of embryos to be used in scientific and comercial issues. Each of the
steps that make this process determines the success or failure of the next.

To increase the efficiency of IVP of mammalian embryos, it is important to take
actions from the earliest stages of the technology, such as the in vitro maturation (IVM) of the
female gamete (oocyte), so that cultura media can mimic early oviductal and uterine
microenvironment that occurs in vivo.

The present study hypothesized that a simple defined media such as HECM-9, when
combined with thiol compounds, improves the rate of IVM oocytes in domestic goat and
hence, fertilization.

In this regard has been reported that under artificial conditions the oocyte undergoes
changes in biochemical maturation which commits the IVF (Mucci et al., 2006). Rodriguez et
al. (2003), indicate that the reactive species oxygen (ROS) alter the normal development of the
oocyte during the MIV, by which suggest that the use of composite thiols increases the
concentration of glutathione (GSH) and therefore reduces the negative effect of ROS.

As with oocytes, it is necessary to ensure the viability of male gametes (spermatozoa),
so, in this work were carried out two studies.

In a first study, the semen was collected by artificial vagina, diluted in a commercial
and stored extensor at 15 °C for three consecutive days. Sperm were washed in mDM medium
and incubated in synthetic Oviductal fluid (SOF), Tryladil (TRY), mDM with heparin and
caffeine, 60, 120, 180 and 240 min. The parameters were evaluated on three different days
(24, 48 and 72 h). The MP was higher in the TRY (69.5%), while the percentage of CAP was
higher in heparin (63.2%). TRY extender remained a progressive motility for more time
(69.5%) compared with the use of capacitating agents diluted in medium mDM (heparin
34.8% and caffeine 29.2%).

The second study evaluated the effect of HECM-9 as oocyte maturation media, on the
rate of IVM and IVF in goat. Cumulus oocyte complexes (COC's) were obtained from ovaries
of goat post-mortem. TCM-199 was used as control media supplemented with 275ug/ml
sodium pyruvate, 146pg/ml L-glutamine 10% (v / v) fetal calf serum (Gibco), 1pg/ml of 17 B-
estradiol. The HECM-9 was developed as reported by McKiernan and Bavister (2000). The

3
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basal media (10 ml of BM-3) was supplemented with 100ul of a stock of 11 non-essential
amino acids (glutamic acid 0.0lmm, 0.01mm asparagine, cysteine, 0.01lmm, 0.01mm glycine,
histidine, 0.0lmm, 0.01lmm lysine, proline 0.01lmm, serine 0.01lmm, 0.01lmm aspartic acid,
glutamine and taurine 0.20mm 0.50mm), and 10ul of 3.02mM stock sodium pantothenate.
Additionally, both media were supplemented with 10ug/ml of epidermal growth factor EGF,
and 10pg/ml of Hormone Luteinizing (LH) and Follicle Stimulating Hormone (FSH) and
antibiotics (50pg/ml gentamicin). Groups of 10 to 25 CCQO's were transferred to 450ul of the
respective medium under mineral oil, pre-incubated for 24h at 37.5°C, 5% CO,. The pH was
adjusted to 7.4 and CCQ's were cultured at 37.5°C, 5% CO, for 2;h. The IVM rate was higher
(p <0.05) in the HECM-9 (60.5%) compared to TCM-199 (38.6%). Also, the rate of IVF was
higher (p <0.05) in the HECM-9 (19.18%) that it TCM-199 (9.59%). Accordingly to the
results, the HECM-9 can be used in IVM of oocytes in goat, however, additional studies are
needed to intensify the findings.

A third study investigated the effect of the addition of thiol compounds in the
maturation médium, on the concentration of reduced glutation (GSH) and the rate of IVM in
oocytes from adult goats. In vitro maturation method was the same used in Study 2. We
analyzed the intracellular GSH content of immature oocytes after 27h of maturation, by testing
the enzyme cyclic 5.5 '-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) glutathione reductase (DTNB-GSSQG).
Even if the results were not as expected, with respect to supplementation of thiol compounds
to HECM-9, it is possible to assume that the media itself contains the necessary elements for
the de novo synthesis of GSH. Studies are needed to determine the availability of cysteine, a

source of energy and y-glutamyl transpeptidase enzyme required in the y-glutamyl cycle.
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3. INTRODUCCION

Las grandes expectativas esperadas en los programas de mejoramiento productivo
animal por los procedimientos de produccion de embriones in vivo, se han visto insatisfechas
con el tiempo. Ello es consecuencia de que su rendimiento no es tan elevado como se suponia
en un principio, debido al bajo nimero de embriones transferibles; a la existencia de hembras
que no responden a los tratamientos para inducir una ovulacion multiple; a la necesidad de
respetar periodos de descanso entre dos colectas consecutivas y a la obligatoriedad de que las
donantes estén en perfectas condiciones ginecoldgicas.

Estas circunstancias poco satisfactorias han creado la necesidad de desarrollar un
procedimiento alternativo para la produccion de embriones. Este procedimiento se basa en la
utilizacion de ovocitos inmaduros, colectados directamente del ovario con independencia de la
edad y de la situacion fisioldgica de la hembra. Esta técnica ofrece la posibilidad de convertir
a la hembra en productora de gametos, equiparandola a los machos productores de semen para
la inseminacion artificial, lo que supondria numerosas ventajas en los programas de seleccion.

La técnica de produccion de embriones in vitro (PEIV) es una herramienta que
contribuye a acelerar la valoracion del proceso reproductivo en los mamiferos con objeto de
facilitar la produccion de un elevado nimero de embriones en el mismo estadio de desarrollo,
permite el incremento de la diseminacion del material genético y la obtencion de una mayor
descendencia de hembras seleccionadas (Baldassarre, 2003).

Sin embargo, a pesar de existir una serie de eventos que pueden influir en la PEIV, el
principal factor limitante parece ser la maduracion in vitro del ovocito debido a que los
componentes que conforman el medio de maduracion son limitados si se comparan con los del
fluido uterino o bien a la falta de sustratos adecuados para la sintesis de nuevos compuestos
(Cognié et al., 2003; Korhonen ef al., 2005). Al respecto Krisher et al. (2007), indican que la
coleccion de ovocitos inmaduros seguidos por la maduracion in vitro altera la fisiologia del
ovocito por lo que se obtiene un ovocito con una reducida capacidad de desarrollo comparado
con los que maduran en condiciones in vivo. Aln y cuando la meiosis, o la maduracioén nuclear
llegaran a finalizar in vitro, se desconoce si la variedad de procesos que ocurren in vivo en el
citoplasma son llevados a cabo en su totalidad de forma artificial, de manera que los

porcentajes de la fertilizacion son consecuencia de estos procesos. (Mucci ef al., 2006).
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Tradicionalmente, el medio de cultivo de tejidos-199 (TCM-199) ha sido el medio de
maduracion indefinido (MIV) mas usado en las investigaciones de PEIV; sin embargo, se ha
demostrado que contiene algunos componentes como la hipoxantina (Bavister et al., 1992), la
glucosa y fosfatos (Piniommunyntr y Bavister, 1991) que han sido asociados con el bloqueo o
inhibicion del desarrollo embrionario temprano en bovinos y hamsteres, respectivamente.

Alternativamente, se han desarrollado otros medios como el fluido oviductal sintético
(SOF) y el medio de cultivo para embriones de hamsteres-6 y 9 (HECM-6 y HECM-9,
respectivamente). Ambos han sido utilizados para la MIV de ovocitos en bovinos (Ali y
Sirard, 2002; Oyamada y Fukui, 2004) y en ovinos (Walker et al., 1996; Navarro et al., 2006;
Robledo et al., 2009), obteniendo igual o mejor tasa de desarrollo embrionario comparado con
el medio de maduracion TCM-199.

Adicionalmente, a los efectos del medio de maduracion sobre la disminucion en la
PEIV, factores externos como el envejecimiento celular, exposicion a toxicos y las
condiciones ambientales adversas de incubacion, provocan que los ovocitos y embriones en
etapa de pre-implantacion incrementen la producciéon de especies reactivas de oxigeno
(Takahashi et al., 2002; Guérin et al., 2001) comparados con aquellos que maduran y son
fecundados in vivo;, disminuyendo por ende el potencial de maduracion y desarrollo de

ovocitos y embriones.
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3.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

3.1.1. Radicales Libres

Un radical libre es una molécula, que contiene uno o mas electrones desapareados en
su orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera gran inestabilidad. Poseen
una estructura birradicalica, tienen una vida media extraordinariamente pequefia del orden de
nanosegundos a milisegundos debido a su gran reactividad, aunque puede variar segun el tipo
de radical libre. Esta inestabilidad les confiere una avidez fisica por la captura de un electron
de cualquier otra molécula de su entorno, ocasionando que la estructura afectada quede
inestable. De esta forma pueden establecer reacciones en cadena por medio de varios
transportadores que se oxidan y se reducen secuencialmente, cuando un radical inicial
modifica una biomolécula después de transferir o capturar un electrén. El dafio es transmitido
por medio de los transportadores que incluso pueden ser moléculas circulantes (Venereo,
2002; Tortolero et al., 2005).

Estas moléculas o atomos tremendamente reactivos se encuentran implicados en el
inicio y desarrollo de numerosas enfermedades incluyendo aquellas que pueden comprometer
la reproduccion y la fertilidad (Goud et al., 2008). Tras la evidencia del papel patoldgico de
estos compuestos, se han abierto numerosas vias de investigacion con el fin de modular sus
efectos deletéreos. En el medio bioldgico, los radicales libres mas frecuentes son compuestos
oxigenados y se les llaman especies reactivas de oxigeno (ROS).

La accion de los ROS en las células es compleja y depende de diferentes factores como
su concentracion, el tipo celular y su estado metabolico, o una combinacion de los factores
anteriores (Tortolero ef al., 2005). En un estudio reciente se observé como células sometidas a
un estimulo oxidativo eran capaces de activar sefiales especificas, para morir o tolerar la
agresion, dentro de la primera hora tras el estimulo (Nair ef al., 2004). Algunos estudios
proponen que la concentracion de ROS en el fluido folicular puede representar un rango
natural de pro-oxidantes que podrian ser necesarios para el desarrollo normal del ovocito. Un
promedio fisiologico de ROS puede ser indicativo de un desarrollo de ovocito saludable,
mientras que una excesiva concentracion denota un estado de estrés oxidativo que

compromete la FIV (Attaran ef al., 2000; Agarwal et al., 2003; Pasqualotto et al., 2004).
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Medir las concentraciones de ROS es un proceso extremadamente dificil, debido al
corto periodo de tiempo que permanecen estas moléculas como tales. Para la cuantificacion de
los niveles de ROS en células se han utilizado diferentes métodos como resonancia magnética
de electrones (O, y OH), técnicas de quimioluminiscencia (mide en general los ROS, no es
especifica) y de citometria de flujo (H,O,) (Halliwell y Whiteman, 2004).

Un estudio realizado a través de la técnica de quimioluminiscencia en humanos sugiere
que niveles de ROS en liquido folicular por encima de 100 fotones por segundo (cps), tiende a
inhibir la formacion del embrion o la fertilizacion (Das et al., 2006).

Las estructuras subcelulares de generacion de ROS incluyen principalmente a las
mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la membrana nuclear, Ia
citoplasmatica y la del reticulo endoplasmico (Curtin ef al., 2002).

Ademds de las especies reactivas de oxigeno, existen también radicales libres
nitrogenados o especies reactivas de nitrogeno (RNS) cuya importancia aunque en principio
menor que la de las especies reactivas de oxigeno, ha crecido considerablemente en la
actualidad (Moran et al., 2001).

Los ROS pueden tener tanto un origen enddégeno como exogeno. Las fuentes exogenas
de ROS dependen de:

a) La concentracion ambiental de O, Cuanta mas alta sea, mayor es la actividad
enzimatica de las oxidasas y, por tanto, mayor es la concentracion intracelular del
anion superoxido (Oy).

b) La presencia de cationes metalicos.

c) Laluz visible.

d) La actividad amino oxidasa, presente en medios de cultivo tras ser liberada por los
espermatozoides muertos (Rausell y Tarin, 2005).

Endogenamente, los ROS pueden proceder de:

a) La fosforilacion oxidativa.

b) La actividad de la NADPH oxidasa.

¢) Actividad de la xanthina oxidasa (Rausell y Tarin, 2005).
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3.1.2. Tipos de Radicales Libres

Los tres principales tipos de ROS (figura 1) son: a) anion superoxido (O;"), se forma
a partir de la captacion de un electron por una molécula de oxigeno en muchas reacciones de
autoxidacion catalizadas enzimaticamente, como en las reacciones de deshidrogenasas
flavoproteinicas: xantina oxidasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa, etc; e hidroxilasas o bien
se produce en la cadena respiratoria mitocondrial. Es poco reactivo pero potencialmente toxico
por los intermediarios que puede producir (Behard et al., 1979; Korycka-Dahi y Richardson;
1981; Kowaltowski et al., 2009); b) el peroxido de hidrégeno (H,0,), el cual se forma cuando
el radical superoxido capta dos protones. No es un radical libre, pero puede atravesar las
membranas causando dafio oxidativo lejano. Muchas enzimas producen peroxido de hidrogeno
a partir de oxigeno: superdxido dismutasa, glucosa oxidasa, la D-aminoécido oxidasa, uricasa
(Romero y Cadena, 1987) y también puede producirse por reacciones quimicas, como la
autooxidacion del acido ascorbico catalizada por el cobre (Korycka-Dahi y Richardson, 1981).
Se convierte en agua por accidon de la catalasa, un proceso que determina su vida media.
(Kowaltowski et al., 2009) y c) el radical hidroxilo (OH’), este radical aparece cuando el
peréxido de hidrogeno se une al superoxido. Es muy reactivo y con una vida media
extremadamente corta. Se forma esencialmente a partir de O, y H;0,, a través de las

reacciones de Haber-Weiss y Fenton (Martinez-Sanchéz, 2005).

0, NO' Oxygen
+B mitric
T,"EE"" ONOLD™ peroxinitrite
03+ HO; Superoxide
+*H,0, vl HO hlosite
Hatber- \ (hypoc )
Waiss 5 /;ﬂr imyetoperoxidase)
Qg+— HO;*— Hy0; Peroxide
OH F&** Fanton rasetion
hydroxyl racical

Figura 1.Formacion de las especies reactivas de oxigeno (Tomado de Ford, 2004).
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3.2. ESTRES OXIDATIVO EN LAS CELULAS

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o
factores pro-oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies
quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la
produccion de ROS. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-
funcion en cualquier o6rgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto se reconoce
como mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la
evoluciéon de un numero creciente de entidades y sindromes de interés médico-social,
involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos (Droge, 2002; Venereo,
2002).

El dafio oxidativo es generado debido a que los radicales libres solo llegan a ser
estables adquiriendo electrones de acidos nucleicos, lipidos, proteinas y carbohidratos
(Agarwal et al., 2005). Los lipidos, y sobre todo los acidos grasos poliinsaturados, son los
mas susceptibles de ser atacados por radicales libres. Los radicales libres que pueden iniciar
esta reaccion son: el radical hidroxilo (OHY), el peréxido (ROO"), el alcoxido (RO") y el
alquilico (R"). El proceso de ataque oxidativo a los lipidos, denominado peroxidacion lipidica,
comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifatica de un acido graso,
se desprende de un atomo de hidrégeno, y se forma un radical alquilico. Esta reaccion se
produce preferentemente en los carbonos contiguos a enlaces dobles de los acidos grasos
poliinsaturados, ya que los radicales formados se pueden estabilizar por resonancia con el
enlace doble. Este radical centrado en un 4tomo de carbono reacciona con el O, y forma un
radical peroxido, R-COQ. Los radicales peroxido pueden reaccionar con cadenas laterales de
otros acidos grasos poliinsaturados adyacentes, para formar un radical alquilico (R’-CHe) y un
peroxido lipidico (R-COOH), con lo que se propaga la reaccion en la cadena radical. De esta
manera, un solo ataque por un radical libre da lugar a la formacion de un gran niimero de
productos de oxidacion, sobre todo aldehidos como malondialdehido y 4-hidroxinonenal, e
hidrocarburos de cadena corta como etano y pentano. Estas reacciones alteran las propiedades

de las membranas de tal modo que cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad de la
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membrana, disminuyen el potencial de membrana, hacen perder las funciones secretoras e
inhiben los procesos metabdlicos celulares (Halliwell, 1994).

El radical hidroxilo es muy reactivo con las proteinas y puede causar modificaciones
en casi todos los residuos de aminoacidos. Dentro de los aminoacidos fisiologicos, la tirosina,
la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los que mas procesos
oxidativos sufren, forman entrecruzamientos de tipo covalente e inducen a la fragmentacion de
la cadena polipeptidica, lo que se traduce en una pérdida de la funcion, o en mayor
susceptibilidad a las enzimas proteoliticas. Las proteinas oxidadas son facilmente degradadas
por enzimas proteoliticas debido a la formacion de grupos carbonilo, a la creacion de nuevos
grupos N-terminales, o a cambios conformacionales de la molécula (Prinsze et al., 1990;
Villar-Rojas ef al., 1996).

Uno de los componentes de la molécula de ADN que es susceptible a ser dafiado por
radicales libres es la desoxirribosa, la que al oxidarse puede inducir el rompimiento del enlace
entre este azlcar y el grupo fosfato del siguiente nucledtido, mecanismo mediante el cual se
forman rompimientos de la cadena sencilla, los que son reparados por medio de las enzimas
correspondientes. Cuando gran cantidad de radicales hidroxilo atacan una parte restringida de
la molécula de ADN, se forman numerosos rompimientos de cadena sencilla, que por su
cercania podrian conducir a la formacién de rompimientos de cadena doble, los que provocan
dafo permanente al material genético. La reactividad del radical hidroxilo hacia los diferentes
atomos de hidrogeno de la desoxirribosa varia considerablemente, siendo los carbonos 4 y 5
los sitios primarios de ataque, ya que en la molécula de ADN son los que quedan mas
expuestos. Los radicales hidroxilos tienen la capacidad de reaccionar también con las bases
nitrogenadas del ADN. El tipo predominante de alteracion que puede observarse a este nivel
son las substituciones, aunque también es frecuente observar deleciones y con menor
frecuencia inserciones (Ward, 1985; Breen y Murphy, 1995; Balasubramanian, 1998).

Los efectos de los radicales libres sobre los carbohidratos, son poco conocidos, pero se
ha establecido que los glucosaminoglicanos, son susceptibles a su degradacion (Moseley et al.,

1997).
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3.3. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

El sistema de defensa antioxidante estd constituido por un grupo de sustancias que al
estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen
siginificativamente la oxidacion de este. Como sustrato oxidable se puede considerar casi
todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas, como
proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden
que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar interactuan mas rapido con los radicales
libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas
presentes, en un determinado microambiente membrana plasmatica, citosol, nticleo o liquido
extracelular. La accion del antioxidantes es de sacrificio de su propia integridad molecular
para evitar alteraciones de moléculas (lipidos, proteinas, ADN, etc.) funcionalmente vitales
mas importantes. Actian como eliminadoras, con el objetivo de mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante (Redox Homeostasis) a favor de estos ultimos. (Droge, 2002). Los
antioxidantes exogenos actian como moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al
radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los
nutrientes que los contienen (Venereo, 2002).

Se conocen tres grupos de antioxidantes:

a) Antioxidantes primarios: previenen la formacion de nuevos radicales libres,
transformandolos en moléculas menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o
evitando la formacion de radicales libres a partir de otras moléculas.

Entre estos antioxidantes tenemos a la enzima superdxido dismutasa (SOD), que
convierte al O, en perdxido de hidrogeno.

SOD
O, +0, +2H » H,O0,+0,

La enzima glutatiéon peroxidasa (GPX) convierte el perdxido de hidrogeno y los
peroxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que formen radicales libres. Existen dos
tipos de glutation peroxidasa, una selenio dependiente (Se-GPx), y otra que no contiene
selenio (GPx).

SeGPX
H,O0, + 2GSH » 2H,0, + GSSG
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SeGPX, GPX
ROOH + 2GSH » ROH + H20 + GSSG

La enzima catalasa participa en la eliminacion del peroxido de hidrégeno, dando lugar

a agua y a una molécula de oxigeno.

Catalasa
2H,0p——» 2H;0,+ O,

b) Antioxidantes secundarios: los cuales capturan los radicales libres, evitando reacciones
en cadena. Entre estos se reportan el glutation, la vitamina E (alpha-tocoferol), vitamina C
(ascorbato), betacaroteno, acido urico, bilirrubina y albumina;

¢) Antioxidantes terciarios: reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres.
Entre ellos se indican las enzimas reparadoras de ADN y la metionina sulfoxidoreductasa

(Tortolero et al., 2005).

3.4 GLUTATION

Diversos estudios reportan la existencia de un conjunto de medidas protectoras frente
al estrés oxidativo que disminuyen el efecto negativo de los ROS, dentro de las cuales el
glutation reducido (GSH), es el principal agente antioxidante no enzimatico presente en el
ovocito y en el embrion en la etapa de pre-implantacion (Rausell y Tarin, 2005).

El GSH es el mas abundante tripéptido tiol no proteico (figura 2) presente en las
células de mamiferos, se encuentra en concentraciones intracelulares en alrededor de Sumol

por gramo de tejido.

v-Glu Cys Gly
NH," O O
| H I H [
CH—C—(C—C—MN—CH—C—N—CH—C—0
| H; H | | I
0=(|: O {%Hz H
O =H

Figura 2. Estructura quimica del glutation.
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Su grupo sulfhidril (SH) le confiere una accion protectiva contra el dafio oxidativo. Es
un tripéptido (GSH, L-y-glutamil-cisteinglicina), derivado de la glicina, el glutamato y la
cisteina que se sintetiza mediante el ciclo y-glutamil, y su sintesis es dependiente de la
disponibilidad en el medio de cisteina (Sastre et al., 2005). Su sintesis se realiza en dos pasos
(figura 3), catalizados por reacciones ATP-dependientes. El primer paso consiste en una
condensacion del grupo y-carboxilo del glutamato con el grupo a-amina de la cisteina. El
grupo carboxilo es activado en un principio por el ATP para dar lugar a un intermedio del tipo
fosfato de acilo, que a continuacion es atacado por el grupo amino de la cisteina, este paso es
catalizado por la y-glutamilcisteina sintetasa (GCS) y es paso limitante para la su sintesis. El
segundo paso es parecido, siendo activado por el grupo a-carboxilo de la cisteina a una forma
fosfato de acilo que le permite la condensacion con la glicina, éste es catalizado por la

glutation sintetasa. (Sastre ef al., 2005).

ATP ADP+Pi ATP ADP +Pi
Glutamato » v-Glu-Cys » Glu-Cys-Gly
v-Glutamil-cisteina sintetasa Glutation sintetasa  Glutation (GSH)

Figura 3. Biosintesis del glutation (GSH).

El glutation, gracias a su grupo tiol, puede intervenir en reacciones de tipo redox,
intercambiando electrones a través del azufre de la cisteina que contiene en su estructura. Asi
puede actuar de las siguientes formas:

1.- Reaccion directa con un radical libre.

El GSH (forma reducida) reacciona con un radical libre forméandose el radical GS', este

radical es estable y persiste hasta encontrar otro radical y formar una molécula de GSSG

(forma oxidada).
GSH+R—> RH+GS
2GS———» GSSG
2.-Intercambio tiol-disulfuro

RS+ GSSG— RSSG +GS
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El GSSG es reducido de nuevo a GSH por una glutation reductasa, una flavoproteina

que utiliza NADPH como donador de electrones (Moran et al., 2001).

Glutation reductasa

GSSG + NADPH +H' » GSH+NADP"

La concentraciéonde la forma oxidada GSSG, es significativamente mas baja. El
porcentaje es GSH 10/GSSG 100; esto significa que hay cerca de 100 veces mas GSH que
GSSG en la célula viva. Su accidon protectiva contra los ROS es facilitada por la interaccion
con las enzimas glutation peroxidasa y glutation reductasa (Luberda, 2005, Sastre et al., 2005).

En el ovocito in vivo, el GSH es sintetizado durante la primera meiosis (ruptura de
vesicula germinal) en el estadio de maduracion en las células del cimulo (COCs), por lo que
se hipotetiza que el GSH se transfiere directamente desde las células del cimulo al ovocito
mediante la union cumulo-ovocito y cesa una vez que el ovocito es arrestado en la metafase 11
(Zuelke et al., 2003). Por lo tanto, si se bloquea la sintesis de GSH durante su desarrollo, se
disminuye el potencial de fecundacion en el ovocito (Sutovsky y Schatten, 1997). Asi mismo,
la maduracién del citoplasma del ovocito incluye procesos como la sintesis de compuestos
bioquimicos, fosforilacion de proteinas o la activacion de rutas metabolicas. La sintesis de
GSH forma parte de esta maduracion, y por lo tanto, es requerida para la fecundacion y
desarrollo embrionario normal (Zuelke et al., 2003; Luberda, 2005). Brad et al. (2003),
demostraron que la concentracion intracelular del GSH al final de la maduracion in vitro de
los ovocitos porcinos es mucho menor que la de ovocitos madurados in vivo.

El GSH ejerce multiples acciones en el gameto femenino contra el estrés oxidativo,
actlia sobre el transporte de amino acidos, DNA, sintesis de proteinas, los microtibulos y su

polimerizacion, formacion del huso acromatico y reduccion de disulfidos (Furnus et al., 2008).

3.5 COMPUESTOS TIOLES EN LA MADURACION DE OVOCITOS

Los grupos tioles son aquellos que contienen un grupo funcional CH,-SH en el cual

conservan sus residuos de cistina.
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Los tioles contienen proteinas que son reconocidos como factores clave en las
reacciones redox (Moran et al., 2001).
La cisteamina (figura 4) es una molécula con estructura sencilla derivada del aminotol

(mercaptamina) que actia sobre el metabolismo de la cistina.

NH,-CH,.CH,.SH

Figura 4. Estructura de la cisteamina.

Efectos de una determinada cantidad suplementada de cisteamina no solo dependen de
la especie, sino también del medio de maduracion. Estas diferencias entre el medio pueden ser
explicadas por la presencia y cantidad de diferentes factores que puedan ayudar a proteger las
células del dafio oxidativo tal como el citrato y piruvato. También es probable se adquieran
por el consumo de disulfidos mixtos cisteina-cisteamina mediante el sitema L (Deleuze y
Goudet, 2010).

El B-mercaptoetanol (BME) es un compuesto tiol de bajo peso molecular (figura5).

SH-CH,.CH,.OH
Figura 5. Estructura de -mercaptoetanol (BME).

Se ha demostrado que reduce cistina y cisteina. Asimismo, se ha sugerido que dicho
tiol promueve la captacion de cisteina y cistina dentro de las células y el aumento de la sintesis
de GSH. Se ha mencionado la formacion de diulfidos mixtos cistina-BME, hallando que éste
tiene el mismo efecto que la cistina mas BME. Se ha propuesto que el sistema de transporte
usado para captar el disulfido mixto es diferente del sistema empleado para transportar cistina
o cisteina y, por tanto, que el disulfido se reduce a cisteina y BME dentro de la célula. El BME
puede escapar de la célula, volver al medio de cultivo y reaccionar después con la cistina
(Ohmori yYamamoto, 1983).

La disponibilidad de GSH depende de la cisteina (figura 6) en el medio.
Fuera de la célula, la cisteina es inestable y en consecuencia, no hay cisteina libre en el
medio debido a la autoxidacién a cistina. Es posible que esta cistina se convierta a cisteina por

las células del cumulu y se incorpore a la sintesis de GSH durante la MIV.
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SH-CH,- CH-COOH

NH,
Figura 6. Estructura de la cisteina.

En condiciones fisioldgicas, solamente un 10-20% de la cistina libre total esta presente
en forma reducida. Bajo condiciones en las que el suministro de cisteina celular es
insuficiente, se supone que la promocién de la captacion de cisteina por otros compuestos
quimicos incrementaria los niveles de GSH. La cistina y la cisteina se captan por diferentes
sistemas de transporte, sin que se hayan demostrado interacciones entre los sistemas. La
cisteina se transporta al interior de las células por el sistema ASC (alanina, serina, cisteina),
transporta aminoacidos neutros y es Na' dependiente. La cisteina extracelular puede
reaccionar espontaneamente con otros compuestos tioles para formar disulfidos mixtos bajo
ciertas condiciones. Los disulfidos pueden captarse por el sistema de transporte L, que se ha
demostrado que es Na™ independiente para el disulfido de cisteamina y cisteina (Rodriguez et
al., 2003).

Tras la captacion de cistina (figura 7) al interior de las células esta se reduce

rapidamente a cisteina, aunque probablemente no directamente mediante NADH o NADPH.

HOOC-CH-CH2-S-S-CHZ-TH-COOH
NH2 NH2

Figura 7. Esctructura de la cistina.

En su lugar, la reaccion parece proceder de un intercambio sulfhidril-disulfido con el
GSH para formar el disulfido mixto CySSG, seguido por la regeneracion del GSH por la
NADPH-glutation disulfido (GSSG) reductasa (Rodriguez et al., 2003).
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4. JUSTIFICACION

La maduracion in vitro constituye una etapa decisiva en el rendimiento del proceso de
produccion de embriones in vitro. Sin embargo, se le ha prestado una escasa atencion, ya que
si revisamos la literatura existente podemos comprobar que en muchos laboratorios se
continua empleando el procedimiento descrito por Fukui y Ono (1989), consistente en incubar
durante 24 horas los ovocitos inmaduros de bovinos (Curnow et al., 2008), caprinos
(Rodriguez et al., 2003) en TCM-199, suplementado con 10% de suero fetal, gonadotropinas
(FSH y LH), y 17 B-estradiol, a una temperatura de 38.5° C en una atmosfera con 5% de CO,.
No obstante, existen claras evidencias de que los ovocitos madurados in vivo tienen una
competencia para el desarrollo notablemente superior a los madurados in vitro (Dieleman et
al., 2002). Cuando las condiciones en las que se produce la maduracion son muy
desfavorables, se observa el bloqueo de la meiosis y de la fecundacion. Sin embargo, cuando
el sistema empleado tiene pequenas imperfecciones, sus efectos no se manifiestan hasta la
segmentacion o la formacion de blastocistos y en muchos casos no se observan hasta después
de la implantacion. Se ha comprobado recientemente que el cultivo de los ovocitos y de
embriones en condiciones inapropiadas induce cambios epigenéticos en el genoma
embrionario (Niemann y Wrenzycki, 2000) y paralelamente en la expresion génica (Rinaudo y
Schultz, 2004).

Alternativamente, se han desarrollado otros medios como ¢l fluido oviductal sintético
(SOF) y el medio de cultivo para embriones de hamsteres-6 y 9 (HECM-6 y HECM-9),
respectivamente. Ambos han sido utilizados para la MIV de ovocitos en bovinos (Ali y Sirard,
2002; Oyamada y Fukui, 2004), en ovinos (Walker et al., 1996; Navarro et al., 2006; Robledo
et al, 2009) y en caprinos (Soberano et al, 2011), obteniendo igual o mejor la tasa de
desarrollo embrionario comparado con el medio de maduracion TCM-199.

Hay que considerar que el entorno intra-folicular diverge considerablemente de las
condiciones para la MIV. Es necesario tomar en cuenta las actividades metabolicas y la
actividad de las células de la granulosa en el foliculo, asi como el microambiente que rodea
directamente la dinamica del foliculo (riego sanguineo, por ejemplo). En sistemas in vivo, la
gran cantidad de radicales libres generados durante el metabolismo celular es probable que en
gran medida esté a cargo de las defensas antioxidantes del foliculo (Combelles et al., 2009),

mientras que en sistemas in vitro, es necesario generar estos compuestos antioxidantes para
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que actien en contra de los radicales libres. Se han examinado los efectos potenciales de los
componentes tiol en la maduracion del ovocito. Un medio que contiene compuestos tiol puede
proteger a los ovocitos en desarrollo contra el dafio oxidativo. Tal efecto protector se ha
demostrado en los ovocitos de mamiferos, y parece estar relacionado con la generacion de
GSH, que a su vez posee propiedades de captacion de radicales libres mejorando la
maduracion citoplasmatica y nuclear (de Matos y Furnos, 2000; Luberda, 2005; Hossein et al.,
2007).

Por otro lado, Curnow et al, (2008), demostraron que la adicion de fuentes de proteina
al TCM-199, como albumina sérica bovina (0.4% de BSA) o suero fetal de ternero (2 y 10%
de SFB) afecta los niveles de GSH en el ovocito (SFB 2% y 10%, 5.26 y 5.39 pmol GSH por
ovocito, respectivamente, mientras que BSA obtuvo una concentracion de 8.70 pmol GSH
por ovocito)

No existe evidencia en la bibliografia acerca del uso de compuestos tiol en un medio de
maduracion definido en la especie caprina, por lo que el estudio del medio HECM-9 per se y
suplementado con compuestos tioles podria aportar conocimientos del efecto que estos
compuestos ejercen sobre la maduracion nuclear, el contenido intracelular de GSH y la FIV de

ovocitos de cabra.
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5. HIPOTESIS

La adicidon de compuestos tioles en el medio de maduracion (HECM-9) mejorara las tasas de

maduracion y fertilizacion in vitro en ovocitos de caprino.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los compuestos tioles en un medio de cultivo definido sobre la

maduracion y fertilizacion in vitro en ovocitos de caprino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estimar el porcentaje de movilidad progresiva (MP) y el estado funcional de la
membrana plasmatica (espermatozoides no capacitados %NCAP; capacitados %CAP y
reaccionados %REA de espermatozoides caprinos en dos agentes capacitantes (cafeina
y heparina).

2) Evaluar el efecto del TCM-199 y HECM-9 sobre la maduracion nuclear y la
fertilizacion in vitro de ovocitos de cabra.

3) Evaluar el efecto de la adicién de compuestos tioles (cisteamina, cisteina, cistina y -
mercaptoetanol) en HECM-9 sobre la maduracion nuclear y fertilizacion in vitro de
ovocitos de cabra.

4) Analizar el contenido intracelular de GSH de los ovocitos de cabra maduros e

inmaduros en medio HECM-9 suplementado con Cisteamina y f-mercaptoetanol.
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7. METODOLOGIA GENERAL

OVARIOS DE
HEMBRAS
SACRIHICADAS
\4
FOLICULOS 2-6MM
CISTEAMINA
TCM-199
\ 4 B_
MIV 27H | HECM-9 » MERCAPTO
ETHANOL
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CISTEINA
\ 4
ESPERMATOZOIDES
SWIM-UP
TCM-199
\ 4
FIV 24H » HECM-9
EVALUACION
FIV HOESCHT
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8. RESULTADOS
Los lineamientos para la redaccion de la tesis de grado sefialan que el articulo
publicado exigido para la titulacion se incluya en el Capitulo I, sin embargo en este caso se
decidio6 ubicarlo en el Capitulo II de acuerdo al planteamiento de los objetivos.

Capitulo I

1. Motilidad y estado funcional de la membrana de espermatozoides caprinos capacitados

en diferentes agentes quimicos.

Capitulo II

2. Fertilizacion de ovocitos caprinos madurados en dos medios de cultivo.

Capitulo III

3. Efecto de compuestos tiol sobre la maduracion in vitro y el contenido intracelular de

GSH en ovocitos de cabra.
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CAPITULO 1. ARTICULO 1

La inseminacion artificial es una tecnologia reproductiva comunmente utilizada en
todo el mundo, debido a la relacion costo beneficio, cuando se emplean machos caprinos
probados (Baldasare y Karatzas, 2004). Para la inseminacion artificial el semen de un macho
mejorado puede ser utilizado de forma fresca, refrigerado o congelado. Sin embargo, el semen
en forma fresca debe ser empleado inmediatamente después de su coleccion, ya que la
movilidad y viabilidad de los espermatozoides bajo esas condiciones se reduce drasticamente
en poco tiempo. Mientras que el semen conservado en refrigeracion puede mantenerse por mas
de 48h (Evans y Maxwell, 1990). Lo anterior es debido a que la tasa metabdlica tiende a ser
proporcional a la temperatura, acumulandose con mayor rapidez los productos toxicos. Por lo
que la disminucion de la temperatura ha sido el medio principal para reducir las reacciones
quimicas y prolongar la vida de las células espermaticas brindando mayor flexibilidad de su
uso en programas de IA, por la posibilidad de trasladar el semen desde centros de
mejoramiento genético o desde las explotaciones hacia rebafios criollo locales (Martinez et al.,
2006).

Por lo general el semen ha sido diluido en extensores formulados con Tris, usando
como agente crioprotector no penetrante a las lipoproteinas de la yema de huevo y, a las
proteinas de la la leche descremada de origen bovino, debido a que se conoce que ambas
actlian contra los efectos osmoticos durante el proceso de congelacion, promoviendo que un
medio hipertonico induzca la salida de agua de las células elevando la deshidratacion vy,
reduciendo la posibilidad de la formacion de cristales de hielo intracelular (Amman y Pickett,
1987). Aln y cuando se ha demostrado que este diluyente permite aumentar la vida util del
espermatozoide, ademas de permitir la capacitacion espermatica en varias especies (Paulenz et
al., 2002, Vishwanath et al., 2000), no es suficiente para criopreservar espermatozoides
caprinos, debido a que la yema de huevo (Aboagla ef al., 2004) y la leche descremada (Purdy,
2006), al interactuar con la enzima coaguladora de la yema de huevo (EYCE), la enzima
glicoprotein lipasa (BUSgp60) y la fraccion glicoproteica (SBU111), presentes en el plasma
seminal generan una serie de reacciones nocivas (hidrélisis de lecitina y triglicéridos) para el
espermatozoide (Pellicer et al: 1998; Palomino et al., 2001; Sias et al., 2005; Purdy 2006;

Vera, 2006), ademds de los dafios irreversibles producidos en la ultraestructura y
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funcionalidad de las membranas (hidrolisis de triglicéridos de las membranas y ruptura del
acrosoma) durante el proceso de congelacion y descongelacion (Dorado, 2003), lo que
conlleva a que la IA sea limitada en esta especie (Batista et al., 2006).

El objetivo de este estudio fue probar el uso de un extensor comercial (Tryladil) como
diluyente en semen de macho cabrio refrigerado a 15°C, usando cafeina (CF), heparina (HP),
liquido oviductal sintético (SOF) y tryladil (TRY) como agentes quimicos capacitantes en
diferentes tiempos.

El semen caprino fue colectado por vagina artificial de un macho adulto. El eyaculado
fue diluido en un extensor comercial y almacenado a 15°C durante tres dias consecutivos. El
objetivo fue evaluar el porcentaje de movilidad progresiva (MP) y estado funcional de la
membrana plasmadtica (porcentaje de espermatozoides no capacitados %NCAP capacitados,
%CAP, y reaccionados, %REA) de espermatozoides caprinos en dos agentes capacitantes:
cafeina (CAF) y Heparina (HEP); un medio de cultivo: Liquido oviductal sintético (SOF) y un
extensor comercial: Tryladil (TRY) a 60, 120, 180 y 240 min de incubacion, por 24, 48 y 72
h. La MP fue superior en el TRY, mientras que el %CAP fue mayor en HEP. El extensor TRY
puede ser una alternativa para realizar la capacitacion de espermatozoides caprinos,
manteniendo una movilidad progresiva por mayor tiempo que los agentes capacitantes HEP o

CAF.
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Motility and funtional state to membrane of caprine capacitated spermatozoa under

different chemical agents

'A. Soberano Martinez,2 M. Cajero Juairez,2 J. Herrera Camacho,3 M.C. Navarro
MaldonadofJ .C. Segura Correa,'A. Bravo Patifio

'Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia-Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia-Universidad Michoacana de San Nicolads de Hidalgo *morula 2@hotmail.com
*Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales-Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Posta Zootecnia. Km 9.5 Carr. Morelia-Zinapecuaro. Col. El Trébol.

Tarimbaro, Michoacan, México CP 58880.
’Universidad Auténoma Metropolitana-Unidad Iztapalapa, Av San Rafael Atlixco No.186,
Col.Vicentina C.P.09340 Del. Iztapalapa México D.F.
*Campus Ciencias Biologicas y Agropecuarias-Universidad Auténoma de Yucatan. Km 15.5
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Abstrac: Caprine semen was colected from an adult male using an artificial vagina. The
ejaculates were diluted in commmercial extender and kept at 15°C during three days. The
objective of this study was to evaluate the progresive motility (PM) and the functional state of
the plasmatic membrane (non-capacitated spermatozoa NCS; capacitated CS, and reacting
spermatozoa REA) of caprine spermatozoa in two capacitating agents: caffeine (CAF) and
heparin (HEP); one culture medium: Synthetic oviductal fluid (SOF) and a commercial
extender: Triladyl (TRY) at 60, 120, 180 and 240 min of incubation, during 24, 48 and 72 h.
PM was high under TRY, and CS was high under the HEP treatment. TRY could be an

alternative to capacitate caprine spermatozoa, keeping PM for a longer time than HEP or CAF.

Key words: spermatozoa, capacitation, caprine, chemical agents

INTRODUCTION (Baldasarreand Karatzas, 2004). Semen
from tested bucks could be used fresh,
Artificial insemination (Al) 1is freeze or frozen. However, fresh semen

probably the reproductive technology most must be wused inmediately after its

widely used, because it is simple and
provide the highest benefit: cost ratio when

tested bucks are used for reproduction
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collection, because motility and viability of
the spermatozoa is reduced in a short time.

However, freezed semen could be
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maintained longer than 48 h (Evans and
Maxwell, 1990), providing a greater
flexibility of their use in Al programs.
Freezed semen could be carry from the
animal breeding center or a given ranch to
the desire one (Martinez et al., 2006).
Preservation of ovine semen kept at 15°C
(Yaniz et al., 2005), caprine semen at 5° -
21°C (Salvador et al., 2006) and canine
semen (Baquero et al., 2004) have been
notified. However, it has been found that
the production reactive oxigen species
(ROS) occurs mainly during the cooling
period at 5°C, (Santiani, 2003).

In this context, semen has been
diluted in Tris base extenders using as
cryoprotector agent non-penetrant
lipoproteins of yolk egg and milk proteins
because both act against the osmotic effects
of the cooling process, causing the exit of
water of the cells by the the hypertonic
medium, increasing deshydration and
reducing the possibility of intracellular
crystal ice formation. However,
eventhouhg this diluent length the lifetime
of the spermatozoa and allows the sperm
capacitation (Vishwanath et al., 2000), this
do not happens during the cryopreservation
process of the caprine spermatozoa,

because the interaction of the egg yolk

(Aboagla et al, 2004) and descreamed
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milk (Purdy, 2006) with the seminal
plasma produce a set of nocive reactions in
the spermatozoa (Vera, 2006). It also
causes, irreversible damages in the
structure and function of the membranes
during the froze and defroze processes
(Dorado, 2003), which limits the use of Al
in caprines.

The in vivo sperm capacitation
occurs during migration in the reproductive
tract of the female, whereas in vitro
capactitation requires the exposition of
fresh or freeze semen to specific
capacitating agents (Salgado et al., 2005).
The beginning of this process implies the
remotion of cholesterol and probably other
sterols from the plasmatic membrane of the
spermatozoa, changes in the membrane,
flux and redistribution of the proteins
modulacion in the intracellular ion
concentration (Ca+2, HCO;, K" and Na+),
hyperpolarization  of the  plasmatic
membrane asociated with K' flux, pH
increase and an increase of phophorylation
of the protein tirosyne (Garcia et al., 2005).

Many methods have been applied to
measure the changes that occur in the
membrane, during the in vitro capacitation
process. The most common method used is
chlortetracycline tinction (CTC) (Fraser et
al., 1995). This fluorescent antibiotic binds
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to the membrane linking cations, specialy
Ca2 + and then shows an increase of
fluorecence on the segments of the
membrane where these cations acumulate.
CTC tinction has demonstrated to interact
with spermatozoa of different species of
mammals, that present different fluorecent
patterns on the spermatozoa head, which
are though to express different stages of the
capacitation process (Bergqvist et al.,
2006).

In vivo the fluid of the reproductive
tract of the female is used as a cholesterol-
acceptor because is reach in albumins and
high density lipoproteins (HDL), capable
of withdrawing cholesterol from the
membrane of the spermatozoa (Companyo
et al., 2007). Similarly, the pass through
the reproductive tract cause that the
spermatozoa get rid of the seminal plasma
keeping only those  proteins  or
descapacitating factors (muco-
polysaccharides and proteins) that cover
the spermatic surface (Caballero, 2007),
which are removed in the oviductal crypts
(Olivera et al., 2006) and by progesterone
receptors that iniciated the capacitation
process (Losel et al., 2004). In in vitro
studies, glycosaminoglycans (GAGs) have
been identified as efficient inductors of the

spermatozoa capacitation. This group of
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carbohydrates (polysaccharides) formed by
repetitive units of disaccharides include the
heparin, heparin sulphate, chondroitin
sulphate, keratan sulphate and hyaluronic
acid. GAGs promote the capacitation
binding and removing the proteins of the
seminal plasma fixed by adsortion to the
plasmatic membrane of the spermatozoa
and inhibin the capactitation (Therien et
al., 1995). Heparin have been the most
potent inductor of capacitation, because it
attacheds to the spermatozoa through union
proteins situated in the cell membrane,
driving to the affluence of Ca’, which
increase the synthesis of AMPc and
consequentely  produce the  protein
phophorylation (Chamberland et al., 2001).
Caffeine is an alcaloid compose of the
metilxantin group used in vitro as
capacitating agent because it inhibit the
phosphodisterasa nucleotide which s
responsible of the degradation of AMPc;
inducing an increase in its concentration
(Pereira et al., 2000). This has conducted to
find new ways to improve the spermatozoa
capacitation results. Bergqvist et al. (2006)
have point out the use of oviductal fluid
collected in vivo, as spermatozoa
capacitation medium for bovines. The use
of this medium based on synthetic

oviductal fluid (SOF) of ovine has not been
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used in caprines. The use of only the
extender triladyl on caprine frozen semen
and spermatozoa  capacitation  with
caffeine, heparin, SOF and extender
triladyl have also not been evaluated.

The objective of this study was to
test the use of a commercial extender
(Triladyl) as a diluent in caprine semen
refrigerated at 15°C, using caffeine (CF),
heparin (HP), synthetic oviductal fluid
(SOF) and triladyl (TRY) as capacitting

chemical agents at different times.

MATERIALS AND METHODS

Twenty ejaculates from a buck
(Saanen) were collected using an artificial
vagina. Semen was evaluated in terms of its
micro- and macroscopic characteristics and
thereafter diluted 9:1 in a commercial base
TRIS (Triladyl; Minitiib, Tiefenbach,
Germany) extender and refrigerated at
15°C. In order to evaluate the spermatozoa
capacitation of the cool semen under
different conditions, the experimental
protocol was carried out during three
consecutive days.

Semen samples (3 ml) diluted in
TRIS were divided in four aliquots, which
were incubated at 37 °C by 15 min.

Samples were swim-up three times
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consecutively. Semen was centrifuged at
750 rpm during 5 min at environmental
temperature. The semen fluid was decanted
and reposed twice with equal volume of
mDM medium and homogeneized gently.
In the third wash the pill was incubated
with mDM for 45 min to allow to up and to
select the spermatozoa with greater
movility (Avila et al., 1993).

The supernatant was separated and
placed in independent vials to get the
different treatments of the study: Treat 1)
upper fraction + mDM (Volivol) +
Caffeine (concentration SmM; CA); Treat
2) upper fraction + mDM (Vol/Vol) +
Heparin (50ug/ml; HE); Treat 3) upper
fraction + synthetic oviductal fluid (SOF;
Vol-Vol; and Treat 4) upper fraction +
Triladyl (TR, Vol:Vol).

Evaluation of the funtional state of the
spermatic membrane: It was done trough
fluorescent CTC tinction, counting 200
spermatic cells. The evaluation of the
functional state of the membarne and PM
of the spermatozoa was carried out in
150pl of each treatment sample at 60, 120
180 and 240 min. At all times the
treatments stayed in incubation at 37° C.

The protocol was repeated 24 h (day 2) and
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48 h (day 3) with diluted semen and
refrigerated in Triladyl.

The funtional state of the membrane
was classified according to tinction portion
in the following categories: a) Non-
capacited spermatozoa, with uniform
fluorescence in the head and intact
acrosome; b) Capacitated spermatozoa,
with fluorescence concentrated in the
acrosomal region, a band without
fluorescence in the postacrosomal region
and the presence of intact acrosomes; c)
Spermatozoa with acrosomal reaction,
without fluorescence in the head, except by

a thin band in the equatorial region (Guerin

etal., 1999).

Statistical analysis. The effect of chemical
agent (caffeine (CF), heparin (HP),
synthetic oviductal fluid (SOF) and triladyl
(TRY) extender), culture time (60, 120,
180 and 240 min), day of evaluation (1, 2

and 3) and simple interactions on

progressive motility (PM), non-capacitated

(NCS),

spermatozoa capacitated (CS) and reacting

spermatozoa capacitated
spermatozoa (REA) was tested.
Data were analyzed using the general linear

model procedure of SAS (SAS, 1998).

RESULTS

The statistical analysis showed
effects of treatment (P>0.0001), day
(P>0.0001) and culture time (P>0.0001).
However, there was no effect of the
treatment*day (P>0.476) and

treatment*time interaction (P>0.995).

Treatment effect. PM, CS, NCS and REA
were affected by treatment. A greater PM
and NCS spermatozoa was observed for
TRY and SOF treatments (P<0.01),
respectively (Table 1). CS was better for
HEP and CAF; whereas better REA was
found for CAF.

Table 1. Effect of treatment on progressive motility and functional state of the plasmatic

membrane of caprine spermatozoa.

Variable (%) Caffeine Heparin SOF Triladyl SE P value
PM 29.2° 34.8 59.9° 65.9°  1.67 0.0001
CS 59.5% 63.2° 55.7" 542° 095 0.0011
NCS 31.2° 29.2% 37.1° 37.8° 1.09  0.0002
REA 9.3 7.7% 7.2% 7.8 032  0.04

abc Different literals in the same row mean statistical significant effect

PM= progressive motility; CS= capacitated spermatozoa; NCS= non-capacitated spermatozoa; REA= reacting spermatozoa.
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Time effect. PM was greatest at 120 min
and CS at 240 min as compared with other

culture times (Table 2). No significant
difference was found with respect to REA.

Table 2. Effect of incubation time with different chemical agents on progressive motility and
functional state of the caprine spermatozoa membrane.

Variable (%) Incubation time (min) SE P value
60 120 180 240

PM 57.4° 49.6° 42.7° 40.1°  1.73  0.0001

CS 52.9° 56.3% 60.1  633° 171  0.002

NCS 40.1° 359a> 314 27.9°  1.65 0.0001

REA 6.9° 7.8° 8.4° 874 053 0.8

abc Different literals in the same row mean statistical significant effect

PM-= progressive motility; CS= capacitated spermatozoa; NCS= non-capacitateed spermatozoa; REA= reacting spermatozoa.

Effect of day (Storage time): Evaluation as increased PM

day of evaluation

day had a significant effect on PM and CS; decreased but CS increased.

Table 3. Effect of incubation day with different chemical agents on progressive motility and
functional state of the caprine spermatozoa membrane.

Evaluation day
Variable (%) 1 2 3 SE P value
(Oh) (24 h) (48h)
PM 55.6° 49.2° 37.7° 145 0.0001
CS 56.1° 55.3 623" 0.82  0.002
NCS 37.2° 35.8" 284°  0.95 0.0001
REA 5.8 8.1° 93>  0.28 0.0001

abc Different literals in the same row mean statistical significant effect.

PM= progressive motility; CS= capacitated spermatozoa; NCS= non-capacitated spermatozoa; REA= reacting spermatozoa.
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DISCUSION

The  spermatozoa  capacitation
process makes possible the union of the
cell to the zona pellucida, it experiment
acrosomic reaction in response to natural
agonistics and express hypermotility, a
special movement that allow spermatozoa
to move in the viscose fluid of the oviduct
and get into the zona pellucida
(Yanagimachi, 1988).

The results of this study indicate
that caprine semen diluted in a tris base
extender (Triladyl) could be preserve at
15°C until 48 h maintaining an aceptable
motility (P>0.0001). Probably the presence
of lipoproteins of egg yolk and milk may
not be required because the extender per
se, compose of TRIS, sugar, glycerol and
citric acid, is capable of providing the
nutrients that the spermatozoa need for its
metabolism. It also gives protection against
pH variation (Guérin et al., 1999), an
adequate osmotic pressure for the
spermatozoa, and avoids dehydration
damage through the stabilization of the
lipid bilayer. Because sugars (sucrose,
rafinose, trehalose and lactose) are non-
penetrant cryoprotectors of high molecular
weight they are useful when applied at high

cooling speeds, because the cryoprotector
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action is associated with its dehydrate
activity and its specific interaction with the
phopholipid membrane (Aisen et al.,
2000). In this context, the type and sugar
concentration used can modify not only the
sperm motility but also the viability and
acrosomal integrity (Rigau et al., 2002). In
general the monosaccharides in addition to
act as cryoprotectors play other functions.
They provide a source of energy for the
spermatic cell and maintain the osmotic
pressure (Yildis et al., 2000).

The glycerol has been used as a
penetrant cryoprotector agent since its
discovery by Polge et al. (1949). It has
been show that its presence in the extenders
reduce damage in the spermatozoa, because
it avoids the build of intracellular crystal
ice, as well as the excessive dehydration
cause by the slow cooling (Medeiros et al.,
2002), and improve fertility (Vishwanath et
al., 2000). The discrepancies between
studies respect to the use of glycerol, is due
to alterations in the organization and
viscosity of the cytoplasm of the
spermatozoa, to the permeability and
stability of the membrane, and toalteration
of the protein and phospholipid
organization. However, the previous could
be due to many factors such as glycerol

concentration, the use of different diluents,
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different cryopreservation protocols, and
the use of other cryoprotectors; as well as
the different criteria and methods used to
evaluate sperm quality.

Sugar and glycerol act in a way that
their hydrogens bind to the polar group of
the head of the membrane lipids, which
have the ability to replace the water
molecules normally found in the polar
groups, which help to stabilize the
membrane  during the temperature
transition (Vishwanath et al., 2000).

On the other hand, the results of CS
(54.2%) and PM (65.9%) here obtained
suggest that the results obtained in the
percentage of capacity permatozoa and
movility of this study suggests that time
may be stored (CA 54.2% and 5.9%
movility) allowing training as reported by
Toscano (2005) in sheep sperm.

This is due to that citric acid and
sugar compounds provide a source of
energy enough for the sperm metabolism
and to increase motility (Donnelly et al.,
1998). Previous studies indicate that the
use of triladyl can provide sustrates such as
citric acid, which through a serie of
chemical reactions favor sperm motility
due to an increase of ATP production
(Alberti, 2004). Spermatozoa require a

permanent producction of ATPs in order to
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maintain the cell structure, the composition
of intracellular ions and motility. It has
been hypothezised that composition of ions
participate in the capacitation process
(Arvelo, 2005).

The decreasing effect of HEP on
PM and the increasing effecct of CAF on
CS agree with the results of Zhou et al
(2004), who evaluating the effect of
heparin in fresh semen during caprine
spermatic  capacitation by 120 min
observed a significant reduction of motility
and membrane integrity. El Gaafary et al.
(1990) using CAF obtained acceptable
results of sperm motility of fresh bovine
semen during 1 h; however, motility
decreased as incubation time increased (up
to 6 h). To the authors knowdlege there are
no reports of this chemical agents in
refrigerated caprine semen.

Previous research suggest that the
reduction of the motility of in vitro
capacitated spermatozoa treated with
heparin or caffeine may be due to reduction
of the glycosilable substrates like glucose
and/or fructose, and also to a reduction in
the availability of piruvate and lactate,
sustrates that during the cell metabolism
are primordial to produce ATPs (Fernandez
et al., 2003); which make dificult its

conservation and use for longer times.
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With respect to the medium known
as synthetic oviduct fluid (SOF) which
composition is based in the biochemical
analysis of ovine oviduct fluid plus HEPES
and polyvinyl alcohol (PVA). The
incubation results with the SOF medium
showed a greater PM than for CAF and
HEP but the capacitation percentages was
similar. It has not been established the
mechanism by which the motility changes.
However, it is known that motility is
particularly dependent on the
mithochondrial function (Kao et al., 1998).
Mitochondrials are strategicaly distributed
around the midpiece of the spermatozoa to
provide energy to dineina that propel the
microtubules. The mitochrondia provides
the main source of oxidative energy
throughout the production of ATPs via the
electrons transport chain. On the other
hand, the response to the capacitation could
be due to the fact that the medium is a
source of intracellular ions (NaCl™, KCl,
KH,PO4, MgCl,H,0, NaHCO; CaCl,-
2H,0)) piruvate and lactate, that cause
changes in the properties of the plasmatic
membrane, particularly of the ionic
conductance which have been shown to be
powerful regulator of the metabolism and
consequently of capacitation and sperm

motility (Gatti et al., 1993). Also, it is

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

known that bicarbonate plays an important
rol in the capacitation and fertilization
processes both in vivo and in vitro, because
it increases the distabilization of the lipid
membrane (Gadella and Harrison 2000),
and regulates and stimulates the adenyl
cyclase activity (ACs). The ACs increases
the concentration of AMPc and speed up
the Al cynase protein (PKA1), which
phosphorylate some proteins (Vadnais et
al., 2007). On the other hand, Huo et al.
(2002) made reference to the fact that the
elimination of the seminal plasma by
centrifugation and sperm dilution could
cause distabilization of the spermatic
membrane. Therefore the hydrophobic
anadjustment among membranes of the
proteins and the “lipid rafts” cause small
changes in the membrane tickness
(Antoinette, 1998) and protein interactions
resident in the rafts. This may allow the
exteriorization of receptors of the ion
channels that participate in the activation of
the mechanims of calcium transduction
flux, AMPc synthesis, and protein
phosphorylation-

(Sleight et al., 2005).

diphosphorylation
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CONCLUSIONS

In summary TRY could be an
option for refrigerating caprine sperm. The
use of SOF medium and TRY extender
maintained an aceptable motility and sperm
capacitation for longer time compared with
HEP or CAF.

Refrigerated semen diluted in
triladyl without egg yolk and milk could be
a viable and flexible option to use in
caprine Al programs. However, further FIV
test are required to determine the fecudant

capacity of the spermatozoa.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de dos
medios de cultivo en la tasa de maduracién y
fertilizacion de ovocitos de cabra. Los complejos
cumulus ovocito (CCO’s) fueron obtenidos de ovarios
de cabras post-mortem. En el experimento 1 (EXP I),
361 CCO’s fueron divididos al azar para su
maduracion en TCM-199 (n=171) y HECM-9
(n=190). Ambos medios fueron suplementados con LH
y FSH (10pg/ml) y 50ug/ml de gentamicina. Los
CCQO'’s fueron cultivados a 38.5 °C, 5% CO, y a las 27
h post-maduracion, fueron lavados en PBS y tefiidos
con Hoescht 33342 para evaluar la tasa de maduracion.
En el experimento II (EXP II) 667 CCO’s fueron
distribuidos en TCM-199 (n=323) y HECM-9
(n=344), y 30 ovocitos de cada tratamiento fueron
evaluados como en el EXP I, el resto fueron co-
incubados con 2x10* espermatozoides caprinos en
medio TBM + 0.03% de BSA para evaluar la tasa de
fertilizacion a las 36 h después. En el EXP I, la tasa de
maduracion nuclear fue superior (p<0.05) en HECM-9
(60.5%), respecto al TCM-199 (38.6%). En el EXP II,
la tasa de maduracion in vitro (MIV) y de fertilizacion
in vitro (FIV) fue superior (p<0.05) en el medio
HECM-9 (84.8% y 19.18%, respectivamente) que en
TCM-199 (62.7% y 9.59%, respectivamente). El
HECM-9 mejora la maduracion y fertilizacion in vitro
de ovocitos de cabra.

Palabras clave: cabras; HECM-9; maduracion in
vitro; produccion in vitro.
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the effect
of two culture media on the in vitro maturation (IVM)
and fertilization (IVF) rates of goat oocytes. Cumullus
oocyte complexes (COC’s) were obtained from
ovaries of postmortem goats. In experiment I (EXP I),
361 COC’s were randomly distributed for maturation
in TCM-199 (n=171) and HECM-9 (n=190) media.
Both media were supplemented with LH and FSH
(10pg/ml) and 50pg/ml gentamicina. COC’s were
cultivated at 38.5 °C, 5% CO,. Twenty-seven hours
post-maturation, the COC’s were washed in PBS and
stained with Hoescht 33342 to evaluate the nuclear
maturation. In experiment II (EXP II) 667 CCO’s were
distributed in TCM-199 (n=323) and HECM-9
(n=344), and 30 oocytes of each treatment were
evaluated as in EXP I, the rest were co-incubated with
2x10* buck spermatozoa in TBM medium + 0.03%
BSA to evaluate the fertilization rate after 36 h. In
EXP I, the nuclear maturation rate was higher (p<0.05)
in HECM-9 (60.5%), respect to TCM-199 (38.6%). In
vitro maturation (IVM) and in vitro fertilization (IVF)
rates in the EXP II were higher (p<0.05) in the
HECM-9 (84.8% and 19.18%, respectively) than in
TCM-199 media (62.7% and 9.59%, respectively).The
HECM-9 is able to support the in vitro maturation and
fertilization of goat oocytes.

Key words: goat; HECM-9; in vitro maturation; in
vitro production.
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INTRODUCCION

En pequeiios rumiantes, la produccidén de embriones in
vitro muestra gran variabilidad debido a que los
componentes de los medios utilizados son limitados si
se comparan con los del fluido uterino o bien por la
falta de sustratos adecuados para la sintesis de nuevos
compuestos (Korhonen et al., 2005; Kharche et al.,
2009).

Los protocolos estandar para la produccion de
embriones in vitro (PIV), precisan de la exposicion de
los ovocitos y embriones a tres diferentes medios
durante cada una de las fases, que incluyen Ia
maduracion (MIV), fertilizacion (FIV) y desarrollo in
vitro de los embriones (DIV) (Yoshioka et al., 2008).
Se desconoce el efecto de transferir el embrion en
desarrollo a los diferentes medios; no obstante, es
posible que el embrién realice cambios en su
metabolismo para soportar cambios en la osmolaridad,
pH y aprovechamiento eficiente de los sustratos
necesarios para su desarrollo (Yoshioka et al., 2008).

El medio TCM-199 (Tissue Culture Medium),
originalmente disefiado para satisfacer necesidades de
células somaticas en prolongados periodos de cultivo
(Herradon et al., 2007), se utiliza en forma frecuente,
solo o suplementado con diferentes sustancias como
suero fetal o albumina sérica bovina (BSA) y algunas
hormonas (Kharche et al., 2009), en la produccion de
embriones in vitro; no obstante, se demostrd que
contiene algunos componentes que bloquean o inhiben
el desarrollo embrionario temprano (Bavister et al.,
1992). Alternativamente, se desarrollaron medios
libres de proteinas y quimicamente definidos como el
fluido oviductal sintético y el medio de cultivo para
embriones de hamsteres -6 y 9 (HECM-6 y 9). El
HECM, se disefi¢ para evaluar efectos de compuestos
contenidos en el medio y evitar confusion con factores
componentes del suero (Bavister, 1995). Los medios
HECM-6 y 9 se utilizaron para el cultivo de embriones
(85.2%) en bovinos (Krisher et al., 1999) vy
maduracion in vitro (65%) en ovinos (Navarro et al.,
2006), pero no existe informaciéon en la especie
caprina; por lo tanto el objetivo del estudio fue evaluar
el efecto del medio quimicamente definidlo HECM-9
sobre la tasa de maduracion y fertilizacion de ovocitos
de cabra.

MATERIALES Y METODOS
Ovocitos. Los ovocitos fueron obtenidos de ovarios de

cabras sacrificadas en un rastro comercial y
mantenidos en soluciéon salina al 0.9% (38.5 °C)

suplementada con gentamicina (50pug/ml) y se
transportaron al laboratorio del Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia

Molecular (CMEB) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, ubicado en el Km. 9 de la
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Carretera Morelia-Zinapécuaro, en el municipio de
Tarimbaro, Michoacan en menos de 2 h post-
sacrificio. Los foliculos de 2-6 mm de didmetro fueron
aspirados con una aguja hipodérmica calibre 18 y el
liquido folicular fue depositado en un tubo cénico con
medio TCM-199 suplementado con sales Earl’s,
26.9mM NaHCO; (Gibco), suplementado con 25mM
de Hepes, 0.001g/ml de polivinil alcohol (PVA) y
100UI/ml de heparina, se mantuvo en reposo por
15min, el precipitado se depositd en cajas de Petri
estériles para realizar la clasificacion de los complejos
cumulus ovocitos (CCO’s), de acuerdo con las
caracteristicas morfoldgicas del citoplasma y de las
capas celulares del cimulos descritas por Ward et al.
(2000).

Experimento I

Maduracion in vitro: Un total de 361 CCO'’s fueron
lavados 3 a 4 veces en TCM-199, sin heparina, y
fueron asignados de manera aleatoria a dos medios
para su maduracion: TCM-199 (n=171 ovocitos
suplementado con 275pg/ml de piruvato de sodio,
146pg/ml de L-glutamina 10% (v/v) suero fetal bovino
(Gibco), Ipg/ml de 17 B-estradiol; HECM-9 (n=190
ovocitos) elaborado con base en BM3 (McKiernan y
Bavister, 2000), 100 pl de un stock de 11 aminoacidos
no esenciales (acido glutimico 0.0lmM, asparagina
0.01mM, cisteina 0.0lmM, glicina 0.01mM, histidina
0.0lmM, lisina 0.0lmM, prolina 0.0lmM, serina
0.01mM, éacido aspartico 0.01mM; glutamina 0.20mM
y taurina 0.50mM), y suplementado con 10uL 3.02mM
de pantotenato en solucion salina, 10pg/ml de factor
de crecimiento epidermal (EGF) y 0.1mg/ml de PVA.
Ambos medios fueron suplementados con 10pg/ml de
LH, FSH, y 50pg/ml de gentamicina.

Los CCO’s fueron depositados en grupos de 10, en
cajas estériles de maduracion de cuatro pozos en un
volumen de 500ul del medio TCM-199 o HECM-9
(pH 7.4), previamente equilibrado por 24 h a 38.5 °C,
y se incubaron por 27 h, a 38.5 °C en una atmosfera
de 5% CO,. Posteriormente, fueron denudados con
hialuronidasa al 0.01%, lavados en PBS y tefiidos con
Hoescht 33342 (1% en PBS) para evaluar la tasa de
maduracion nuclear mediante la extrusion del primer
cuerpo polar (metafase II), siguiendo el protocolo
descrito por Velilla et al. (2002).

Experimento I1

Maduracion in vitro: 727 CCO’s fueron distribuidos
en los medios de maduracion TCM-199 (n=323) y
HECM-9 (n=344), como se describe en el EXP I,
excepto que en el EXP II se realizo la denudacién y
tincion con Hoescht 33342 en 30 ovocitos de cada
tratamiento para evaluar la tasa de maduracion, el resto
de los CCO’s continuaron en el proceso de FIV.
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Fertilizacion in vitro. Después de la MIV, grupos de
10 CCO’s de ambos medios fueron lavados, por
separado, tres veces en medio TBM (medio
amortiguador Tris) y transferidos a cajas estériles de
cuatro pozos en gotas de 100ul de TBM suplementado
con 0.3% de BSA, pre-equilibrado por 24 h a 38.5 °C.
El semen fue obtenido de un macho cabrio mediante la
técnica de vagina artificial. Una vez que el semen fue
evaluado macro (color, olor y volumen) y
microscopicamente (movilidad masal, movilidad
progresiva, concentracion, viabilidad y morfologia
espermatica), se diluyéo 1:3 v/v en medio mDM
(Younis ef al., 1991), se centrifugd (2min a 100g) en
dos ocasiones. Al final se repuso igual volumen de
medio del sobrenadante retirado (swim-up);
posteriormente se incubd, para su capacitacion, en
volumen 1:6 v/v durante 45 min a 37° C en una
atmosfera del 5% de CO,. Inmediatamente después,
una muestra de 500ul del sobrenadante fue obtenida y
diluida en 1.5ml de medio mDM suplementado con
100pug/ml de  heparina  durante 15  min.
Aproximadamente 2x10* espermatozoides fueron co-
incubados con los CCO’s en el medio TBM + 0.3% de
BSA durante 24 h a 38.5°C, en una atmosfera de 5%
de CO, y humedad saturada.

A las 24 h de iniciado el proceso de FIV, los CCO’s de
cada medio de maduracion, fueron denudados con
hialuronidasa al 0.1%, lavados en el medio de TBM +

0.3% de BSA y colocados de manera independiente en
450ul del mismo medio. Los ovocitos fueron

70
60
50
40 a
30

20

Maduracion nuclear (%)

10

TCM-199

observados y evaluados 12 h después y aquellos con
dos o mas blastomeros fueron considerados como
fertilizados.

Analisis estadistico

Los datos de la tasa de maduracion y fertilizacion
fueron analizados mediante la prueba de chi-cuadrada,
utilizando el procedimiento NPARIWAY del
programa estadistico SAS (2000).

RESULTADOS
Experimento I

La tasa de maduracion nuclear (Figura 1), fue superior
(p<0.05) en los ovocitos mantenidos en HECM-9
(60.5%), respecto al TCM-199 (38.6%).

Experimento II

La tasa maduracion nuclear (Figura 2) fue superior
(p<0.05) en el medio HECM-9 (84.8%) que en TCM-
199 (62.7%), mientras que la tasa de fertilizacion in
vitro en el medio TBM + 0.03% de BSA (Figura 2) de
los ovocitos madurados HECM-9 fue superior
(p>0.05) que en el TCM-199 (19.18% vs 9.59%,
respectivamente).

HECM-9

Figura 1. Tasa de maduracion in vitro de ovocitos caprinos en medio TCM-199 y HECM-9. * Indica diferencias

entre tratamientos (p<0.05).
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MIV ®FIV

62.7%*
9.59%2
TCM-199

84.8%°
19.18%°
HECM-9

Figura 2. Tasa de maduracion (MIV) y fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos de cabra en medio TCM-199 y
HECM-9. ®* Indican diferencias entre tratamientos (p<0.05).

DISCUSION

Los resultados de la maduracion in vitro en medio
HECM-9 o TCM-199 en el EXP I (60.5 vs 38.6%,
respectivamente) y EXP II (84.8% vs 62.7%,
respectivamente) del presente estudio, difieren con los
reportados por Navarro et al. (2006) quienes, en
ovinos, no encontraron diferencias en la tasa de
maduracion cuando los ovocitos fueron mantenidos en
medio HECM-9 (65.0%) o TCM-199 (71.0%). En el
mismo sentido, Robledo et al. (2009), no encontraron
efectos en la tasa de maduracion in vitro de ovocitos
ovinos cuando fueron mantenidos en el medio HECM-
9 (73.3%) con respecto al TCM-199 (71.4%). Estos
resultados sugieren que el medio HECM-9, puede
aportar elementos necesarios para que el ovocito de
cabra y de oveja, completen su maduracion nuclear lo
que pudiera favorecer la posterior tasa de fertilizacion.

Algunos estudios (Zheng et al., 2002; Hong et al.,
2004) han dejado de manifiesto que la adicion de
compuestos especificos como los aminodcidos no
esenciales, el factor de crecimiento epidérmico y el
pantotenato, al HECM-9, desempefian en conjunto un
papel fundamental en el proceso de maduracion y
desarrollo embrionario, como ha sido demostrado
previamente en otras especies (Devreker ef al., 2001;
Jeong y Yang, 2001; Zheng et al., 2002), no obstante
que fue un medio disefiado para la maduraciéon y
desarrollo embrionario de hamster (Bavister, 1995).

In vivo, los aminoacidos no esenciales se encuentran
presentes en altas concentraciones en fluidos del
oviducto y algunos como glicina, alanina, taurina y
cisteina se detectan en concentraciones variables en el
tracto reproductivo de mamiferos (Miller y Schultz,
1987; Zheng et al., 2002; Hong y Lee, 2007).
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En estudios in vitro, se ha observado que la adicion de
aminoacidos no esenciales en el medio de maduracion
de porcinos (Hong et al., 2004) y bovinos (Lim et al.,
1999; Naurollah y Chian, 2005), promueve la
maduracion citoplasmatica del ovocito, favoreciendo
la  penetracion  del  espermatozoide 'y el
subsecuentemente desarrollo de los embriones hasta la
etapa de blastocito.

Estudios en monos (Zheng et al., 2002), demostraron
que la adicion de aminodcidos no esenciales en el
medio basico modificado 5 (mBMS5), estimularon un
mayor (p<0.05) potencial de maduracion de los
ovocitos (66.0% =+ 19.0%), en comparacion con los
tratamientos sin aminoacidos esenciales mBMS5
(37.3%) y mBM5+Glutamina (48.3%) y los medios
donde se incluyeron aminoacidos esenciales mBMS5 +
11 AA (41%), mBMS5 + EA (41%). El papel que
desempefian los aminoacidos no esenciales en la
produccién de embriones in vitro, no es del todo claro,
pero es posible que favorezcan la sintesis de proteinas,
participen en la regulacion del pH intracelular y la
osmoregulaciéon, asi como quelatores de metales
pesados y sefiales celulares (Van Winkle, 2001; Hong
y Lee, 2007). La acumulacion de estos aminoacidos en
el ovocito es usada en eventos meidticos, sintesis de
proteinas, acidos nucleicos y produccion de energia;
eventos esenciales en la maduracion de los ovocitos,
debido a que los mayores cambios que ocurren durante
su maduracion, estan relacionados con la fosforilacion
de proteinas y con la activacion del factor promotor de
la maduracién, la asimilacion e incorporacion de
aminoacidos debe ocurrir antes de la etapa de morula
(Naurollah y Chian 2005; Rahman ef al., 2008).

Por otra parte, la inclusion del factor de crecimiento
epidérmico (EGF; epidermal growth factor) en el
medio de maduracion HECM-9, podria influenciar la



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 14 (2011): 301 - 307

tasa de maduracion y el desarrollo embrionario, ya que
se ha demostrado, que en ovocitos de cabra, la
expresion de receptores de EGF desencadenan sefiales
a través de las via proteinas activadoras de las cinasas
mitogénicas -MAPK (Gall et al., 2005).

Estudios previos han demostrado que la adicion de
20ng/ml de EGF en el medio de cultivo de ovocitos
caprinos promovié una mayor expansion de las células
del cumulus oophurus (52.25%) y alto porcentaje
(64.51%) de maduracion nuclear (Nagar y Purohit,
2005). Es posible que la adicion del EGF en el medio
de maduracion modifique la sintesis de proteinas
durante el proceso de maduracion in vitro de los
ovocitos, posiblemente por un incremento en la
actividad de las histonas y en las proteinas cinasas
mitégenas durante los estadios tempranos de la
maduracién in vitro (Purohit et al., 2005).

La adicion del acido pantoténico en el medio de
maduracion HECM-9, puede favorecer la maduracion
citoplasmatica de los ovocitos de cabra y el
subsecuente desarrollo embrionario, como
consecuencia de un incremento en la produccion de
ATP y de glutamato, precursor del glutation, en el
ciclo de Krebs (Bormann et al., 2003). Se ha
demostrado que el incremento en la sintesis del
glutation durante la maduracion de ovocitos de vacas
(Luvoni ef al., 1996) y cerdos (Abeydeera et al., 1998)
incrementan el desarrollo y viabilidad de blastocitos,
ya que ejerce un papel fundamental en la defensa de
radicales libres de oxigeno que adelantan el proceso de
apoptosis (McKiernan y Bavister, 2000).

En cuanto a la tasa de fertilizacion in vitro, se observo
una mayor respuesta en los ovocitos madurados en
HECM-9 (19.8%), respecto a los mantenidos en TCM-
199 (9.59%). Es preciso sefialar que el medio TBM
(Tris Buffered Medium), utilizado en el presente
estudio como un medio de fertilizacion,
tradicionalmente se utiliza en la FIV de la especie
porcina (Coy et al., 2002); mientras que los medios
TALP (Tyrode’s Albumine Lactate Piruvate médium)
o el SOF (Synthetic Oviductal Fluid), de uso en
rumiantes y utilizados en este laboratorio, no
mostraron resultados consistentes, por lo que se
decidié utilizar el TBM para evaluar el efecto de la
maduracion en HECM-9 y del TCM-199 sobre la tasa
de FIV.

Los resultados obtenidos en el presente estudio,
difieren de lo reportado por Jiménez et al. (2000),
quienes observaron una tasa de fertilizacion de
ovocitos de cabras prepuberes madurados en TCM-
199 y fertilizados en medio SOF de 26.6%. Otros
autores (Coy et al., 2002), reportaron una tasa de FIV
de ovocitos porcinos de 26.26% en medio TBM y
madurados en medio NCSU-37 (North Caroline State
University-37 medium), porcentaje superior al
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observado en el presente trabajo tanto en el medio
HECM-9 como TCM-199.

Por otra parte, Nagar y Purohit (2005), observaron una
tasa de fertilizacion de ovocitos de cabra madurados y
fertilizados en TCM-199 de 9.3%, lo que coincide con
lo observado en el presente trabajo, encontrando
ademas que la adicion creciente de EGF incremento
significativamente la tasa de FIV. Los resultados
obtenidos por estos autores sugieren que el TCM-199,
por si solo no es adecuado para soportar el proceso de
FIV y que requiere de sustancias adicionales como el
EGF que faciliten el proceso de la fecundacion.

Aunque el efecto del cambio de medios en las etapas
de la produccion de embriones in vitro, se desconoce,
algunos autores (Krisher ef al., 2007; Yoshioka et al.,
2008; Magalhaes et al., 2010), sefialaron que si bien el
ovocito puede modificar su metabolismo para ajustar
el pH, la osmolaridad del medio y aprovechamiento de
sustratos, también es posible que se reduzca la
capacidad de interaccion con el espermatozoide,
afectando la tasa de FIV y el desarrollo embrionario
posterior (Yoshioka et al., 2008). El cambio de medios
entre una etapa y otra de la PIV, puede ejercer un
efecto estresante sobre el ovocito, que puede
desencadenar mecanismos de respuesta a corto plazo
destinados a preservar la homeostasis, si esto no es
posible, el embriéon provoca cambios en la morfologia
y reduccion en la proliferacion celular, pudiendo llegar
hasta la apoptosis; a mediano y largo plazo, el efecto
del estrés embrionario puede provocar bajas tasas de
prefiez, un eclevado riesgo de aborto, presencia de
anormalidades congénitas y muerte posnatal (Feugang
et al., 2009).

En conclusion, los resultados obtenidos del presente
estudio demuestran que el HECM-9 puede ser
utilizado en los procesos de maduracion y fertilizacion
in vitro de ovocitos en la especie caprina, no obstante,
se precisan estudios adicionales que permitan reforzar
los hallazgos encontrados en el presente trabajo.
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INTRODUCCION

Factores  externos como el
envejecimiento  celular, exposicion a
toxicos y las condiciones ambientales de
cultivo adversas, provocan que los ovocitos
y embriones en etapa de pre-implantacion
incrementen la producciéon de especies
reactivas de oxigeno (Takahashi et al.,
2002; Guérin et al., 2001) comparados con
aquellos que maduran y son fecundados in
vivo; disminuyendo por ende el potencial
de maduracion y desarrollo de ovocitos y
embriones.

Las especies reactivas de oxigeno
(ROS) presentan uno o mas electrones

desapareados (Jonson y Nasr-Esfahani,

1994), que pueden ejercer un potencial

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

oxidante importante sobre moléculas
celulares. Pueden por lo tanto tener un
origen exogeno como enddgeno. Las
fuentes exdgenas de ROS dependen de la a)
concentracion ambiental de oxigeno, b)
presencia de cationes metalicos, c¢) luz
visible y d) actividad amino oxidasa
liberada por espermatozoides muertos.
Endogenamente, pueden proceder por a)
fosforilacion oxidativa, b) actividad de la
NADPH oxidasa y c¢) actividad de la
xanthina oxidasa (Jonson y Nasr-Esfahani,
1994; Guérin et al., 2001).

Ante tales circunstancias, diversos
estudios reportan la existencia de wun
conjunto de medidas protectoras frente al

estrés oxidativo que disminuyen el efecto
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negativo de las ROS, dentro de las cuales el
glutation reducido (GSH) es el principal
agente antioxidante no enzimatico presente
en el ovocito y en el embridn en la etapa de
pre-implantacion (Rauseell y Tarin, 2005).

El GSH es un tripéptido (GSH, L-y-
glutamil-cisteinglicina), que se sintetiza
mediante el ciclo y-glutamil. Es el mayor
componente sulthidrilo (-SH) no proteico
presente en las células de mamiferos
derivado de la glicina, el glutamato y la
cisteina; este ultimo posee el grupo —SH
que le da a la molécula su capacidad
donadora. Existe en dos formas: la forma
antioxidante o glutation reducido (GSH) y
la forma oxidada, un compuesto unido por
enlaces disulfuro, conocido como glutation
oxidado (GSSG). El GSH estad presente
dentro de las células, mayormente en forma
reducida, encontrandose en
concentraciones de  0.5-10  mmol/L
(Meister, 1983).

El estado del GSH es
homeostaticamente controlado, esto
significa que continuamente estd siendo
auto-ajustado con respecto al balance entre
la sintesis de GSH (GSH sintetasa), su
reciclaje a partir de GSSG (GSH reductasa)
y su utilizacion. La sintesis de GSH ocurre

en el citoplasma. Primero, la cisteina y el

glutamato son combinados por la enzima

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

gamma-glutamilcisteinil ~ sintetasa, la
disponibilidad de cisteina usualmente es
factor limitante. La acumulacion excesiva
de GSH actua inhibiendo esta enzima, y de
esta manera se controla la sintesis de GSH.
La segunda reaccion para la sintesis de
GSH combina a la gamma-glutamilcisteina
con la glicina para generar GSH, esta
reaccion es catalizada por la GSH sintetasa.

El GSH es un cofactor esencial para
las enzimas antioxidantes llamadas GSH
peroxidasas, las cuales son utilizadas para
detoxificar peroxidos, Una vez que el GSH
ha sido oxidado a GSSG, el reciclaje de
GSSG a GSH se lleva a cabo por la enzima
glutation reductasa. Esta enzima emplea
como fuente de electrones la coenzima
NADPH, la cual proviene principalmente
de la ruta de las pentosas fosfato. EI GSH
también contribuye al reciclaje de otros
antioxidantes que han sido oxidados como
el oa-tocoferol (vitamina E) y los
carotenoides (Lozada y Garcia, 2009).

En el ovocito, in vivo, el GSH es
sintetizado durante la primera meiosis
apareciendo como un regulador de la
maduracion citoplasmatica y nuclear. El
metabolismo del GSH en el foliculo
ovarico puede estar bajo regulacion
hormonal, permitiendo que las células del

cumulus puedan transferir GSH al ovocito
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(Tarin et al., 2005). Por lo tanto, si se
bloquea la sintesis de GSH durante su
desarrollo, se disminuye el potencial de
fecundacion en el ovocito (Sutovsky y
Schatten, 1997). Asi mismo la maduracion
del citoplasma del ovocito incluye procesos
como la sintesis de compuestos
bioquimicos, fosforilacién de proteinas o la
activacion de rutas metabolicas. La sintesis
de GSH forma parte de esta maduracion, y
por lo tanto, es requerida para la
fecundacion 'y desarrollo embrionario
normal (Zuelke et al., 2003; Luberda,
2005). Brad et al. (2003), demostraron que
la concentracion intracelular del GSH al
final de la maduracién in vitro de los
ovocitos es mucho menor que la de
ovocitos madurados in vivo.

En la produccién in vitro el GSH
cumple fundamentalmente tres funciones,
a) participacion en la descondensacion de
la cabeza del espermatozoide y en su
posterior transformacién a pronucleo
masculino, b) confiere proteccion del
blastocisto frente a efectos oxidativos del
peréxido de hidrogeno presente en el fluido
del blastocele y c¢) participa en la
detoxificacion de sustancias  toxicas
sintéticas que pueden estar presentes en el

medio de cultivo (Rauseell y Tarin, 2005).
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Existen estudios que muestran que
el incremento en el contenido de GSH
proporciona a los ovocitos madurados in
vitro grandes cantidades de GSH adecuadas
para la proteccion de los embriones hasta el
estadio de blastocisto, mejorando Ia
eficiencia en la produccion in vitro de
blastocistos a partir de ovocitos inmaduros
(Telford, 1990; Gardiner y Reed, 1995; de
Matos 1995; de Matos, 1996).

Diversos estudios han analizado la
adicion de GSH per se en el medio de
maduracidon, capacitacion  espermatica,
fecundacion y/o cultivo embrionario in
vitro; sin embargo, la mayoria de las
c€lulas somadticas de mamiferos y los
ovocitos no pueden captar el GSH intacto,
ya que no poseen un sistema de trasporte
para importar GSH directamente al interior
de citoplasma (Meister, 1991) De igual
manera se ha tratado de adicionar los tres
aminoacidos que lo constituyen (glutamato,
cysteina y glicina) sin tener éxito dado que
la cisteina y la glutamina comparten el
sistema de transporte alanina-serina-
cisteina (ASC), actuando, esta ultima,
competitivamente para limitar el flujo neto
de cisteina o bien estimulando la pérdida de
cisteina celular mediante este sistema de
transporte  (Christensen, 1990). Los

componentes tioles, entre otras funciones
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se consideran reservas naturales del poder
reductor, los cuales pueden ser rapidamente
utilizados por la células como defensa
contra el estrés oxidativo (Del Corso et al.,
1994).

Estudios realizados en cerdos
(Whitaker y Knight, 004),ovejas (de Matos,
2002), bovinos (de Matos et al., 2000;
Oyamada y Fukui, 2004), novillas (Mertens
et al., 2005), bufalo (Gasparrini et al.,
2003; Gasparrini et al., 2006), cabras
(Mayor et al., 2001; Urdaneta et al., 2004;
Rodriguez et al., 2003) y perros (Kim et
al., 2004) han demostrado que la adicion de
cisteamina, cisteina, cistina, p-
mercaptoetanol e intermediarios de ciclo -
glutamil al medio de maduracion in vitro
incrementan los niveles de GSH ovocitario
permitiendo a los embriones que todavia no
habian podido sintetizar GSH de novo,
seguir con su desarrollo una vez que las
reservas de GSH procedentes del ovocito
se han agotado (Gasparrini et al., 2003).

El objetivo del presente estudio fue
investigar el efecto de la adicion de
compuestos tioles en un medio de
maduracion definido sobre la

concentracion de GSH y la tasa de

maduracion en ovocitos de cabras adultas.
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MATERIALES Y METODOS

Ovocitos. Los ovocitos se obtuvieron a
partir de ovarios de cabra colectados en
rastro y para su transporte al laboratorio se
mantuvieron en solucion salina al 0.9% a
37 °C suplementada con 100 UI de
estreptomicina/mL. El tiempo de transporte
del rastro al laboratorio fue de 1 a 2 h. Los
complejos  cumulus-ovocito  (CCO’s)
fueron aspirados de aquellos foliculos de 2-
8 mm de didmetro, utilizando jeringas de
10 mL con aguja hipodérmica calibre 18, y
se colocaron en tubos conteniendo 10 mL
de TCM-199 a base de sales Earl’s, 26.9
mM de NaHCOj; (Gibco), suplementado
con 25 mM de Hepes, 0.001 g/mL de
Polivinil Alcohol (PVA) y 100 Ul/mL de
heparina.

El sedimento de los tubos se deposité en
cajas de Petri estériles. Los CCO’s fueron
seleccionados de acuerdo con la
clasificacion de calidad excelente (grado 1)
y buena (grado 2), con base en las
caracteristicas morfologicas del citoplasma
y de las capas celulares del cumulo
descritas por Ward et al. (2000).
Experimento | (EXP1).

Maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos.

Un total de 727 CCOs obtenidos fueron
lavados 3 a 4 veces en TCM-199 sin
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heparina, y fueron asignados al azar, tras
la adicion al medio de maduracion
(HECM-9) de p-Mercaptoetanol 100uM
(n=95 calidad excelente y 57 calidad
buena); Cistina 0.57mM (n=90 calidad
excelente y 61 calidad buena); Cisteina
0.50mM (n=91 calidad excelente y 43
calidad buena), Cisteamina 100uM (n=59
calidad excelente y 41 calidad buena) FEl
medio HECM-9 fue elaborado a base de
BM3, suplementado con 100uL de un
stock de 11 aminodcidos no escenciales
(acido glutdmico 0.01lmM, asparangina
0.0ImM, 0.0lmM, glicina
0.01mM, 0.0lmM, lisina
0.01mM, prolina 0.01mM, serina 0.01mM,

cisteina

histidina

acido aspartico 0.0lmM;
0.20mM vy taurina 0.50mM), 10ul de un

glutamina

stock 3.02mM de pantotenato en solucion
salina, 10ug/mL de factor de crecimiento
epidérmico (EGF), 10pg/mL de LH,
10pug/mL de FSH, y 50pg/mL Gentamicina
(McKiernan y Bavister, 2000).

Grupos de 10 a 25 CCQO’s fueron
transferidos a 450uL del medio respectivo
bajo aceite mineral previamente incubado
por 24h a 37.5 °C, 5% CO,. El pH fue
ajustadko a 74 y los CCO’s fueron
cultivados a 37.5 °C, 5% CO, por 27h.
Posteriormente fueron desnudados de las

células del cimulo con hialuronidasa al

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

0.01%, lavados en PBS y tefiidos con
Hoescht para evaluar la tasa de maduracion
mediante la presencia del primer cuerpo
polar y cromosomas en Metafase II. Todos
los reactivos fueron de Sigma Aldrich a
menos que se indique lo contrario.
Experimento 11 (EXP2)

Maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos.
Un total de 295 CCO’s obtenidos fueron
lavados 3 a 4 veces en TCM-199 sin
heparina, y fueron asignados al azar para su
maduracion al medio TCM-199 (n=103)
suplementado con 275 pug/mL de piruvato
de sodio, 146 pg/mL de L-glutamina 10%
(v/v) de suero fetal bovino (Gibco),
lpg/mL de 17 p-estradiol, HECM-9
(n=66), HECM-9 + M (n=63) y HECM-9
+ Cisteamina (n=63). La elaboracion del
HECM-9 vy las condiciones de maduracion
fueron 1iguales a las indicadas en el
experimento 1.

Analisis del contenido de glutation (GSH)
intracelular. Se analiz6 el contenido de
GSH intracelular de ovocitos inmaduros y
tras 27 h de MIV. Cé¢lulas del cumulus de
los COCs fueron eliminadas con
hialuronidasa al 0.01%. Los ovocitos se
lavaron 3 veces con la soluciéon tampon
stock 200mM de tampén fosfato soédico,
(preparada a partir de la mezcla de dos

soluciones: solucion A (V:V): Na,HPO,
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(200mM) y EDTA (10mM) y Solucion B
(V:V): Na;H,POH,O (200mM) y EDTA
(10mM) ajustado a un pH de 7.2). Un total
de 20 ovocitos por replica fueron
transferidos en 5Sul de solucion tampoén
stock a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se
anadieron 5ul de 1.25M de acido fosforico
y se almacenaron a -80°C. Las muestras se
descongelaron, se rompieron los ovocitos
con un pipeta estrecha de vidrio de punta
roma hasta el dia del ensayo.

La  concentracion de  GSH
intracelular se determind empleando el
protocolo descrito por Funahashi et al.
(1994). Este método estd basado en el
ensayo ciclico de la enzima 5,5 -ditiobis-
(2-acido nitrobenzoido) glutatién reductasa
(DTNB-GSSG), descrito por primera vez
por Owens y Belcher (1965), modificado
posteriormente por Tietze (1969) v,
finalmente, modificado por Anderson
(1985).

Se afiadieron 700ul de 0.33 mg/mL
de NADPH en soluciéon tampén stock,
100l de 6mM 5,5'-diotibis-(2-4cido
nitrobenzoico) en soluciéon tampdn stock y
190ul de agua. Se pipeteo el contenido de
cada tubo dejandose reposar durante 15
min a temperatura ambiente,
posteriormente se afiadieron 10uL de 250

Ul/ml de glutation reductasa para iniciar la
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reaccion. Se siguid la formacion de acido
5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) cada 30
segundos durante 2 minutos con un
espectrofotometro. Para la curva de
calibracion se evaluaron los estandares
(0.0lmM, 0.02mM, 0.05mM, O0lmM vy
0.5mM) de GSH y una muestra blanco sin
GSH (PBS). La lectura se realiz6 a una
absorbancia de 412nm.

Anélisis estadistico: Los datos de la tasa de
maduracion fueron analizados mediante la
prueba de chi-cuadrada, utilizando el
procedimiento NPARIWAY del paquete
estadistico SAS (2000). Se considero
diferencia  estadistica  significativa  si
P<0.05. La concentracion intracelular de
GSH se sometid6 a una transformacion

logaritmica.

RESULTADOS

EXP I: Con base a la tincion Hoescht no
hubo diferencia estadistica significativa en
los ovocitos calidad excelente madurados
con f-mercaptoetanol, cistina y cisteina. El
porcentaje inferior de maduracion de
ovocitos calidad excelente fue para el
tratamiento con cisteamina (74.58%).
Resultados similares se reportan para los

ovocitos de calidad buena.
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Tablal. Efecto de compuestos tioles en un medio definido sobre la tasa de maduracion in vitro

de ovocitos de cabra.

Calidad Medio de n | Madurados
Maduracion n(%)

Excelente | TCM-199 83 40(48.19)
HECM-9 73 59(80.82)
p- 95 84(88.42)"
mercaptoetanol
Cistina 90 | 74(82.22)"
Cisteina 91 74(81.32)*
Cisteamina 59 | 44(74.58)°

Bueno TCM-199 88 26(29.55)
HECM-9 117 | 56(47.86)
p- 57 36(63.16)"
mercaptoetanol
Cistina 61 45(73.77)"
Cisteina 43 30(69.77)"
Cisteamina 41 | 35(85.37)°

Total TCM-199 171 | 66(38.60)
HECM-9 196 | 115(60.53)
p- 152 | 120(78.95)°
mercaptoetanol
Cistina 151 | 119(78.81)°
Cisteina 134 | 104(77.61)°
Cisteamina 100 | 79(79.00)*

“® diferencia significativa entre tratamientos dentro de cada grupo de calidad morfologica.

Los ovocitos madurados en medio mercaptoetanol y cisteamina a este medio
HECM-9 mejoraron significativamente la no manifestd un efecto positivo sobre la
concentracion de GSH con respecto a los concentracion de GSH.

madurados en TCM. Sin embargo, la

adicion de los compuestos tioles /-
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Figura 1. Efecto de la adicion de compuestos tiol en el medio de maduracion in vitro sobre el

contenido de GSH intracelular (media + ee) post MIV de ovocitos de cabra (replica=2).
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Figura 2. Efecto de la adicion de compuestos tiol en el medio de maduracion HECM-9 in vitro

sobre el contenido intracelular de GSH (mediatee) a diferentes tiempos (replica=2).
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DISCUSION

El glutation es una de las
principales defensas no enzimaticas contra
las especies reactivas de oxigeno (ROS) en
ovocitos de mamiferos y en embriones. Los
ovocitos contienen altas concentraciones de
GSH, el cual es sintetizado durante la
primera meiosis (Meiosis ), esta
concentracion es crucial para la formacion
del huso acromatico, del prontcleo
masculino y la preimplantacion del
embrion en desarrollo (Zuelke et al., 2003),
mejorando la eficiencia de la produccién in
vitro de blastocistos a partir de ovocitos
inmaduros (de Matos, 1996). En
condiciones in vitro el cultivo ejerce un
estrés oxidativo, originando la formacion
de ROS y por ende la disminucion
intracelular del contenido de GSH en el
ovocito (Cetica et al., 2001). La
disminuciéon de GSH puede ser uno de los
factores fundamentales que contribuyen a
la maduracion citoplasmatica incompleta y
la integridad esctructural del ovocito (Brad
et al., 2003). En este estudio se observd
que el contenido intracelular de GSH de los
ovocitos de cabra madurados en el medio
TCM-199 (17.94 pmol/ovocito) fue mas
alto con respecto a los ovocitos inmaduros
(10.46 pmol/ovocito). Los resultados aqui

obtenidos difieren con los reportados por
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Rodriguez et al. (2003), quienes
encontraron una concentracion de GSH en
ovocitos de cabra prepuberes madurados en
medio TCM-199 de 10.57 pmol/ovocito,
mientras que en ovocitos inmaduros la
concentracion fue inferior a la observada
en este trabajo (4.15 pmol/ovocito). Mayor
et al. (2001), observaron una concentracion
aun mas baja de GSH en ovocitos maduros
e inmaduros (1.53 y 1.21 pmol/ovocito,
respectivamente). Dada la discrepancia en
los resultados, diversos autores han dejado
de manifiesto que muchos factores pueden
afectar el desarrollo potencial del ovocito
(Krisher et al., 2007), incluyendo talla y
salud del foliculo (Vassena et al. 2003,
Anguita et al. 2007), nimero de oleadas de
la fase folicular (Machatkova et al. 2004),
estimulacion hormonal (Sirard et al. 2007),
condicion corporal del animal, manejo
zootécnico, alimentacion; asi como las
(Combelles,

condiciones

2009).

geograficas

Por otra parte, la concentracion de
GSH en ovocitos madurados en medio
HECM-9 (43.31 pmol/ovocito)  fue
significativamente mas alto con respecto al
TCM-199. Curnow et al, (2008), refiere
que la adiciéon de fuentes de proteinas al

medio de maduracion in vitro como la

albumina sérica bovina (BSA) o suero fetal
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de ternero (SFB) en TCM-199 afectan los
niveles de GSH en el ovocito. Estudios
previos mostraron un incremento en el
contenido de GSH de ovocitos madurados
in vitro cuando el SFB fue reemplazada por
BSA (4.84 vs. 7.87 pmol/ovocito (Luciano
et al., 2006). No se tienen reportes que
indiquen la concentracion de GSH
utilizando como medio de maduracion
HECM-9, sin embargo, nuestros resultados
sugieren que el medio puede aportar los
elementos necesarios para que el ovocito
de cabra sintetice de novo GSH y por ende
favorezca la maduracion nuclear una vez
que las reservas procedentes del ovocito se
han agotado.

Estudios realizados en cerdos
(Whitaker y Knight, 004), ovejas (de
Matos, 2002), bovinos (de Matos et al.,
2000; Oyamada y Fukui, 2004), novillas
(Mertens et al., 2005), bufalo (Gasparrini et
al., 2003; Gasparrini et al., 2006) cabras
(Mayor et al., 2001; Urdaneta et al., 2004;
Rodriguez et al., 2003) y perros (Kim et
al., 2004) han demostrado que la adicion de
cisteamina, cisteina, cistina, p-
mercaptoetanol e intermediarios de ciclo y-
glutamil al medio de maduracion in vitro
incrementan los niveles de GSH ovocitario.

Tanto el B-mercaptoetanol como la

cisteamina, son grupos tioles de bajo peso
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molecular que estimulan la sintesis de
GSH. Ambos favorecen la reduccion de la
cistina a cisteina en el medio de cultivo,
por lo que esta queda a disposicion del
ovocito o del blastocisto para la sintesis del
GSH en el ciclo a-glutamil (Takahashi et
al., 2002).

En el presente estudio la
suplementacion con cisteamina 'y f-
mercaptoetanol al medio de maduracion in
vitro (HECM-9), mejor6 la concentracion
de GSH en el ovocito (22.8 y 21.7
pmol/ovocito, respectivamente) con
respecto al medio TCM-199, no siendo asi
para el medio definido. Sin embargo, atin y
cuando no se tienen reportes especificos al
medio, la concentraciéon encontrada supera
a la que se menciona en la literatura.
Rodriguez et al. (2003), reportaron que en
ovocitos de cabras prepuberes madurados
en TCM-199 bajo la misma concentracion
de compuestos tioles, la cantidad de GSH
fue de 11.87 pmol/ovocito para p-
Mercaptoetanol y 10.16 pmol/ovocito para
Cisteamina. Mientras que en bovinos se ha
demostrado que la adicion de f-
mercaptoetanol (100uM) incrementa la
concentracion intracelular de GSH en
ovocitos (9 pmol/ovocito) después de la
maduracion in vitro (de Matos y Furnus,

2000). En ovinos, de Matos et al. (2002)
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mostraron que la cisteamina y f-
mercaptoetanol (BME) incrementaron los
niveles intracelulares de GSH en el
ovocito, pero solo la cisteamina tuvo un
efecto positivo en la tasa de desarrollo
embrionario.

Se ha mencionado que el BME
trasporta cisteina a través de la formacion
de compuestos disulfidos mixtos cistina-
BME, hallando que este disulfido mixto
tiene el mismo efecto que la cistina mas
BME y sugerido que la accion ejercida por
el BME estd mediada por el disulfido
mixto. Ademds se ha propuesto que el
sistema de transporte usado para captar el
disulfido mixto es diferente del sistema
empleado para transportar cistina o cisteina
y, por tanto, que el disulfido se reduce a
cisteina y BME dentro de la célula (Bagis
et al., 2004). E1 BME puede escapar de la
célula, volver al medio de cultivo y
reaccionar después con la cistina (Hashem
et al., 2006). También es probable el
consumo de disulfidos mixtos cisteina-
cisteamina mediante el sistema L. La
cisteamina reacciona con la cistina por
intercambio sulfhidril-disulfido  para
producir el disulfido mixto de cisteina y
cisteamina, por lo que el aumento de
transporte de membrana ocurre por un
diferente del

sistema empleado
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normalmente por la cistina. En este caso, el
componente sulthidrilo funciona como un
sistema de distribucion trans membrana
para la cistina mediante el intercambio
sulthidril-disulfido  estimulado por el
(Levtchenko et al., 2006).

La enzima unida a la membrana, la
y-glutamil tranpeptidasa, esta posiblemente
implicada en la sintesis de GSH a través de
su funcion en la captacion de aminoécidos.
Se cree que esta enzima transfiere el grupo
y-glutmil del GSH extracelular a un
aminoacido extracelular. Entonces, el
aminoacido vy-glutamil se transporta el
interior de la célula (Meister y Anderson,
1983). La actividad de la enzima debe ser
un factor tasa-limitante en el transporte de
un numero de aminodcidos, incluyendo la
cisteina y en el mantenimiento de los
niveles celulares de GSH.

De igual manera habria que
considerar que este ciclo pudiera presentar
también como factor limitante la
disponibilidad de moléculas de ATP. El
ciclo de y-glutamil requiere el uso de tres
moléculas de ATP por cada ciclo (Sastre et
al., 2005).

Aun y cuando los resultados no
fueron los esperados con respecto a la
suplementacion de los compuestos tioles al

medio definido simple HECM-9, es posible
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asumir que el medio per se contiene los
elementos necesarios para la sintesis de
novo de GSH, reduciendo de manera
importante el estrés oxidativo del ovocito
demostrado por un mayor porcentaje de
maduracién in vitro, si se compara con el
medio convencional.

Es necesario realizar estudios en
ovocitos que determinen la disponibilidad
de cisteina, fuente de energia y la enzima -
glutamil transpeptidasa requeridos en el

ciclo y-glutamil.
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9. RESUMEN GENERAL DE RESULTADOS

1. Es posible asumir que el TRY puede ser una alternativa de uso en la conservacion del
espermatozoide caprino refrigerado. El uso del SOF y el TRY como agentes quimicos
capacitantes pueden mantener una aceptable movilidad y porcentaje de capacitacion

por un mayor tiempo comparado con la HEP o la CAF.

2. El HECM-9 puede ser utilizado en los procesos de maduracion y fertilizacion in vitro
de ovocitos en la especie caprina con buenos resultados, no obstante, se precisan

estudios adicionales que permitan reforzar los hallazgos encontrados.

3. ElI HECM-9 per se, contiene los elementos necesarios para la sintesis de novo de GSH,
reduciendo de manera importante el estrés oxidativo del ovocito demostrado por un
mayor porcentaje de maduracion in vitro, si se compara con el TCM-199. Sin embargo,
al adicionar los compuestos tioles, los porcentajes de MIV no fueron los esperados, por
lo que es necesario realizar estudios en ovocitos que determinen la disponibilidad de
cisteina, fuente de energia (ATP) y la enzima y-glutamil transpeptidasa requeridos en

el ciclo y-glutamil.
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10. CONCLUSION

El HECM-9 en combinacion con compuestos tioles no mejoré la tasa de maduracion in
vitro de ovocitos de cabra. No obstante, es posible considerar que el medio per se contiene los

elementos necesarios para la sintesis de novo de GSH.
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ANEXO 1

BIOQUIMICA DE LOS GAMETOS REPRODUCTIVOS

Como parte de las actividades académicas del programa de Doctorado se realiz6 la
redaccion de una revision bibliografica critica y exhaustiva sobre la bioquimica de los
gamentos femenino y masculino y de la fertilizacion.

A continuacion se presenta el manuscrito generado de esta revision el cual estd en

proceso de ser enviado para su publicacion en una revista cientifica indexada
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha hecho un
inmenso progreso en el entendimiento de
los mecanismos moleculares involucrados
en la maduracion del gameto femenino y
masculino; asi como su transito desde la
gbonada hasta la fertilizacion del ovocito. In
vivo la maduracion del complejo camulus
ovocito sufre diferentes procesos algunos
de los cuales son independientes entre si.
Por un lado, la maduracién proxima a la
ovulacion incluye el reinicio de la meiosis
hasta la segunda metafase. Por otra parte
son necesarios cambios esctrucutrales del
control del ciclo celular y de la sintesis

proteica para que el ovocito alcance la --
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capacidad de ser fecundado.

Por otra parte, a lo largo de este trayecto el
espermatozoide también modifica su
morfologia y sus componentes moleculares
especialmente, y ademds ocurren procesos
que conducen a la activacion para la
entrada al ovocito, para activar a su vez los
mecanismos qaue conducen a la formacion
del zigoto.

La siguiente revision presenta en su
conjunto de manera detallada los cambios
bioquimicos que ocurren en los gamentos

reproductivos  hasta la  fecundacion.
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MADURACION BIOQUIMICA DEL
OVOCITO.

Los ovocitos de mamiferos experimentan
un crecimiento significativo durante la
ovogénesis, asi como modificaciones en el
citoplasma y en el nucleo inmediatamente
antes de la ovulacion en un proceso
conocido como maduracion del ovocito
(Fissore et al., 2002). Estos cambios tienen
como objetivo aumentar el éxito del
desarrollo después de la fecundacion
(Krisher, 2004). Sin embargo, los cambios
celulares y moleculares que se producen
durante la maduracion que optimizan el
desarrollo del embrion aun y cuando son
transitorios y experimentan un rapido
deterioro (Fissore et al., 2002) que
representan uno de los grandes desafios de
comprender en la ciencia moderna.
a) Meiosis I y 11 en el ovocito.

Al nacimiento los ovocitos de las especies
mamiferas estan bloqueados en la fase G2,
de la profase de la primera division
meidtica, por lo que tienen que reiniciar y
completar la meiosis y la maduracién para
que la fecundacion pueda llevarse a cabo
(Boiso, 2001). Durante la pubertad, la
capacidad para reiniciar y completar la
meiosis se adquiere progresivamente

durante el crecimiento folicular y
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ovocitario (foliculogénesis) estando
asociado a una serie de cambios nucleares
y citoplasmaticos (Sela-Abramovich et al.,
2005).

Al inicio de la maduracion, el nacleo del
ovocito primario se encuentra bloqueado en
la profase I (periodo de dictiotene) de la
primera division meiotica, estadio de
vesicula germinal (VG) (Shimada et al.,
2001). Después de alcanzar la madurez en
respuesta a la onda preovulatoria de
hormona luteinizante (LH), el ovocito
primario del foliculo dominante reinicia el
proceso de division meidtica. El nucleo del
ovocito entra en diacinesis (estadio
terminal de la profase de la meiosis I,
durante el cual los cromosomas comienzan
a disponerse en la placa ecuatorial), y al
final de la profase I se disgrega la envoltura
nuclear y ocurre la ruptura de la vesicula
germinal (VGBD). Al mismo tiempo que
se produce una polimerizacion de los
micro-tibulos, desaparecen los nucléolos y
los cromosomas se condensan y se orientan
formando el huso acromatico
correspondiente a la metafase I. Los
ovocitos carecen de centriolos en los
extremos del huso, en lugar de estos se
encuentran un material peri-centriolar

conocido como: centros organizadores de

micro-tabulos (Su et al., 2001).
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Completada la metafase I, el ovocito entra
rapidamente en anafase I y telofase I, se
separan los cromosomas homoélogos pero a
diferencia de la mitosis, los cromosomas no
se descondensan totalmente ya que el ADN
no se duplica permitiendo reducir la carga
cromosomica de la especie exactamente a
la mitad, por lo tanto se produce la
extrusion del primer cuerpo polar, se
reduce el nimero de cromosomas a la
mitad y se origina el ovocito secundario.
La profase II practicamente no existe, y el
ovocito secundario comienza la segunda
division meiotica entrando directamente a
la metafase II. Esta se interrumpe y el
ovocito es ovulado completdndose la
metafase II con la penetracion de un
espermatozoide (Anguita, 2007).

b) Maduracion Bioquimica del

Ovocito

Aun y cuando no estd claro cual es el
detonante del proceso de maduracion del
ovocito; lo que hasta ahora se conoce y se
han descrito son los factores inhibidores
del reinicio de la meiosis. E1 OMI (factor
inhibidor de la meiosis), se origina en la
pared folicular y se transmite a través de
las células del complejo- cumulus-corona,
este ha sido reportado en cerdos y ratas por
Thiabult et al. (1987) no siendo

demostrado por otros investigadores
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(Sirard et al., 1998); otro factor inhibor son
las  purinas  (hipoxantina,  adenina,
guanosina, etc) inmersas en el fluido
folicular reportado en cerdos y ratones
(Epigg, 1993), y por ultimo el factor
adenosin-mono-fosfato-ciclico (AMPc); el
cual se considera participa de manera
directa (Qiang-Su et al., 2001).

El AMPc es producido por las células de la
granulosa y transportado al interior del
ovocito por las uniones tipo “GAP”
(Granot y Dekel 1998, Shimada et al.,
2001). Se conoce que tiene un efecto dual
por su presencia en el ovocito o en las
células de la granulosa (Lopez et al., 2008),
es decir que altos niveles al interior del
ovocito mantienen su freno meiotico en la
profase I; mientras que los altos niveles en
las células de la granulosa inducen la
continuacion de la meiosis (Josefsberg y
Dekel, 2002; Thomas et al., 2002; Jones,
2004). La concentracion en los niveles de
AMPc se hace mayor a raiz del pico
preovulatorio de LH y FSH por Ia
presencia de receptores de estas hormonas
en las células de la granulosa y del cumulus
permitiendo la continuacion de la meiosis
(Eppig y Downs, 1987; Shimada et al.,
2001). Al respecto, en condiciones in vitro
se ha demostrado que la FSH inhibe a la

hipoxantina, una substancia natural
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inhibitoria de la meiosis existete en el
fluido folicular (Downs ef al., 1988).
Una vez detonado el proceso de

maduracion, los niveles de AMPc en el

interior del ovocito descienden por tres

mecanismos permitiendo la continuacion

de la profase I (figura 1).

Figura 1. Proceso bioquimico de la maduracion del ovocito.

El primero mecanismo es a través de la
reduccion del flujo de AMPc desde las
células de la granulosa hacia el ovocito,
originado por el desacoplamiento de las
uniones “GAP”. Este desacoplamiento es
debido a la fosforilacién de serina sobre la
conexina 43 (Cx43) estimulada por la via
proteina cinasa C (PKC) y/o via fosfatidil-
inositol  3- cinasa (PI  3-Cinasa).
Independiente de la activacion de la
MAPcinasa (Gilula et al., 1978, Shimada et
al., 2001), que permite regular el control de

apertura o cierre de los CUH (Bratfies et al.,

2004). Los CUH (canales de las uniones
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estrechas), son canales intercelulares
permeables a los iones y moléculas
pequenias  formados  por  estructuras
hexaméricas de moléculas de Cx43, que
comunican el gameto femenino en
crecimiento con las células del cumulus y
de la granulosa de su entorno en los
foliculos en desarrollo; por lo que es
posible que el AMPc sea la sedal
inhibitoria de la maduracién que pasa a
través de los CUH desde las células de la
granulosa al ovocito (Braiies et al., 2004).

El segundo mecanismo es consecuencia de

la hidrolisis de AMPc a su forma inactiva
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5'-AMP, reaccion

fosfodiesterasas (PDE,

catalizada  por

Phosphodiesterases). La expresion de éstas
enzimas es especifica de tejido en la unidad
folicular, el ovocito de mamifero expresa la
PDE tipo 3, mientras que en las células de
la granulosa se expresa la PDE tipo 4
(Lopez et al., 2008).

El tercer mecanismo es llevado a cabo por
la fosforilacion de proteinas (PP) mediada
por la presencia de la proteina cinasa A
(PKA) (Sela-Abramovich et al., 2005).
Esta proteina es activada por la presencia
de las MAP cinasas y el MPF (factor
promotor de la maduracion) que es una
proteina cinasa (Nurse, 1990), las que a su
vez son activadas por la PI-3 presente en
las células del cumulus (Shimada y Terada,
2001). Bajo estas condiciones, es posible la
activacion del MPF por lo que el ovocito
reanuda la meiosis (Sela-Abramovich et
al., 2005).

El MPF estd constituido por una unidad
catalitica, la cinasa dependiente de ciclinas
(cyclin-depend cinasas, cdkl o cdc2
[p34“?]) y una unidad regulatoria, la
ciclina Bl (Nurse, 2002). Esta ultima
recibe este nombre debido a que su
concentracion oscila durante el ciclo
celular. De esta manera, la cantidad de

moléculas de MPF depende de Ila
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disponibilidad de ciclina Bl en el
citoplasma capaz de conjugar con la

4% unidad que se establece durante el

p3
ciclo celular del ovocito. La ciclina B1 es
sintetizada ~ durante la  maduracion
ovocitaria. Una vez conjugadas ambas
proteinas, son capaces de migrar al nucleo
celular donde ejerceran su actividad cinasa.
Para ejercer esta actividad cinasa, el
complejo es sometido a una serie de
fosforilaciones y defosforilaciones
realizadas por otras cinasas (Figura 2). Asi
la cinasa activadora de ciclinas (cyclin
activating cinasa, CAK), fosforila a p34°®
en el sitio correspondiente al amino acido
treonina 161 (Thr 161). Posteriormente
otras cinasas, (Weel y Mytl) fosforilan a
p34°%2 en el sitio correspondiente al amino
acido tirosina 15 (Tyrl5) y treonina 14
(Thr14) (Alberio et al., 2001). En este
momento el complejo es llamado pre-MPF
y se encuentra inactivado. La inactivacion
por medio del fosforo inhibe sitios
especificos de union al ATP, de manera
que la actividad cinasa de la proteina se ve
inhibida. A medida que la concentracion de
pre-MPF aumenta, se produce la activacion
del mismo a partir de una fosfatasa llamada

cdc25, la cual defosforila a Thrl4 y a
Tyrl5 (Gautier et al., 1990 y Palma, 2001),
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resultando asi la forma activa del factor

Citoplasma
R

Pre-MPF

P
Thr 161

promotor de la maduracion (MPF).

Figura 2. Representacion esquematica de las fosforilaciones y desfosforilaciones del factor

promotor de la maduracion (MPF) en el ovocito que inducen el reinicio de la meiosis.

La activacion de MPF se auto-regula por
una retroalimentacion positiva a partir de
las moléculas de MPF activas que se
incrementan en el ovocito. Su actividad
aumenta para inducir la metafase I y
disminuye después de la protedlisis de la
subunidad ciclina B1, para permitir el paso
del la anafase [ y telofase 1 vy
posteriormente vuelve a activarse antes de
la metafase II (Ciliberto y Tyson, 2000).
Estudios realizados en ovocitos de bovinos

(Figura 3) muestran relativamente bajos
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niveles de MPF en la fase de VG durante
las primeras 8 h de maduracion. La
actividad del MPF incrementa
gradualmente posterior al primer pico de
actividad que ocurre entre las 12 y 14 h de
la maduracion (metafase I) la cual es
seguida por una brusca reduccién en la
actividad entre las 16 o 18 h, ocasionado
por la protedlisis de la subunidad ciclina

B1 para permitir el paso de la anafase I y

telofase I (Wu et al., 1997).
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Figura 3. Representacion esquemadtica del comportamiento del MPF en ovocitos bovinos.

La protedlisis de ciclina B1 (Figura 4)
ocurre como  resultado de una
retroalimentacion negativa con el complejo
promotor de la anafase-ciclosoma (APC/c)
y una enzima intermediaria (IE) (Ciliberto
y Tyson, 2000). El APC/C es una
ubiquitina ligasa E3 compuesta al menos
de 11 subunidades que se asocia al menos a
dos subunidades activadoras, Cdc20 que es
esencial para la  degradacion de
Pds1/Securina durante la transicion de
metafase a anafase, y Cdhl necesaria para
la degradacion de ciclina B1 mas tarde en
telofase para su posterior degradacion por
el proteosoma (Peters, 2002). Existen
evidencias de que la  CaMKII
(calmodulina-dependiente  de  proteina

cinasa) es responsable de inducir esta
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ubiquitinacion (Lorca et al., 1993). El
APC/c (figura 5) es regulado por el factor
inhibidor de la mitosis (Emil), previniendo
su activacion prematura durante las fases S
y G2 (Machida y Dutta, 2007).
Posteriormente, el MPF vuelve a activarse
antes de la metafase II entre las 20-24 h de
la maduracion. El alto nivel de actividad es
mantenido durante varias horas
disminuyendo gradualmente después de 30
h de maduracion, convirtiéndose apenas
detectable a las 48 h (Wu et al., 1997). En
la metafase 11 el MPF es estabilizado por el
factor citostatico (CSF) el cual esta
compuesto al menos por cuatro proteinas:
por el producto mos del proto-oncogen c-
mos, MAPK p90 Rsk y Emi (Alberio et al.,
2001).
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Figura 4. Proteolisis de la ciclina B1 post metafase 1.

inactiva

inactiva activa

Figura 5. Complejo Promotor Anafase-Ciclosoma (APC) regulado por el factor de la meiosis.

Estas proteinas mantienen el estado
condensado de la cromatina, evitando asi la
replicacion del DNA entre MI y MIIL La
oncoproteina MOS es una serina-treonina

proteina cinasa (p39mos o c-mos), y es la
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primera que se sintetiza por la traduccion
del mRNA acumulado en el citoplasma
cuando disminuye los niveles de AMPc y
aumenta el Ca’™  intracelular en presencia

de una vesicula germinal intacta (Xia et
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al., 1994., Vendrell et al., 2003). MAPK,
es una cinasa serina/treonina. Dos
isoenzimas MAPK son activadas durante la
meiosis (proteina cinasa 1 y 2) (Alberio et
al.,2001). Esta enzima se activa a través de
sefales  extracelulares  especificas y
mediante diferentes vias de traduccion
(factores de crecimiento y
neurotransmisores). La MAPK es activada
por la MAPK-cinasa (MAPKK), la cual es
a su vez fosforilada por varias cinasas
aunque, en los ovocitos, el producto del
proto-oncogen c-mos es probablemente el
que juega el principal papel. En bovinos y
en porcinos se ha observado que cuando la
MAPK es inhibida a través de la aplicacid
de MPK-1 mRNA, se manifiesta una
desorganizacion en el huso meidtico y una
expulsion afectada del cuerpo polar (Gordo
et al., 2001). De igual manera la
disminucion de la actividad de la MAPK se
ha asociado con la formacion nuclear
después de la activacion partenogénica
(Moss et al., 1995). Las Rsk (p90Rsk) son
serinas/treoninas-cinasas de 90kDa y son
las Unicas entre las cinasas, que contienen
dos dominios funcionales, un dominio N-
terminal que fosforila los substratos de
RsK y un dominio C terminal implicado en
el mecanismo de activacion de la RsK

(Chaib, 2004). El EMI (Inhibidor mitotico
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temprano) es una proteina conservada de F
box que contiene zinc, una region que
inhibe el APC (Reimann, 2001). La
inmunodepresion de Emil (Xenopus)
retrasa la acumulacion de Ciclina B y
subsecuentemente la entrada a la mitosis.

El CSF inhibe la activacion del APC/C por
la activacion de otros componentes,
particularmente Bubl (Schmidt et al.,
2006) y de esta manera bloquea la
progresion del ciclo celular en la metafase
IT (Peters, 2002).

Una vez alcanzada la MII, el ovocito
permanece bloqueado hasta su activacion
por un espermatozoide. Durante la
fecundacion, la union del espermatozoide a
la membrana plasmatica provoca en el
ovocito una onda de oscilaciones en la
concentracion intracelular del Ca’". Estas
oscilaciones activan las enzimas capaces de
degradar el factor citostatico CFS
(mediante  una  proteasa  ubiquitina
dependiente) y la ciclina B (a través de una
proteina cinasa dependiente de
calmodulina) haciendo que el factor MPF
se inactive y ocasione la degradacion de la
ciclina Bl y de c-mos mediada por el
proteosoma. El anterior evento ocurre
simultdineamente con la descondensacion

de la cromatina espermatica en el

citoplasma del ovocito (Gil et al., 2007).
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Asi mismo causa la exocitosis de los
granulos que se localizan en la region
cortical del ovocito, debajo de la membrana
plasmatica, los cuales contienen enzimas
que se liberan en el espacio perivitelino,
que originan modificaciones de la zona
pelucida del ovocito las cuales previenen la
penetracion poliespérmatica. Ademas
de las modificaciones bioquimicas, tras la
elevacion preovulatoria de la hormona
luteinizante (LH) y la accién de la hormona
foliculo estimulante (FSH), el ovocito suftre
cambios morfologicos (Moor et al., 1998).
Cuando el ovocito se encuentra en estado
de wvesicula germinal (VG) posee un
citoplasma ocupado por vesiculas 'y
elementos del reticulo endopldsmico
rugoso (RER) y mitocondrias ubicadas en
la periferia (Urdaneta, 2005).

Durante este estadio, las mitocondrias
uniformemente  distribuidas  en el
citoplasma del ovocito se agregan
alrededor del nucleo, momento que
coincide con ruptura de la wvesicula
germinal (BDVG) (Thibault et al., 1987).
Al mismo tiempo el RER desaparece y se
forman gotas de lipidos y cisternas de
reticulo  endoplasmico  liso  (REL)
denominadas ‘“unidades metabolicas”. El

agrupamiento mitocondrial y la posterior

dispersion en el estadio de anafase/telofase,
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es microtubulo dependiente y es necesario
para la progresion de la maduracion.
Mientras que las mitocondrias migran para
alcanzar una posicion peri-nuclear durante
el periodo de maduracion, los granulos
corticales (GC) migran y se situan
inmediatamente debajo de la membrana
citoplasmatica (region cortical) del ovocito,
formando una mono-capa irregular (Cran y
Cheng, 1986, Aboot y Ducibella, 2001). A
menudo se forma una zona desprovista de
organelos cerca de esta mono-capa de GC,
mientras que una delgada capa de
filamentos de actina se interpone entre los
GC y el oolema. Los GC representan una
forma especial de lisosomas primarios
esféricos, limitados por una membrana, con
un tamafio variable y compuestos por
glicoproteinas y enzimas hidroliticas. Estos
se originan a partir del aparato de Golgi
(AG) y el REL, y se forman durante el
crecimiento  folicular ~ mediante  un
crecimiento continuo hasta que se produce
la ovulaciéon. Una onda de calcio (Ca™)
proveniente del RE es la que ocasiona la
fusion de los GC. Este RE también
adquiere una posicion cortical (Garcia,
2005). Los ribosomas aumentan en nimero
y el AG se alarga y se transforma en
cisternas dilatadas situadas en el cortex del

ovocito, donde sera activo en la
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exportacion de glicoproteinas a la ZP
(Picton et al., 2008) y en la formaciéon de
granulos corticales necesarios en la

fecundacion.

MADURACION BIOQUIMICA DEL
ESPERMATOZOIDE

El transporte de los espermatozoides en el
tracto  genital masculino (epididimo)
involucra alteraciones tanto en la
membrana plasmatica como en la
estructura de ciertos organulos celulares, la
estabilizacion de la cromatina, de los
componentes del flagelo y cambios
relacionados con la adquisicion de la
capacidad de movimiento (Yanagimachi,
1994).

El movimiento flagelar del espermatozoide
se activa cuando éste es liberado del
epididimo caudal después de la eyaculacion
(Wade et al., 2003). Este proceso es
conocido como activacion del
espermatozoide y consiste en un bateo
simétrico del flagelo que hace que el
espermatozoide se desplace en forma
progresiva (Olivera et al, 2006). Lo
anterior surge por la diferencia de
concentracion de iones y osmolaridad del
fluido oviductal con el plasma seminal; es

decir, en la region caudal del epididimo el
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espermatozoide es almacenado en un
ambiente que contiene altas
concentraciones de K', 'y bajas
concentraciones de Na' 'y HCO;
(bicarbonato). Esas concentraciones ionicas
cambian  radicalmente = cuando  los
espermatozoides son eyaculados, primero
en el fluido seminal y después en el tracto
genital femenino, donde el K se reduce
significativamente y el NA" y el HCO;
incrementan significativamente (Brooks,
1983; Setchell et al., 1994; Yanagimachi,
1994).

El sitio de deposicion de los
espermatozoides difiere entre las especies,
en el bovino el semen es depositado en ¢l
segmento craneal de la vagina en donde
pierde el liquido seminal, manteniendo la
superficie espermatica unicamente aquellas
proteinas o factores descapacitantes
(mucopolisacaridos y proteinas)
(Caballero, 2007) para dirigirse hacia el
utero y desde ahi pasar a la region del
oviducto, aproximadamente en 4 min,
apoyado por las contracciones del
miometrio (Rodriguez y Martinez 2007).
En estudios in vitro, la pérdida del liquido
seminal puede ser mimetizada eliminando
el plasma por distintos sistemas de lavado e

incubando a los espermatozoides en medios

de composicion comparables con el fluido
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oviductal (Visconti et al., 2002; Gadella,
2008).

Los espermatozoides que atraviesan esta
barrera se vuelven temporalmente inactivos
una vez que llegan a la porcion inferior del
itsmo del oviducto. EI tiempo que
permanecen en esta region depende en
parte del intervalo entre el apareamiento y
la ovulacion (Smith et al., 1987). Durante
este periodo de residencia en el itsmo
inferior, los espermatozoides se "adhieren"
a la mucosa de la pared de las criptas
oviductales a través de la membrana
plasmatica donde pierden los factores
descapacitantes (Flesch y Gadella, 2000;
Companyo et al 2007).

En condiciones in vitro se ha observado
que la incubacion continua de los
espermatozoides con el plasma seminal
previene la pérdida de estos factores por el
continuo contacto con las sustancias
estabilizadoras (Muifio et al., 2008).
Alrededor del momento de la ovulacion, ya
sea en respuesta a sefiales derivadas del
ovocito o a hormonas esteroides
transportadas por el sistema de contra-
corriente ovario-uterino, los
espermatozoides experimentan el proceso
final de maduraciéon (capacitacion), se
desprenden de la pared del oviducto y

comienzan a nadar activamente hacia el
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ovocito. Solo una pequefia fraccion de los
espermatozoides que se encuentran
presentes en el itsmo continian con su
migracion (Smith y Yanagimachi, 1991).
En este momento los espermatozoides
cambian el patron de movilidad
(hiperactivacion); logrando una propulsion
muy eficiente en los fluidos viscosos del
oviducto (Suarez et al., 1991; Suarez,
1996). Los primeros espermatozoides que
llegan a las cercanias del ovocito son
aquellos que tienen mas probabilidades de
fecundarlo (Cummins y Yanagimachi,
1982).

a) Modificacion de la superficie del

espermatozoide

La estructura basica y celular de la
membrana consiste en una bicapa lipidica
en la cual se fijan las proteinas. Algunas de
estas proteinas tienen una funcidn
estructural, otras son receptoras de enzimas
y moléculas transportadoras que se
involucran en el mantenimiento de la
homeostasis y transmite las sefiales
extracelulares a través de la membrana
(Nelxon y Cox, 2005).
La composicion lipidica de la membrana
plasmatica de espermatozoides maduros de
mamiferos es marcadamente diferente a la
de las células somaticas (Companyo,

2004). Los fosfolipidos son en conjunto
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alrededor del 70% de los lipidos totales en
el espermatozoide de algunos animales
como el verraco, siendo en su mayoria
fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, lisofosfatidilcolina 'y
esfingomielina.
La relacion molar entre colesterol y
fosfolipidos (esfingomielinas) es de 0.12,
lo que hace a la membrana mucho mas
espesa (Killian, 1998). Los acidos grasos
libres se encuentran en baja cantidad. Con
respecto a la relacion fosfolipidos-
proteinas, se estima en un 1.0
aproximadamente, sugiriendo que la
cantidad total de cada una de estas
moléculas es constante. En el toro se
observa que la cantidad total de esteroles
en el acrosoma anterior es alrededor de
cuatro veces superior a la presente en la
region post-acrosomica.

b) Capacitacion espermatica
Hace ya mas de 50 afios que se descubri6 el
concepto de capacitacién espermatica; sin
embargo, este proceso sigue sin ser
comprendido en su totalidad (Chang,
1984). Austin (1952) descubrio que el
espermatozoide necesita un periodo de
residencia en el tracto genital femenino
antes de adquirir la capacidad de penetrar
al ovocito.

Actualmente se ha demostrado que la capa-
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citacion espermadtica conlleva una cascada
de reacciones bioquimicas que llevan a una
desestabilizacion y reorganizacion de los
lipidos y proteinas de la membrana
plasmatica (Rodriguez y Martinez, 2007),
que terminard con la exocitosis del
acrosoma cuando el espermatozoide entre
en contacto con la ZP (Flesch y Gadella,
2000). Sin embargo, el mecanismo por el
cual se promueve la capacitacion sigue
siendo motivo de estudio. Parte del proceso
ha podido ser identificado (Figura 5), ya
que se ha determinado una correlacion
entre la capacitacion y la salida de
colesterol de la membrana plasmatica, lo
que permite que ésta posea un incremento
en la fluidez apropiado para su actividad
(Visconti et al., 2002; Garcia et al., 2005;
Companyo et al., 2007); entre las que se
encuentra el pasaje selectivo de sustancias
entre el medio extracelular e intracelular,
que desencadena la cascada bioquimica del
proceso de capacitacion (Sleight et al.,
2005; Boarelli et al., 2007). Esto incluye la
modulacién en las concentraciones de iones
intracelulares (Ca™, HCOs;, K™ y Na"), la
hiper-polarizacion de la  membrana
plasmatica del espermatozoide (-80 mv)
asociado con el eflujo de K* (Vega et al.,
2002), el incremento del pH (Mufioz-Garay
et al., 2001; Felix, 2005) y el aumento de la
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fosforilacion de la proteina tirosina
(Kulanand y Shivaji, 2001; Visconti et al.,

2002). Todo ello es necesario para que se

Membrana
Plasmatica

a
Membrana

Acrosomal
Externa

Espermatozoide

I\.I\\\\\\lllll NUOUOUU0T0UU0T0 g

produzca una hiperactivacion espermatica

y finalmente la reaccion acrosdmica.

Figura 6. Ruta bioquimica de la capacitacion espermatica.

Es sabido que el fluido oviductal in vivo
sirve como un aceptor del -colesterol
(Visconti et al., 2002) debido a que es rico
en albuminas y lipoproteinas de alta
densidad (HDL), capaces de retirar el
colesterol de la membrana del esperma
(Olivera et al., 2006; Companyd et al.,

2007); Sin embargo, no estd claro como la
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salida del colesterol regula las vias de
transduccion de sefiales intrinsecas a la
capacitacion. Una posibilidad es que antes
de la capacitacion el colesterol se encuentre
concentrado en regiones especializadas de
la membrana plasmatica conocidas como
balsas lipidicas, las cuales son formadas en

la cola del epididimo y el conducto
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deferente, que al ser removido ocasiona un
desajuste hidrofobico (Sleight et al., 2005).
El colesterol en la membrana plasmatica se
orienta con su grupo polar (OH) proximo a
las cabezas polares de los fosfolipidos,
mientras que los anillos esteroides (cuatro)
interactiian con las regiones mas cercanas a
la cabeza polar de las cadenas
hidrocarbonadas de las colas de los
fosfolipidos, el resto de la cadena de
colesterol queda flexible al igual que el
resto del fosfolipido. Por su disposicion,
¢éste limita el movimiento aleatorio de las
cabezas de fosfolipidos que sobresalen en
el exterior, restringiendo también el
movimiento de las colas largas de los
fosfolipidos, manteniendo con ello una
rigidez y disminucion de la fluidez en la
membrana plasmatica. Por lo que cuando el
colesterol es retirado, los anillos esteroides
se separan y dispersan la cola de los
fosfolipidos  causando un  desajuste
hidrofébico y aumento en la fluidez
(Killan, 1998; Lodish et al., 2003).

Por otro lado, la eliminacion del colesterol
conlleva a pequefios cambios en el espesor
de la membrana y consecuentemente
posibles adaptaciones de las proteinas (los
posibles mecanismos de adaptacion se
muestran en la Figura 6) (Killian, 1998).

El aumento en la fluidez permite la
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activacion de los canales de Ca' vy de
HCOs- al citosol (Vega et al., 2002,
Companyo et al., 2007). Estudios recientes
indican que el Ca'" cistdlico es activamente
transportado dentro del acrosoma por una
ATPasa-dependiente (Dragileva et al.,
1999), por lo que el aumento en la
concentracion intracelular de Ca™ es dado
por la pérdida de afinidad de la enzima
ATPasa, localizada en la regiéon
postacrosomal de la  cabeza  del
espermatozoide a la Calmodulina (CaM).
El papel de esta enzima es mantener bajos
los niveles intracelulares de Ca’ mediante
el bombeo de este cation al interior del
acrosoma (Felix et al., 2005; Colas et al.,
2009). Por otra parte, aunque se conoce que
existe un intercambio de Na+/ Ca"" en el
espermatozoide de los mamiferos, su
importancia en el control intracelular del
Ca"" durante la capacitacion no es claro.
De manera similar se ha demostrado la
presencia de canales dependientes de
voltaje de Na', Ca™ y K  en
espermatozoides de mamiferos, pero el
papel de estos en la regulacion intracelular
de iones durante la capacitacion aln se
desconoce en su totalidad (Baldi et al.,
2000; Zhang y Gopalakrishnan, 2005). En
este contexto, existe evidencia que sugiere

que canales Tipo-T a través de su apertura
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pudieran contribuir a la fijacién de Ca’™" en
potencial de reposo, y por lo tanto influir
en la capacitacion del espermatozoide
(Felix, 2005).

Al respecto, Espinosa et al., (2000)
utilizando  células  espermatogénicas,
demostraron que el suero de albimina
induce un aumento de apertura de canal de
Ca™". Como no hay pruebas de que estos
canales  estén  presentes en  los
espermatozoides  maduros, la  BSA
(albumina sérica) podria facilitar la entrada
y subsecuentemente el incremento de Ca',
un prerrequisito para la capacitacion
(Darszon et al., 2001). Otro mecanismo
que podria regular los canales de Cav
incluye la fosforilacion (Ficarro et al.,
2003). Ademas del Ca™", un incremento en
el pH por el eflujo de iones de H', ha sido
reportado  (Mufoz-Garay, 2001; Olds-
Clarke, 2003).

Otro aspecto atn desconocido y que causa
discrepancia en el proceso de capacitacion
espermatica, es el cambio de potencial de
la. membrana (E,) de -35mV/-45mV
(espermatozoides no capacitados) a -80 mV
(espermatozoides en proceso de
capacitacion. Por un lado, Mufioz-Garay et
al. (2001), mencionan que el cambio de pH

pudiera regular uno o mas tipos de canales

de K’ (Kir) en la membrana plasmatica, de
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modo que intensifican la permeabilidad a
este i6n, causando la hiperpolarizacion del
potencial de membrana. Mientras que
Darszon et al. (2007), indican que los
canales de K* son regulados por la ATP
(KATP canales) y canales epiteliales de
Nat+ (ENaCs): El cierre de los canales
KATP y activacion de ENaCs mantienen el
potencial de membrana en un estado
depolarizado, mientras que la activacion de
los canales KATP y el cierre de ENaCs
produce hiperpolarizacion de la membrana.
Aln y cuando no se conoce con certeza
cual es la sefial que induce el cierre de
ENaCs, se ha planteado wuna via
dependiente de AMPc/PKA (Darszon et
al., 2006).

El bicarbonato entra a la célula por la via
de co-transporte HCO3; Na' (Boerke et al.,
2008). El ingreso del HCOs- al citosol,
regula y estimula la actividad de la
adenilciclasa (ACs), pero el mecanismo
exacto por el cual esos iones activan a la
ACs no es claro (Visconti et al., 1990,
Chen et al., 2000). La ACs aumenta las
concentraciones de AMPc activando a su
vez a la proteina cinasa Al (PKAI). Esta
ultima fosforila algunas proteinas en los
residuos de serina (PSP) como la proteina
cinasa de anclaje (AKAP-3), 'y

desencadena la fosforilacion de las
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tirosinas (PTP) y de otras proteinas
cistolicas. La PKA1 también activa en la
membrana acrosomal externa un canal de
Ca'", con el consecuente aumento de las
concentraciones cistolicas de este cation,
las cuales gradualmente activan la
fosfolipasa Cy (PLCYy) acoplada al receptor
del factor de crecimiento epidermal (EGF).
El EGF estimula la fosforilacion de tirosina
de varias proteinas, activa la PLCy vy
aumenta la polimerizacion de actina
durante la capacitacion (Breitbart, 2002;
Breitbart et al., 2005).

La polimerizacion de actina conduce a la
rapida formacion de filamentos de actina-F
localizados entre la membrana plasmatica
y en la membrana acrosomal externa, cuya
funcion es mantener separadas ambas
membranas, evitando que se fusionen y se
libere el contenido del acrosoma (Breitbart
et al.,2005).

En la reaccion acrosomal el EGF es casi
completamente  bloqueado  por  los
inhibidores de la tirosina cinasa (Lax et al.,
1994).

La PLCy participa en mecanismos
cataliticos que generan inositol trifosfato
(IP»), y diacilglicilglicerol (DAG) y las vias
calcio-dependientes de la sefalizacion
celular (Baldi et al., 2000; Olivera et al.,
2006). Breitbart (2002) reporté que la

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

inhibicion de PLCy por neomycin inhibe la
reaccion acrosomal.

El diacilglicerol (DAG) es generado por la
hidrolisis del polifosfoinositosido (PIP2)
después de la entrada del Ca"™ (Roldan,
1998). Este factor causa la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) (Williams, 2002),
quien fosforila diversas proteinas diana que
controlan el crecimiento y la diferenciacion
celular (Newton, 1995).

c) Balsas Lipidicas o Rafts.

Es sabido que los glicolipidos se asocian
por sus largas cadenas ascil formando
agrupaciones muy compactas estabilizadas
por los puentes de hidrogeno que se
producen entre sus cabezas azucaradas.

El colesterol se intercala entre las cadenas
hidrocarbonadas donde provoca una
disminucién de su flexibilidad y de esta
forma compacta la bicapa lipidica. Este
empaquetamiento lateral de los
esfingolipidos y el colesterol conduce a la
formacion de dominios dispersos que se
encuentran en una fase similar a la fase
liquida ordenada, que se denominan balsas
o “rafts” (Figura 7), dentro de la bicapa de
las  membranas (Belmonte-Martin y
Millan, 2001).

Estas balsas de lipidos contienen una
cantidad elevada de dos clases de proteinas

integrales de membrana, las que estan
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ancladas mediante dos d4cidos grasos
saturados (de las balsas de esfingolipidos-
colesterol) de cadena larga unidos de forma
covalente (scr cinasa) y las proteinas

ancladas en los radicales

glicosilfosfatidilinositol (GPI), proteinas
transmembranales, que la atraviesan
precisamente en estos micro-dominios

(Joven, 2001).

Proteinas

an;ieglas por
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Figura 7. Modelo de estrucuta de los rafts o balsas lipidicas. La bicapa es asimétrica en los

rafts, con la esfingomielina y los glicoesfingolipidos enriquecidos en la cara exoplasmica de

la membrana y los glicerofosfolipidos (p.e fosfatidilcolina) en la cara citoplasmica. El

colesterol estd presente en las dos caras y se intercala entre las cadenas hidrocarbonadas.

Los dominios de la balsa no estan
separados de manera rigida, las proteinas
de la membrana pueden desplazarse hacia
dentro y hacia afuera en una escala de
tiempo y segundos (microsegundos).
Existen varios tipos de “rafts”, siendo los
asociados a la caveolina los mejor
caracterizados.  Ciertos receptores de
membrana y proteinas de sefializacion,
parecen estar segregados conjuntamente en

las balsas de membrana, por lo que se han

hecho experimentos que demuestran que se
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puede interferir en la sefalizacion a través
de estas proteinas mediante manipulaciones
que eliminan el colesterol de la membrana
plasmatica y destruyen las balsas lipidicas
(Belmonte-Martin y Millan, 2001).
d) Caveolina y Caveolas

Las caveolinas son una familia de proteinas
integrales de membrana de 21-25 kDa. Se
han identificado 3 tipos de caveolinas: Las
caveolinas 1 (caveolina la y caveolina 1)

y 2 se expresan ubicuamente.
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Mientras que la la expresion de caveolina 3
es especifica de las células musculares y
astrocitos. La caveolina 1 se une al
colesterol directamente, lo que estabiliza la
formacion de complejos de homo-
oligomeros (Killan, 1998; Thomas y.Smart,
2008)

Las  caveolas  fueron  identificadas
originalmente como invaginaciones de la
membrana  plasmatica en  células
endoteliales y epiteliales con un tamafio de
50-100 nm (Killan, 1998). En realidad, las
caveolas pueden ser invaginaciones de,
estructuras lisas dentro del plano de la
membrana plasmatica (cuando carecen de
colesterol) o pueden formar vesiculas de
transporte o estructuras tubulares. (Thomas
y Smart, 2008). Su funciéon es la de
transportar Ca ', colesterol y el inicio de
determinadas vias de sefializacién. Hay
evidencias que sugieren que la familia de
miembros de la caveolina funciona como
proteinas de andamiaje que organizan y
concentran determinados lipidos
(colesterol-glicoesfingolipidos) y
moléculas sefializadoras modificadas por
lipidos. La caveolina presenta un dominio
de andamiaje (caveolin scaffolding domain
o CSD) por el que interaccionan
directamente con las

proteinas

sefializadoras, como las cinasas de la

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

familia SrC, la o6xido nitrico sintasa, el
receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFr) o las subunidades Ga
de las proteinas G heterotriméricas, y las
mantiene en una conformacién inactiva
(Mayoral et al., 2007).
e) Reaccion acrosomal

Desde el punto de vista bioquimico, la
cabeza del espermatozoide contiene una
gran vesicula secretoria denominada
acrosoma. El acrosoma cubre el nucleo
espermatico por la region apical; la
membrana subyacente al nucleo es la
membrana acrosomica interna (MAI) la
membrana subyacente a la membrana
plasmatica es la membrana acrosémica
externa (MAE) (Baldi et al., 2000). La RA
se define como la unién de la MAE con la
MP, con formacion de vesiculas hibridas,
exposicion de la MAI y liberacion de
enzimas contenidas en el acrosoma,
requerimiento absoluto para la penetracion
de la zona peltcida por el espermatozoide y
por ende, la fertilizacion (Cardona vy
Cadavid, 2004). La exocitosis de las
enzimas produce una asociacion laxa entre
las membranas de la vesicula a la MP,
punto donde sucederd la fusion (Tomes,
2004). El tiempo necesario para que se
produzca dicho proceso varia segin las

condiciones y la especie. En raton oscila
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desde 2 minutos, utilizando ZP solubilizada
para la estimulacion y hasta 130 minutos
con ZP intacta (Lee y Storey, 1989;
Rockwell y Storey, 2000). En humanos,
Morales et al (1994) observaron tiempos
entre 15 y 60 minutos utilizando ZP
intacta. Durante la RA, es necesario que se
produzca la despolimerizacion de la F-
actina, para que la MAE vy la parte interna
de la MP puedan ponerse en contacto y
fusionarse. Lo anterior ocurre debido a que
los altos niveles de Ca"" intracelular (sobre
500 nM), provocan la activacion de
proteinas cortadoras de actina que inducen
la ruptura de los filamentos de la misma
provocando el desmantelamiento de la
estructura de sostén entre ambas
membranas (Breitbart y Spungin, 1997,
Breitbart 2002; Tomes, 2004; Breitbart et
al., 2005). Para que se detone el proceso de
RA es necesario que la MP externa del
espermatozoide se una a la ZP3, mediante
oligosacaridos (Tomes et al, 2004). Una
gran variedad de moléculas han sido
propuestas como receptores candidatos de

la zona pelicida en la superficie
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espermatica (Cuadro 1). Estas moléculas
han sido evaluadas en diferentes especies y
ninguna ha podido ser reconocida como el
receptor Unico que permita la interaccion
entre ambos gametos (Cardona-Maya y
Cadavid, 2005). Aunque los oligosacaridos
de la ZP son los que se wunen al
espermatozoide, dichos oligosacaridos o
pequetios glicopéptidos de la ZP3 aislados
son incapaces de inducir la RA (Leyton y
Saling, 1989), implicando la necesidad de
la porcion proteica del espermatozoide.

Bioquimicamente la RA (Figura 8) se lleva
a cabo porque uno de los receptores (R
“Galtasa”) estd acoplado a una proteina G;
que se une a la N acetil glucosamina de la
7ZP3, la cual activa la fosfolipasa B1
(PLCg). EI otro receptor de 95 KDa del
espermatozoide (TK) es una tirosina cinasa
acoplada a una fosfolipasa y (PLC,).
PLCg; glucosamina de la ZP3, la cual
activa la fosfolipasa regula la actividad de
la AC para producir una elevacion de
AMPc y activar la proteina cinasa A

(PKA).
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Cuadro 1. Proteinas de la membrana plasmatica del espermatozoide y su receptor en el ovocito

en diferentes especies.

ESPECIE RECEPTORES OLIGOSACARIDO ZP REFERENCIA
ESPERMATICOS
TORO B-1,4 galactosiltransferasa | Glicoproteinas y glicolipidos | Miller et al., 2002
con residuos terminales
acetil-glucosamina N-
Unidos
CERDO APz Polisacaridos Sulfatados Peterson et al., 1991
Zonadhesina (p105/45) Desconocido Hardy and Garbers, 1994
AQN-1(espermadhesina Manosa Topfer-Petersen ef al.,
B-1,4 galactosiltransferasa | Desconocido 2002
PSP-1/PSP-II Desconocido Parillo et al., 2003
Calvete et al., 1995
RATON Proteina 95 (p95) Desconocido Kalab et al., 1996
B-1,4-galactosiltransferasa | N-acetilglusomina ZP3 Miller et al., 1992
Tripsina (proteinasa) Desconocido Cornwall et al., 1991
a-D-manosidasa Manosa u oligosacaridos Tanphaichitr ef al., 1993
ricos en manosa
SLIP1 Sulfoglicolipidos Aarons et al., 1991
Proteina de 15 kDa Desconocido Kim et al., 2001
Sp56 a-D-galactosa
COBAYO Ligando de L-fucosa a-L-fucosa Huang and Yanagimachi,
PH 20 Desconocido 1985
a-1,4-galactosiltransferasa | Desconocido Primakoff et al., 1985
Larson and Miller, 1997
CONEJO RSA (54KDa) Carbohidratos sulfatados Abdulah et al., 1991
RSA (spl7) Carbohidratos sulfatados Richardson et al., 1994
CABALLO | B-1,4-galactosiltransferasa | Desconocido Fayrer-Hosken et al., 1991
ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ CMEB-UMICH
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La PKA activa un canal dependiente de
voltaje de Ca™" (Cav) (Tipo T) situado a
nivel de la membrana acrosomal externa
(MAE), que liberarda Ca"" desde el interior
del acrosoma  hacia el  citosol,
aproximadamente de 150nM a 400 nM
(Darszon et al., 2001, Cardona-Maya and
Cadavid, 2005). Los CAv son proteinas
transmembranales que abren en respuesta a
la depolarizacion de la membrana y

permiten la entrada de iones de Ca++ a la
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Figura 8. Bioquimica de la reaccion acrosomal.

La PKA y el IP3 activan los Cav TRPC en

la MAE provocando un segundo aumento
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célula (Feliz, 2005). Este es el primer
aumento de Ca' " intracelular, relativamente
pequefio, el cual permite la activacion de la
PLC,. La activacion de la PLCg; y la PLC,
(mediante el ligero aumento de Ca™ por
movilizacion desde el acrosoma), generan
la hidrolisis del fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato (PIP,) quien mediante una PLC
especifica de fosfoinositoles forma inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG)
(Fukami et al., 2003).

_ Granulos
corticales

3er. Aumento C })ﬁ‘“ e

2er. Aumento de Ca CIO D!

H|| |Hf”ﬁ;”’
Il
@ LTI

de calcio intracelular mediante la

movilizacion desde el acrosoma. Por otro
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lado, el DAG activa la PKC, la cual
provoca la apertura de los canales de Ca™"
dependientes del voltaje en la MP,
permitiendo por tercera ocasion la entrada
de Ca'" extracelular al citosol. Al aumentar
la concentracion de este metabolito a nivel
intracelular, por ende la concentracion en la
region acrosomal disminuye dando lugar a
la apertura de los Cav de los almacenes,
mecanismo denominado SOC (Store Opens
Channels), lo que provoca un aumento
sostenido de la concentracion de Ca'
citosolico (Breitbart, 2002).

La G;y la TK también pueden activar el
intercambio de Na+/H+ conduciendo a la
alcalinizaciéon del citosol (Breitbart y
Spungin, 1997). La PKC también activa a
la fosfolipasa A, (PLA»), la cual genera
acido araquidonico (AA), liso-
fosfatildilcolina (LC) y acido fosfatidico
(PA) para los fosfolipidos de membrana
(PL). ElI AA pudiera ser convertido a
protaglandinas (PG) y leukotrenos (LT) por
las enzimas ciclo-oxigenasa (COX) y lipo-
oxigenasa (LOC) respectivamente (Baldi et
al., 2000). El incremento de Ca'" y pH
permite la fusion de la membrana y la
exocitosis acrosomal (Berridge, 1997). Este
aumento de pH es causado por el
intercambio i6nico que se establece entre

los compartimentos intra y extracelular,
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liderado por un rapido flujo de Ca™ que
puede estar regulado por cinasas. El
aumento intracelular de bicarbonato y
peroxido de hidrogeno contribuye también
a elevar el pH intracelular.

Luego que tiene lugar la RA y el
espermatozoide penetra la ZP, la MP del
ovulo y el espermatozoide con el acrosoma
reactado se unen Yy posteriormente se

fusionan.

RECONOCIMIENTO ENTRE
GAMENTOS

En condiciones in vivo, este proceso se
lleva a cabo en las criptas del itsmo donde
se adosan los espermas, y termina con la
liberacion del mismo hacia el ampula
(Olivera et al., 2006). Para que se inicie el
reconocimiento entre gametos, el cumulus
oophorus (COQ) estructura que rodea a los
ovocitos, formado por un conjunto de
células y una matriz extracelular que une
las células entre si, debe ser atravesado por
el espermatozoide, gracias a su movilidad y
a la presencia de hialuronidasa, PH-20, del
inhibidor de la tripsina, de la protein-
glicano sulfato y la proteina PTX3 en el
COO (Meyers and Rosenberger, 1999;
Relucenti et al., 2005). Recientemente,

Kim et al. (2005), han descrito la presencia
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de una proteina, “Hyal5”, que también
participa en la penetracion de las células
del COO.
Una vez atravesadas estas células, el
espermatozoide  interacciona con el
ovocito. Este proceso de interaccion se
produce a tres niveles: La ZP, que induce la
exocitosis del contenido acrosomal, la
membrana plasmatica del ovocito, con la
que se fusiona, y finalmente el citoplasma,
donde se produce la descondensacion del
espermatozoide (Canovas, 2007).

a) Modificaciones en la zona

pelucida (ZP)

La ZP es una envoltura externa, localizada
en la superficie del ovocito y las células de
la granulosa. Es una estructura porosa
formada durante el crecimiento del ovocito,
conformada principalmente por tres clases
de glucoproteinas (Bleil y Wassarman,
1980; Avilés et al., 2000; Wassarman,
2008) denominadas ZP1, ZP2 y ZP3
consistentes en polipéptidos glicosados
heterogéneamente  con  oligosacaridos
unidos a aspargina (N-) 0 serina-treonina
(O-), pero también posee polisacaridos,
mucopolisacaridos y otras proteinas. Son el
producto de tres familias de genes mayores,
denominados ZP A, ZP B y ZP C
respectivamente, de acuerdo al tamafio de

sus ADN mensajeros (Harris et al., 1994).
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Recientemente se ha descrito la presencia
de una cuarta proteina en la ZP de humanos
(Lefievre et al., 2004) y de ratas
(Hoodbhoy et al., 2005). En la mayoria de
las especies la ZP es secretada
morfoloégicamente en capas asimétricas
(Figura 9). La capa interna esta localizada
cerca del ovocito, desde la membrana
plasmatica hasta la mitad de la ZP,
mientras que la zona externa seria la que
se ubica cerca de las células del COO y
mediaria en la unidn con el espermatozoide
(Familiari et al., 2006). Todos los ovocitos
de mamiferos poseen una ZP aunque el
grosor (~1-25 um) y el contenido de
proteinas (~1-30 ng) varia
considerablemente para las diferentes
especies. La ZP en el raton es de ~6.2um
de grosor y contiene ~3.5 ng de proteina;
en el cerdo el grosor es de 10 um, 20mm en
la especie humana y 27mm en la vaca
(Dunbar et al., 1994; Pelletier et al., 2004;
Wassarman, 2008). La ZP2 y la ZP3 se
unen por enlaces no  covalentes,
intercaladamente, formando largos
filamentos (de 14-15mm), siendo estos
filamentos conectados por la ZPl. La
maduracion de la ZP implica cambios en su
estructura, en el desarrollo de numerosos
poros en su cara externa, los cuales son

llenados con proteoglicanos secretados por
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las células del COQO, estos ayudaran al

penetracion

espermatozoide en la

(Wassarman and Litscher, 2008).

ZP1

Residuos de
carbohidratos

Figura 9. Estructura quimica de la zona pelucida.

Su funciéon la adquiere con la union
espermatozoide-ovocito, lo anterior debido
al incremento oscilatorio en el nivel
intracelular de Ca'". La elevacion
intracelular del Ca’™ causa la exocitosis de
GC que son localizados entre la region
cortical del ovocito y de la membrana
plasmatica. Esos granulos contienen
enzimas que son liberadas dentro del
espacio perivitelino, ocasionando
modificaciones de la ZP que previenen la

polispermia (Abou-Haila and Tulsiani,

2000; Williams, 2002).
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Se plantean dos mecanismos por los cuales
el bloqueo en la membrana ocurre, uno
inmediato que es el cambio de potencial de
membrana del ovocito, que a su vez cambia
la polaridad interna de la ZP; y otro
subsiguiente que es la remodelacion de la
ZP, que ocurre por exocitosis del contenido
enzimatico de los granulos corticales al
espacio perivitelino (Canovas, 2007). Esta
exocitosis esta regulada por la PKC
dependiente de factores lipidicos e
independiente de los iones de Ca™".

Se han identificado dos poblaciones de
granulos corticales que son liberados a

tiempos y en lugares diferentes: El primer
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grupo se libera durante la expulsion del
primer cuerpo polar y el segundo muy
cerca del sitio en donde comienza la
citoquinesis de la primera division celular
(Olivera et al., 2006).

La glucoproteina ZP1, parece jugar un
papel importante en la organizacién de la
matriz de la ZP. Sin embargo, es necesario
destacar que sin la presencia de ZP3 no se
produciria la formacion de la ZP durante la
foliculogénesis (Dean, 2004). La ZP2,
actta como receptor secundario de
reconocimiento, facilitando la penetracion
del espermatozoide reaccionado a través de
la zona y activando procesos importantes
para la prevencion de la polispermia
(Wassarman, 2008). Mientras que en la
ZP3, los oligosacaridos actian como
receptores primarios de reconocimiento
espermatico de especie (Clark y Dell,
2006), desencadenando la ruta bioquimica
de la reaccion acrosomal (RA) en
espermatozoides  (Yanagimachi, 1994).

Aunque los oligosacaridos de la ZP son los

ADHESION ESPERMATOZOIDE-
OVOCITO
Una vez que el espermatozoide atraviesa la
ZP y ha sufrido la RA, el siguiente proceso
es contactar con el ovocito, mediante la

interaccion  entre ambas membranas
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que se unen al espermatozoide, dichos
oligosacaridos o pequefios glicopéptidos de
la ZP3 aislados son incapaces de inducir la
RA (Leyton y Saling, 1989), implicando la
necesidad de la porcion proteica. Se admite
que la ZP es la principal barrera que impide
la fecundacion interespecifica
(Yanagimachi, 1994; Hoodbhoy et al.,
2005; Wassarman, 2008), aunque las
secreciones oviductales también han sido
implicadas en el establecimiento de la
especificidad de especie (Slavik and Fulka,
1999). Una de las pruebas de que la ZP
actlia como barrera, es que cuando ésta se
elimina, los ovocitos pueden ser penetrados
por espermatozoides de  numerosas
especies heterdlogas (Zhao et al., 2002;
Sinowatz et al., 2003). En la actualidad no
existe un modelo unico en el que se
determinen las bases moleculares de la
union del espermatozoide con la ZP en los

mamiferos, a pesar de las multiples

investigaciones realizadas (Dean, 2004).

plasmaticas. Tras la RA se provoca una
remodelacion de la  superficie del
espermatozoide, quedando ademas
expuesta una nueva superficie de
membrana, la MAI, que es la que establece

el primer contacto con las micro-

vellosidades del ovocito (Gadella, 2008). A
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continuacion se produce la union y fusion
entre la membrana plasmatica del ovocito y
la del espermatozoide a nivel del segmento
ecuatorial.
Aun y cuando en los ultimos quince afios
se ha tratado de dilucidar un modelo que
sugiera la unién espermatozoide-oolema,
los resultados presentados hasta ahora son
discrepantes. El modelo que mas
aceptacion tiene es el que presenta a las
integrinas existentes a nivel del ovocito y
los ligandos de estas integrinas en el
espermatozoide (Hynes, 1992).

a) Proteinas espermaticas
Las proteinas espermaticas son miembros

de una familia de moléculas, conocida

Predominio MP

Desintegrina

como MDC (Metalloprotease, Disintegrin,
Cysteine-rich) y ADAM (A Disintegrin
And a Metalloprotease).

Las moléculas MDC reflejan la estructura
del dominio conservado. Esos dominios
incluyen una sefial secuencia (no
presentado), un prodominio, y un dominio
metaloproteasa  (MP), un  dominio
desintegrina, un dominio rico en cisteina
(Cys-rich), un repetido EGF-like (EGF), un
dominio transmembranal (TM) y una cola
corta citoplasmica (Figura 10). Todas las
proteinas ADAM/MDC tienen dominios de

desintegrina de aproximadamente 80-90

aminoacidos. (Evans, 1999).

Cys-rich EGF

DI 0N

Figura 10. Representacion esquematica de MDC

Las proteinas de la familia MDC que
participan en el proceso de fusion del
espermatozoide con el ovocito son: La
proteina 1 secretora rica en cisteina
(CRISP1) o también conocida como
proteina epididimal (EP) en ratas, la
glicoproteina acidica epididimal (AEG) en
ratones y la proteina espermatica humana

epididimal (ARP). La proteina 2 secretora
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rica en cisteina (CRISP2) o también
conocida como proteina testicular (Tpx-1)
se ha descrito en humanos, roedores,
equinos y cerdos (Busso et al., 2005; Guo
et al., 2005; Cohen et al., 2006); y la
proteina CRISP3 ha sido descrita en
humanos, equinos y ratones (Udby et al.,

2005).
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CRISP1, 2 y 3 son miembros de la familia
CRISPs, la cual es un grupo de proteinas
secretadas con un peso molecular de 20-30
kDa que se caracteriza por la presencia de
un alto contenido de residuos de cisteina
(16 de un total de 220 a 230 aminoacidos),
diez de los cuales se agrupan en el dominio
C-terminal de la molécula (Udby et al.,
2005; Cohen et al., 2008). CRISP1 es
secretada de forma androgeno-dependiente
en la region proximal del epididimo,
asociandose en la  superficie del
espermatozoide durante la maduracion.
Esta proteina se localiza en la region dorsal
de la cabeza del espermatozoide migrando
al segmento ecuatorial durante la
capacitacion (Guo et al., 2005). Se ha
demostrado que CRISP1 se une a la
superficie del ovocito y que la presencia de
CRISP1 exogena bloquea la fusion
espermatozoide-ovocito, posiblemente por
inhibicidn de la capacitacion (Cohen et al.,
2001; Roberts et al., 2007; Cohen et al.,
2008;).

La CRISP2 es expresada y secretada por

los espermatocitos y es mediadora de la
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unioén de éstos a las células de Sertoli (Guo
et al., 2005). La CRISP3 ha sido
identificada en el plasma seminal siendo
secretada en el ampula, los conductos
deferentes y la vesicula seminal. Aunque su
funcion no ha sido completamente
establecida en la reproduccion, se ha
demostrando en equinos un correlacion con
el proceso de fertilizacion (Figura 11)
(Udby et al., 2005).

Los miembros de la familia ADAM son
(ADAM1), fertilina f
(ADAM?2), ciritestina (ADAM3; tMDCI),
ADAMS (tMDC II), ADAM6, ADAM 16
(xMDC16), ADAM 18 (tMDC III),
ADAM20, ADAM21, ADAM 24 (testease
1), ADAM 25 (testease 2), ADM 26
(testease 3), ADAM 29 y ADAM 30.

fertilina «

Siendo s6lo cinco de esas ADAMSs
(fertilina B, ADAMS,
ADAMI16, ADAM 18) las que expresan

ciritestina,
como proteinas presentes en las células

germinales del macho y/o espermatozoides

de varias especies.
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CRISP 1. Secretada y
enlazada al espematozoide

%,

TESTICLIIO

CRISP 2. Adhesién de moléculas en
espermatozitos. También encontradas en
acrosoma.

OVIDUCTO

AMPULAY OVIDUCTO
(f‘_{-\\x\‘*—”' CRISP 1. En espermatozoides

| P

T e "'\ actua como factor de
ST e

<

descapacitacion.

CRISP 1y 2. Participan en la unién
ovocito-espermatozoide y fusién.

Figura 11. Diagrama de la funcion de las proteinas CRISPs en el tracto reproductivo de

mamiferos (Burnett ez al., 2008).

Las ADAMs median algunos eventos de
adhesion  célular.  En el  aspecto
reproductivo  participan mediante la
interaccion  entre las membranas
plasmaticas de los gametos de mamiferos.

En el espermatozoide de ratones se han
reportado tres ADAMSs que participan en
el enlace espermatozoide-ovocito: Fertilina
a (ADAMI), fertilina B (ADAM2) vy
ciristetina (ADAM3) (Suri, 2004).

La fertilina, es un heterodimero compuesto
de dos subunidades a y B N-glicosilados
(también conocida como PH-30), contienen
un dominio metalo-proteasa y otro dominio
desintegrina (Figura 12). Ambas fertilinas

son procesadas durante el desarrollo

espermatico. La fertilina a en el testiculo y
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la fertilina B durante el transito epididimal
(Evans, 1999; Yuan et al., 1997).

Estudios en cerdos indican que la tripsina-
like serina proteasa es responsable del
proceso proteolitico de la fertilina J3;
mientras que la fertilina a es dividida
intracelularmente, posiblemente por
subtilylsin-type pro-proteina convertasa.
Los productos de estas proteolisis se unen a
las integrinas del o6vulo. La fertilina o
posee una secuencia hidrofobica de 17 a 25
aminodcidos con un dominio rico en
cisteina que tiene una funcidon de péptido
de fusion (Zhu and Evans, 2002).
Evidencias de la participacion especifica de
fertilina o no son claras. Blobel et al.

(1992), mencionan que la fertilina o puede
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tener un papel en la adhesion, debido a que
posee un domino rico en cisteina, pudiendo
participar sobre la adhesion celular como
ha sido reportado también para ADAM.

La ciritestina es un proteina de 100 kD, la
cual es proteoliticamente procesada a una
forma mas pequena (55kD) consecuente al

proceso de maduracion del espermatozoide

Metaloproteasa

Predominio

Sitio activo putativo

Desintegrina Cys-rich EGF

(paso a través de los tubulos seminiferos y
el epididimo). Ha sido localizada en la
MAI del acrosoma-reaccionado y en la
region ecuatorial del acrosoma intacto y
reaccionado del espermatozoide de ratones
(Evans, 1999). La fertilina B y la ciritestina
tienen un secuencia de aminoacidos

similares en sus asas de desintegrina.

Péptido de fusidn putativo

Figura 12. Diagrama de las estructuras de dominio de la proteina fertilina f y a.

Por otro lado, también se ha destacado la
presencia de otra molécula en el
espermatozoide llamada Izumo. Este
complejo multi-molecular pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas
(IgSF), como EWI-2 y EWI-M que estan
directamente  relacionadas con la
tetraspanina  CD9. Es una proteina de
membrana tipo I con un dominio
extracelular de inmunoglobulina que al
parecer contiene un sitio de glicosilacion,

la cual se expresa especificamente en los

testiculos y en los espermatozoides. Sin
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embargo, en estos Ultimos s6lo se expresa
posteriormente a un evento denominado
reaccion acrosomal. Esta proteina fue
encontrada en un gen homologo al Izumo
de raton en el humano, el cual codifica para
una proteina de 37.2 kDa, la cual también
pudo ser identificada en el tejido de
testiculos y en espermatozoides humanos
mediante western blot. Se cree que este
pudiera servir como enlace entre las
proteina de superficie y proteinas MTC
(Radaxina, moesina y “ezrin”) (Inoue ef al.,

2005).
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b) Proteinas ovocitarias

Respecto al ovocito, las proteinas que se
consideran implicadas en esta interaccion
son las integrinas y las tetraspaninas
(Evans, 2002; Kaji and Kudo, 2004).

Las integrinas son una familia de
receptores a (120-180kD) y B (90-110 kD)
que forman heterodimeros unidos de forma
no covalente. Las cadenas o contienen
aproximadamente entre 1000 y 1200
residuos, en cambio las cadenas P tienen
entre 760 y 790 residuos. Ambas
subunidades son proteinas de tipo I
transmembrana con dominios grandes
extracelulares 'y  dominios  cortos
citopldsmicos de 700-1100 y 30-50
residuos  respectivamente  (Humphries,
2000). La asociacion de las dos
subunidades puede formar proteinas con
diferentes especificidades de ligacion y
consecuentemente con diferentes
actividades bioldgicas (Aparecida, 2008).
La integrina a6B1 es una de ellas, y se

expresa en las células de la granulosa,

regulando la luteinizacion de GC en
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concordancia con su ligando laminina
(Takao et al., 1999). En el ovocito esta
integrina es responsable de mediar la
adhsesion entre la fertilina B del
espermatozoide (Aparecida, 2008).

Las tetraspaninas (Figura 13) son un grupo
de proteinas hidrofobas que poseen como
caracteristica estructural peculiar cuatro
dominios transmembranales, regiones N- y
C-terminales intra-citoplasmicas, y dos
asas extracelulares de distinto tamafio: SEL
(asa extracelular corto) o EC1 (dominio
extracelular 1) y LEL (asa extracelular
largo o EC2 (dominio extracelular 2).
También poseen 4-6 cisteinas conservadas,
una secuencia CCG (cisteina-cisteina-
glicina) en el asa extracelular mayor, asi
como residuos polares conservados en los
dominios transmembranales. Las colas
citoplasmicas N y C terminales contienen
proteinas de sefializacion, como la PKC y/o
fosfatil inositol-4cinasa (P14-K) (Ovalle et
al., 2007). Algunas tetrasponinas son
especificas de células y otros son muy

ubicuas.
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Bucle extracelular

largo (LEL) N

Bucle extracelular
corto (SEL)

Espacio
extracelular

Figura 13. Estructura general de la tetraspanina.

Las Tetraspaninas  presentan  cuatro
dominios de membrana (TM), que
contienen residuos polares conservados
(6valos verdes) y dos asas delimitadas de
tamafio desigual (Asa extracelular corto
(SEL) y asa extracelular larga (LEL),
respectivamente. Ambas asas pueden
contener uno o varios sitios de
(Varillas

glicolisacion “rods’negras),

dependiendo de la tetraspanina
considerada. Los residuos de cisteina
conservados son representados por la
circulos de color azul. Debido a la
formacion de lazos de disulfuro (lineas
negras) entre la cisteina de CCG y otras

cisteinas conservadas en LEL, este dominio

se pliega y adopta una forma de “hongo”.
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El numero de lazos de disulfuro oscila de 2
a 5 entre las diferentes trespaninas. Varias
cisteinas conservadas también estdn
presentes en el asa intracelular asi como en
el terminal N y C, la cual representa sitios
potenciales de palmitolacion, la cual
contribuye a la interaccion tetraspanina-
tetraspanina. Las tetraspaninas interactuan
con diferentes tipos de proteinas, tales
como las integrinas, los receptores de
membrana asi como las moléculas de
sefializacion  intracelular. Pueden
interactuar también con otras tetraspaninas
para formar un complejo més grande, cuyo
nucleo esté formado por seis tetraspaninas,
rodeado de wvarias proteinas asociadas

(tetraspaninas).
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Estos complejos mas globales pueden
comportarse como un microdominio de
membrana (TEMs, “Tetraspanin-enriched
microdomains”, por sus siglas en inglés)
denominados “red de tetraspaninas”,
funcionalmente distintos a las balsas
lipidicas. La gran heterogeneidad en su
composicion y la dindmica de los
complejos de tetraspaninas hace que se
identifiquen como proteinas “adaptadoras”
o  “facilitadoras”,  permitiendo su
participacion en la regularizaciéon de la
sefializacion del factor de crecimiento y en
la modulacion de la integrina, mediando las
células después de los acontecimientos de
fusion celular, adhesion, migracion de la
diferenciacion y transduccion de sefales
(Hemler 2003; Yunta y Lazo, 2003; Ovalle
etal.,2007).

La CD9 es una tetraspanina de 21-24 kDa,
que se encuentra en la membrana
plasmatica de los ovocitos en foliculos
antrales como en foliculos preovulatorios
(Chen et al., 1999). La CD9 parece ser
critica para el proceso de fusion de
gametos, aunque el mecanismo de esta

proteina en la fusion de membranas no es

mencionan que la mayor de las asas de
CD?9 se fijan a los complejos de fusion del
espermatozoide. Mientras que un estudio
realizado por Barraud et al. (2007), indico
que la CD9 causa modificaciones en la
membrana del ovocito.

No obstante, a pesar de tales discrepancias
del modo de actuar de CD9, se sabe con
seguridad que existe una asociacion entre
la a6pl y CD9 (Figura 14), mencionando
al respecto que la presencia o ausencia de
esta ultima influye en la elevacion
intracelular de Ca"" y la fosforilacién de
tirosinas (Takahashi et al., 2001).

Hoy en dia Barraud et al. (2007), han
planteado la hipotesis de que la
tetraspanina es transferida del ovocito
(dentro de proceso de fertilizacion) al
espermatozoide en el momento que éste
ocupa el espacio perivitelino antes de la
fertilizacion. La adquisicion de CD9 por el
espermatozoide resulta de la transferencia
de fragmentos de membrana de la
membrana plasmatica del ovocito, en un
proceso similar a  trogocitosis, un
mecanismo reciéntemente descrito de

intercambio intercelular de parches de

claro (Le Naour et al., 2000; Miyado et al., membranas.
2000). Al respecto Olivera et al. (2006),
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Fertilina Bu

Membrana

CD9 Otros receptores, integrinas, tetraspaninas,
integrinas asociadas a proteinas?

Sefiales asociadas con
la adhesion ?

Figura 14. Adhesion espermatozoide-ovocito.

La adquisicion de CD9 por el
espermatozoide puede ser crucial para la
reorganizacion de la membrana que el
espermatozoide requiere para fusionarse
con el ovocito. (Figura 14). Estos mismos
investigadores recientemente han
encontrado que la integrina alP6 es
también expresada sobre la membrana del
espermatozoide y es transferida del ovocito

al espermatozoide pre-fertilizacion, junto

con otra tetraspanina llamada CD&1.

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

Sefalizacion
asociada con la
fusion?

FUSION ESPERMATOZOIDE
OVOCITO

La fusion entre el espermatozoide y el
ovocito permite la liberacion de un factor
espermatico (SF) en el interior del
ooplasma que es capaz de inducir los
eventos tempranos de la cascada de la
activacion (Swann, 1990). Este factor, que
se dispone en la cabeza espermatica debe

inducir oscilaciones de
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Ca™ (50 a 100-600 nmol/litro) similares a
las producidas durante la fecundacion y
debe inducir la liberacion de Ca"" del RE
via InsP3-R (Perry et al., 2000). Alun y
cuando se han propuesto varias proteinas
candidatas al factor espermatico entre ellas
Oscillina 'y Receptor c-kit, se han
considerado con mayor posibilidad una
PLCZ (fosfolipasa C isoforma Z) y una
proteina presente en la teca peri-nuclear
llamada PT32 (Williams, 2002; Shoji,
2006).

La PLCZ (70 kDa) es una nueva isoforma
de la familia de PLC identificada en el
testiculo de ocho especies mamiferas
(Saunders et al., 2002; Kurokawa et al.,
2004; Swann y Yu, 2008). Esta es capaz
de inducir oscilaciones del Ca™ que
activan al ovocito (Shoji, 2006). Se ha
demostrado que la PLCZ se acumula en el
pronucelo (Larman et al., 2004) y que al
ser aislada cesa las oscilaciones de Ca'™"
(Marangos et al., 2003) lo cual la hace un
excelente candidato para ser el SF
(Fujimoto et al., 2004). Por otra parte, se
ha clonado una proteina de la estructura
que rodea el nucleo del espermatozoide
(teca perinuclear [PT]), conocida como
PT32 (32kDa) la cual se presenta también
como candidato para ser el SF (Perry et al.,

2000; Oko et al., 2001; Williams, 2002).

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

La PT32 contiene una secuencia de amino
acidos que ata a dominios WW, proteinas
moduladoras relacionadas con los dominios
homologos de Src (Sudol et al., 1995).
Esta proteina tiene localizacion post-
acrosomal (PAS, postacrosomal sheath, por
sus siglas en inglés), una de las primeras
regiones de la PT expuestas al ooplasma
del ovocito después de que éste penetra la
ZP, su solubilizacioén es un proceso rapido.
Aun y cuando la PT32 pudiera iniciar la
activacion del ovocito, y de las moléculas
con las cuales interacciona dentro de éste,
el mecanismo es aun desconocido. Lo que
se sabe hasta ahora es que la presencia de
esta proteina conduce al inicio de las ondas
de Ca™", que a su vez induce a la activacion
del ovocito, que termina con la formacion
de los pro-nticleos (Williams, 2002).

La superficie de los ovocitos estd cubierta
con microvellosidades con excepcion de la
region sobrepuesta al huso meidtico. La
cabeza del espermatozoide se fusiona con
el ovocito en la region que precede al huso
meiodtico (Kaji y Kudo, 2004).Una vez
dentro del oolema, la incorporacion del
espermatozoide es detenida por
microfilamentos con citocalasina B (CB),
pero ello no impide la activacion de los
ovocitos (Zheng, 2008). De hecho, el

ovocito conserva su capacidad para
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fusionarse con la membrana de los
espermatozoides y por consiguiente, el SF
se libera y disuelve en el oolema (Sutovski
et al.,2003).

En los mamiferos, los niveles del Ca'"
intracelular oscilan repetitivamente hasta
varias horas después de la fusion
espermatozoide-ovocito (Miyazaki et al.,
1993), cesando aproximadamente al tiempo
de la formacion perinuclear (Kurokawa et
al., 2004). Sin embargo, no se sabia si el
largo periodo de las oscilaciones del Ca’”
era debido a la lenta liberacion del SF o a
la  persistente actividad del factor
(Kurokawa et al., 2004).

Actualmente se sabe que la liberacion del
SF se completa entre 1-2h después de que
el espermatozoide entra al ovocito (Knott
et al., 2003). La elevacion intracelular de
Ca"" causa la exocitosis de los granulos
corticales que contienen enzimas tales
como la serina-proteasa y la acrosina, que
modifican a la ZP. Se cree que en este
proceso podria estar implicada la CAMKII
(cadmodulina-dependiente de proteina-
cinasas) (Abou-Haila y Tulsiani 2000;
Abbott 'y Ducibella, 2001), la que
contribuye ademas en el reordenamiento
del citoesqueleto que ocurre durante la

activacion del ovocito (Johnson et al.,

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

1998). Aunque también se ha considerado
la presencia de la PKC tanto en la
exocitosis asi como en la extrusion del
segundo cuerpo polar y el reordenamiento
interno del citoesqueleto (Williams, 2002).
En los cambios bioquimicos (Figura 15)
que ocurren en el ovocito para que se libere
el Ca"" intracelular y se produzcan los
eventos corriente abajo, podrian estar
involucradas las cinasas de la familia de las
Src-tirosina cinasa (Giusti et al., 2000).
Entre éstas, la c-Fyn (Talmor et al., 1998),
y la c-Yes (Sutovsky et al., 2001) estan
distribuidas en la corteza del ovocito. La c-
Fyn también se encuentra alrededor del
huso mitético; la activacion de esta cinasa
resulta en la activacion de la fosfolipasa C
(PLC) que cataliza la hidrolisis del PIP2 a
DAG e IP3. La IP3 acttia en el receptor de
IP3 (IP3R) que se encuentra en el reticulo
endoplasmico yhace liberar el Ca™". La
continua produccion de IP3 se cree que
mantiene la persistencia de las oscilaciones
(Ross et al., 2008). Una vez que se produce
la fusion entre ambos gametos, se
desencadena la activacion del ovocito
(Yanagimachi, 1994). Dicha activacion
lleva como consecuencia la reanudacion de

la meiosis (Ben-Yosef'y Shalgi, 2001).
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Figura 15. Cascada bioquimica en el ovocito para la liberaciéon de Ca" .

Cuando el citoplasma ovocitario integra al
genoma Yy al centriolo del espermatozoide;
se suscitan una serie de eventos que
incluyen: 1) La decondensacion de la
cromatina del espermatozoide, el ingreso al
espacio nuclear espermatico y ovocitario de
sustancias necesarias para los cambios
inmediatos 'y expulsion el segundo
corpusculo polar; 2) El reemplazo de las
proteinas cromatinicas espermiales por
histonas ovocitarias; 3) La duplicacion del
centriolo del espermio; 4) La absorcion de

la carioteca del espermio y construccion de

ALEJANDRA SOBERANO MARTINEZ

una nueva; S5) La modificacion de la
carioteca y del nucleo del ovocito; 6) La
modificacion del imprinting gendomico de
ambos genomas; 7) El inicio de la
transcripcion de ARNSs; y 8) El inicio de la
duplicacién de ambos genomas nucleares.
Con el proceso de decondensacion de
ambas cromatinas, reconstitucion de ambas
cariotecas y modificacion de ambos
ambientes nucleares, se realiza la
construccion de ambos pronucleos para la

formacion del embrion (Valenzuela, 2007).
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