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RESUMEN
ANALISIS DEL SECRETOMA DEL OVOCITO BOVINO (Bos taurus)
POR:
Q. B. P. BEATRIZ ELENA CASTRO VALENZUELA
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: D. Ph. Maria Eduviges Burrola Barraza
La ganaderia bovina genera importantes ingresos econémicos al pais, y
la produccién de embriones in vitro es una herramienta que puede ayudar a
mejorarla. Dentro de este proceso, la maduracion del ovocito (MIV) es esencial,
por lo que mejorar la MIV puede aumentar la tasa de produccién de embriones
in vitro. Los factores de secrecion del ovocito (OSFs) juegan un papel
importante en la MIV es por ello que el objetivo del presente trabajo fue analizar
el secretoma del ovocito bovino (Bos taurus) mediante herramientas
bioinforméticas para identificar nuevos OSFs y analizar la expresion génica de
éstos para dilucidar su posible accion sobre el desarrollo competente del
ovocito. Asi, de las 2167 secuencias EST del ovocito bovino, reportadas en el
NCBI, se obtuvieron 1237 secuencias peptidicas diferentes, de las cuales el
1.37 % (17) son probables OSFs (SDF2L1, CARTPT, OOSP1, TNFAIPS6,
PTGS2, POSTN, P4HA3, TNC, PTX3, PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA,
SRPX, CTSK, TIMP1, MMP1). La mayoria de los genes que codifican para

éstos presentan un patrén de expresion generalizado en los tejidos evaluados,
vii



excepto mmpl que sélo se encontré expresado en células de la granulosa. En
ovocito inmaduro se logré confirmar la expresion de casi todos los genes que
codifican para las proteinas identificadas, pero no fue asi en ovocito maduro,
donde no se expreso ningun gen analizado. Sin embargo con base al patrén de
expresion en tejidos reproductivos y células foliculares, las proteinas que
pueden mejorar el proceso de MIV y, de manera indirecta, la tasa de obtencién
de blastocistos bovinos por sistemas in vitro son aquellas involucradas en la

expansion cumular: TNFAIP6, PTX3, PTGS2 e INHBA.
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ABSTRACT
ANALYSIS OF SECRETOME OF THE BOVINE OOCYTE (Bos taurus)
BY:
BEATRIZ ELENA CASTRO VALENZUELA

Cattle generates important income to the country, and the production of in
vitro embryos is a tool that can help to improve it. Within this process, oocyte
maturation (IVM) is essential; so improving the IVM can increase the rate of
production of in vitro embryos. The oocyte-secreted factors (OSFs) play an
important role in IVM. So the objective of the present study was to analyze the
secretoma of the bovine oocyte (Bos taurus) using bioinformatics tools to
identify new OSFs and analyze the gene expression of these to elucidate their
possible action on competent oocyte development. Thus, from 2167 EST
sequences of bovine oocyte reported by NCBI, 1237 different peptide
seqguences, in which the 1.37 % (17) are probable OSFs (SDF2L1, CARTPT,
OOSP1, TNFAIP6, PTGS2, POSTN, P4HA3, TNC, PTX3, PSAP, SERPINEZ,
SRGN, INHBA, SRPX, CTSK, TIMP1, MMP1) were obtained. Most of the genes
that code for these OSFs, do show a generalized pattern of expression for the
evaluated tissues, except mmpl that found only in granulosa cells. In the
immature oocyte, confirm expression of almost all the genes that code for the
proteins identified was confirmed. This was not the case for the mature oocyte,
where none of the analyzed gene, was expressed. However, based on the
pattern of expression in reproductive tissues and follicular cells, proteins that

could improve the IVM process and indirectly the rate of bovine blastocysts



under in vitro systems are those involved in the expansion of the cumulus:

TNFAIP6, PTX3, PTGS2 and INHBA.
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INTRODUCCION

La ganaderia es una de las principales actividades economicas en
nuestro pais, pues representa 43.8 % del valor del sector agropecuario y
pesquero (SIAP, 2013). Dentro de este rubro, la produccién de bovinos (carne y
leche) es la mas importante, ya que genera fuertes ingresos econémicos; en el
afio 2012 se obtuvieron 123 mil millones de pesos (54 % corresponde a
produccion de carne en canal y 46 % a leche) mientras que en el 2013 se
alcanzaron 134 mil millones de pesos (SIAP-SAGARPA, 2015). En lo que
corresponde al estado de Chihuahua, éste ocupa el 5to. lugar nacional (5.1 %)
en la produccion de carne de bovinos, generando ganancias de mas de 3,085
millones de pesos, y el 4to. lugar (9.0 %) en produccién de leche bovina, con
ganancias mayores a los 5,692 millones de pesos (SIAP-SAGARPA, 2012). Es
por ello que mejorar la produccion de este tipo de ganado es necesario y una de
las técnicas con potencial para apoyar a su logro es la produccion de embriones
in vitro (Hall et al., 2013).

En la actualidad, existen multiples avances biotecnolégicos que han
mejorado la produccion in vitro de embriones; sin embargo, la tasa de obtencion
de blastocistos a partir de ovocitos bovinos por estos métodos es baja, de 30 a
40 %, comparada con la tasa obtenida por métodos in vivo, 80 % (Nagai, 2000;
Rizos et al., 2002). Ademas, los embriones producidos in vitro poseen una
calidad inferior comparados con los obtenidos in vivo, ya que tienen un
citoplasma mas oscuro y con menor densidad como consecuencia de su alto
contenido de lipidos, una zona pellcida mas fragil, asi como deficiencias en su

metabolismo (Lonergan et al., 2003).
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La produccién de embriones in vitro es un proceso que involucra
esencialmente tres etapas: maduracion del ovocito, fertilizacién del mismo y el
consiguiente cultivo in vitro del cigoto obtenido (Lonergan et al., 2003). Durante
la maduracion, el ovocito adquiere la competencia, proceso mediante el cual
alcanza la capacidad de completar su primera division meidtica (Profase | a
Metafase Il), de soportar la fertilizacién, desarrollo embrionario y gestacion
exitosos. Por lo que el uso de este tipo de ovocitos durante la fertilizacion in
vitro (FIV) es crucial para asegurar alta calidad embrionaria (Li et al., 2008). La
competencia esta determinada por los factores que afectan al ovocito durante la
foliculogénesis y la capacidad de éste para alcanzar el estado de blastocisto es
adquirida dentro del foliculo; asi se tiene que diferentes condiciones foliculares
pueden llevar a diferencias en la competencia del ovocito (Sirard y Blondin,
1996).

Anteriormente se creia que el ovocito desempefiaba un rol pasivo en el
proceso de maduracion; no obstante, hasta el dia de hoy es ampliamente
aceptado que esta célula juega un papel activo en la estimulacion del
crecimiento folicular y en la conduccion de la diferenciacion de células de la
granulosa. De hecho, el ovocito es un regulador esencial de la foliculogénesis y
existe una importante comunicacion bidireccional entre éste y las células
somaticas dentro del foliculo (Gilchrist et al., 2004). Esta comunicacion se da
por contacto celular directo y por factores paracrinos secretados por los
ovocitos (Chang et al., 2011). Dichos factores son popularmente conocidos

como factores de secrecion del ovocito u OSFs (Kathirvel et al., 2013).
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Los OSFs son de amplio interés, dado que se ha demostrado que son
esenciales para que se de la compentencia del ovocito. Sin embargo, a la fecha
son pocos los OSFs debidamente identificados. De éstos, sobresalen BMP15 y
GDF9. Debido a que la mayoria de ellos permanecen desconocidos (Yan et al.,
2001), el objetivo general de este trabajo de investigacion fue analizar el
secretoma del ovocito bovino (Bos taurus) mediante herramientas
bioinforméaticas y analisis de expresion génica para identificar nuevos OSFs con
una posible accion sobre el desarrollo de competencia del ovocito. Para lograr
este objetivo general, se trazaron dos objetivos particulares: 1) analizar las
secuencias EST del GenBank de ovocito bovino maduro e inmaduro mediante
analisis bioinformatico para seleccionar OSFs; y 2) analizar la expresion génica
de los OSFs seleccionados en el objetivo 1, en diferentes tejidos y células
foliculares para visualizar la forma global en que éstos se expresan en el
bovino, asi como para confirmar su expresion en el ovocito inmaduro y/o

maduro.



FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

REVISION DE LITERATURA
Ovogénesis-Foliculogénesis

La ovogénesis se refiere al proceso por el cual un ovocito se desarrolla 'y
madura, y sucede de manera simultdnea con la foliculogénesis, proceso por
medio del cual se desarrolla el foliculo ovarico (Burrola-Barraza y Gonzalez-
Rodriguez, 2015). Ambas etapas comienzan antes del nacimiento, durante la
gestacion, donde se forman las células germinales primordiales, quienes
originaran a los ovocitos dentro de arreglos celulares denominados foliculos
(Santos et al., 2013). Las hembras de todos los mamiferos domésticos nacen
con un numero finito de ovocitos (Paulini et al., 2014), el cual varia de acuerdo a
la especie (Cuadro 1).

Durante la vida fetal, los ovocitos inician un proceso de division celular
denominada meiosis (Conti et al., 2012), que es un mecanismo por el cual se
obtienen células haploides e involucra solamente una replicacién de DNA junto
con dos distintas y consecutivas reducciones nucleares (meiosis | y meiosis II).
El proceso meidtico incluye los estadios de meiosis | (profase |, metafase |,
anafase |, telofase 1) y meiosis Il (profase Il, metafase Il, anafase Il y telofase II).
A su vez, la profase se divide en varias etapas: leptoteno, paquiteno, diploteno y
diacinesis. En la profase de la meiosis |, los cromosomas homadlogos son
gradualmente liberados uno del otro y condensados; ademas, el nucléolo
desaparece junto con la membrana nuclear. Durante la metafase |, los
cromosomas homologos se alinean a lo largo del plano ecuatorial, mientras que

en la anafase | se acortan los microtubulos del cinetocoro, colocando los
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Cuadro 1. Numero maximo de células germinales alcanzadas en el ovario fetal
durante la gestacion en diferentes especies y el niumero de células
germinales en los ovarios al nacimiento o cerca de éste

£ . NUumero maximo de Numero de células germinales
specie células germinales después del nacimiento (dias
(dias de gestacion) de nacimiento)
Bovino 2,700,000 (110) 68,000 (13)
Cerdo 1,100,000 (50) 500,000 (0)
Bufalo 23,540 (210) 20,000 (0)
Rata 75,000 (18) 27,000 (2)
Humano 6,800,000 (150) 2,000,000 (0)

Paulini et al. (2014)
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cromosomas homoélogos en polos opuestos para que en la telofase | se formen
dos grupos haploides. Al final de la meiosis I, el ovocito se divide en una célula
hija y en un cuerpo polar. Al completar la meiosis |, comienza la meiosis Il sin
replicacion del DNA. En la profase Il los cromosomas se condensan
nuevamente, el nucléolo desaparece, la membrana nuclear se disuelve y los
centriolos se mueven a las regiones polares. Los cromosomas se colocan
dentro del centro de la célula, formando un nuevo plano ecuatorial (metafase II),
luego los cinetocoros se mueven hacia los polos (anafase II). El proceso
termina con la telofase II, donde la célula se divide por ultima vez, concentrando
las cromatides en polos opuestos, reformando la envoltura nuclear y
descondensando los cromosomas (Brevini y Pennarossa, 2013).

En la vida fetal, la division celular de los ovocitos queda suspendida en el
estado de diploteno de la profase | (Mehimann, 2013), y se vuelve a activar
durante la pubertad del individuo, cuando los ovocitos completan su maduracion
por accién de la hormona luteinizante (LH) o bajo circunstancias que llevan a la
atresia folicular (Picton et al., 1998). Entonces se completa la meiosis | y el
primer cuerpo polar es extruido (Figura 1); posteriormente, la segunda divisiéon
meiotica progresa hasta el estadio de metafase Il y sucede un segundo arresto
meidtico mientras el ovocito es liberado e ingresa a la tuba uterina (Edwards,
1965). La fertilizacion promueve el estimulo para completar la segunda division
meidtica y la extrusién del segundo cuerpo polar (Wakayama y Yanagimachi,
1998).

El primer arresto meiotico que sufre el ovocito durante su desarrollo esta

bajo el control de las células somaticas del foliculo, debido a que se ha
6
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Figura 1. Extrusion del primer cuerpo polar en ovocito de raton.
Wakayama y Yanagimachi, 1998.
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demostrado que los ovocitos o complejos ovocito-células cumulares (COCSs),
gue son removidos de los foliculos maduros, resurgen espontaneamente de la
meiosis (Epigg y Downs, 1987). Ademas, el arresto meiotico es dependiente de
altas concentraciones de un segundo mensajero, adenosin monofosfato ciclico,
mejor conocido como cAMP, en células de la granulosa y de una disminucién
de éste en el ovocito (Dekel y Beers, 1978). De acuerdo a Conti et al. (2012), el
arresto meigtico se mantiene mientras la enzima PDE3A se encuentra inactiva,
Esto se logra gracias a que las células de la granulosa expresan el ligando
NPPC, el cual es el precursor de la molécula CNP. EI CNP se acumula en el
espacio extracelular folicular y activa el ligando NPR2, lo que causa la
acumulacion de guanosin monofosfato ciclico, cGMP, en el compartimiento de
las células de la granulosa; cGMP se difunde al ovocito y mantiene inactiva a la
enzima PDE3A (Figura 2). Cuando surge una elevacion en la concentracion de
LH y se une a su receptor acoplado a proteinas G, aumenta la concentracion de
cAMP, la enzima PDE3A es activada y resurge la meiosis.

La foliculogénesis es un proceso que implica la maduracion de los
foliculos primordiales, presentes al nacimiento, hasta un estado donde el
ovocito ha alcanzado la competencia (Chian et al., 2002), es decir, la capacidad
para que resurja del arresto meiotico en el que se encuentra y de esta manera
pueda someterse a fertilizacién y desarrollar, después de ser fertilizado, el
blastocisto consiguiente (Aerts et al., 2010). La foliculogénesis es un proceso
dinamico que involucra varios estados secuenciales definidos como
reclutamiento, crecimiento, seleccion fisiolégica, ovulacién vy luteinizacion

folicular; sin embargo, en ciertas ocasiones después de la seleccién ocurre la
8
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ecavP o coMP @ inactiva

Figura 2. Control del arresto meiético.
GC, célula de la granulosa; CC, célula cumular; OO, ovocito.
Conti et al., 2012.



FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

atresia (Palermo, 2007). En el caso de especies monovulatorias, el desarrollo
folicular esta caracterizado por la seleccion de un foliculo dominante de un
grupo de foliculos en crecimiento (Adams y Pierson, 1995; Chian 2002).

Las diferentes etapas por las que cursa un foliculo primordial hasta
alcanzar su madurez involucran una serie de organizaciones celulares que van
desde el foliculo primario, pasando por el foliculo secundario y terminando por
el foliculo terciario (Figura 3). Todas las hembras nacen con un numero
determinado de foliculos primordiales, estructuras conformadas por ovocitos
rodeados por una capa simple de células planas de la granulosa; luego estas
células se convierten en cuboides, dando origen a un foliculo primario, que se
transformara en secundario donde las células de la granulosa proliferan
rapidamente organizandose en dos a seis capas alrededor del ovocito. El inicio
de la pubertad estad marcada por el cambio en el patrén de secrecién de GnRH
gue ocasiona la liberacion por parte de la hipdfisis de dos hormonas, FSH y LH,
las cuales actiuan de forma endocrina sobre las células foliculares provocando
que el foliculo se transforme en terciario o0 maduro cuando contiene un antro
lleno de fluido folicular para que posteriormente ocurra la ovulacion (Fawcett,
1995; Adams et al., 2008), que es el proceso mediante el cual se libera un
ovocito a través de la superficie del ovario por ruptura de los tejidos que lo
rodean (Cunningham y Klein, 2007). Cada dia, un gran namero de foliculos
primordiales inicia el crecimiento, las células de la granulosa proliferan y los
ovocitos comienzan a desarrollarse. La iniciacion del crecimiento de los foliculos
comienza con una serie de cambios morfolégicos que llegan a estados

subsecuentes de desarrollo folicular, foliculos preantrales (primarios y
10
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Foliculo Foliculo Foliculo
primordial primario secundario

Figura 3. Proceso de foliculogénesis.
Adaptado de Sanchez y Smitz, 2012.
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secundarios), terciarios y finalmente los foliculos preovulatorios (antrales). Esos
cambios pueden observarse en el diametro folicular correspondiente al tamafio
del ovocito y al nimero de células de la granulosa (Cuadro 2). Al final, la
formacion del antro ocurre después en foliculos con un diametro de 120-160 um
en bovinos, mientras que en los cerdos el foliculo alcanza un diametro de 400
pum y en foliculos ovinos de 220-300 um (Paulini et al., 2014).
Comunicacion Bidireccional

Durante la foliculogénesis, las células de la granulosa (CGs) se
diferencian en dos tipos, las granulosas cumulares (CCs), que rodean y estan
en intimo contacto con el ovocito; y las células de la granulosa mural, que
delimitan la pared folicular formando un epitelio estratificado con la lamina
basal. A lo largo del desarrollo folicular, las células que componen el COC se
comunican bidireccionalmente (Epigg, 2001). Este modo de comunicacion
involucra eventos de sefializacién autdcrinos y paracrinos dentro del ovario (Su
et al., 2009) y es esencial para el desarrollo y fertilidad del ovocito, debido a que
el soporte que le brindan las CCs es fundamental para su adecuada
maduracion (Picton et al., 1998; Gilchrist et al., 2004). Esta comunicacion es un
proceso bidireccional donde ambos tipos celulares comparten moléculas, las
cuales, si son pequefias, pueden transferirse por medio de las uniones GAP,
mientras que si son moléculas grandes son transportadas por endocitosis
mediada por receptores, o bien, ejercen su accion mediante la activaciéon de
sefalizacion interna en el citosol de la célula estimulada (Gilchrist et al., 2004).

Uniones GAP. Son colecciones de canales intracelulares que permiten

el intercambio directo de moléculas entre células adyacentes. Estos canales
12
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Cuadro 2. Diferencias entre especies en diametro folicular, diametro del ovocito
y numero de células de la granulosa

NUmero promedio

Diametro folicular Diametro del ovocito de células de la
(um) (um) granulosa

Especie PL PR S PL PR S PL PR S
Bovino 36 49 88 28 32 44 7 15 62

Bufalo 35 42 53 25 27 29 4-8  8-20 -
Ovino 41 75 129 35 52 73 16 128 637
Caprino 20 24 44 16 17 25 6 11 31
Gato 28 41 75 23 30 41 7 13 46
Perro 28 43 102 22 28 48 6 15 62
Humano 35 42 77 32 32 48 13 52 360
Cerdo 34 40 85 26 27 39 5 8 50

PL, foliculo primordial; PR, foliculo primario; S, foliculo secundario
Paulini et al., 2014.

13



FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

intracelulares estan compuestos de conexina (Figura 4); la conexina 37 (Cx37)
forma uniones GAP entre CCs y el ovocito, y la conexina 43 (Cx43) forma
uniones GAP entre CCs (Figura 5). Son requeridas para pasos especificos en la
adquisicion de competencia meidtica citoplasmatica y nuclear, asi como en el
desarrollo del foliculo ovarico hasta un foliculo antral (Carabatsos, 2000). Los
canales que constituyen las uniones GAP son formados por el posicionamiento
directo de proteinas transmembranales, permitiendo el intercambio de iones y
de pequeiias moléculas (<1 kDa) entre las células sin la participacion del
espacio extracelular. La comunicacion por uniones GAP requiere el ensamble
de canales intracelulares que abarquen dos membranas plasmaticas, las cuales
estan separadas por un espacio intracelular de aproximadamente 3 nm. Esto
permite el intercambio de moléculas como metabolitos y aminoacidos, asi como
de moléculas reguladoras que controlan la maduracién nuclear (CAMP), por lo
que las uniones GAP son clave para la diseminacion local y sefalizacion
endocrina hacia los ovocitos via CCs (Gilchrist et al., 2008). Dentro del foliculo
ovarico, este tipo de comunicacion regula el crecimiento folicular, la ovogénesis,
ovulacion y luteinizacion, lo cual se ha demostrado en hembras de ratones KO
homocigotas para Cx37, las cuales son infértiles, debido a la falta de
sefalizacion mediada por uniones GAP (Simon y Goodenough, 1998).

Comunicacion por receptores. La mayoria de los OSFs identificados
hasta la fecha son miembros de la familia de factores de crecimiento
transformante B (TGFf), pero poco se conoce acerca del sistema especifico de
receptor/sefalizacion que emplean (Gilchrist et al., 2006).

Varios factores de crecimiento miembros de TGFf, junto con sus
14
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Moléculas de conexina

Membrana
citoplasmatica uno
I <& Uniones GAP
citoplasmatica dos

Figura 4. Uniones GAP. Son canales intracelulares formados por proteinas
transmembranales localizadas en las membranas plasmaticas de dos
células proximas.

Simon y Goodenough, 1998.
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Figura 5. Descripcion grafica de las uniones GAP localizadas en un foliculo
maduro. Las uniones GAP entre células de la granulosa estan
conformadas por Cx43, mientras que las uniones que comunican al
ovocito con las células de la granulosa contienen Cx37.

Simon y Goodenough, 1998.
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receptores y moléculas de sefalizacion intracelular, las SMADs, son
indispensables para las funciones criticas del ovario como la formacion del
ovocito y el desarrollo folicular (Kaivo-oja et al., 2006).

Los miembros de la familia TGFB3, GDF9 y BMP15, activan la cascada
intracelular SMAD. Estos factores de crecimiento en forma de homodimeros o
heterodimeros se unen a un receptor tipo |, referido como receptor de activina
parecido a una cinasa (ALK) o un receptor tipo Il, y eso lleva a la fosforilacion
de ALK, seguido de fosforilacion de otro receptor, llamado SMAD (Gilchrist et
al., 2008). La transcripcion génica inducida por el ligando es mediada por un
complejo heterodimérico de receptor regulador por SMADs y receptor
independiente co-SMADs, como un SMAD4; entonces se translocan al nucleo,
donde ellas regulan la transcripcion a través de interacciones con elementos de
regulacion transcripcional. SMAD 6 y 7 son moléculas inhibidoras que previenen
la activacién de la via de sefalizacion SMAD. Esto indica que la activaciéon de
los receptores TGF pueden regular otra via de sefializacion conocida como via
de las protein-cinasas mitégeno activadas o MAPK (Jueguel y McNatty, 2005).
La sefalizacion intracelular por factores de crecimiento de la familia TGFf
pueden dividirse ampliamente en dos grupos distintos, los que utilizan la via de
sefalizacion TGFB/activina, que llevan a la activacion de las proteinas SMAD2
y SMAD3, y aquella que usa la via de BMP llevando a la activacion de las
moléculas SMAD1, SMAD5 y/o SMADS8 (Figura 6). Las CGs poseen un gran
complemento del sistema de sefalizacion de la superfamilia de TGFj,
incluyendo: la mayoria de los receptores tipo Il y ALK tipo | y los mensajeros

intracelulares SMAD y co-SMAD (Gilchrist et al., 2008).
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blanco

Figura 6. Cascada de sefalizacion activada por BMP15 y GDF9 mediada por
receptores en foliculos ovaricos.
Gilchrist et al., 2008.

18



FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

Proyecciones transzonales. Las CGs han desarrollado estructuras
dindmicas altamente especializadas, conocidas como proyecciones
citoplasmaticas transzonales (TZPs) que penetran a través de la zona pellucida
y limitan con la membrana del ovocito (Figura 7), formando uniones adhesivas y
GAP en el final de esas proyecciones. Asi proporcionan un medio polarizado
que orienta las secreciones de las células somaticas. Estas estructuras son
conductos especializados para el transporte, procesamiento y recepcion de
factores paracrinos en la interfase entre el ovocito y las CGs; su estabilidad y
funcién puede estar sujeta al desarrollo y regulacién hormonal (Gilchrist et al.,
2008).

Las TZPs se extienden como profundas invaginaciones que llegan hasta
la vesicula germinal durante periodos del crecimiento del ovocito; mientras que
en los foliculos preantrales son mas numerosas y son ancladas por F-actina
gue producen extensiones celulares foliculares en la periferia de la zona
pellicida, pero solo proyecciones solitarias y usualmente en forma de
sacacorchos atraviesan dicha zona. Después del desarrollo folicular antral, las
TZPs son retraidas y las conexiones terminales existentes con el ovocito son
pocas; asi, durante la ovulacion las TZPs sufren una retraccion activa (Albertini
et al., 2001).

Factores de Secrecion del Ovocito (OSFs)

Los ovocitos tienen ciertas deficiencias metabdlicas como lo es el
transporte de algunos aminoacidos, ademas son incapaces de llevar a cabo la
glucdlisis y la sintesis de colesterol. De esta manera, requieren que las CCs los

provean de dichos nutrientes. Es por eso que los ovocitos promueven la
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Figura 7. Proyecciones transzonales en COCs de ratén. Cx43 contribuye a la
formacion de las uniones transzonales desde las CGs y se une con el
ovocito a través de la Cx37 para formar uniones heterotipicas. El
contacto de esas uniones puede ocurrir sobre las microvellosidades
del ovocito, al ras de la superficie del ovocito o en hendiduras de la
membrana plasmatica del ovocito.

Cx43, conexina 43, Cx45, conexina 45; Cx37, conexina 37; gc, células de la

granulosa; zp, zona pellcida; tzp, uniones transzonales; mv, microvellosidades.

Kidder y Mhawi (2002).
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expresion de determinados genes en las CCs que codifican para proteinas que
actuan como transportadores de aminoacidos especificos y para la produccion
de enzimas necesarias para llevar a cabo los procesos metabdlicos antes
mencionados. Esta capacidad del ovocito de controlar el metabolismo de las
CCs es provocada por los OSFs, que tienen accion paracrina sobre estas
células (Su et al., 2009).

Los OSFs son factores de crecimiento que son producidos por el ovocito,
ya sea de forma exclusiva o de manera conjunta con otros tipos celulares como
las CGs, de la teca y del estroma intersticial (Santos et al., 2013); son proteinas
de secrecion que tienen una expresion inducida durante una respuesta celular
especifica, y como tal son expresadas solo durante estados especificos de la
foliculogénesis (Grimmond et al., 2003). Los OSFs mas estudiados hasta el
momento son: el factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF9), la proteina
morfogénetica 6sea 15 (BMP15), el factor de crecimiento de fibroblastos 8
(FGF8) e Intermedin/Adrenomedulina 2 también conocida como IMD/ADM2
(Juenguel y McNatty, 2005; Su et al., 2009; Chang et al., 2011).

La GDF9 es una proteina expresada por el ovocito y es miembro de la
superfamilia TGFB. Se ha demostrado que este factor es necesario para el
desarrollo folicular ovarico normal y para la fertilidad de las hembras, ya que
afecta la fisiologia de las CGs (Pangas et al., 2004; Juengel y McNatty, 2005;
Sugiura et al., 2008).

Al igual que GDF9, las proteinas morfogenéticas 0seas (BMPs) son
miembros de la superfamilia TGFB; las BMPs tienen importantes actividades

biolégicas en el control de la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis en
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los tejidos reproductivos. El importante papel que juegan estas proteinas en la
funcién reproductiva se pone de manifiesto cuando se presenta alguna
mutacion en ciertos genes de la familia BMPs, lo que conlleva a fenotipos
reproductivos aberrantes en animales (Shimasaki et al., 2004; Juengel y
McNatty, 2005). Se ha demostrado que los factores secretados por los ovocitos,
en particular BMP15 y BMP6, mantienen la baja incidencia de la apoptosis de
CCs (Hussein et al., 2005).

Los factores GDF9 y BMP15 han sido localizados en los ovocitos para el
crecimiento de foliculos en todas las especies de mamiferos examinadas
(bovinos, cerdos, humanos entre otros) hasta hoy, indicando que tienen un
papel central en la regulacion del desarrollo folicular (Teixeira et al., 2002;
Juengel y McNatty, 2005). Apoyando esta afirmacion, Otsuka et al. (2011)
identificaron que la presencia de mutaciones en los genes que codifican para
GDF9 y BMP15 generalmente causan infertilidad en ovejas; por otra parte
Teixeira et al. (2002) sugirieren que una alteracion de la expresion de GDF9 en
el ovocito humano puede contribuir a una foliculogénesis aberrante en mujeres
con sindrome del ovario poliquistico. De acuerdo a Palma et al. (2012), la
supresion de GDF9 lleva al bloqueo del desarrollo folicular, disminuyendo la
proliferacion de las CGs y causa anormalidades en el crecimiento del ovocito.

Ademés, BMP15 y GDF9 controlan el metabolismo de las CCs,
particularmente de la glucdlisis y la biosintesis de colesterol. Su et al. (2008)
demostraron que los genes que codifican para las enzimas que se requieren en

la sintesis de colesterol se expresan en niveles altos en CCs comparadas con
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ovocitos; y los ovocitos, en ausencia de CCs, poseen niveles muy bajos de
colesterol.

Ademas de GDF9 y BMP15, existen otros OSFs conocidos como
factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF), los cuales se encuentran
localizados en los ovocitos de los foliculos primordiales y primarios, ayudan a la
sefalizacion paracrina entre los diferentes tipos celulares que conforman el
foliculo ovarico, promueven el desarrollo y la transicion de los foliculos
primordiales porque tiene efecto sobre las CGs y de la teca (Palma et al., 2012).

El factor FGF8 es secretado por el ovocito y controla el metabolismo de
las CCs. En el caso de bovinos, este mRNA, ademas de estar presente en el
ovocito también lo esta en células de la teca y de la granulosa (Portela et al.,
2010). Una de sus funciones es estimular la glucdlisis en las CCs, para lo cual
debe actuar conjuntamente con BMP15; in vitro, el tratamiento simultaneo con
ambos OSFs promueve la glucdlisis e incrementa la expresion de genes que
codifican para enzimas glucoliticas (Sugiura et al., 2008).

El factor IMD/ADM2 es expresado en ratas, en los ovocitos de foliculos
primarios, secundarios antrales pequefios y grandes, asi como en embriones de
una y dos células. La presencia de este OSF ocasiona un aumento dosis-
dependiente en la produccion de cAMP, asi como en la expresion de Cx43; lo
gue ayuda a mantener al ovocito en arresto meiético y sugiere que este OSF
puede actuar promoviendo la red de uniones GAP. Los tratamientos con
IMD/ADMZ2 llevan a una reduccion de la actividad de las caspasas 3/7, es decir,
es capaz de prevenir la apoptosis en CCs. Mantiene estable la conformacion

tridimensional del COC, ya que el bloqueo de la sefializacion de IMD/ADM2
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desintegra rdpidamente la estructura terciaria de este complejo. El tratamiento
con IMD/ADM2 en protocolos de MIV de ovocitos, provoca una reduccion de la
expresion de ciclina D2, una limitante de la progresion del ciclo celular en
foliculos en crecimiento, por lo que favorece el desarrollo del ovocito (Chang et
al., 2011).

Para la identificacion de OSFs se han utilizado diversos procedimientos.
En el caso particular de GDF9 se utilizaron oligonucléotidos degenerados
correspondientes a las regiones conservadas de los miembros conocidos de la
familia TGFB como sondas para hibridacion y cebadores para PCR (McPherron
y Lee, 1993). Mientras que IMD/ADM2 se identificé generando un conjunto de
genes que incluian genes conocidos y los polipéptidos recientemente
identificados como de secrecidon (por ejemplo, los que poseen péptido sefial
pero no tienen dominios transmembranales), luego se realizo la exploracion de
las bases de datos EST y de la expresion de genes Omnibus para identificar los
transcriptos que mostraran evidencia de alta representatividad en gametos

femeninos (Chang et al., 2011).
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MATERIALES Y METODOS
Analisis Bioinformatico

El andlisis bioinformatico consté de tres etapas (Figura 8). La primera
correspondio a la obtencion de las secuencias EST (secuencias marcadas de
expresion) del ovocito bovino; la segunda se centré en la prediccion de las
proteinas de secrecion; y en la tercera se analizaron las proteinas del
secretoma (Garg y Ranganathan, 2011; Garg y Ranganathan, 2012).

Etapa |. Obtencién de secuencias EST de ovocito bovino. El
transcriptoma completo del ovocito bovino se obtuvo de la base de datos del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI por sus siglas en
inglés), a través del sitio Web http://www.ncbi.nim.nih.gov/. En el sitio Web se
utilizaron las herramientas de busqueda de la base de datos, agregando
informacion de género, especie y tejido del organismo en estudio (Bos taurus
oocyte). Con los resultados obtenidos se adquirié la secuencia de mRNA a
partir de las bases de datos de DNA, utilizando la opcion RefSeq mRNA,;
posteriormente, se accedio a la opcién ProteinlD, para obtener la secuencia de
aminoacidos producidas por el ovocito bovino en formato FASTA.

Algunas de las secuencias obtenidas de las bases de datos EST del
NCBI solo proporcionan la secuencia de bases de mRNA y no la secuencia de
aminoacidos necesaria para la prediccion de la proteina de secrecion; sin
embargo, esta Ultima secuencia se puede adquirir con la ayuda de la
herramienta bioinformatica EMBOSSTranseq, disponible en la pagina web
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/ (Ingebriston et al.,, 2010). Para

esto se coloco la secuencia de bases de mRNA obtenida del NCBI en el
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Figura 8. Diagrama de flujo para analisis bioinformatico.
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predictor en cualquier formato (FASTA u otro), con lo que se obtuvo la
secuencia deseada.

Etapa Il. Prediccion de proteinas de secrecion. Las proteinas de
secrecion fueron predichas utilizando una combinacion de cuatro herramientas
computacionales del Centro para el Analisis de Secuencias Bioldgicas (CBS):
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), SecretomeP (http://www.cbs.
dtu.dk/services/SecretomeP/), TargetP, localizado en http://www.cbs.dtu.dk/
services/TargetP/ (Emmanuelson et al., 2007) y TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/
services/ TMHMM/).

SignalP fue utilizado para la prediccion de proteinas que siguen la via
clasica de secrecion, mientras que SecretomeP predijo las proteinas que son
secretadas por vias no clasicas. El servidor TargetP se utilizé para predecir las
proteinas que son mitocondriales y TMHMM identificO las proteinas
transmembranales.

El servidor SignalP es el método mas popular utilizado para la prediccion
de proteinas secretadas por la via clasica; su funcionamiento se basa en el
conjunto de dos algoritmos diferentes: redes neuronales y modelos ocultos de
Markov. Es por esto que la prediccion que realiza es el resultado de la
correlacion que existe entre los sitios de escicion de la proteina y los
aminoacidos que componen el péptido sefial de ésta (Bendtsen et al., 2004).

SecretomeP realiza su prediccidon tomando en cuenta 70 diferentes
caracteristicas de cada secuencia peptidica y examina cada una para asignarle
un valor discriminatorio; los cuales finalmente se combinan en una red neuronal

para emitir un resultado. Debido a que existen pocas proteinas de secrecion
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gue siguen la via no clasica, para validar el funcionamiento del servidor se
examinan secuencias de aminoacidos, las cuales de antemano se sabe que son
proteinas de secrecion que no siguen la via clasica (Bendtsen et al., 2005).

Mediante TargetP es posible predecir la localizacion final de una
proteina; debido a que funciona mediante una combinacion de diferentes tipos
de redes neuronales, los cuales generan una puntuacion y con los soportes de
maquinas de vectores (SVM por sus siglas en inglés) generan una prediccion
de ausencia o presencia de una presecuencia que indica la localizacion de la
proteina evaluada (Emanuelsson et al., 2007).

El predictor para topologia de proteinas de membrana, TMHMM basa su
funcionamiento en los modelos ocultos de Markov; puede discriminar entre
proteinas solubles y proteinas membranales con una especificidad y
sensibilidad del 99%. Es capaz de predecir hélices transmembranales con un
97-98% de confianza (Krogh et al., 2001).

Continuando con la metodologia, como primer paso de esta etapa se
ingresaron las proteinas obtenidas de la base de datos EST y del predictor
EMBOSS Transeq en el servidor SignalP4.1 para predecir si eran proteinas de
secrecion que siguen la via clasica para su excrecion. En él se activo la opcion
eucariota en la categoria de organismo, asi como también se especifico el
truncamiento de la secuencia de la proteina en 70 aminoacidos. Todas las
proteinas, las cuales fueron predichas como no secretoras (proteinas que
tienen una puntuacion D y una probabilidad de péptido sefal <0.5) fueron
entonces analizadas con el servidor SecretomeP (version 1.0) para la

prediccion de las proteinas de secrecion que siguen la via no clasica. En él se
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trabajé utilizando la opcion mamifero. Las proteinas que obtuvieron una
puntuacion de red neuronal (NN) 20.9 fueron consideradas como proteinas de
secrecion que siguen la via de excrecion no clasica. Todas las proteinas que
conformaban el secretoma del ovocito, tanto las pertenecientes a la via clasica
como a la via no clasica, fueron analizadas en el servidor TargetP (version 1.1)
donde se especificO el corte de 0.78 para la prediccion de las proteinas
mitocondriales y 0.73 para la localizacion celular inespecifica, y las que
resultaron ser proteinas mitocondriales fueron omitidas del secretoma del
ovocito bovino. Ademas, las proteinas del secretoma se analizaron en el
servidor TMHMM con las opciones que se encuentran activas de manera
predeterminada. Finalmente, las proteinas que se predijeron ausentes de
hélices transmembranales fueron consideradas como proteinas de secrecion
(Garg y Ranganathan, 2011; Garg y Ranganathan, 2012).

Etapa Ill. Andlisis de las proteinas de secrecion. Las proteinas de
secrecion identificadas fueron sometidas a un andlisis de vias metabdlicas,
utilizando el servidor KEGG PATHWAY (http://www.genome.jp/kegg/
pathway.html), y se analizaron también en KEGG BRITE (http://www.genome.jp/
kegg/brite.html) para identificar si son enzimas y/o factores de traduccion.
Ademas se buscod la homologia de estas secuencias con otras mediante
BLASTP, localizado en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov (Garg et al., 2013).

Analisis de la Expresion Génica en Diferentes Tejidos y Células

Recoleccién de tejidos. Las muestras tisulares de corazoén, rifidn,
pulmon, higado, bazo, musculo, ovario y testiculo adulto, asi como de ovario 'y

testiculo fetal de bovinos, fueron colectadas del rastro TIF 366 ubicado en la
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Cd. de Chihuahua, Chihuahua, México. Todas las muestras fueron colocadas
en crioviales de plastico e inmediatamente inmersas en nitrégeno liquido para
almacenarlas a -196 °C hasta la extraccion de RNA total en el laboratorio.
Obtencion de células. Para la adquisicion de ovocitos maduros se llevo
a cabo el protocolo de cultivo celular para maduracion in vitro (MIV) utilizado en
el laboratorio de Transgénesis Animal y Fertilizacion in vitro de la Facultad de
Zootecnia y Ecologia, UACH. Brevemente, se obtuvieron ovarios de vacas
adultas del Rastro TIF de la Cd. de Chihuahua, Chihuahua y se transportaron
en solucién salina 0.15 M estéril a temperatura ambiente (21-25°C) al
laboratorio. Una vez ahi, se enjuagaron con solucion salina 0.15 M estéril para
eliminar los residuos hematoldgicos que pudieran contener y se retiré el exceso
de tejido mediante el uso de tijeras. Posteriormente se procedié a la aspiracion
de los COCs de foliculos antrales menores a 10 mm de didmetro con una aguja
de calibre 18G que se encontraba conectada a una bomba de vacio con presion
de aproximadamente 5 mmHg. Finalizada la aspiracion, se permiti6 que se
sedimentara la pastilla celular obtenida para posteriormente seleccionar los
ovocitos con mas de 3 capas de CCs no expandidas y citoplasma
homogéneamente granulado para MIV. Los COCs seleccionados se colocaron
en el medio H-CDM con la finalidad de enjuagarlos y retirar cualquier remanente
celular externo al COC. Después, para madurar, los COC obtenidos se
agruparon de 50 en 50 y se colocaron en cajas de 4 pozos (Nunclon). Cada
pozo contenia 1 mL de medio para MIV suplementado con 0.5 % de albimina
sérica bovina libre de acidos grasos (FAF-BSA marca SIGMA), 15 ng/mL de

hormona foliculo estimulante porcina (Bethesda, MD), 1.0 pg/mL estradiol-17f3
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(SIGMA), 50 ng/ul de factor de crecimiento epidermal (EGF marca SIGMA) y
0.1 mM de cisteamina. Posteriormente se incubaron a 38.5°C con 5 % de CO:
durante 23 h. Transcurrido este lapso, se retiraron las CCs de los presuntos
ovocitos maduros mediante remocion mecénica, luego se colocaron en
amortiguador fosfato-salino (PBS) en una caja Petri donde los ovocitos se
observaron bajo el microscopio para cerciorarse de la presencia de un cuerpo
polar, lo que indica que la primera meiosis ha concluido (el ovocito progresa
hasta metafase Il). Los ovocitos con cuerpo polar fueron desprovistos de zona
peltcida con el uso de la enzima pronasa (proteasa de Streptomyces griseus) y
se enjuagaron tres veces con PBS para retirar cualquier contaminacion. Por
altimo, los 59 ovocitos maduros obtenidos se colocaron en 50 pl de RNA Later
(Applied Biosystems) a 4 °C hasta la extraccion de RNA total.

Ademas de los tejidos y células mencionadas, se utilizaron ovocitos
inmaduros y células de la granulosa, las cuales fueron amablemente donadas
por la Q. B. P. Ana Karen Torres Garcia y M. C. Concepcion Martinez Lozoya.

Extraccion de RNA y sintesis de cDNA. La extraccion de RNA total se
realizé utilizando el reactivo TRI Reagent (Invitrogen) siguiendo el protocolo del
fabricante. Brevemente, los tejidos congelados se maceraron en un mortero
dentro de wuna hielera con nitrogeno liquido, hasta quedar totalmente
pulverizados. Posteriormente se colocaron en un tubo estéril con capacidad de
1.5 mL y se homogeneizaron con 800 ul de TRI Reagent (Invitrogen). Luego se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y se mezclaron con 200 ul de
cloroformo, nuevamente se volvid a incubar por 3 min a temperatura ambiente y

se centrifugd a una velocidad de 13000 rpm a 4 °C durante 15 min. Después se
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transfirio la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL estéril, donde se agregaron 500 pl
de isopropanol para precipitar el RNA, se mezcl6 suavemente y se incubo a
temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente se centrifugo a 13000 rpm a
4 °C por 10 min, se decant0 el sobrenadante y la pastilla obtenida se lavo con 1
mL de etanol grado biologia molecular para después centrifugarse a 8500 rpm a
4 °C durante 5 min y finalmente se decant6 el sobrenadante, se retiré el exceso
de etanol y se resuspendid la pastilla obtenida en 30 pl de agua libre de
nucleasas. El RNA obtenido se almaceno a -80 °C hasta la sintesis de cDNA.

En el caso particular de la extraccion de RNA total de los ovocitos
maduros, el procedimiento con TRI Reagent (Invitrogen) fue el mismo que se
menciond con los tejidos, s6lo que aqui se agregaron 500 pl de TRI Reagent
(Invitrogen) a los 50 pl de RNA later (Applied Biosystems) donde se
encontraban los 59 ovocitos, por lo que los volumenes de cloroformo,
isopropanol y etanol que se utilizaron fueron ajustados a 125 pl, 312.5 uly 625
ul, respectivamente, debido al nimero de células que se tenia como muestra.

Para las muestras tisulares y celulares se extrajo RNA a partir de un
conjunto de la totalidad de las muestras. La concentracién del RNA extraido fue
determinada a través del Espectrofotometro NanoDrop (ThermoScientific)
mediante la absorbancia a 260 nm. La pureza de este acido nucleico fue
determinada calculando la relacién de absorbancia entre 260 y 280 nm.

La sintesis de cDNA se realiz6 mediante el kit High-Capacity RNA-to-
cDNA (Applied Biosystems), siguiendo las indicaciones del fabricante, para lo
cual se realizé una mezcla de 2 pg de RNA (con excepcion del RNA obtenido

de ovocito maduro, donde se utilizé 1 pg), 10 pL del amortiguador 2X RT, 1 pL
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de la enzima 20X RT y 8 uL de agua libre de nuclesasas. Las reacciones se
colocaron en un termociclador CORBETT bajo el siguiente programa:
temperatura de 37 °C durante 60 min, seguida de la temperatura para la
desactivacion de la enzima, 5 min a 95 °C y por ultimo se conservo el sistema a
4 °C. ElI cDNA obtenido se cuantific6 en el Espectrofotdmetro NanoDrop
(ThermoScientific) mediante la absorbancia a 260 nm y la pureza de este acido
nucleico fue determinada calculando la relacion de absorbancia entre 260 y 280
nm. El cDNA se almacend a -20 °C hasta su posterior uso.

PCR en tiempo real. Todas las reacciones se realizaron en el equipo
Real Time StepOne (Applied Biosystems). Las regiones especificas para la
amplificacion se obtuvieron utilizando los reactivos TagMan Universal Master
Mix Il y TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) que incluyen
sonda especifica con el reportero FAM para los genes cuantificados, ademas se
utilizoé el gen endégeno RNA18S. Se realizaron tres réplicas técnicas para cada
ensayo, las reacciones se llevaron a cabo conforme las condiciones del
fabricante. En la preparacion de la reaccion se adicionaron 50 ng de cDNA, 8 pl
de agua libre de nucleasas, 10 pl de TagMan Universal Master Mix Il 'y 1 ul de
TagMan Gene Expression Assays. Las sondas tipo TagMan que se utilizaron
amplificaron los genes correspondientes a las proteinas identificadas como
secretoras por parte del ovocito (SDF2L1, CARTPT, OOSP1, TNFAIP6, PTGS2,
POSTN, P4HA3, TNC, PTX3, PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA, SRPX, CTSK,
TIMP1, MMP1). La cuantificaciéon de la expresion de estos genes se normalizé

tomando como referencia la amplificacion del gen endégeno RNA18S.
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Andlisis Estadistico

En el andlisis bioinformético no se llevdé a acabo analisis estadistico
porque no lo requeria. Para el analisis de la expresion génica se analizo la
variable abundancia relativa de los mRNA de los genes evaluados, esta

abundancia se calculé de acuerdo al método de log 2°24¢

sugerido por Livak y
Schmittgen (2001). Se corrid6 un analisis de varianza simple mediante el
procedimiento GLM de SAS (Version 9.0; SAS Institute, Inc., 2006), el cual
incluyd en el modelo el efecto fijo de tejido, aunque solo se tuvieron repeticiones

técnicas y no de muestreo. La comparacion de medias se realizd con una

prueba Tukey con un valor de P < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de las Secuencias EST del Genbank de Ovocito Bovino

De las 2167 secuencias EST reportadas de ovocito bovino en el NCBI, se
obtuvieron 1237 secuencias diferentes de proteinas, de las cuales 87 fueron
identificadas como proteinas de secrecidén por la via clasica de acuerdo al
servidor SignalP. Las 1150 restantes se analizaron en SecretomeP para
predecir las proteinas de secrecion que siguen la via no clasica, las cuales
resultaron ser 89 (Gréafica 1). De las proteinas de secrecion identificadas por
ambos servidores (176) que fueron analizadas por TargetP, 3 resultaron ser
mitocondriales, a 52 proteinas no se logré identificar su localizacion y 22 mas
resultaron tener una localizacién distinta a la mitocondrial (Grafica 2); estas 77
proteinas fueron removidas del conjunto de las 176 presuntas proteinas de
secrecion y las 99 restantes se analizaron por TMHMM para la prediccion de
proteinas transmembranales, de las cuales 29 poseian uno o mas hélices
transmembranales (Grafica 3). Un total de 70 proteinas fueron identificadas
como proteinas de secrecibn por métodos computacionales (SignalP,
SecretomeP, TargetP y TMHMM); sin embargo, se descartaron las predichas,
por lo que finalmente se obtuvieron 18 probables proteinas de secrecion con
analisis bioinformatico que poseen referencia en el NCBI.

Dentro de las 18 proteinas de secrecidon se encuentra GDF9 y, dado que
es un OSF muy estudiado, se descartd para este andlisis. En el Cuadro 3 se
muestran las secuencias de cada una de las proteinas seleccionadas. De las 17
(1.37 %) proteinas restantes se obtuvo la via metabdlica en la cual participan,

su funcién
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Gréfica 1. Proteinas de ovocito bovino identificadas como proteinas
secrecion por SignalP y Secretome P.
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Grafica 2. Proteinas de ovocito bovino identificadas como
proteinas mitocondriales.
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Gréfica 3. Proteinas de secrecion identificadas.
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Cuadro 3. Secuencias de los OSFs identificados. Los aminoacidos en negritas y subrayados corresponden a la
secuencia del péptido sefial de secrecién

GENEBANK
(No. acceso
NCBI)

NOMBRE

ABREVIACION

SECUENCIA

NP_001030400.1

NP_001007821.1

w
(o]

NP_001033776.1

NP_776896.1

NP_776537.1

Precursor del factor 2
derivado de células
estromales parecido al 1

Precursor de la proteina de
transcripcion regulada por
cocaine y anfetamina

Precursor de la isoforma 1
de la proteina 1 secretada
por el ovocito

Precursor del inhibidor de
metaloproteinasa 1

Metaloproteinasa 1

SDF2L1

CARTPT

OOSP1

TIMP1

MMP1

MWSAGSGRAAGPALLGILLALSLSGGRAAKSDAGLVTCGSVLKLFNTQHR
VRLHSHDIKYGSGSGQQSVTGVEASDDANSYWRIRGGTEGECPRGSPVRC
GQAVRLTHVLTGKNLHTHHFPSPLTNNQEVSAFGEDGEGDDLDLWTVRCS
GQHWEREAAVRFQHVGTSVFLSVTGEQYGSPIRGQHEVHGMASASAHNK
WKAMEGIFIKPSPEAPGGHDEL
MESPRLRLLPLLGAALLLLLPLLGALAQEDAELQPRALDIYSAVEDASHEKE
LIEALQEVLKKLKSKRIPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPR
GTSCNSFLLKCL
MKPSSGLRGLLVLFSLTWTCAGDWSAVKVRCSYFWFYAKIKPTLFHNLYM
NPDEAFLGNDCPVTYVSPDAHYEFFYYSNKCGHTKTFQETLLLQTKIKYMSS
NSGDTAEMPVSCVVTQQACMYHLSNETESGDDETSSEDMEVSYIMQSQND
LNTTFSLCAK
MAPFAPMASGILLLLWLTAPSRACTCVPPHPQTAFCNSDVVIRAKFVGTAE
VNETALYQRYEIKMTKMFKGFSALRDAPDIRFIYTPAMESVCGYFHRSQNRS
EEFLIAGQLSNGHLHITTCSFVAPWNSMSSAQRRGFTKTYAAGCEECTVFP
CSSIPCKLQSDTHCLWTDQLLTGSDKGFQSRHLACLPREPGLCTWQSLRAQ
MA
MPRLPLLLLLLWGTGSHGFPAATSETQEQDVETVKKYLENYYNLNSNGKKV
ERQRNGGLITEKLKQMQKFFGLRVTGKPDAETLNVMKQPRCGVPDVAPFVL
TPGKSCWENTNLTYRIENYTPDLSRADVDQAIEKAFQLWSNVTPLTFTKVSE
GQADIMISFVRGDHRDNSPFDGPGGNLAHAFQPGAGIGGDAHFDDDEWWT
SNFQDYNLYRVAAHEFGHSLGLAHSTDIGALMYPSYTFSGDVQLSQDDIDGI
QAIYGPSQNPTQPVGPQTPEVCDSKLTFDAITTIRGEVMFFKDRFYMRTNPL
YPEVELNFISVFWPQLPNGLQAAYEVADRDEVRFFKGNKYWAVKGQDVLR
GYPRDIYRSFGFPRTVKSIDAAVSEEDTGKTYFFVANKCWRYDEYKQSMDA
GYPKMIAEDFPGIGNKVDAVFQKGGFFYFFHGRRQYKFDPQTKRILTLLKAN
SWFNCRKN
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GENEBANK
(No. acceso
NCBI)

NOMBRE

ABREVIACION

SECUENCIA

NP_001007814.1

N
o

NP_776870.1

NP_001035569.1

Precursor de la proteina 6
inducible para el factor de
necrosis tumoral a

Precursor 2 de la sintasa
para prostaglandina G/H

Precursor de periostina

TNFAIP6

PTGS2

POSTN

MIILIYLFVLLWEEAHGWGFKNGIFHNSIWLEQAAGVYHREARSGKYKLTYA
EAKAVCEYEGGHLATYKQLEAARKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPIVKPGPN
CGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYCYNPHAKECGGVFTDPKRIFKSPGFPNE
YDDNQICYWHIRLKYGQRIHLSFLDFDLEDDPACLADYVEVYDSYDDVHGFV
GRYCGDELPEDIISTGNVMTLKFLSDASVTAGGFQIKYVAVDPVSKSSQGKN
ASTTSTTSTGNKNFLAGRFSHL
MLARALLLCAAVALSGAANPCCSHPCQNRGVCMSVGFDQYKCDCTRTGF
YGENCTTPEFLTRIKLLLKPTPNTVHYILTHFKGVWNIVNKISFLRNMIMRYVL
TSRSHLIESPPTYNVHYSYKSWEAFSNLSYYTRALPPVPDDCPTPMGVKGR
KELPDSKEVVKKVLLRRKFIPDPQGTNLMFAFFAQHFTHQFFKTDFERGPAF
TKGKNHGVDLSHIYGESLERQHKLRLFKDGKMKYQMINGEMYPPTVKDTQV
EMIYPPHVPEHLKFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHNRVCDVLKQEHPE
WGDEQLFQTSRLILIGETIKIVIEDYVQHLSGYHFKLKFDPELLFNQQFQYQN
RIAAEFNTLYHWHPLLPDVFQIDGQEYNYQQFIYNNSVLLEHGLTQFVESFT
RQRAGRVAGGRNLPVAVEKVSKASIDQSREMKYQSFNEYRKRFLVKPYESF
EELTGEKEMAAELEALYGDIDAMEFYPALLVEKPRPDAIFGETMVEAGAPFS
LKGLMGNPICSPEYWKPSTFGGEVGFKIINTASIQSLICSNVKGCPFTSFSVQ
DTHLTKTVTINASSSHSGLDDINPTVLLKERSTEL
MIPELPVCSLFLLLVVNPANANGHYDKILAHSRIRGRDQGPNVCALQQILGT
KKKYLSTCRNWYQGAICGKKTTVLYECCPGYMRMEGMKGCPAVMPIDHVY
GTLGIVGATTTQSYSDVSKLREEIEGKGSFTYFAPSNEAWDNLDSDIRRGLE
SNVNVELLNALHSHMVNKRMLTKDLKNGMIIPSMYNNLGLFINHYPNGVVTV
NCARIIHGNQIATNGVVHVIDRVLTQIGTSIQDFIEAEDELSSFRAAAITSDILET
LGRDGHFTLFAPTNEAFEKLPRGVLERIMGDKVASEALMKYHILNTLQCSEAI
MGGAVFETLEGNTIEIGCDGDSITVNGIKMVNKKDIVTNNGVIHLIDQVLVPDS
AKQVIELAGNQQTTFTDLVAQLGLASALRPDGEYTLLAPVNNAFSDDTLSMD
QRLLKLILQNHILKVKIGLNELYNGQKLETIGGKQLRVFVYRTAVCIENSCMVR
GSKQGRNGAIHIFQEIIKPAEKSLHEKLKQDKRFSIFLSLLEAADLKELLTQPG
DWTLFVPTNDAFKGMTNEEKEILIRDKNALQNIILYHLTPGVFIGKGFEPGVT
NILKTTQGSKIYLKGVNDTLLVNELKSKESDIMTTNGVIHVVDKLLYPADTPVG
NDQLLEILNKLIKYIQIKFVRGSTFKEIPITVYKPIIKKYTKIIDGVPVEITEKETRE
ERITGPEIKYTRISTTGGETEETLKKLLQEEVTKVTKFIEGGDGHLFEDEEIKR
LLQGDTPVRKIQANKRVQASRRRSREDRPQ
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GENEBANK
(No. acceso
NCBI)

NOMBRE

ABREVIACION

SECUENCIA

NP_001001598.1

NP_001029607.1

N
H

NP_001069727.1

NP_001020497.1

Precursor de la proteina
4 prolil hidroxilasa con
subunidad a tipo 3

Precursor de catepsina K

Precursor de la proteina
relacionada a pentraxina

Precursor de serglicina

P4HA3

CTSK

PTX3

SRGN

MGPAARLAALLAVLAFRAGDPAEVAARGDTFSALTSVARALAPERRLLGLL
RRYLRGEEARLRDLTRFYHKVLSLHEDSATPVSNPLLAFTLIKRLQSDWKNV
VHSLEASENIRALKDGYERVEQDLPAFEDLEGAARALMRLQDVYMLNVKGL
ARGVFQRVTGSAVTDLYSPRRLFSLTGDDCFQVGKVAYDMGDYYHAIPWL
EEAVSLFRGSYGEWKTEDEASLEDALDHLAFAYFQAGNVLCALNLSREFLLY
SPDNKRVARNVLKYEKLLAESPNQAVAETVMQRPNVPHLQTRDTYEGLCQT
LGSQPTHYRIPSLYCSYETSSSPYLLLQPVRKEVIHLEPYVVLYHDFVSDAEA
QTIRGLAEPWLQRSVVASGEKQLPVEYRISKSAWLKDTVDPVLVTLDHRIAA
LTGLDVQPPYAEYLQVVNYGIGGHYEPHFDHATSPSSPLYRMNSGNRVATF
MIYLSSVEAGGATAFIYGNFSVPVVKNAALFWWNLHRSGEGDGDTLHAACP
VLVGDKWVANKWIHEYGQEFRRPCSSRPED
MPINRMWGLTVLLLPVVSFALYPEEILDTQWELWKKTYRKQYNSKGDEISR
RLIWEKNLKHISIHNLEASLGVHTYELAMNHLGDMTSEEVVQKMTGLKVPAS
RSRSNDTLYIPDWEGRAPDSVDYRKKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSSVGAL
EGQLKKKTGKLLNLSPOQNLVYDCVSENDGCGGGYMTNAFQYVQKNRGIDSE
DAYPYVGQDENCMYNPTGKAAKCRGYREIPEGNEKALKRAVARVGPISVAI
DASLTSFQFYRKGVYYDENCNSDNLNHAVLAVGYGIQKGNKHWIIKNSWGE
NWGNKGYILMARNKNNACGIANLASFPKM
MHISVILFCALWSAVSAENSDDYELMYVNLDNEIDNGLHPTEDPTPCDCSRE
NSEWDKLFTMLENSQMREGMLLQATDVMLRGELQKLQAELGRLEGSLQKL
CGPEAPSETRLARALDDLLQASRDAGRRLARLEDAGALRPQEEAGRALGAV
LEELRRTRADLRAVQGWAASRWLPAGCETAILFPMRSKKIFASVHPVTPMK
LETFSACIWVKATEVLNKTVLFSYGTKRNPYEIQLYLSYRSIMLVVGGEENRL
VADAVISLGTWTHLCSTWDSKKGHMALWVNGDSVATAVDMATGHVVPEG
GILQIGQEKNGCCVGGGFDETLAFSGRLTGFNIWEGVLSNEEIREAGGAESC
HIRGNVVGWGVTEIQPHGGAQYVY
MOVLLOQCARLVLALAFILFSSSVOGSPVQRAGYQCNPDSPDSNSANCIEEK
GTAFDILRGESSRIPPPRTDISPLMNSKNLNEVFPLSEDISGSGSGAESGSGF
LNEIEQEYQPVEENDAFYYTFRSRKRNVPSYNQDLGQDGPEEDFTI
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GENEBANK
(No. acceso
NCBI)

NOMBRE ABREVIACION

SECUENCIA

NP_776586.1

NP_777094.1

NP_776788.1

Precursor_de PSAP
prosaponina

Inhibidor E2 de serin

proteasa SERPINE2

Precursor de la cadena

BA de la inhibina INHBA

MYSFEVLASLLGGALASPVLGLRECTRGSAVWCQNVKTAADCGAVQHCLQ

TVWSKPTVKSLPCDICKDVITAAGNLLKDNATEQEILMYLERTCDWLPKPNM
SASCKEIVDSYLPVILDMIKGQMSHPGEVCSALNLCESLQKHLAELNHQKQL
ESNQIPELDMAEVVAPFMANIPFLLYPQDGSHSKPQPKKANGNVCQDCIQLV
TDVQEALRTNSTFVEALVDHAKEECDRLGPGMSDMCKNYINQYSEVAIQMV
MHMQPKEICVLAGFCDEVKEMPMKTLVPAEVVSENVIPALGLVEPIKKDPAP
AKADIYCEVCEFVVKEVAKLIDNNRTEEEILHALDKVCSKLPTSLAEQCQEVV
DTYGSSILSILLDEASPELVCSMLHLCSSRGLPAATVRVMPRKDGGFCEVCK
KLVGYLDRNLEKNSTKEQILAALEKGCSFLPDQYRKQCDQFVTEYEPVLIEIL
VEVMDPSFVCLKIGACPAAHKPLLGAEKCVWGPSYWCQNMESAALCNAVE
HCRRHVWN
MNWHFPFFLVASVTLPSVCSQFNPLSLEELGSDTGIQVFNQIVKSQPHDNIII
SPHGIASVLGMLQLGADGRTKKQLTTVMRYGVNGVGKMLKKINKAIVSKKN
KDIVMVANAVFVKNDSKMEVPFVTRNKDVFQCEVRNANFEDPASACASINA
WVRNETQGMIDSLLSPDLLNGVLTRLVLVNAVYFKGLWRSRFLPENTKKRT
FVAADGKSYQVPMLAQLSVFRCGSTSTPSGLWYNFIELPYHGESISMLIALP
TESSVPLSAIVPHISTKTIDSWVSTMVPKRVQVILPKFTAVAQTDLKEPLKVLG
ITDMFDPSKANFAKITRSENLHVSHILQKAKIEVSEDGTKASAATTAILIARSSP
PWFIVDRPFLFFIRHNPTGAVLFMGQINKP
MPLLWLRGFLLASCWIIVRSSPTPGSEGHSAAPDCPSCALATLPKDVPNSQ
PEMVEAVKKHILNMLHLKKRPDVTQPVPKAALLNAIRKLHVGKVGENGYVEI
EDDIGRRAEMNELMEQTSEITFAESGTARKTLHFEISKEGSDLSVVERAEIW
LFLKVPKANRTRSKVTIRLFQQQKHLQGSLDAGEEAEEVGLKGEKSEMLISE
KVVDARKSTWHIFPVSSCIQRLLDQGKSSLDIRIACEQCQETGASLVLLGKKK
KKEEEGEGKKRDGEGGAGGDEEKEQSHRPFLMLQARQSEDHPHRRRRRG
LECDGKVNICCKKQFFVSFKDIGWNDWIIAPSGYHANYCEGECPSHIAGTSG
SSLSFHSTVINHYRMRGHSPFANLKSCCVPTKLRPMSMLYYDDGQNIIKKDI
QNMIVEECGCS

42



I
w

FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

GENEBANK
(NONé‘Ecl)eSO NOMBRE ABREVIACION SECUENCIA
TNC MGVMTRLWAGLFLALLALPAEGGVLKKVIRHKQQSGMNVTLPEENQPVVF

NP_001071494.1

Precursor de tenascina

NHVYNIKLPVGSQCSVDLESASGEKDLAAPSEPRESFQEHTVDGENQIVFTH
RINIPRRACGCAAAPDVKELLSRLEELENLVSSLREQCTSGAGCCLQSAEGR
VDTRPFCSGRGNFSTEGCGCVCEPGWKGPNCSEPECPGNCHLHGQCLDG
QCVCHEGFTGEDCGQLACPSDCNDQGKCVDGACVCFEGYSGLDCSQETC
PVPCSEEHGRCVDGRCVCQEGFAGEDCREPLCLHNCHGRGRCVENECVC
DEGFTGDDCGELVCPNDCFDRGRCLNGTCSCDEGFTGEDCGQLACPHAC
HGHGRCDEGQCVCDEGFAGPDCSERRCPSDCHERGRCVDGRCECNDGF
TGADCGELQCPRDCSGHGRCVNGQCVCDEGYTGEDCGQRQCPSDCHGR
GRCVDGLCECQPGFQGDDCGEMSCPHDCHQHGRCVNGMCVCDDAYTGE
DCRELRCPGDCSQRGRCVDGRCVCEDGFAGPDCADLACPGNCHGRGRC
VDGQCVCLEGFTGPDCAQRRCPGDCHGQGRCVDGQCVCHEGFTGPDCA
QRSCPNDCSNWGQCVSGRCVCNEGYTGEDCSQVSPPKDLVVTEVTEETV
NLAWDNEMRVTEYLIVYTPTHEDGLEMQFRVPGDQTSATIRELEPGVEYFIR
VFAILENKKSIPVSARVATYLPTPEGLKFKSIKETSVEVEWDPLDIAFETWEVI
FRNMNKDDEEEITKSLRRPETTYRQTGLAPGQEYEISLHIVKNNTRGPGLKR
VTTTRLDAPSQIEVKDVTDTTALITWSKPLAEIDSIELMYGIKDVPGDRTSIDLT
HEENQYSIGNLKPDTEYEVALISRRADMSSNPAKETFTTGLDAPRNLRRISQ
TDNSITLEWRNVKAAADSYRIKYAPISGGDHAEVEVPRSQQTTTRTTLTGLR
PGTEYGIGVSAVKGDKESDPATINAATELDTPKDLRISDPTETSLTLVWQTPV
AKFDRYRLNYSLPSGQPKEVQLTRDTTSFVLRGLEPGQEYSILLTAEKGRHK
SKPARVQASTDHTPELGNLTVTKAGWDGLRLNWTAADQAYEHFVIQVQEA
NGVEAAQNLTVPGNLRAVDVPGLKAATPYRVTIHGVIRGYRTPVLSAEASTG
DTPHLGEVTVSEVGWEALKLNWTAPEGVYEQFLIQVQEPGKEEAAQNLTVP
GGLRSVDLPGLKAATHYSITIRGVTRDFSTAPHSVEALTAMGSPKEIIFSDITE
NAASVSWMAPTTQVESFRVTYVPIAGGAPSAVTVDGTKTQTRLLRLLPGAD
YLVSVIALKGFEESEPVSGTLTTALDGPSSLVTANITDSEALAMWQPAIAPVD
NYVISYTGERVPEITRTVSGNTVEYALTNLEPATEYTLRIFAEKGPQKSSTITT
KFTTDLDSPRDFTATEVQSETALLTWRPPRASVTGYLLVYESVDGTIKEVVL
DPDTTSYSLTDLSPSTYYTARIQALNGTLRSKTVKTIFTTSGVLYRFPRDCSQ
AMLNGDTTSGVYTIYLNNDKTQKQEVFCDMTSDGGGWIVFLRRKNGREDF
YRNWKAYAAGFGDLKEEFWLGLDTLSKITAQGQYELRVDLRDHGESAHAVY
DKFSVGDARTRYRLKVEGYSGTAGDSMAYHNGRSFSTFDKDTDSAITNCAL
SYKGAFWYKNCHRVNLMGRYGDNSHSQGVNWFHWKGHEHSIQFAEMKLR
PSNFRNLEGRRKRA
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GENEBANK
(NONé‘Ecl)eSO NOMBRE ABREVIACION SECUENCIA
MGSPALRPALLLLLPLLLRVPPSRGFPGSGDSPLEDDEVVYSDAKYKDIPW
CSPIKVKYGDVYCRAPQGGYYKTTLGTRCDIRCQKGYELQGSPQVICQSNK
RWSDKVICKQKRCPTLAMPVNGGFKCIDGAYFNSQCEYYCSPGYTLKGEQ
Precursor de la proteina TVRCMDNKAWSGQPATCVDLEPPRIKCPSVKERVAEPNKLTVRVSWETPE
NP_001035579.1 con repetidos dominios SRPX GRDTADGILTDVILKGPPPGSHFPEGDHKIQYTVYDRAENKGTCQFRVKVRV

sushi

RRCGKLHAPENGYMKCSSDGDNYGAVCEFSCVGGYELQGSSARVCQSNL
AWSGTEPTCTAMNVNVGVRTAAALLDQYYEKRRLFIVSTPTARNLLYRLQL

GMLQQAQCGLDLRHITVVELVGVFPTLIGRIGAKVMPPALALQLRLLLRIPLY
SFSIVVLDKHGVDKERYVSLVTPVALFENLIDTFPLRKEEMVLQAEMGQTCNT

N
S
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y homologia con otras especies (Cuadro 4). De acuerdo a esto, los OSFs se
clasificaron con base a su funcién celular. El 58.8 % fueron proteinas de matriz
extracelular (ECM); 29.4 % fueron proteinas de secrecion que al ser
reconocidas por un receptor participan activando un proceso de sefalizacion y
11.8 % fueron proteinas de funcién no identificada (Cuadro 5).
Andlisis de la Expresidén Génica de los OSFs Identificados

Con el fin de analizar la expresion de los OSFs identificados por medio
de la bioinfomatica en el bovino; se procedié a realizar una evaluacion
cuantitativa del mRNA de los genes que codifican para cada uno de los OSFs,
con la finalidad de conocer aquellos que se expresen de forma exclusiva en el
ovocito, o bien, que ademas de expresarse en el ovocito pueden ser
expresados por otros tipos celulares (Cuadro 6). Primeramente, este andlisis se
condujo de forma global utilizando diversos tejidos somaticos (corazén, pulmon,
rifién, higado, bazo, masculo, testiculo adulto, testiculo fetal, ovario adulto y
ovario fetal). Posteriormente el analisis de expresion se realiz6 en células
foliculares (células de la granulosa, ovocito inmaduro y maduro). Los resultados
se mencionan a continuacién respetando la clasificacion de funcién celular de
cada OSFs (Cuadro 5).
Expresion de OSFs de Matriz Extracelular

MMP1. Las metaloproteinasas (MMPs) son una familia de mas de 20
enzimas proteoliticas extracelulares que destruyen todos los componentes de la
matriz extracelular (ECM), éstas incluyen cuatro clases: colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas y enzimas tipo membrana (Brikedal-Hansen et al.,

1993; Haggglund et al., 1999). La metaloproteinasa 1 (MMP1) es una
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Cuadro 4. Proteinas de secrecion identificadas, las rutas metabolicas en las que participan, su funcion y homologia con
otras especies

Numero de Nombre Via metabdlica Funcién (KEGG Homoloaia
acceso NCBI (KAAS) Brite) g
Precursor del factor 2 derivado de células estromales
NP_001030400.1 parecido al 1 (SDF2L1) - - Bos mutus
] L . s o Neuropéptido Fukomys
Precursor de la proteina de transcripcion regulada por Via de sefializacion . .
NP_001007821.1 cocaine y anfetamina (CARTPT) adipocitocina reIaqonado con el damarensis
apetito en humanos Mus musculus
Precursor de la isoforma 1 de la proteina 1 secretada por el ) )
NP_001033776.1 ovocito (OOSP1) Bos mutus
NP_776896.1 Precursor del inhibidor de metaloproteinasa 1 (TIMP1) . H.”:_l (Facftor . TranSdHCCIOn de Ovis aries
inducible por hipoxia) sefiales
PPAR (Receptor
3 activador de la
NP_776537.1 Metaloproteinasa 1 (MMP1) proliferacion de Hidrolasa, peptidasa .
peroxisomas)
Artritis reumatoide
Céncer
Precursor de la proteina 6 inducible para el factor de Sus scrofa
necrosis tumoral a (TNFAIP6) Equus caballus
Oryctolagus
cuniculus

Homo sapiens
Macaca mulatta
Myotis brandtii
Proteina de matriz Mus musculus
extracelular Ratus norvegicus
Pteropus alecto

NP_001007814.1 -

46



FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

NUmero de
acceso NCBI

Nombre

Via metabdlica
(KAAS)

Funcion (KEGG
Brite)

Homologia

NP_776870.1

NP_001035569.1

N
~  NP_001001598.1

NP_001071494.1

Precursor 2 de la sintasa para prostaglandina G/H
(PTGS2)

Precursor de periostina (POSTN)

Precursor de la proteina 4 prolil hidroxilasa con subunidad
a tipo 3 (P4HAS3)

Precursor de tenascina (TNC)

Metabolismo del acido
araquidonico
En la via de sefilizcion
NF-kB, VEGF, TNF,
oxitocina, sinapsis
serotonérgica,
esteroidogénesis
ovérica, regulacion de
lipdlisis en adipocitos,
cancer

Metabolismo de
arginina y prolina
Vias metabolicas en
general

Via de sefializacion
P13-Akt, adhesion
focal, interaccion

receptor-matriz
extracelular y
MicroRNAs en cancer

Participa en
transduccion de
sefales, enzima

Oxidorreductasa

Transduccion de
sefiales, sefalizacion
molecular e interaccion,
comunidad celular y
componente de matriz
extracelular

Capra hircus
Ovis aries
Bubulus bubalis
Canis lupus
familiaris
Sus scrofa
Ailuropoda
melanoleuca
Felis catus

Homo sapiens
Camelus ferus
Bos mutus
Homo sapiens
Mus musculus
Heterocephalus
glaber
Ailuropoda
malanoleuca
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NUumero de Via metabdlica Funcion (KEGG Homoloaia
acceso NCBI Nombre (KAAS) Brite) g
Bos mutus
Macaca mulatta
Sus scrofa
Canis lupus
Lisosoma, familiaris
diferenciacion de Procesos celulares, Synthetic
osteoclastos, artritis desarrollo de construct

NP_001029607.1 Precursor de catepsina K (CTSK)

I
[e3)

NP_001069727.1
NP_776586.1

Precursor de la proteina relacionada a pentraxina (PTX3)

Precursor de prosaponina (PSAP)
NP_777094.1

Inhibidor E2 de serin proteasa (SERPINE?2)

NP_001020497.1 Precursor de serglicina (SRGN)

reumatoide y en vias
de sefializacion con
receptores Toll

Lisosoma

Nexina derivada de la
glia

osteoclastos, hidrolasa,
peptidasa, chaperonas

Homo sapiens
Oryctolagus
cuniculus
Fukomys
damarensis
Tupaia chinensis

Transpc_)rte y Bos mutus
catabolismo
Sus scrofa
Heterocephalus
glaber
Synthetic
construct
Homo sapiens
Bos mutus

Proteinas de union a
glucosaminoglucano
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Numero de Via metabolica Funcion (KEGG Homologia
acceso NCBI Nombre (KAAS) Brite)
Capra hircus
Ovis aries
Interaccion de Homo
receptors citocina- sapiens Bos
citocina o mutus
. O, Citocina .
Via de sefializacion Sefializacion celular Rattus novergicus
NP_776788.1 Precursor de la cadena BA de la inhibina (INHBA) TGF-B, via de Comunicacion celular Mus musculus
sefializacion que Chaperonas Sus sqrofa
regula la Mesocricetus
H pluripotenciales de las auratus
© .
células madre Fukomys
damarensis
FAlia ARt~

Precursor de la proteina con repetidos dominios sushi

NP_001035579.1 (SRPX)

Homo sapiens
Mus musculus
Camelus ferus
Bos mutus
Ailuropoda
melanoleuca
Tupaia chinensis
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Cuadro 5. Clasificacion de los OSFs de acuerdo a su funcion celular

PROTEINA SECRECION
TIPO DE PROTEINA IDENTIFICADA

CTSK
TIMP1
MMP1
SRGN
TNPAIP6
POSTN
P4HA3
TNC
PTX3
SERPINEZ2

Proteinas de Matriz Extracelular

CARPT
PTGS2
INHBA

SDF2L1
PSAP

Proteinas de Sefializacion

OOSP1
SRPX

Proteinas de funcion no identificada

50



'_: FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

Cuadro 6. Expresion de los genes evaluados en los diversos tejidos y células analizados

Genl/tejido Corazon Pulmén Rifibn Higado Bazo Mdusculo Tzztl'ﬂi)lo Tefs;(;tjlo g(\jlilrtlg Of\é?glo Cell:La o ir?r:l/gtcjllj?o 2\;%(3:8
granulosa
mmp1l - - - - - - - - - - + - -
timpl + + + + - + + + + + + + -
tnfaip6 + + - - - + - + - - + + -
ptx3 - + - - - - + + + - + + -
postn + + + + - + + + + + + + -
p4ha3 + - - - - - + + + + + + -
tnc + + + + - + + + + - + + -
ctsk + + + + - + + + + + + + -
serpine2 + + - + - + + + + + + + -
srgn + + + + - + + + + + + + -
- cartpt - + + - - - + - + - + + -
= sdf2i1 + + - + - + + + + + + + -
ptgs2 - - - + - + - + + - + + -
psap + + + + - + + + + + + + -
inhba + + - + - + + + + + + + -
oospl - + + - + + - + + + + + -
Srpx + + + + - + + + + + + + -

+ Presencia de la expresiéon del gen.
— Ausencia de la expresion del gen.
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colagenasa, que degrada el colageno, mayor componente de la ECM (lwahashi
et al, 2000; Curry y Osten, 2001). La ECM provee un soporte filamentoso donde
las células que componen un tejido estan sostenidas. Aqui las MMPs participan
en la remodelacion de ésta durante procesos fisiologicos (Brikedal-Hansel et al,
1993; Mcintush y Smith, 1998). En este estudio no se encontré expresion del
gen que codifica para esta proteina en ninguno de los tejidos analizados
(Grafica 4), ni en los ovocitos inmaduros y maduros (Gréfica 5), solamente se
encontré expresion de éste en las células de la granulosa (Cuadro 6); lo que
delimita claramente su especifidad en las células foliculares. Esto coincide con
las investigaciones realizadas por Tadakuma et al. (1993), en las que se
encontré la presencia de MMP1 en células de la teca y de la granulosa que se
encontraban rodeando el orificio de ruptura folicular en conejos, y con los
resultados de Roswell et al.(2014) quienes detectaron la presencia de MMP1
en niveles 100 veces mas altos en las CGs que en células de la teca en ovarios
humanos. La explicacién del porqué MMP1 esta presente en las CGs puede
deberse a que durante la ovulacidon es necesaria la degradacion de fibras de
colageno en el foliculo, y probablemente MMP1 es esencial para iniciar la
degradacion de colageno fibrilar en la tunica albuginea (Mcintush y Smith,
1998). Ademas, como la foliculogénesis esta caracterizada por mudltiples
modificaciones que sufre el foliculo en su crecimiento, el tejido conectivo del
ovario debe ser remodelado y las MMPs especificas son llamadas para que
actuen en respuesta a sefiales hormonales (Curry y Osten, 2001).

TIMP1. Durante la ovulacion, la degradacion proteolitica de la pared

folicular es requerida para liberar el ovocito maduro, donde proteasas como
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Grafica 4. Abundancia relativa mRNA de mmpl en tejidos somaticos.
*Indica expresion nula.
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Grafica 5. Abundancia relativa mRNA de mmpl en las células foliculares.
*Indica expresion nula.
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MMPs tienen un papel importante. Estas MMPs pueden ser inhibidas por
proteinas inhibidoras de metaloproteinasas tisulares, conocidas como TIMPs
(Haggglund et al.,, 1999). El gen para el precursor de TIMP1 se encuentra
localizado en el cromosoma X del bovino y se denomina timpl (Amaral et al.,
2002). TIMP1 es un péptido multifuncional implicado en el proceso de ovulacién
capaz de exhibir actividad esteroidogénica in vitro, pero no hay evidencia de
esto en sistemas in vivo (Nothnick et al., 1997). En la presente investigacion se
encontré que TIMP1 se expresa en 9 de los 10 tejidos analizados (Grafica 6),
siendo la expresion mas elevada en ovario y testiculo fetal, asi como en
musculo (P < 0.05). En lo que respecta a la expresion de timpl en células
foliculares (Grafica 7), solo se expresé en CGs y ovocito inmaduro. Aunque no
hubo diferencia estadistica ambos tipos celulares (P > 0.05), es notorio que la
expresion tiende a ser mayor en CGs. Esto coincide con lo reportado por
Haggglund et al. (1999), quienes reportaron que TIMP1 fue localizada en CGs y
de la teca de foliculos ovulatorios y preovulatorios grandes; ademas, la
expresion de esta proteina fue dinamicamente regulada en el ovario durante el
periodo preovulatorio y expresada en altos niveles en la ovulacion.
Bagavandoss (1998) detect6 mediante inmunofluorescencia la presencia de
TIMP1 principalmente en vasos sanguineos y células de la teca, en menor
cantidad que en CGs, y la expresion espacio temporal de estos inhibidores
sugiere un papel diverso de estas proteinas en el desarrollo folicular, ovulacion
y desarrollo, mantenimiento y regresion del cuerpo luteo, lo que explica la
presencia de TIMP1 en algunos tejidos reproductivos. Ademas se ha

demostrado que esta proteina también es
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Grafica 6. Abundancia relativa mRNA de timp1l en diferentes tejidos somaticos
*Indica expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05).
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Grafica 7. Abundancia relativa mRNA de timp1l en células foliculares (P > 0.05).
* Indica expresion nula
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capaz de incrementar la esteroidogénesis de células de la teca (Shores y
Hunter, 2000); las cuales se encuentran embebidas en considerable ECM, la
cual requiere protedlisis extensiva para degradarse. Otra posible explicacion por
la cual TIMP1 se expresa en ovario, ovocito inmaduro y CGs, es porque se ha
visto que aumenta la tasa de obtencion de blastocitos, lo que fue demostrado
por Funahashi et al. (2000) quienes al adicionar TIMP1 en medios de cultivo
para produccion de embriones porcinos in vitro observaron que se aumenté la
tasa de blastocistos obtenidos, ya que en los tratamiento donde se adicion6 una
concentracion de 1.25 pg/ml de TIMP1 se obtuvo un 34 + 3 %, donde se
colocaron 2.50 ug/ml de esta proteina se obtuvo un 32 +1 % y un 28 = 1 % fue
obtenido donde se colocaron 5.00 pg/ml de TIMP1; en el grupo control se
obtuvo un 22 = 3 % de obtencidn de blastocistos. Ademas de esto, la expresion
de este gen no es exclusiva de tejidos reproductivos; al participar en
remodelacion tisular se ha visto que se encuentra presente en diversos fluidos
corporales que bafian tejidos, donde puede actuar como primera linea de
defensa para regular la accion de MMPs y subsecuentemente quebrar y
remodelar el tejido (Nothnick et al., 1997). TIMPL1 tiene actividad parecida al de
un factor de crecimiento en algunos tipos celulares como en los precursores de
células eritroides (Hayakawa et al., 1992) lo que explica su presencia en
diversos tejidos somaticos.

TNFAIPG6. La proteina 6 inducible para el factor de necrosis tumoral a es
capaz de unir acido hialurénico, al transferir covalentemente las cadenas

pesadas del inhibidor de la inter-tripsina a, lal, al hialurano (Wisniewski et al.,
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1994). Esta habilidad que posee de unir a hialurano e interactuar con lal
permite que estabilice la ECM, lo que la convierte en un candidato potencial
para involucrarse en la organizacion de la ECM durante la expansiéon cumular
del COC (Fulop et al., 1997). En este estudio, la expresiéon del gen tnfaip6 fue
encontrado en los tejidos somaticos corazon, pulmon, masculo y testiculo fetal.
Lo que llama mucho la atencion es que la expresion haya sido nula para el
tejido de ovario y ovario fetal (Grafica 8), dado que en las células foliculares
(Grafica 9) esta expresion es muy alta en CCs, aunque sin diferencia estadistica
al ser comparada con la expresion en ovocitos inmaduros (P > 0.05). Esto se
puede deber a que TNFAIP6 es especificamente transcrita en reacciones de
inflamacion (Yoshioka et al., 2000), la cual es inducida en varios tipos celulares
por citocinas inflamatorias (Wisniewski et al., 1994). A pesar de que TNFAIP6
no es exclusivo de ovocito, ovario o CGs, se ha demostrado que se expresa en
foliculos ovaricos que han sido inducidos a ovulaciéon. Esto es debido a que el
proceso de ovulacién tiene similitudes con los procesos inflamatorios (Yoshioka
et al., 2000). Ademas, la matriz cumular del COC depende de ciertas proteinas
que estabilizan esa matriz, por lo que son importantes en el proceso de
ovulacion y una de ellas es TNFAIP6 (Alvino, 2010). Dado que la expansion
cumular del COC es un proceso obligatorio para la fertiidad de la hembra
(Salustri et al., 1990), las proteinas involucradas en este proceso también son
fundamentales. Fulop et al. (2003) demostraron que TNFAIP6 participa en el
proceso de expansion cumular, ya que al generar hembras de raton deficientes
en este gen, la expansion del COC falla. Esto debido a la imposibilidad de que

las CCs ensamblen la matriz ECM con el acido hialurénico. Ademas también
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Grafica 8. Abundancia relativa de mRNA de tnfaip6 en tejidos somaticos (P >

0.05).
* Indica expresion nula
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Grafica 9. Abundancia relativa mRNA de tnfaip6 en células foliculares (P >
0.05).
* Indica expresion nula.
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demostraron que las hembras recuperan su fertilidad al tratarlas con TNFAIP6
recombinante.

PTX3. Pentraxina 3 es importante en la estabilizacion de la matriz
cumular, se une a las cadenas pesadas de lal y TNFAIPS6, la cual es esencial
para la formacion de la matriz cumular y permite la interaccidon con hialurano
(Rusell y Robker, 2007; Scarchilli et al., 2007; Levoli et al., 2011). La expresion
del gen ptx3 se observo sin diferencia (P > 0.05) en pulmén, testiculo, testiculo
fetal y ovario (Grafica 10). Llama la atencion que la expresion tienda a estar
méas aumentada en testiculo fetal y sea nula en ovario fetal. Esto indica que tal
vez esta proteina se encuentra involucrada en los procesos de determinancion
de la linea germinal masculina. En las células foliculares, la expresion de ptx3
fue nula en ovocitos maduros y se observo de manera similar (P > 0.05) en CGs
y ovocito inmaduro (Grafica 11), aunque tiende a expresarse mas en CGs. Lo
anterior coincide con los resultados reportados por Salustri et al. (2004), donde
se encontré que PTX3 es secretada por las CCs durante la expansion cumular y
actia para estabilizar la proteinaTNFAIP6 con la finalidad de mantener
expandida la matriz del COC. Aunado a ésto, se observo que la infertilidad de
hembras de raton deficientes para esta proteina se encuentra asociada con
anormalidades del COC vy falla in vivo, pero no in vitro, de fertilizacion del
ovocito. En estas hembras el hialurano sintetizado es normal, pero es incapaz
de organizarse en una matriz estable, ya que PTX3 patrticipa en el ensamble de
acido hialurénico en el COC (Levoli et al., 2011). Otro estudio que coincide con
que PTX3 tiene un papel importante en la interaccion del COC en el periodo

periovulatorio, fue el realizado por Varani et al. (2002), donde se observé que la
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Grafica 10. Abundancia relativa mRNA de ptx3 en tejidos somaticos (P > 0.05).
* Indica expresion nula.
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Grafica 11. Abundancia relativa mRNA de ptx3 en células foliculares (P > 0.05).
* Indica expresion nula.
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expresion de PTX3 en el ovario es especificamente observada después de la
onda de LH en las CGs adyacentes al ovocito. Ellos trabajaron con hembras de
ratones deficientes para PTX3 y encontraron que éstas eran subfértiles debido
a defectos en la integridad del COC.

POSTN. Periostina es una proteina de ECM (Heo et al., 2011; Lee et al.,
2011) que fue originalmente identificada como factor 2 especifico de
osteoblasto (OSF2) y es altamente expresado en periosteo embrionario,
valvulas cardiacas y ligamento periodontal, asi como heridas y en varios tipos
de tejido en cancer; ademas esta involucrada en angiogénesis (Rios et al.,
2005; Hu et al., 2014; Liu y Du, 2015; Zhang et al., 2015). Se ha reportado su
expresion en aorta, estbmago, tracto gastrointestinal, placenta y Utero; y tiene
tendencia a una mayor expresion en tejidos fetales (Gillan et al., 2002). Estas
pueden ser las posibles explicaciones del porqué no se encuentra diferencia (P
> 0.05) en la expresién de esta proteina en la mayoria de los tejidos soméaticos
evaluados (Grafica 12). La expresion de esta proteina no se observo en
ovocitos maduros pero si en CGs y ovocito inmaduro (Grafica 13). Un posible
papel de POSTN en tejidos reproductivos de la hembra es que es una proteina
que puede influir en la implantacion, ya que es una proteina de adhesion celular
(Morelli et al., 2014; Di Cello et al., 2015). Hasta la fecha se desconoce cuél es
la funcion de esta proteina en foliculos ovaricos y no se explica el porqué es
secretada por el ovocito.

P4HAS. La proteina 4-prolil hidroxilasa con subunidad a tipo 3 es una
enzima involucrada en la hidroxilacion del procolageno. Tiene un papel central

en la sintesis de todos los tipos de colageno, el mayor componente de la ECM
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Grafica 12. Abundancia relativa mRNA de postn en tejidos somaticos.
*Indica expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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Grafica 13. Abundancia relativa mRNA de postn en células foliculares (P >
0.05).
*Indican expresion nula.
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(Kivikko y Myllyhatju, 1998; Saika et al., 1998; Iwahashi et al., 2000). En este
trabajo, la expresion del gen p4ha3 se encontré delimitada a los siguientes
tejidos: corazon, testiculo, testiculo fetal, ovario y ovario fetal (Grafica 14). Cabe
mencionar que aungue no hubo diferencia estadistica significativa (P > 0.05), la
expresion fue mas elevada en testiculo fetal y ovario fetal. Tal parece que esta
proteina esta muy relacionada con los procesos iniciales de la gametogénesis.
Al evaluar la expresion de este gen de forma particular en células foliculares
(Gréfica 15), se observd una expresion similar en células de la granulosa y en
ovocito inmaduro (P > 0.05). Esto puede ser debido a que el incremento en el
tamafio folicular se acompafia por una capa de células de la teca grande y
gruesa con incremento en la sintesis de colageno (Hatzirodos et al., 2014).
TNC. Los cambios extensivos e intrincados en el arreglo fisico de las
células dentro de un foliculo en desarrollo sugieren que la ECM es un factor
importante y dinamico en la foliculogénesis, por lo que las proteinas que se ven
involucradas en la ECM también son esenciales para el desarrollo de los
foliculos ovéricos, tal es el caso de la tenascina C conocida como TNC
(Woodruff y Shea, 2007). Las tenascinas son una familia de cuatro proteinas de
ECM: tenascina C, X, Ry W. TNC es regulada por el microambiente del tejido
donde se encuentra. Se ha localizado en tejido conectivo en adultos y en sitios
de reparacion y regeneracion tisular, posee efectos sobre proliferacion,
diferenciacion, motilidad, migracion e inhibicién de adhesion celular. Este dltimo
proceso induce la secrecion de MMPs de las células que se encuentran en
contacto con TNC (Bartsch, 1996; Yasuda et al., 2005; Tucker y Chiquet-

Ehrismann, 2009; Chiquet-Tucker, 2010).
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Grafica 14. Abundancia relativa de mRNA de p4ha3 en tejidos somaticos (P >
0.05).
*Indican expresion nula.
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Grafica 15. Abundancia relativa mRNA de p4ha3 en células foliculares (P >

0.05).
*Indican expresion nula.
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La expresién de TNC es inducida en heridas, lesiones inflamatorias y en
tumores (Chiquet-Tucker, 2010). Se ha localizado en rifidn, higado, bazo y
musculo liso (Retting et al., 1994), lo que coincide con nuestros resultados
mostrados en la Grafica 16. La ausencia de diferencia estadistica entre tejidos
somaticos y reproductivos puede deberse a la participacion de TNC en lesiones
inflamatorias. Pero a pesar de no ser una proteina exclusiva de tejidos
reproductivos de hembras, se ha demostrado la importancia de TNC en la
regulacion de funciones ovaricas, ya que Yasuda et al. (2005) observaron que
TNC se encuentra presente en la capa de células de la teca externa de foliculos
en crecimiento en la membrana basal y en la capa de células de la teca externa
de foliculos atrésicos de raton. Ademas, también se ha demostrado la
produccion de TNC en humanos en las CCs (Familiari et al., 1996), lo que
concuerda con el resultado obtenido en nuestro andlisis de expresion del gen
tnc en células foliculares (Grafica 17) y evidencia la importante funcidon que
tiene esta proteina en foliculos ovaricos.

CTSK. Las catepsinas son proteinasas lisosomales compuestas de
cisteina que pertenecen a la familia de la papaina. Catepsina K participa en una
gran variedad de procesos proteoliticos, incluyendo la degradacion de la ECM
(Ishidoh y Kominami, 1998; Robker et al., 2000; Oksjoki et al., 2001). Por eso la
expresion de este gen no tuvo diferencia estadistica (P > 0.05) en la mayoria de
los tejidos evaluados (Grafica 18). Sin embargo, cabe destacar que en ovario
fetal ctsk muestra una tendencia de mayor expresion, esto debido a que ctsk se
expresa en abundancia en las CCs rodean al ovocito de animales prepuberes;

de hecho se ha observado que la expresion de ctsk compromete el desarrollo
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Grafica 16. Abundancia relativa de mRNA de tnc en tejidos somatico.

*Indican expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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Grafica 17. Abundancia relativa de mRNA de tnc en células foliculares (P >

0.05).
*Indican expresion nula.
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Grafica 18. Abundancia relativa de mRNA de ctsk en tejidos somatico.

*Indican expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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competente del ovocito.

Al inhibir su accién hay un mayor desarrollo competente y menor
porcentaje de células apoptéticas (Bettegowda et al., 2008). En 2001, Oksjoki et
al. detectaron CTSK en la teca externa, en epitelio germinal y en el ovocito del
foliculo primordial y primario, asi como en CGs, de la teca y ovocito del foliculo
secundario y de Graaf, y en el cuerpo luteo, algo similar a la expresién que se
observd en este estudio sobre las células foliculares (Grafic 19), lo que indica
una funcion de esta proteina sobre foliculos ovaricos.

SERPINE2. Durante el crecimiento folicular antral existe una
remodelacion de ECM, donde el inhibidor E2 de serin proteasa (SERPINE2)
inhibe a las serin proteasas que degradan la ECM (Cao et al., 2004). En la
presente investigacion se observdO que en ovario fetal la expresion fue
claramente mayor (P < 0.05) comparada contra la expresion de los demas
tejidos evaluados, los cuales mostraron una expresion del gen serpine2 ubicua
(Grafica 20). En el caso del analisis de expresion en las células foliculares,
serpine2 mostré expresarse de una forma muy similar en CGs y en ovocito
inmaduro (P > 0.05), mientras que en ovocito maduro dicha expresion fue nula
(Grafica 21). SERPINE2 se ha localizado en CGs y en ovocitos de foliculos
primordiales, primarios y secundarios preantrales. En bovinos su expresion
cambia con el desarrollo de los foliculos dominantes en crecimiento. En el
mismo estudio donde reportan lo anterior se encontraron altos niveles de
SERPINE2 en ovario fetal, bajos niveles en testiculo fetal y niveles apenas
detectables en musculo y testiculo adulto (Bédard et al., 2003) lo que coincide

con los resultados aqui mostrados.
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Grafica 19. Abundancia relativa de mRNA de ctsk en células foliculares (P >
0.05).
*Indican expresion nula.
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Grafica 20. Abundancia relativa de mRNA de serpine2 en tejidos somatico.
*Indican expresion nula vy literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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Grafica 21. Abundancia relativa de mRNA de serpine2 en células foliculares (P
> 0.05).
*Indican expresion nula.
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SRGN. Los proteoglicanos son los mayores constituyentes de la ECM, tal
como de superficies celulares y membranas basales. La serglicina (SRGN) ha
sido caracterizada como un proteoglicano intracelular involucrado en la
formacion de granulos secretores y vesiculas, tal como en el almacenamiento y
secrecion de varios componentes de la ECM, ademas interviene en la sintesis y
secrecion de proteasas (Mihm et al., 2008; Theocharis et al., 2014). La SRGN
es sintetizada por células inflamatorias y estromales (Abrink et al., 2004;
Korpetinou et al., 2014) y se ha detectado su expresion en varios tejidos
somaticos como pancreas, musculo liso, células endoteliales, fibroblastos e
higado fetal (Kulseth et al., 1999; Ho et al., 2001; Bierderbick et al., 2003).
Kolset y Tveit (2008) sugieren que SRGN puede estar involucrada con el
transporte a los sitios blanco, donde las proteasas son liberadas para realizar
sus funciones. En este estudio se observd que la expresién de srgn se da de
mayor forma en los tejidos de pulmon y ovario fetal (P < 0.05), no asi en los
demas tejidos somaticos evaluados, donde la expresion tiende a ser ubicua
(Grafica 22). En las células foliculares la expresion no tiene diferencia
significativa (P < 0.05) pero tiende a ser mas elevada en células de ovocito
inmaduro que en CGs (Grafica 23). Es importante resaltar que Gilbert et al.
(2012) encontraron que la expresion de SRGN estaba asociada a CGs de
foliculos dominantes, ya que en éstos su expresion se veia aumentada.
Aumento 1.8 veces de foliculos pequefios a dominantes y se redujo 4.9 veces
de dominante a foliculo ovulatorio, lo que indica que SRGN cumple una funcion

en el desarrollo del foliculo dominante.
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Grafica 22. Abundancia relativa de mRNA de srgn en tejidos somaticos.
*Indican expresion nula vy literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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Grafica 23. Abundancia relativa de mRNA de srgn en células foliculares (P >
0.05).
*Indican expresion nula.
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Expresion de OSFs de Sefalizacion

CARTPT. El gen del precursor de la proteina de transcripcion regulada
por cocaina y anfetamina (CARTPT) se localiza en el cromosoma 20. Es un gen
compacto de 1768 pares de bases (pb) que comprende 3 exones separados por
dos intrones de 425 y 866 pb, respectivamente (Valle et al., 2005) y codifica
para una proteina de 116 aminoacidos. La expresion de CARTPT fue primero
descubierta en el cerebro, donde es mejor conocida por sus efectos
anorexigénicos al relacionarse con leptina y neuropéptido Y (Kristensen et al.,
1998), neuroendocrinos (Vrang et al., 2000), de desarrollo, en procesos
sensoriales, estrés, control endocrino y otros procesos fisioldgicos (Jaworski et
al., 2003; Khuar et al.,, 2000). Fueron Kobayashi et al. (2004) quienes
identificaron la presencia de CARTPT en bovinos en ovarios adultos y fetales,
asi como en mayor cantidad en CGs y en fluido folicular. Ellos concluyeron que
la expresion de CARTPT en CGs es temporalmente regulada y potencialmente
asociada con la salud folicular, ya que CARTPT puede inhibir la produccién de
estradiol en CGs. En el presente estudio se encontré6 que el gen cartpt se
expresa de mayor forma en ovario (Grafica 24), aunque no hay diferencia con
respecto a la expresion observada en pulmoén vy rifion (P > 0.05); donde si se
observa significativemente mayor es en las células de ovocito inmaduro (P <
0.05) comparado con las CGs (Grafica 25). Su mayor expresion en los tejidos
de la hembra puede deberse a que CARTPT esta involucrado en la produccion
de estradiol estimulada por la FSH en células de la granulosa in vitro y la
sefalizacion de CARTPT en el foliculo desencadena la supresion de la

produccion de estradiol, observandose mayor expresion de CARTPT en
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Grafica 24. Abundancia relativa de mRNA en tejidos somaticos.
*Indican expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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Grafica 25. Abundancia relativa de mRNA de cartpt en células foliculares.
*Indican expresion nula vy literales diferentes indican diferencia estadistica (P <
0.05).
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foliculos subordinados que en foliculos dominantes, lo que indica que es un
regulador local de atresia folicular en el ovario bovino (Lv et al., 2009; Folger et
al., 2013).

SDF2L1. El gen para el factor 2 derivado de células estromales parecido
al 1 (sdf2l1) se localiza en el cromosma 17, el cual al expresarse genera una
proteina localizada en reticulo endoplasmico que es inducida por el estrés;
aunque también se ha reportado como una proteina de secrecion producida por
células estromales, pero su funcién no esta definida (Meredith et al., 2013;
Tiwari et al.,, 2013). Esta proteina es miembro de la familia de proteinas O-
manosiltransferasa (Lorenzon-Ojea et al., 2014). A excepcion de rindn donde la
expresion fue nula, la expresion de este gen se encontré de forma ubicua en
todos los tejidos analizados (Grafica 26), lo mismo ocurrio en las CGs y el
ovocito inmaduro (Grafica 27) donde la expresion fue semejante (P > 0.05), en
ovocito maduro no hubo expresion. Esto coincide con la investigacion realizada
por Fukuda et al. (2001) donde SDF2L1 se localizé en cerebro, timo, corazon,
higado, bazo, rifidn, glandula adrenal, madsculo esquelético, testiculo, ovario,
Gtero y médula 6sea. Algo parecido reportd Lorenzo-Ojea et al. (2014) quienes
identificaron la presencia de esta proteina en pulmon y placenta. La razon por la
cual SDF2L1 se encontr0 en todos estos tejidos puede ser que es un
componente del complejo de chaperonas del reticulo endoplasmico y tiene
como funcién las modificaciones de las proteinas (Bauersachs et al., 2004;
Tongaonkar y Selsted, 2009).

PTGS2. La sintasa 2 de prostaglandina G/H es también conocida como

ciclooxigenasa 2 (COX2) es la enzima limitante en la biosintesis de
85



. FACULTAD DE ZOOTECNIA Y ECOLOGIA

10.00

9.00

8.00

7.00

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

Abundancia relativa mRNA

1.00
*

0.00
Corazén Pulmon  Rifién  Higado Bazo Mdasculo Testiculo Testic%llo Ovario  Ovario
e

. fetal
Tejido

Grafica 26. Abundancia relativa mRNA de sdf2I1 en tejidos somatico (P > 0.05).
*Indican expresion nula.
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Grafica 27. Abundancia relativa mRNA de sdf2I1 en células foliculares (P >
0.05.
*Indican expresion nula.
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prostaglandina, porque es la molécula encargada de convertir el acido
araquidonico en prostaglandina G, razén por la cual participa en cualquier
proceso inflamatorio (Smith 1992). En este estudio, el gen que codifica para
esta enzima estuvo presente sin diferencia estadistica significativa (P > 0.05) en
higado, musculo, testiculo fetal y ovario (Gréafica 28). El andlisis de expresion en
células foliculares indicé que tampoco hubo un cambio en la expresion (P >
0.05) de este gen en CGs y en ovocito inmaduro (Grafica 29), aunque es claro
que la expresion tiende a ser mayor en CGs; esto se puede explicar ya que se
ha visto que en bovinos PTGS2 es producida por CCs asi como por células de
la granulosa murales en foliculos preovulatorios y es requerida para la
expansion cumular y ovulacién (Lim et al., 1997; Liu y Sirois, 1998; Nuttinck et
al., 2002; Diaz et al., 2006; Sugiura et al., 2010;). Aunado a esto se ha
encontrado que durante la maduracion del ovocito la expresion de PTGS2
cambia, debido que durante la maduracion las CCs se encuentran en un
proceso llamado mucificacion o expansion, el cual es inducido por estimulacion
de gonadotropinas in vivo o in vitro y lleva a produccién masiva de ECM
mucoide, principalmente de hialurano (Marei et al., 2014).0tro estudio que
indica que PTGS2 participa en la expansion cumular es el que realizaron
Nuttinck et al. en 2011 donde demostraron que al inhibir esta proteina durante
MIV se restringe significativamente la activacion de las protein cinasas mitdgeno
activadas (MAPK) en los ovocitos y que esto reduce la expansion cumular y la
maduracion. Ellos encontraron que esta inhibicion no afecta la fertilizacion, pero
si reduce la velocidad del desarrollo embrionario. La expresiéon de PTGS2 es

necesaria para la expansion cumular en bovinos, debido a que se ha visto que
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Grafica 28. Abundancia relativa mRNA de ptgs2 en tejidos somatico.
*Indican expresion nula (P > 0.05).
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Grafica 29. Abundancia relativa mRNA de ptgs2 en células foliculares (P >
0.05).
*Indican expresion nula.
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la expresidn de ésta se incrementa en los COCs a las 6 y 12 horas después de
la maduracion para luego disminuir (Calder et al., 2001).

PSAP. Prosaponina (PSAP) es un precursor de saponinas A, B, Cy D, el
cual activa la hidrélisis de glicoesfingolipidos, incrementa la union de esperma
de toro a la membrana del ovocito y asi mejora la fertilizacion. PSAP al ser
sintetizada puede tener dos posibles destinos, puede ser transportada al
lisosoma o cuando es altamente glicosilada se le agrega una molécula llamada
TGN para ser secretada (Carvelli et al., 2015). Esta involucrada en el
mantenimiento del sistema nervioso, en sefalizacion de estrés oxidativo,
fertilizacion y posiblemente en el desarrollo de cancer. Se ha encontrado en
cerebro (Ham, 2004), en fluido de testiculo de rata, conductos eferentes,
epididimo y células de Sertolli (Sylvester et al., 1989). También se ha
encontrado en fluidos humanos, fluido cerebroespinal, semen, leche, jugo
pancreatico y biliar (Hineno et al., 1991). La expresion del gen que codifica para
PSAP no mostré diferencia estadistica significativa (P > 0.05) entre los tejidos
evaluados (Gréfica 30). EI mismo resultado mostraron las CGs y ovocito
inmaduro (Gréfica 31), donde la expresion de psap fue practicamente la misma
(P > 0.05). La funcion de PSAP que se tiene bien reportada es que incrementa
la tasa de embriones producidos por fertilizacion in vitro, esto se demostré al
exponer el esperma de ratbn a PSAP recombinante lo que ocasiond un
aumento en la union relativa del esperma al ovocito y por consiguiente aumento
la tasa de obtencidn de blastocitos en ratones (Magargee et al., 2000).

INHBA. Esta subunidad puede formar parte de la hormona inhibina Ba

(Sugino et al., 1992) o bien si se unen dos moléculas de INHBA generan la
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Grafica 30. Abundancia relativa mRNA de psap en tejidos somatico.
*Indican expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05).
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Grafica 31. Abundancia relativa mRNA de psap en células foliculares (P > 0.05).
*Indican expresion nula.
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hormona activina A (Sidis et al., 1998). Las activinas estan implicadas en la
sobrevivencia de células germinales y foliculos primordiales, en crecimiento
folicular, supresion de produccién de andrégenos en células de la teca,
proliferacion de CGs, expresion de receptores para FSH y en atresia y lutedlisis.
Mientras que inhibina es producida en grandes cantidades en foliculos
preovulatorios y suprime la secrecion de FSH. El balance entre activina e
inhibina durante el desarrollo folicular es importante, activina permanece en
altos niveles en estadios tempranos y cuando inhibina aumenta activina baja
(Meehan et al., 2000; Knight et al., 2012). Al evaluar la expresion del gen que
codifica para INHBA se encontré una muy baja expresion en corazon, pulmén e
higado comparado con la expresion alta que se observo en testiculo fetal y
ovario fetal (Grafica 32; P < 0.05), mientras que en los demas tejidos la
expresion no muestra diferencia estadistica significativa (P > 0.05). La posible
explicacion por la cual activina se expresa en tejidos somaticos es porque es un
factor de crecimiento pluripotencial esencial para la homeostasis de los tejidos
adultos (Knight y Glister, 2001; Walton et al., 2012). Mientras que en las células
foliculares (Gréfica 33), es claro que la expresion es mayor en ovocito inmaduro
gue en CGs (P < 0.05). Esto debido a que activina participa en el
establecimiento de las células germinales ovéricas, donde permite la
sobrevivencia y proliferacién de la ovogonia (Van den Hurk y Zhao, 2005). Por
lo que un rol de la activina es la expansiéon cumular. Esto fue demostrado por
Dragovic et al. (2007) donde sometieron COC sin ovocito a un tratamiento con

FSH y activina A y se observo la expansion cumular.
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Grafica 32. Abundancia relativa mRNA de inhba en tejidos somatico.
*Indican expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05).
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Gréafica 33. Abundancia relativa mRNA de inhba en células foliculares.

*Indican expresion nula y literales diferentes indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05).
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Expresion de OSFs de Funcion no ldentificada

OOSPL1. El gen de la proteina 1 secretada por el ovocito (OOSP1) se
encuentra localizado en el cromosoma 15 y esta compuesto por cinco exones;
posee dos variantes OOSP1_v1 (variante 1) que codifica una proteina de 163
aminoacidos y OOSP1 v2 (variante 2) que genera una proteina de 35
aminoacidos. La evaluacion de la expresion de oospl mostrada en la Grafica
34, indica que este gen se expresé de manera similar (P > 0.05) en la mayoria
de los tejidos. Yan et al. (2001) encontraron expresion de OOSP1 en bazo lo
que concuerda con este estudio. En las células foliculares hubo una mayor
expresion (P < 0.05) en el ovocito inmaduro que en las CGs (Grafica 35), lo que
coincide con los diversos estudios que han indicado que el gen que codifica
para OOSP1 es expresado en el ovocito en donde se observa en altos niveles
de expresién en el estado de vesicula germinal y gradualmente disminuye hasta
el estado de blastocisto, hasta que es indetectable (Tremblay et al., 2006;
Griffith et al., 2011; Razza et al., 2013).

SRPX. La proteina con dominios sushi repetidos (SRPX) se localiza en el
cromosoma X. Se le llaman dominios sushi por la estructura que toman, ya que
los residuos de cisteina que posee la secuencia se unen de manera
escalonada, lo que crea un bucle con una proteina contenida en otro bucle. En
mamiferos esta involucrada en adhesion celular y con regulacion de la
activacion del complemento (Meindl et al., 1995; Ria et al., 2009; Tanaka et al.,
2012). En este estudio la expresion del gen srpx en tejidos somaticos (Grafica
36) se mostr6 mas elevada en ovario fetal y musculo, comparada con los

demas tejidos donde la expresion fue baja (P < 0.05). En células foliculares esta
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Grafica 34. Abundancia relativa mRNA de oosplen tejidos somético (P > 0.05).
*Indican expresion nula.
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Grafica 35. Abundancia relativa mRNA de oosplen células foliculares.
*Indican expresion nulay literales diferentes indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05).
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Grafica 36. Abundancia relativa mRNA de srpxen tejidos somatico.
*Indican expresion nulay literales diferentes indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05).
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expresion tendié a ser mas elevada en células de la granulosa que en ovocito
inmaduro (Grafica 37; P> 0.05). Diversos estudios la encontrado expresada en
liquido folicular secretado por CGs (Twig et al., 2012) y en ovocito (Jiang et al.,
2014).
Andlisis Global de la Expresion de OSFs en Tejidos Somaticos

Conjuntando toda la informacion obtenida en este estudio, se puede decir
gue de los 17 OSFs identificados, 16 de ellos (94 %) son expresados en otros
tejidos somaticos, por lo que no son exclusivos del ovocito. El gen que codifica
para la proteina MMP1 fue el Unico que solo se expresa en CGs (Cuadro 6).
Algo importante de recalcar es que el 64 % de los OSFs analizados (INHBA,
TIMP1, POSTN, PSAP, P4HA3, TNC, SRGN, CTSK, SRPX y SERPINE2)
tienden a estar mas elevados en el ovario fetal; lo que indica que si bien estos
OSFs no son exclusivos tienen una importante participacion durante el
desarrollo folicular en el periodo de desarrollo embrionario.
Andlisis Global de la Expresién de OSFs en Células Foliculares

Es importante destacar que ovocito maduro no mostré expresion de
ninguno de los genes evaluados (Cuadro 6), esto es logico, ya que durante el
crecimiento y diferenciacion del ovocito, éste se dedica a una transcripcion
intensa de RNA y sintesis de proteina (Rodman y Bachrova, 1976) de manera
tal que cuando alcanza la maduracion la actividad transcripcional del genoma
del ovocito es silente, debido a que en sus primeros estadios ha sintetizado y
almacenado los transcritos requeridos para la maduracion meidtica y las
primeras divisiones embrionarias (De La Fuente y Eppig, 2001). De hecho el

encontrar transcripcion activa en ovocitos maduros, en metafase Il, sugiere que
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Grafica 37. Abundancia relativa mRNA de srpx en células foliculares (P > 0.05).
*Indican expresion nula.
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este ovocito aun se encuentra en el proceso de sintesis de sustancias
requeridas para la maduracion meidtica y que aun no esta competente. Liu y
Aoki (2002) observaron que la frecuencia de extrusion del primer cuerpo polar
tiene una correlacion negativa con la actividad transcripcional. Cuando el
crecimiento esta completo, las transcripcion se vuelve silente, y suficientes
moléculas han sido almacenadas en el ovocito para la meiosis y desarrollo
competente. En lo que respecta a la expresion de los OSFs en las CGs y en el
ovocito inmaduro, aunque en la mayoria de las expresiones comparadas no
hubo diferencia estadistica (P > 0.05), lo que es claro es que hay una marcada
diferencia en el tipo de OSFs que se expresan en uno u otro tipo celular. Los
OSFs que tienden a expresarse mayormente en las CGs corresponden a
proteinas de ECM, mientras que en el ovocito inmaduro la mayoria de las
proteinas expresadas pertenecen al tipo de proteinas de sefalizacion (Cuadro
7).
Uso Potencial de los OSFs Identificados como Factores Paracrinos en MIV
Una de las grandes perspectivas de los procesos de biologia
reproductiva, es mejorar los protocolos de maduracion in vitro de ovocitos,
teniendo en cuenta que el ovocito secreta OSFs como GDF9, BMP15, FGF8 y
ADMZ2, que actian de forma paracrina en el COC en desarrollo, con la finalidad
de promover madurez y compentencia en este gameto; seria interesante
comprobar cual de los OSFs que hemos identificado son adecuados para
utilizarse de forma recombinante y agregarse a los cultivos de maduracion in
vitro de los ovocitos, tal como si fueran un factor de crecimiento. Con la

informacion que hemos obtenido en la presente investigacion y con lo
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las células foliculares

CELULA FOLICULAR TIPO DE PROTEINA OSF
TIMP1
MMP1
TNFAIP6
Proteinas de matriz POSTN
extracelular
P4HA3
TNC
Células de la granulosa PTX3
Proteinas de PTGS2
senalizacion
Proteinas de funcién no SRPX
identificadas
Proteinas de matriz SRGN
extracelular SERPINE2
Ovocito inmaduro , CARTPT
Proteinas de INHBA
sefalizacion
SDF2L1
Proteinas de funcién no OOSP1

identificadas
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consultado en la literatura, fue posible predecir que TNFAIP6, PTX3, PTGS2 e
INHBA son excelentes candidatos para utilizarse como factores paracrinos
durante el protocolo de MIV. En el Cuadro 8 se detalla el criterio de seleccion
para estos OSFs. Estas proteinas se encuentran disponibles en el mercado de
individualmente (BioRad, 2015; CUSABIO, 2015; Holzel, 2015) por lo que es
factible adquirirlas de manera comercial para aplicarlas directamente en los
medios de cultivo para MIV de ovocitos; lo que eliminaria la necesidad de clonar
los genes de dichas proteinas, por lo que se podria evaluar de una forma mas

rapida su uso como OSF.
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Cuadro 8. Seleccion de factores paracrinos potenciales para ser utilizados en los protocolos de MIV

TIPO DE PROTEI'NA,DE ) POTENCIAL OSF
PROTEINA SECRECION FUNCION (motivo de REFERENCIA
IDENTIFICADA seleccién)
° Ademas de ser una proteina NO
de secrecion, también es una (A pesar de
proteina lisosomal. encontrarse
o ,F?artlmpa ' en procesos expresado en algunas Oksjoki et al., 2000
CTSK erteﬂ't'C_?S’d | Eg:ﬂyendo 2 celulas foliculares y
egra acpn _e. a . en tejidos Bettegowda et al., 2008
° Al inhibir su accién hay un reproductivos posee
mayor desarrollo competente Y ,.cién nociva sobre la
menor  porcentaje de células maduracién del
apoptoticas. oVOCito).
. Proteinas de matriz _ .
S extracelular o Inh|b'e la accpn de NO
metaloproteinasas tisulares
(MMPs). (Aunque se encontro  Nothnick et al., 1997
o expresada en CGs 'y .
. Esta implicada en el proceso o, ovocito inmaduro | 12999lund et al., 1999
de ovulacion. :
TIMP1 5 g o espotencial OSF  gynahashi et al., 2000
*  Fromueve _ '@ debido a que participa
esteroidogénesis en sistemas in en el proceso de Shores y Hunter, 2000
vitro pero no hay evidencia de esto  ,1acion proceso
in vivo.

que en MIV no
. En cultivos in vitro aumenta sucede).

el porcentaje de  blastocistos

porcinos.
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TIPO DE PROTEI'NA,DE ) POTENQIAL OSF
PROTEINA SECRECION FUNCION (motlvq,de REFERENCIA
IDENTIFICADA seleccion)
NO
(Si bien esta proteina
fue la Unica que tuvo
e Actla en la degradacién de  expresion exclusiva
colageno tipo IV. en CGs no se _
MMPL e Requerida para la ruptura considera un ('\ggg)ls“ y  Smith
del foliculo al momento de la pote,nC|aI OSF,yaque = chietal (2000)
ovualcién. actua degradando el Curry y Osten (2001)
colageno, que es
necesario durante la
ovulacion, sin embrgo
este proceso no se
Proteinas de matriz presenta en MIV).
extracelular e Es un proteoglicano NO
intracelular involucrado en el (Al no ser ovocito
almacenamiento y secrecién de exclusivo y presentar
varios componentes de la ECM. expresion en la
e Interviene en la sintesis y mayoria de los tejidos Mihm et al. (2008)
SRGN secrecion de proteasas. evaluados, ademas Gilbert et al. (2012)

e En bovinos se expresa en
células de la granulosa de COC
bajo el estimulo de LH.

debido a que participa
en la sintesis de
proteasas, que son
necesarias en el
proceso de ovulacion,
proceso que no
ocurre en MIV).

Theocharis et al. (2014)
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FUNCION

POTENCIAL OSF
(motivo de seleccidn)

REFERENCIA
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S
PROTEINA DE
;'FE)ST%EN A SECRECION
IDENTIFICADA
TNFAIP6
Proteinas de matriz
B extracelular
(00}
POSTN
P4HA3

e Es esencial para la formacién
de la matriz cumular.

o Es rapidamente sintetizada por
CCs y de la granulosa durante el
proceso de expansion del COC.

e Se une a acido hialuronico.

e En hembras de ratones
deficientes de  TNFAIP6 la
expansion del COC falla y este
proceso es obligatorio para la
fertilidad en las hembras.

e Es una proteina de adhesion
celular.

e Relacionada con la biosintesis
de coldgeno, mayor componente
de la ECM.

e Es muy activa en células de la
teca.

Sl
(Se encuentra expresada
selectivamente en
algunos tejidos somaticos
asi como en ovocito
inmaduro y en CGs. La
presencia de esta
proteina en el cultivo
ayudaria a la expansion
cumular).

NO
(Al encontrarse expresada
de manera ubicua en los
tejidos evaluados y
debido a que la
informacion encontrada
sobre ésta no explicar la |
accion folicular que ésta
tendria).
NO
(Aungue se expresa en
tejidos reproductivos;
actua en células de la
tecay en el caso
particular de MIV, soélo se
trabaja con los COCs).

Salustri et al.
(1990)

Wisniewski et al.

(1994)

Fulop et al. (1997)

Lee et al. (2011)

Morelli et al.
(2014)

Di Cello et al.
(2015)
Iwahashi et al.

(2000)

Hatzirodos et al.
(2014)
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FUNCION

POTENCIAL OSF

(motivo de seleccion)

REFERENCIA

TIPO DE PROTEINA'DE
PROTEINA SECRECION
IDENTIFICADA
TNC
= L, .
8 Proteinas de matriz
extracelular
PTX3

¢ Relacionada con proliferacion,
diferenciacién, motilidad, migracion
e inhibicion de adhesion celular.

e Induce la secreciéon de MMPs.

e Por ensayos de
inmunohistoquimica en ovario de
raton se localiz6 a nivel de la capa
externa de células de la teca en
foliculos prentrales.

e Estabiliza la ECM en el COC,
debido a que se une a TNFAIP6 vy
a su vez al hialurano.

e Es sintetizado por las CCs
durante la expansion cumular y
actla para mantener expandida la
matriz del COC.

e Ratones KO para ptx3 son
infértiles e incapaces de organizar
el hialurano en la ECM del COC.

¢ Relacionada con la expansion
cumular del COC.

NO

(Esta proteina tiene
expresion ubicua en
tejidos sométicos; se
encuentra localizada en
las células de la teca, en
el cultivo de maduracion
in vitro solo se trabaja con

el COC que esta

desprovisto de células de

la teca).

Sl

(Debido a que esta

proteina tiene expresion
en tejidos reproductivos;

asi como en CGs y
ovocito inmaduro.

Ademads la presencia de
ésta en el cultivo ayudaria

a mantener la

organizacion celular del

COC).

Bartsch (1996)

Yasuda et al.
(2005)

Tucker y Chiquet-
Ehrismann (2009)

Chiquet-Tucker
(2010)

Salustri et al.
(2004)

Scarchilli et al.
(2007)

Levoli et al. (2011)
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PROTEINA DE
oA SECRECION FUNCION (rfcft)ilf'a'ecﬁ'l'egggn) REFERENCIA
IDENTIFICADA
NO
R (Debido a que posee
 Es una proteina inhibidora de gypresign ubicua en los Bédard et al.
serin proteasas que degradan la tejidos analizados y que (2003)
Proteinas de matriz SERPINE 2 ECM durante la remodelacion de inhibe a MMPs, proteinas
extracelular ésta. que actian en la ruptura Cao et al. (2004)
e En el bovino su expresion es 9l foliculo al momento de
alta en ovario fetal. la ovul_aC|on, y que este
mecanismo no ocurre en
maduracion in vitro).
e La unibn de CARTPT a la NO
= membrana de CGs reduce la (A pesar de poseer
o sintesis de estrégenos, debido a €XPresion —en  tejidos Lv et al. (2009)
; reproductivos la adicion
qt,’e hace meno§ sensibles a las de esta proteina al cultivo Folger et al.
CARTPT células a la aCCIOI’} de FSH y esto v afectaria de manera (2013)
provoca que el foliculo detenga su negativa al desarrollo del
desarrollo generando asi un ovocito).
Proteinas de foliculo atrésico.
sefalizacion
e Conocida como COX-2, esta Sl _
relacionada con la reactivacion de (Se SXPtr_esa en (t:eGjidos ;\Q"lnl':h (rllggiZ)l
. T . reproductivos; en s uttinch et al.
PTGS? la meiosis en ovocito inmaduro; es ovl?)cito nmaduro: ayudg

requerida para expansion cumular.
e Activa la sintesis de
prostaglandina G.

a la expansion cumular, lo
que promoveria la
maduracién del ovocito).

(2011)

Marei et al. (2014)
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PROTEINA DE
oA SECRECION FUNCION (rﬁ(ﬁllegﬁ'[egﬁgn) REFERENCIA
IDENTIFICADA
e Puede formar parte de Ila
hormonaa activina A o de la
inhibina BA. Las activinas estan Sl
implicadas ~ en  la  expansion (A pesar de encontrarse ~ Sugino et al.
cumular, en la sobrevivencia de expresada tanto en tejidos  (1992)
células germinales y foliculos reproductivos como
INHBA primordiales, en crecimiento sométicos: debido a que Sidis et al. (1998)
folicular, proliferacion de células de al formar parte de la 5 ot al
iz ragovic et al.
la granulosa y en expresion de  ,etivina A incrementaria (20317)
receptores para FSH, mientras que el desarrollo competente
la inhibina suprime la secrecion de del ovocito)
. .
= Proteinas de FSH.
sefalizacion
e Es una proteina de secrecion NO Bauersachs et al.
producida por células estromales, _ (2004)
pero su funicién no esta definida (Al tener expresion en la
« Ademas se ha reportado que se mayoria de los tejidosy  Tongaonkar y
localiza en reticulo endoplasmico y en base a la literatura Selsted (2009)
SDF2L consultada, la cual no

es una proteina que se expresa por
la respuesta inducida al estrés

e Actla como una proteina tipo
chaperona que ayuda en el
plegamiento de las proteinas

ayuda a explicar la

funcién de esta proteina
en el ovocito, por lo que
no esté clara la razén por

la que la secreta).

Meredith et al.
(2013)

Tiwari et al. (2013)
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PROTEINA DE
oA SECRECION FUNCION (rfcft)ilf'a'ecﬁ'l'egggn) REFERENCIA
IDENTIFICADA
e Es secretada por células de
Sertoli en testiculos y se ha NO
vinculado a procesos de (A pesar encontrarse Hineno et al.
diferenciacion del espermatozoide.  expresada en los tejidos  (1991)
e En protocolos de IVF en repro,ductivos analizdos,
Proteinas de ratones aumenta el porcentaje de asi como en CGsy Magargee et al.
sefalizacion PSAP formacion de cigotos. ovocito madgro, yague (2000
esta proteina seria
* Su union con el espera penéficaal adicionarlaal  Ham (2004)
promueve que éste se una de momento de la
mejor forma a la membrana del fertilizacion, pero no tinen
ovocito. ninguna accion sobre la
[ maduracioén del ovocito).
N
e AUn no esta reportada ninguna NO
funcién. Sélo se ha reportado que ~(Aunque esta proteinase ., o 5 (2001)
estd presente en el ovocito ENCONtro expresada en
OOSP1 inmaduro en el estado de vesicula teJ'd%S reproductivos de la Tremblay et al.
) embra no es un
germinal. potencial OSF debido aan  (2006)
No identificadas no se tiene dilucidada su
funicén sobre el ovocito).
e Presente en el liquido folicular N_O _
SRPX secretado por células de de la  (Laexpresion de esta Twigt et al. (2012)

granulosa y presente también en
ovocito.

proteina es ubicua y ain
no se tiene reportada la
funcion de esta proteina).

Jiang et al. (2014)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se identificaron nuevas proteinas de secrecion del ovocito mediante
analisis bioinformético. La mayoria de los genes que codifican para éstas
presentan un patron generalizado de expresidn en los tejidos evaluados,
excepto mmpl que solo se encuentra expresado en CGs. En el caso de ovocito
inmaduro se logro confirmar la expresion de casi todos los genes que codifican
para las proteinas identificadas en el analisis bioinformatico, pero no fue el caso
en el ovocito maduro, donde no se expreso ningun gen analizado. Por lo que las
proteinas identificadas no son exclusivas del ovocito; sin embargo con base al
patrén de expresion en tejidos reproductivos y células foliculares las proteinas
que pueden mejorar el proceso de MIV y de manera indirecta la tasa de
obtencién de blastocistos bovino por sistemas in vitro son aquellas involucradas
en la expansion cumular: TNFAIP6, PTX3, PTGS2 e INHBA.

Se recomienda analizar la expresion de los genes que codifican para los
17 OSFs identificados en organismos vivos, asi como en COCs inmaduros y
maduros, es decir analizar en conjunto el ovocito con las CGs que lo rodean;
ademas de realizar el experimento con mayor niumero de repeticiones.

Para la extraccion de RNA total se recomienda el uso de algun kit
comercial (por ejemplo PicoPure RNA Isolation Kit, marca Arcturus) para
aumentar la eficiencia de la extraccion, debido a que el nimero de células con
las cuales se trabaj6é es pequefio, lo que en un determinado momento puede
dificultar este procedimiento.

Por dltimo, se recomienda evaluar los cuatros OSFs identificados como

probables proteinas que mejoren el proceso de MIV, adicionandolos de manera
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recombinante a los medios de maduracion para ovocitos, con la finalidad de
confirmarlos como factores que puedan aumentar la tasa de obtencion de
embriones por métodos in vitro. Ademas es de suma importancia evaluar las
proteinas POSTN, SDF2L1, PSAP, OOSP1 y SRPX para esclarecer su funcion
sobre el ovocito y tal vez tengan accion sobre el desarrollo competente de éste,
ya que en el presente estudio se encontraron expresados en células foliculares
y en tejidos reproductivos pero no se encontraron reportes que expliquen su

presencia en estas células y tejidos.
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