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RESUMEN
IMPACTO DE LA PROTEINA IMD/ADM2+.4; SOBRE LA MADURACION IN

VITRO DE OVOCITOS BOVINOS
POR:
M.C. JESUS GARCIA HERNANDEZ
Doctorado en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Auténoma de Chihuahua
Presidente: D.Ph. Maria Eduviges Burrola Barraza

Intermedin/Adrenomedulin2 (IMD/ADM21.47) es un péptido de secrecion
del ovocito que inhibe apoptosis y promueve interacciones en el complejo
cumulus-ovocito (COCs) en ratas. El objetivo fue evaluar el impacto de
suplementar el medio de cultivo para la maduracion in vitro de ovocitos con
IMD/ADM24.47. para considerarlo como un probable promotor de competencia
en ovocitos bovinos. Para evaluar el efecto sobre la compactacion celular de los
COCs, la maduracion nuclear y apoptosis de los ovocitos, grupos de 50 COCs
fueron madurados con 15, 153 y 510 ug/ml de IMD/ADM2,_,, durante 24 h. Los
COCs cultivados con 510 pg/ml mostraron una estructura mas que compacta
(88%=16.32 P < 0.05) y los cultivados en 153 pg/ml tuvieron mayor porcentaje
de ovocitos maduros (61%=3.8 P < 0.05) y menor apoptosis (2%=+2.3, P < 0.05)
que el resto de los tratamientos. No hubo efecto sobre la expresién de los

genes bax y blc2, por lo que el efecto antiapoptotico IMD/ADMZ, ,,
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probablemente involucre la via extrinseca de apoptosis. Para medir el efecto
sobre la produccion de AMPc, grupos de 50 COCs se maduraron por 0, 3, 6 y

24 h en 153 pug/ml IMD/ADMZ2,_,,, 3 uM Forskolin (FSK) como control positivo, e
IMD/ADM2, ,, +FSK. A las 0 h, el AMPc fue mayor en IMD/ADM2, ,,+FSK

(38.37, P < 0.05) que en el resto de los tratamientos. A la 6 h, las

concentraciones de AMPc fueron mayores en el tratamiento de IMD/ADMZ2,_,,
(70.2 fmol/mL = 2.3, P < 0.05); y a las 24 h en el tratamiento de FSK (48.9
fmol/mL = 1.05, P < 0.05). En conclusion la suplementacion del medio de cultivo

con el péptido IMD/ADM21.47; para maduracion in vitro tiene un impacto
benéfico, ya que promueve la interaccion célula-célula manteniendo la
estructura compacta en el COC, lo que favorece la sintesis de AMPc para

impulsar la maduracién a Mll y la inhibicion de apoptosis en el ovocito.
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ABSTRACT

IMPACT OF IMD/ADM21-47 PEPTIDE IN MATURATION IN VITRO OF

BOVINE OOCYTE

BY:

M.C. JESUS GARCIA HERNANDEZ

Intermedin/Adrenomedulin2 (IMD/ADM24.47) is an oocyte secretion peptide that
inhibits apoptosis and promotes interactions in the cumulus-oocyte complex
(COCs) in rats. The objective was to evaluate the impact of adding the
IMD/ADM24.47 to the medium culture for bovine oocyte maturation, with the
perspective to be considered as a promoter of competition in bovine oocytes. To
evaluate the effect on cell compaction of COCs, nuclear maturation and
apoptosis into the oocyte, groups of 50 COCs were matured with 15, 153 and
510 pg/ml of IMD/ADM24.47 for 24 h. COCs cultivated at 510 yg/ml showed a
more compact structure (88% + 16.32 P <0.05) and those cultivated at 153
pug/ml had a higher percentage of mature oocytes (61% + 3.8 P <0.05) and less
apoptosis (2% + 2.3, P <0.05) than the rest of the treatments. There was no
effect on the expression of the bax and blc2 genes, so the anti-apoptotic effect
of IMD/ADM21.47 probably involves the extrinsic pathway of apoptosis. To
measure the effect on cAMP production, groups of 50 COCs were matured for 0O,
3, 6 and 24 h in 153 pyg/ml IMD/ADM24.47, 3 uM Forskolin (FSK) as a positive
control, and IMD/ADM21-47+FSK. At 0 h, the cAMP was higher in IMD/ADM2.

47tFSK (38.37, P <0.05) than in the rest of the treatments. At 6 h, cAMP
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concentrations were higher in the treatment of IMD/ADM24.47 (70.2 fmol/mL %
2.3, P <0.05); and at 24 h in FSK treatment (48.9 fmol/mL £ 1.05, P <0.05). In
conclusion, supplementation with the peptide IMD/ADM2447 to the culture
medium for in vitro maturation has a beneficial impact, as it promotes cell-cell
interaction by maintaining the compact structure in the COCs, which favors the
synthesis of CAMP to improve at MIl stage and inhibition of apoptosis in the

oocytes.
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INTRODUCCION

En la produccién in vitro de embriones, los ovocitos inmaduros en
profase | pueden obtenerse por aspiracion folicular de animales vivos o bien por
aspiracion folicular de ovarios procedentes del rastro. Sea cual fuere la via de
obtencion, una vez que se tienen los ovocitos inmaduros, se someten a un
cultivo celular de maduracion in vitro (IVM por sus siglas en inglés), para inducir
su progresion hacia metafase Il (MIl) y desarrollen el primer cuerpo polar.
Después de que los ovocitos son madurados, estos se encuentran aptos para
ser fertilizados in vitro, donde se genera el segundo cuerpo polar (Hall et al.
2013). Posterior a la fertilizacion, los embriones obtenidos se colocan en cultivo
celular y al dia siete, ya se pueden observar embriones en la etapa de
blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto expandido, mientras que al dia
ocho y nueve se encuentran blastocistos eclosionados. En términos de
eficiencia, es importante comprender que en la produccion in vitro de embriones
con ovocitos provenientes de rastro, existe una gran variabilidad en el conjunto
de ovocitos que son utilizados, esto es debido a que provienen de ovarios de
distintas vacas con distinta fase de ciclo estral y diferente fase de onda folicular.
Asi que, partiendo del 100% de los foliculos aspirados, el 90% de ovocitos
inmaduros en profase | pueden llegar a Mll, de éstos aproximadamente el 80 %
se fertilizan (Lonergan et al. 2003), de los cuales s6lo del 30 a 40% alcanzan el
estadio de blastocisto al dia 7 post-fecundaciéon y de los que llegan a esta
etapa, solo el 40 a 50% llegan a concebir una prefiez tras su transferencia a
una hembra receptora (Rizos et al. 2002). Aunque en los ultimos cuatros afos,

los esfuerzos se han enfocado en crear nuevos protocolos de cultivo basados



en factores de crecimiento y hormonas (Gilchrist et al. 2008) aun no se ha
logrado obtener un sistema que produzca ovocitos IVM competentes que
alcance un porcentaje cercano al 80% de blastocitos, como se obtiene con los
ovocitos que son madurados in vivo. Esto sugiere que el medio de cultivo que
actualmente se emplea para la IVM no contiene los elementos necesarios que
regulan el correcto desarrollo celular y genético para que el ovocito se
desarrolle de manera normal, asegurando su adecuada competencia. Lo
anterior impacta en gran medida en la sobrevivencia embrionaria temprana, la
cual es adquirida durante la foliculogénesis donde el ovocito es capaz de
regular su propio microambiente, a través de la comunicacion bidireccional que
existe entre éste y las células foliculares que lo rodea. Esta comunicacion es
mediada por el intercambio de moléculas que se conocen como factores
paracrinos secretados por el ovocito (OSF por sus siglas en inglés), cuya
funcién principal es mantener una comunicacion entre ambos tipos celulares, de
manera que el ovocito sea provisto de los metabolitos necesarios para que se
realice una reorganizacion intracelular, y éste alcance la competencia necesaria
para ser fertilizado y continie su desarrollo embrionario como un nuevo
individuo (Chaube 2001; Chang et al. 2011). De estos OSF solo unos cuantos
han sido identificados en el bovino, como lo son GDF9 y BMP15; los cuales son
capaces de mejorar de un 40% a un 60% la capacidad de maduracién in vitro
del ovocito hasta llegar a blastocisto (Su et al. 2009; Li et al. 2014). Chang et al.
(2011) identificaron en ratas, un OSF denominado Intermedin/Adrenomedulin-
2(IMD/ADM2) que actua inhibiendo la apoptosis, promoviendo la maduracién y

la estructura tridimensional del complejo cumulus-ovocito (COC por sus siglas



en inglés). Un ovocito competente es aquel que ademas de estar arrestado M,
no presenta apoptosis y es capaz de fertilizarse por un espermatozoide para
generar un blastocisto viable que sera implantado en una hembra receptora
(Suikkari y Soderstrom-Anttila 2007). Dado que este OSF aun no ha sido
probado en el modelo bovino y teniendo la necesidad de mejorar los protocolos
de maduracion de ovocitos en dicha especie para aumentar el numero de
blastocitos, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de este péptido
sobre la maduracion in vitro de ovocitos bovinos para considerarlo como un

probable promotor de competencia.



REVISION DE LITERATURA

Foliculogénesis-Ovogénesis

La foliculogénesis es el proceso mediante el cual la célula germinal
femenina se desarrolla rodeada de las células somaticas del foliculo y madura
en un ovocito fertilizable (Eppig 2001). La complejidad de este proceso implica
la integracion de sefiales tanto endocrinas como paracrinas. El crecimiento del
ovocito se inicia durante el periodo prenatal (Voronina y Wessel 2003). En esta
etapa, las células primordiales germinales (CPGs) tienen su origen fuera de las
gonadas, a partir de las células somaticas presentes en la pared del saco
vitelino, que tienen el potencial de convertirse en células germinales.
Posteriormente las CPGs migran hacia el borde genital, donde se dividen por
mitosis, manteniendo esta actividad durante todo el proceso de migracion. La
division mitética de las CPGs se observa a partir del dia 13 de vida embrionaria
y continta hasta el dia 7 después del nacimiento (Oktem y Urman 2010). Una
vez establecidas las CPGs en el ovario, se diferencian en ovogonias por
sucesivas divisiones mitéticas, dando origen a las células germinales que tienen
un mayor tamafo y se situan en la periferia del ovario rodeadas por células
foliculares de granulosa planas, conformandose el foliculo primordial. Durante el
desarrollo fetal, las células germinales se diferencian y se dividen de manera
mitética hasta que entran en meiosis dando origen a los ovocitos primarios
(Chaube 2001). Los ovocitos primarios surgen durante la primera division
meidtica, dando lugar a lo que se conoce como vesicula germinal (GV, por sus
siglas inglés). Todo esto ocurre dentro del foliculo primordial donde se inicia la

meiosis | y hasta el primer arresto en el estadio de diploteno en la profase |



(Chaube 2001; Mehlmann 2005). Este arresto meiotico se sabe es promovido
por una molécula de adenosina mono fosfato ciclico (AMPc) intracelular, que
tiene efectos inhibidores en la maduracién (Vasquez et al. 2006).

Posterior al nacimiento del individuo, los foliculos primordiales presentan
un desarrollo basal lento en cada ciclo ovarico, asi como una activacion
progresiva de la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa de
planas a cuboides alrededor del ovocito, dando origen al foliculo primario
(Kidder y Vanderhyden 2010).

El foliculo primario se caracteriza por tener una capa de células de la
granulosa rodeando a un ovocito. Esta etapa del desarrollo es independiente de
las gonadotropinas y el foliculo culmina con la formacion de una zona pelucida,
dando lugar al foliculo secundario (Peng et al. 2013). En los foliculos
secundarios de diferentes especies mamiferos se han identificado factores
responsables del desarrollo folicular y de la maduracién del ovocito, como lo
son el factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF9, por sus siglas en inglés)
especifico del ovocito y la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP15, por sus
siglas en inglés) que se asocian a la proliferacion y diferenciacion de las células
de la granulosa (Hussein et al. 2005; Hosoe et al. 2011). Actualmente se
conoce que también actuan como mediadores de la comunicacion bidireccional
que se da entre células cumulares y ovocito regulando la cooperacién
metabdlica de estos dos tipos de células (Gilchrist et al. 2001). La proliferacion y
diferenciacion celular mediada por GDF9 y BMP15, dan origen a una estructura
folicular con una cavidad formada por exudado celular que se conoce como

foliculo terciario, también nombrado como foliculo preovulatorio o de Graaf, que



se compone de diferentes tipos de células: 1) las primeras se conocen como
células de la granulosa murales, que revisten la pared del foliculo formando un
epitelio estratificado que se une a la lamina basal y estan asociadas a las
células de la teca (Hosoe et al. 2011); y 2) las células cumulares que rodean al
ovocito, conformando lo que se conoce como complejo cumulus-ovocito (COC);
que mantienen una comunicacioén bidireccional por medio de proyecciones
citoplasmaticas trans-zonales, a través de las cuales se realiza el intercambio
de metabolitos y segundos mensajeros como el AMPc (Russell y Robker 2007).
El 99% de los foliculos que llegan a la etapa de foliculos terciarios estan
destinados a desarrollar un proceso degenerativo denominado atresia, en
donde las células de la granulosa tanto murales como cumulares presentan
apoptosis, lo que provoca que detengan su crecimiento y progresion (Rolaki et
al. 2005). Otsuka et al. (2011) indica que los foliculos que sobreviven a la
atresia, lo logran debido a que presentan una mayor cantidad de receptores
para hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) y para la hormona
foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) en la superficie de las
células de la granulosa. Esto se encuentra intimamente relacionado con el
grado de vascularizacion de las células de la teca, que estan sobre las células
de la granulosa por lo tanto son las células foliculares mas externas. Una vez
que las células de la teca se vascularizan, comienza a desarrollarse en las
células de la granulosa una cavidad denominada antro, la cual se llena de
liquido folicular (Palma et al. 2012). En este punto el ovocito es capaz de

completar la primera meiosis y adquiere la competencia para poder ser



fertilizado y dar paso a el desarrollo de un embridn (Suikkari y Soderstrom-
Anttila 2007).
Comunicacion Bidireccional

Durante todo el proceso del desarrollo folicular existe una comunicacion
bidireccional entre el ovocito y las células foliculares que lo rodean, donde se
transfieren nutrientes y se activan vias de sefalizacién que benefician a ambos
tipos celulares (Kidder y Vanderhyden 2010). Esta comunicacion se realiza de
dos maneras diferentes: 1) comunicacion via uniones GAP y 2) comunicacién
mediada por receptores. La importancia de la comunicacion bidireccional que se
realiza entre estas células, radica en que gracias a este proceso el ovocito tiene
la capacidad de culminar la meiosis dando con ello la capacidad de desarrollar
competencia, lo que le permitira ser fertilizado de manera idénea (Palma et al.
2012). Para la que la comunicacion bidireccional pueda realizarse, es necesario
que la membrana celular tanto del ovocito como de las células cumulares que lo
rodean, estén lo mas cerca posible una de la otra, mediante lo que se conoce
como proyecciones trans-zonales (Figura 1), las cuales son proyecciones
citoplasmaticas de las células cumulares que atraviesa la zona pelucida del
ovocito (Gilchrist et al. 2008). Estas estructuras permiten que se dé el medio
ambiente idoneo para que se establezcan comunicaciones tipo GAP o bien una
comunicacién mediada por receptores.

1. Comunicacién via uniones GAP. Estos canales de union estan

compuestos por estructuras poliméricas llamadas conexones, que conforman



Figura 1. Proyecciones Trans-zonales. Fotografia obtenida con un microscopio
electronico de transmision del ovocito de un mono. TZP: proyeccion
trans-zonal, GJ: uniones GAP, ZP: zona pelucida. (Tomada de Gilchrist
et al., 2008).



estructuras cilindricas que estructuran un canal; a su vez estos estan formados
por unidades proteicas estructurales fundamentales llamadas conexinas (Figura
2), las cuales son esenciales para que la competencia meibtica sea alcanzada
en el ovocito en crecimiento (Kidder y Mhawi 2002). A través de estos
conexones se favorece el transporte de moléculas hidrofilias con un peso
molecular de menos de 1 KDa, como lo son nuclebtidos, aminoacidos vy
carbohidratos sencillos, asi como iones (Gilchrist et al. 2008). Dentro de las
conexinas mayormente estudiadas destaca la conexina 37 (Cx37) y la conexina
43 (Cx43). La Cx37 enlaza a las células cumulares con el ovocito, mientras que
Cx43 forma uniones entre células cumulares. Segun lo menciona Kidder y
Mhawi (2002) en ratones deficientes para sintetizar Cx37 se observa una
anormalidad en el desarrollo folicular a nivel de foliculos preovulatorios. Esto se
explica, por la falta de comunicacion entre células cumulares y el ovocito,
limitando la cooperacidén metabdlica y restringiendo la sintesis de factores
paracrinos por parte del ovocito que estimulen el desarrollo celular, impidiendo
la continuidad del desarrollo guiado por factores enddcrinos (Sugiura et al.
2007).

2. Comunicacion mediada por receptores. La comunicacion mediada
por receptores involucra la accion de una proteina transmembranal, que es
reconocida por un ligando; esta union desencadena una cascada de
sefalizacion que culmina en la activacion o represidon de genes (Liu et al. 2006).
En el caso de la interaccidn entre el ovocito y la células cumulares, los ligandos
son OSFs que actuan estimulando vias de sefalizacién dentro de las células

cumulares (Figura 3). Ya que los OSF son los ligandos que activan



Moléculas de conexina

Membrana
citoplasmatica uno

. ™A
Membrana <: Uniones GAP

citoplasmatica dos

Figura 2. Uniones GAP. Son canales intracelulares generados por proteinas
transmembranales denominadas conexinas, las cuales conforman
conexomas que atraviesan dos membranas de células continuas.
Esquema tomado de Simon y Goodenough, 1998.
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determinadas vias de sefalizacion dentro de las células cumulares, se entiende
que el ovocito dirige esta maquinaria molecular de acuerdo a sus necesidades
(Su et al. 2009). Dentro de los OSFs mas estudiados destacan GDF9 y BMP15,
los cuales pertenecen a la super familia del factor de crecimiento transformante-
B (TGF-B por sus siglas en inglés), cuya vias de senalizacion involucran a los
segundos mensajeros de la via de proteinas SMAD (Hussein et al. 2006). GDF9
se une a la membrana de la célula cumular mediante el reconocimiento del
receptor compuesto por las proteinas ALK5 y BMPRII; por su parte BMP15 se
une a través del receptor compuesto por ALK6 y BMPRIl. Cuando ambos
BMP15 y/o GDF9 se unen a sus respectivos receptores, actuan como factores
de crecimiento y activan en el citosol la fosforilzacion en cascada de la
proteinas tipo SMAD 2/3 por GDF9, mientras que BMP15 se activa SMAD 1/5/8;
ambos tipos de SMAD al estar fosforiladas migran al nucleo de la célula donde
se unen a SMAD4 para actuar como un factor de transcripcion encendiendo
genes que estan relacionados con la sintesis de colesterol y glucosa (Gilchrist
et al. 2008; Russell et al. 2016). En diversos mamiferos como bovinos, cerdos,
ovejas, ratones, humanos, entre otros; GDF9 y BMP15, tienen un papel
fundamental en el funcionamiento ovarico y son esenciales para que el ovocito
pueda madurar, ser ovulado vy fertilizado (Teixeira Filho et al. 2002; Juengel y
McNatty 2005; de Castro et al. 2016). Wang et al. (2013) describen que GDF9
inhibe los niveles de apoptosis en células cumulares de cerdos dado que
bloquea la expresion de la proteina pro-apoptotica BIM. Ademas los estudios in
vivo empleando ovejas con mutaciones en estos genes revelan deficiencias

reproductivas como anormalidades en el desarrollo folicular, deficiencia de la
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Figura 3. Comunicacion bidireccional mediada por receptores. Esquema tomado
de Gilchrist et al., 2008
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habilidad mitética, asi como problemas durante la ovulacién por efecto de una
luteinizacion temprana de las células de la granulosa (Otsuka et al. 2011). En
humanos, Teixeira Filho et al. (2002) encuentra que una alteracién en la
expresion de GDF9 esta relacionada con el sindrome del ovario poliquistico
donde se da una foliculogénesis anormal. En bovinos ha quedado demostrado
que en el cultivo in vitro el uso exogeno de GDF9 y BMP15, promueve el
desarrollo de competencia del ovocito dentro del COC, lo que se ve reflejado
en un aumento de blastocistos comparando contra el cultivo convencional
(Hussein et al. 2006; Su et al. 2009).

Si bien, GDF9 y BMP15 son los OSFs mas estudiados, y se sospecha de
la existencia de otras proteinas de secrecion que no sélo son secretedadas por
el ovocito, si no que pueden ser secretadas por las células cumulares y ejercer
una accion paracrina dentro del COC (Virant-Klun y Krijgsveld 2014). Teniendo
en cuenta que las proteinas que se secretan conforman el secretoma de una
célula y que en el caso de los COCs, éste esta definido como la cantidad de
proteinas secretadas en el medio de cultivo durante el proceso de maduracién
del ovocito de profase | a MIl (Powell et al. 2010), dilucidar qué proteinas lo
conforman es clave para entender como es que este sistema de comunicacion
bidireccional funciona. En bovinos los estudios se han enfocados a analizar
perfiles protedmicos globales tanto del ovocito como de las células cumulares
que lo rodean (Memili et al. 2007; Peddinti et al. 2010). Memili et al. (2007) al
analizar el proteoma de 500 COCs inmaduros, identificaron 1092 proteinas
pertenecientes al ovocito y 4395 pertenecientes a las células cumulares, del

total de estas, sb6lo 858 proteinas fueron comunes en ambos tipos celulares.
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Esto indico que tanto los ovocitos como las células cumulares presentan un
perfil proteico exclusivo e independiente. Resultados similares encontro
Peddinti et al. (2010) quienes idetificaron 371 proteinas comunes en ambos
tipos celulares. Por su parte Castro-Valenzuela 2015, realizd un analisis
bioinformatico en 2167 EST que estan reportadas en el NCBI provenientes de
librerias de ovocitos bovinos, y encontré 17 proteinas de secrecion, es decir,
son proteinas que in silico muestran todas las caracteristicas de una proteina
de secrecion, que podrian participar en como factores paracrinos en los medios
de maduracion in vitro. Aunque estos resultados son alentadores, la totalidad de
los factores paracrinos involucrados durante la comunicacion bidireccional aun
es limitada, por lo que es necesario seguir investigando para poder identificarlos
y establecer su funcionamiento dentro del proceso de comunicacion
bidireccional.
Rol del AMPc sobre la Maduracién del Ovocito

Un ovocito en MIl es considerado competente cuando es fertilizado. Para
llegar a este punto, es critico que el ovocito tenga la capacidad de salir del
arresto en profase |, es decir, que tenga la capacidad de reactivar la meiosis
hasta que de nuevo se arresta en MIl (Voronina y Wessel 2003). La
concentracion intracelular del AMPc en el ovocito es importante para la
modulacion de este proceso (Conti et al. 2012). El ovocito se mantiene
arrestado en profase |, gracias a su elevada concentracién intracelular de AMPc
(Figura 4A). EI AMPc es el resultado de la activacion de la adenilato ciclasa,
debido a un estimulo mediado por un receptor transmembranal tipo proteina G

(GPR3 o GPR2). Tanto el ovocito como las células de la granulosa que lo
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rodean, son capaces de producir AMPc, aunque las cantidades producidas en
las células de la granulosa son mucho menores que las producidas en el
ovocito. Gracias al estimulo de las proteinas GDF9 y BMP15 las células de
granulosa expresan el ARNm del gen Nppc, el cual una vez que se traduce y
origina el péptido natriurético tipo-C (CNP por sus siglas en inglés) se secreta al
espacio extra-folicular, es decir, al espacio extracelular que existe entre las
células murales y las cumulares para que posteriormente, sea reconocido por
el receptor del péptido natriurético 2 (NPR2 por sus siglas en ingles), el cual
ésta presente en la membrana plasmatica tanto en las células granulosa como
en las cumulares (Conti et al. 2012). Todo lo anterior se ilustra en la figura 4A.
La union de CNP con NPR2 desencadena la producciéon de guanosin mono
fosfato ciclico (GMPc por sus siglas en inglés), que se acumula en el espacio
intracelular de las células de la granulosa. Este GMPc logra difundirse de las
células murales a las células cumulares a través de la Cx43, y de las células
cumulares al ovocito por medio de la Cx37. Una vez en el ovocito el GMPc es
reconocido por la fosfodiesterasa tipo 3A (PDE3A por sus siglas en inglés) e
inhibe la capacidad de esta enzima para hidrolizar el AMPc, permitiendo asi que
el AMPc se acumule, de esta manera el AMPc activa a la proteina cinasa A
(PKA), la cual fosforila a la enzima Wee1, quien a su vez fosforila a la proteina
ciclina dependiente de kinasa 1 (CDK1 por sus siglas en inglés). CDK1 junto
con la ciclina-B conforman el complejo denominado factor promotor de
maduracion (MPF por sus siglas en inglés), y al estar presente la proteina
CDK1 provoca que el complejo MPF permanezca inhibido y con esto la meiosis

se mantenga arrestada (Conti et al., 2012). Quien termina con el arresto
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A).

Arresto de la Meiosis

ecavp o comp @D inactivo @ activo

B).
Reactivacion de la Meiosis

Areg, Ereg, BTC

ocamp o comp @D inactivo @ activo

Figura 4. Modelo esquematico que resume las vias de senalizacion
involucradas en el arresto (A) y en la reactivacion (B) de la meiosis
en el ovocito.
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meiotico (Figura 4B) es la hormona luteinizante (LH), la cual llega al ovario
procedente de la pituitaria a través de la via sanguinea. Una vez en el ovario, la
LH es reconocida por su receptor denominado LHR, que se encuentra en la
membrana de las células teca y murales. El receptor LHR es una proteina tipo
G al que se une la LH, cuando esto ocurre provoca que se active la via de la
adenilato ciclasa con la posterior produccion de AMPc, el cual se acumula en
citosol de la célula mural. EI AMPc entonces a través de la via de sefializacion
de PKA, activa la expresion de los factores parecidos a EGF (amfiregulina,
epiregulina y p-regulina), los cuales son secretados al espacio interfolicular
donde son reconocidos por el receptor de crecimiento epidermal (EGFR) en las
células cumulares. Una vez que se da este reconocimiento, EGFR desata la via
senalizacion de las MAPK/ERK, que fosforila a la Cx43 provocando que esta se
cierre e impida el transporte de GMPc. Por otro lado el estimulo de EGFR
provoca que se suprima la expresion de Npr2, por lo que ya no hay produccién
de GMPc en el citosol de la célula cumular. Con lo anterior, los niveles de
GMPc decrecen considerablemente en el interior del ovocito, lo que provoca
que la PDE3A se active y empiece a hidrolizar el AMPc acumulado en el
ovocito; esta accion ocasiona que se bloquee la via PKA y se pierda el estado
fosforilado de Wee1B y Cdc25 (Yamashita et al. 2009). Wee1B en su estado
desfosforilado no tiene acciéon sobre CDK1 y una vez que Cdc25 esta
desfosforilada a su vez desfosforila a CDK1. Cuando CDK1 se encuentra
desfosforilada se activa y se une a la ciclina-B, activandose el complejo MPF; el

cual fosforila las lamininas de la membrana nuclear, lo que desencadena que el
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nucleo empiece a desintegrarse. Con esto la meiosis se reactiva y continua
hasta la MIl, donde de nuevo es arrestada (Conti et al., 2012).
Apoptosis

A nivel celular la apoptosis se caracteriza por una fragmentacion nuclear
y citoplasmatica, que conlleva a la muerte celular (Hussein 2005). En el ovario,
la apoptosis a través de la atresia folicular causa la eliminacion de mas del 99 %
de las células germinales, dejando soélo el 1 % de células para culminar la
ovogénesis (Tiwari et al., 2015). Estas células germinales que logran sub-existir
a la atresia, entran en meiosis y se diferencian en ovocitos primarios, en cuyo
estado sucede el arresto en profase |, el cual dura meses o afios dependiendo
de la especie de mamifero (Pandey et al. 2010; Tripathi et al. 2010). En este
punto los ovocitos arrestados estan rodeados por células de la granulosa, aqui
la comunicacién bidireccional es vital para que ambas células sobrevivan vy
eviten de nuevo la apoptosis (Chaube 2001; Chaube et al. 2005). Hussein et al.
2005 demuestran que en COCs de bovinos mantenidos in vitro tras la
maduracion, las células que presentan niveles mas altos de apoptosis son las
gue se encuentran mas externas al ovocito; mientras que las células que estan
en contacto directo con el ovocito no muestran apoptosis. El control anti-
apoptotico en estas células es mediado tanto por factores enddcrinos como
paracrinos, que actuan reprimiendo la activacion de la caspasa-3 y la
subsecuente fragmentacion del acido desoxirribonucleico (DNA por sus siglas
en inglés). Dentro de estos factores destaca la accion del estradiol, factor de
crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (IGF-1 por sus siglas en inglés), FSH,

factor de crecimiento epidermal (EGF, por sus siglas en inglés) e interleucinas
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tipo 6 (IL-6), los cuales activan sefalizaciones que bloquean la accion de
proteinas apoptéticas (Tiwari et al. 2015), cuando estos factores de
crecimientos no ejercen su accion, la fragmentacion del DNA es mediada por el
apoptosoma (Matsuda et al. 2012).
Intermedin/Adrenomedulin-2(IMD/ADM24_47)

Chang et al. (2011) encontraron un nuevo ligando secretado por el
ovocito de la rata, que previamente habia sido identificado por Roh et al. (2004)
y Takei et al. (2004) como Intermedin/Adrenomedulin-2 (IMD/ADM2), la cual
pertenece a la familia de péptidos provenientes en los genes CGRP-a y CGRP-
B, como la calcitonina, amilina y adrenomedulin, los cuales actuan en la
homeostasis cardiovascular. El gen que codifica para el péptido IMD/ADM2,
expresa una proteina de 148 aminoacidos, denominada prepro-IMD/ADM2, y
después de ser traducido, es procesado proteoliticamente para formar 6
péptidos (Figura 5), de los cuales unicamente los péptidos IMD/ADM24.s3,
IMD/ADM24.47 € IMD/ADMZ2g 47 tienen actividad bioldgica (Ni et al. 2014a). De
éstos solo el péptido IMD/ADM24.47 es secretado por el ovocito y es reconocido
en las células cumulares por medio de un receptor, conformado por un
heterodimero que esta compuesto por la proteina receptor parecido a
calcitonina (CLR, por sus siglas en inglés) en combinacion con una de las
proteinas receptor de proteinas de accion modificada (RAMPs, por sus siglas
en inglés) que pueden ser RAMP1, RAMP2 o RAMP3 (Kuwasako et al. 2011).
Este complejo de proteinas regula una cascada de sefalizacion via proteinas G

que activa la adenilato ciclasa produciendo un aumento intracelular del AMPc,
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Figura 5. Diagrama esquematico de la proteina IMD/ADM2 (148 aa), mostrando
los seis péptidos resultantes después del corte proteolitico
postraduccional. Las flechas indican los sitios de corte.
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que a su vez provoca que se active la via de sefalizacion de las proteinas
cinasa-A (PKA por sus siglas en inglés), resultando en la fosforilacion de
multiples proteinas, lo que desencadena diversas vias de sefalizacion como o
son MAPK/ERK y CREB, entre otras; las cuales terminan en la activacion de
genes (Figura 6) (Hong et al. 2012). Tanto en humano como en rata, estos
péptidos son ampliamente expresados en ovario, utero, placenta, cerebro,
corazon y glandula pituitaria; donde su accion se relaciona con procesos anti-
apoptoticos y de vasodilatacion (Chauhan et al. 2009; Chauhan et al. 2011). A
nivel reproductivo la accion de IMD/ADM24.47 se ha confinado a la regulacién
del ovocito (Chang et al. 2011), invasion y migracion del trofoblasto (Chauhan et
al. 2009) y durante el desarrollo embrionario (Chauhan et al. 2011). Wong et al.
(2013) mostraron que en ratas bajo un protocolo de gonadotropinas, la
IMD/ADM24.47 estaba mas elevada en la fase del diestro que en el estro. Chang
et al. (2011) después de realizar un analisis bioinformatico con secuencias EST
de ovocitos de rata, identificaron que la secuencia de aminoacidos de éste
péptido presentaba un péptido sefal de secrecién. Después de evaluar su
efecto adicionandola de forma recombinante en el medio de cultivo de
maduracién de COCs de rata, mostraron que la IMD/ADM24.47 actia como OSF
dado que mantuvo la estructura tridimensional de los COCs, manteniéndolos en
una estructura compacta con una alta expresion de Cx43, dicha estructura se
desestabilizd6 cuando se le adiciond al cultivo un anticuerpo anti-IMD, donde la
expresion de Cx43 disminuyd. Por otro lado, al adicionar este péptido en cultivo
de células cumulares, se incremento la concentracion de AMPc y la produccion

de estradiol, ademas de que se inhibid

21



lon channels

U U U U U U

N

.
.
.
.
.’

Unknown
relevance?
(p38/ERK/JNK)

@ g Gene transcription D

Figura 6. Vias de sefalizacion activada por la accion del péptido IMD/ADM2,
asociado al heterodimero CLR:RAMP. llustracién tomada de Russell
et al. (2007).
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la expresion de las caspasa-3 y 7, proceso que se revirtio cuando se adicioné
el anticuerpo anti-IMD. Por ultimo, al adicionar un anticuerpo anti-IMD en el
medio de cultivo sin IMD/ADM2147 pero con FSH, la estructura compacta
disminuyo notablemente en comparacion con el control, esto mismo paso
cuando se adicion6 por separado al medio de cultivo el GCRP8- 37 (inhibidor
del receptor CLR/RAMP1) y el IMD17-47 (inhibidor de IMD/ADMZ2). Estos
resultados implicaron que el péptido IMD/ADM2 actuo después de la FSH,
promoviendo la comunicacién entre el ovocito y las células cumulares via Cx43,
asi como la reactivacion de meiosis del ovocito dado que aumenta la
concentracion de AMPc y estradiol en ceélulas cumulares, y al inhibir la
expresion de las caspasas 3 y 7 tiene un efecto antiapoptdtico en las células

cumulares.

A la fecha en el modelo bovino no existe ningun reporte que describa el
modo de accidén de la IMD-ADM2 en el proceso de maduracion de ovocitos
bovinos. Siendo los modelos de ratas y bovinos tan parecidos es de esperar
que este péptido tenga una accion similar en ambas especies. Existiendo la
necesidad de mejorar los protocolos de maduracion in vitro para aumentar los
porcentajes de blastocistos bovinos, resulta interesante probar la hipdtesis de
que, si el adicionar este péptido a los medios de cultivo de maduracién se
promueve, al igual que en rata, una mejora en la adquisicion de competencia

provocando que el ovocito madure y sea capaz de fertilizarse.
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MATERIALES Y METODOS
Determinacion de la homologia entre las secuencias de aminoacidos de
IMD/ADM2,_4; de bovino y humano.

Dado que a la fecha aun no existe en el mercado ninguna marca
comercial que maneje el péptido IMD/ADM2+.47 recombinante bovino, se decidio
probar si el IMD/ADMZ24.47 recombinante humano de la marca NeoBiolab pudiera
servir de forma analoga al IMD/ADMZ24.47 bovino. Para lo cual, se realizé un
analisis bioinformatico para comparar la secuencia de aminoacidos del IMD/AM24.
47 bovino y humano. El resultado indicé que existe un 87% de identidad entre
ambos péptidos (Figura 10a), lo que implico que la diferencia fue minima. Sin
embargo, se tenia que tener claro que el reconocimiento de la IMD/ADM21.47
humana por el receptor CLR/RAMP1, 2 6 3 bovino se daria de la misma forma que
como se da con la IMD/ADM2 bovina. La caracteristica de la estructura terciaria
del péptido IMD/ADM21.47 €s que hacia su extremo amino-terminal tiene un bucle
de seis aminoacidos flanqueados por un puente disulfito, seguido por un dominio
a-hélice y termina hacia el extremo carboxilo en un residuo de tirosina (Bell y
McDermott 2008).

Maduracioén in vitro de Ovocitos.

Los ovarios de bovino fueron recolectados del rastro Tipo Inspeccion
Federal (TIF) Corrales de San Ignacio, S.P.R. de R.L. de C.V. el cual se encuentra
ubicado en Periférico Lombardo Toledano 13401, Colonia Aeropuerto, Chihuahua,
Chih. Los ovarios fueron transportados en cloruro de sodio estéril al 0.15 M a

temperatura ambiente al laboratorio de Fertilizacion in vitro de la Facultad de
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Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autbnoma de Chihuahua (UACH) en un
periodo no mayor a 3 horas. Posteriormente, éstos se limpiaron con NaCl esteéril
de la misma concentracion para retirar restos hematologicos. Para obtener los
COC, se aspiraron los foliculos de menos de 10 mm de diametro con ayuda de
una aguja BD Precision Glide 18Gx112" que fue conectada a un sistema acoplado
a una bomba (WOB-L® DryVacuum Pumps, Standard-Duty, Welch®) utilizando
succion al vacié con una presion de ~20-25 mmHg. Los COCs fueron manejados
en medio H-CDM-1 y con ayuda del estereoscopio (Leica MS5) se seleccionaron
ovocitos con al menos 3 capas de células cumulares compactas. Posteriormente
se cultivaron en platos de cuatro pozos (ThermoScientific), en grupos de 50 COCs
por pozo, en 1000 yl de medio de maduracion (IVM) de ovocitos (FSH 1ul/ml,
EGF1ul/ml, Estradiol 173 10ul/ml, cisteamina 10ul/ml y el péptido recombinante
humano IMD/ADM2 (cat. no. 54832, NeoBiolab) en dosis crecientes similares a las

utilizadas por Chang et al (2011), 0, 15, 153 y 510 pg/ml, a 38.5°C con 5% CO2

saturado de humedad en el aire durante 23 h; como control se utilizé el medio de
cultivo en ausencia de IMD/ADM2. Posteriormente 25 COCs fueron evaluados
para identificar el grado de expansién cumular y 25 COCs se utilizaron para
evaluar la maduracion y apoptosis en el ovocito.
Evaluacion del Grado de Expansién de las Células Cumulares.

Posterior a someterse los ovocitos al proceso de IVM, 25 COCs fueron
observados en el microscopio Axiovert 40 CFL (Zeiss) y se clasificaron cada uno
de ellos en tres categorias: 1. Compactos, 2. Semicompactos y 3. Expandidos.

Evaluacién de la Maduracién y Apoptosis en el Ovocito
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Después del proceso de IVM, en un plato de cuatro pozos se depositaron
200 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS por sus siglas en inglés) y
Polivinil pirrolidona (PVA por sus siglas en inglés) al 1% por pozo, donde se
lavaron grupos de 25 COC tres veces, luego fueron desprovistos de las células
cumulares por medio de agitacion vigorosa con hialuronidasa. Posterior a esto, los
ovocitos desnudos fueron transferidos a una placa de 96 pozos, con la menor
cantidad posible de PBS-PVA y se fijaron agregando 100 pl de paraformaldehido
(PFA) al 4% y 100 ul de PBS, para reducir la concentracion del PFA al 2%, se
incubo por 60 min, a temperatura ambiente en condiciones de poca luz, luego se
centrifugo la placa a 300 gravedades (xg) durante 10 min a temperatura ambiente,
subsecuentemente se retiré el PFA al 2% con una pipeta Pasteur, teniendo
cuidado de no aspirar los ovocitos. En seguida se adicion6 200 ul de PBS y se
centrifugd a 300 xg por 10 min, se aspird la mayor cantidad posible de PBS y se
adicion6 100 pl de solucion permeabilizante (triton 100 X al 0.1 % en citrato de
sodio al 0.1 %) y se incubd en hielo por 2 min, para luego lavarse dos veces en
200 pl de PBS-PVA. Una vez lavados, se utilizé el kit de fluorescencia para muerte
celular (In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein, Roche) de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Brevemente, los ovocitos se colocaron en un plato
de 96 pozos y se les adiciond la solucién de reaccion Tunel (1 pl solucidén de
enzima terminal deoxinucleotidil transferasa (TDT por sus siglas en inglés) mas 9
ul de solucién de marcaje con Deoxinucleotidil trifosfato (dUTP's por sus siglas en
inglés). Se protegiod el plato de la luz envuelto con papel aluminio y se incub6 en la
38.5 °C por 60 min, para luego realizar un lavado con en 500 ul de PBS. Posterior

a esto, los ovocitos fueron transferidos en gotas de 50 pul del fluorocromo Hoechst
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en PBS (25 mg/ml) y se incub6 durante 30 min a 38.5°C. Por ultimo, los ovocitos
fueron colocados en 10 ul de glicerol sobre un portaobjeto cubierto con cubre
objeto, éste fue sellado (esmalte de ufias) para permitir la humedad con la resina,
finalmente fueron almacenados a 4°C y protegidos de la luz para posteriormente
ser observados y evaluados en el microscopio de fluorescencia Axiovert40 CFL
(Zeiss).

Las células apoptéticas fueron observadas con un filtro de 565 nm de
longitud de onda (emitiendo fluorescencia verde), mientras que la maduracion del
ovocito se observd con el filtro de 455 nm para excitar fluorescencia, emitiendo
color azul, para lo cual se buscé que el ovocito inmaduro tuviera vesicula germinal
(Figura 13a), ovocito en la metafase de la segunda division y ovocito apoptotico.
Los resultados observados fueron foto documentados con la camara AxioCam
MRC ZEISS con el programa AxioVision Rel. 4.8.

Determinacioén de la Concentracion Intracelular AMPc en COCs

Posterior al proceso de IVM, en 2 repeticiones independientes, grupos de 10 COC
a diferentes tiempos de maduracién (0, 3, 6 y 24 h), fueron removidos del medio
de cultivo y lavados con PBS, para posteriormente ser colocados en un criovial
con un volumen de 10 — 20 pl de medio. Los crio viales se sumergieron en
nitrogeno liquido hasta total congelacién y luego fueron almacenados a -20 °C
hasta su procesamiento. La concentracion intracelular de AMPc fue determinada
utilizando el sistema de competencia inmunoenzimatica acetilado (Biotrak, GE
Healthcare), de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Brevemente, los
COC almacenados a -20 °C fueron descongelados en hielo; una vez

descongelados fueron aforados con un volumen final de 100 ul con reactivo de
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lisis 1B. Posteriormente se les agrego 2.5 ul de reactivo de acetilacidon y se mezclé
vigorosamente el microtubo por medio de vortex durante 10 min. Por otro lado 100
ul del antisuero anti-AMPc fueron colocados dentro de los pozos de la microplaca,
a los cuales subsecuentemente se les adiciond 100 ul del reactivo de lisis 2B mas
50 ul de reactivo de lisis 1B, para posteriormente colocar 50 ul de la muestras
previamente acetiladas. Luego de mezclar cada uno de los pozos, la microplaca
se incubd a 4 °C por 1 h. Después a cada uno de los pozos, se les adicion6 100 ul
del conjugado peroxidasa y se incubo a 4 °C por 1 h. Subsecuentemente, se retird
el contenido liquido de cada pozo y se lavd 4 veces con 400 ul de amortiguador
de lavado. Inmediatamente después del ultimo lavado, se colocaron en cada pozo
150 ul del sustrato de la enzima y luego se mezclé la microplaca en un agitador
orbital durante 1 h a temperatura ambiente. Por ultimo se le adicion6 a cada pozo
100 ul de H,SO, 1M y luego de mezclar fue determinada la densidad optica de
cada pozo a una longitud de onda de 450 nm en el lector de microplacas
Varioskan Flash (Thermo Scientific).
RT-PCR Cuantitativa por Tiempo Real

Se realizd extraccion de ARN total de grupos de 25 COC, posterior a las 24
h del procedimiento de IVM, utilizando el reactivo TRI Reagent (Invitrogen)
siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente, los COCs se colocaron en un
tubo estéril con capacidad de 1.5 mL y se homogeneizaron con 800 pl de TRI
Reagent (Invitrogen). Luego se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y
se mezclaron con 200 ul de cloroformo, nuevamente se volvié a incubar por 3 min

a temperatura ambiente y se centrifugé a una velocidad de 13000 revoluciones por
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minuto (rpm) a 4 °C durante 15 min. Después se transfirié la fase acuosa a un tubo
de 1.5 mL estéril, donde se agregaron 500 ul de isopropanol para precipitar el
ARN, se mezcléo suavemente y se incubd a temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm a 4 °C por 10 min, se decanto 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 decantd el sobrenadante, se retir6 el exceso de etanol y se
resuspendio la pastilla obtenida en 30 pl de agua libre de nucleasas. EI ARN
obtenido se almacend a -80 °C en un ultra congelador marca Thermoscientific
hasta la sintesis de DNA complementario. La concentracion del ARN extraido fue
determinada a través del espectrofotometro NanoDrop (Thermoscientific) mediante
absorbancia a 260 nm. La pureza de este acido nucleico fue determinada
calculando la relacion de absorbancia entre 260 y 280 nm. La sintesis de cDNA se
realizo mediante el kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems),
siguiendo las indicaciones del fabricante, para lo cual se realizé una mezcla de 2
pMg de RNA (con excepcion del RNA obtenido de ovocito maduro, donde se utilizd
1 pg), 10 pyL del amortiguador 2X para transcripcion reversa (RT), 1 yL de la
enzima 20X RT y 8 uL de agua libre de nucleasas. 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 desactivacién de la enzima, 5
min a 95 °C y por ultimo se conservo el sistema a 4 °C. El cDNA obtenido se
cuantifico en el Espectrofotdbmetro 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 almacené a
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-20 °C hasta su posterior uso.

Para las amplificaciones de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés) todas las reacciones se realizaron en el termociclador 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 utilizo el
gen endogeno RNA18S. En la preparacion de la reaccion se adicionaron 50 ng de
cDNA de cada condicion, 8 pl de agua libre de nucleasas, 10 pyl de TagMan
Universal Master Mix Il y 1 pl de TagMan Gene Expression Assays. Las sondas
tipo TagMan Bt03211776 y Bt04298952 que se utilizaron amplificaron los genes
baxy bcl2, respectivamente. La cuantificacion de la expresién de estos genes se
normaliz6 tomando como referencia la amplificacion del gen endégeno RNA18S
(Hs03003631_g1, Applied Biosystems).

Analisis Estadistico
Se evalud el posible efecto de 4 diferentes concentraciones (0, 15, 153 y

510 pg/ml) de IMD/ADM2, ,. sobre cuatro variables de respuesta: 1) porcentaje de

COCs expandidos; 2) porcentajes de COCs compactos, 3) porcentaje de ovocitos
en apoptosis; y, 4) porcentaje de ovocitos en Ml (Figura 7). Todas las variables se
obtuvieron como la media * desviacion estandar. Se realizé un analisis de
varianza con el procedimiento GLM, del programa para analisis estadistico SAS
2010; la comparacion de medias se realizd con la prueba de Tukey a un valor de P

< 0.05.
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Para analizar la concentracion intracelular de AMPc durante el tiempo de
maduracion in vitro de 0, 3, 6 y 24 h (Figura 8), se tom6 la media (fmol/mL) +
desviacion estandar. Se realizé un analisis de varianza, el modelo incluyd los
efectos de tratamiento y tiempo de manera independiente para cada serie de
tiempo. La comparaciéon de medias se realizdé con la prueba de Tukey a un valor
de P < 0.05. El analisis se realiz6 con el procedimiento GLM de SAS 2010.

Para el analisis de la expresion génica se analizd la variable abundancia

relativa de los genes Bax y Bcl2 (Figura 9). Esta abundancia se calcul6 de acuerdo

-ACt
al método de 2 , donde el ACt se generd a partir de la diferencia del valor de CT

del gen de interés normalizado con el CT del control interno que fue el gen
RNA18S (Livak y Schmittgen 2001). Para cada uno de los genes se realizaron tres

repeticiones independientes, cada una con tres replicas técnicas, para mostrar los

-ACt
resultados como la media del valor 2 + desviacion estandar. Se realizé un

analisis de varianza simple mediante el procedimiento GLM de SAS 2010. La

comparacion de medias se realizo con la prueba de Tukey a un valor de P < 0.05.
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+ 200 COCs por repeticion
+ 50 COCs en cada tratamiento
*  5repeticiones

Control IMD/ADM2

(ausencia de IMD/ADM2 il

1—47)

15 pg/ml 153 pg/ml 510 pg/ml

IVM (24 h)

Variables medidas:

% COCs expandidos
%COCs compactos
% de ovocitos en Mil

% de ovocitos en apoptosis

Figura 7. Estrategia experimental para la determinacion de la expansion celular,
apoptosis y maduracion en MIl de COC en presencia de IMD/ADM2 .47
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+ 160 COCs por repeticion
+ 40 COCs en cada trataméiento
+ 10 COCs en cada tiempo

'Zml

I

|

Control
(ausencia de IMD/ADM2, ,, }

IMD/ADM2, ,; (153 pg/mi )

Forskolin (3 uM)

IMD/ADM2, , (153 pg/mi } + Forskolin (3 uM)

I

I

Tiempo en horas de IVM

l

| | 1 |
ERER N
| | 1 I
Variable medida:
Concentracién (fmolimL) de AMPc

Figura 8. Estrategia experimental para la determinacién de la concentracion
intracelular de AMPc durante el tiempo de maduracion in vitro (IVM).
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+ 50 COCs por repeticion
+ 25 COCs en cada tratamiento
+ 3 repeticiones independientes
* 3 repeticiones técnicas

Control IMD/ADM2, (153 pg/ml )
(ausencia de IMD/ADM2

1-47 )

IVM (24 h)

PCR cuantitativa por tiempo real

Variables medidas:

Cuantificacion de la expresion realtiva de
los genes baxy bcl2

Figura 9. Estrategia experimental para la el analisis de la expresion relativa de los
genes baxy bcl2 en COCs madurados en ausencia y presencia de
IMD/ADM21.47.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Resultado del analisis de homologia entre IMD/ADM2 de humano y bovino

El analisis de la estructura primaria mostré que tanto el IMD/ADM21.47 de
humano como el de bovino comparte los residuos de aminoacidos conservados
(Figura 10a) necesarios para originar una estructura terciaria del péptido (Figura
10b), presentandose en ambas la estructura del bucle unido por el puente disulfuro
y el dominio a-hélice que son necesarios para el reconocimiento con el receptor
(Figura 10a). Estos resultados implicaron que el péptido recombinante
IMD/ADM24.47 humano de la marca NeoBiolab, tiene una identidad y conformacion
tridimensional muy semejante al IMD/ADM21.47 bovino, por lo cual se tomo la
decisiéon de utilizarla para evaluar su efecto en el medio de cultivo de maduracion
de ovocitos.

Efecto de la adicion de IMD/ADM2,_4; sobre la compactacion del COCs

De acuerdo a Pangas et al. (2003), Xu et al. (2006) y Xu et al. (2011) el
mantener la compactacién en el COC durante el cvo de maduracién in vitro,
favorece la comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células cumulares, lo
que permite una correcta maduracion del ovocito. Rizos et al. (2002) indican que
los ovocitos madurados in vivo generan mas blastocitos que aquellos madurados
in vitro y que esto se debe a la calidad de ovocito, la cual esta directamente
relacionada con la competencia que el ovocito adquirié al madurar. /n vitro al
momento que los ovocitos son aspirados del foliculo, pierden la capacidad de
mantener la interaccion con las células cumulares que lo rodean, lo que provoca

que de forma espontanea reanuden la meiosis (Bernal-Ulloa et al. 2016).
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Figura 10. Comparacion de la secuencia de aminoacidos del péptido IMD/ADM2;.
47 bovino y de humano. a). Analisis de la estructura primaria realizado
con el de las IMD/ADM2447 comercial, humana y bovina; donde las
cabezas de flecha indican los aminoacidos conservados, rectangulos
sefalan los residuos de cisteinas involucrados en el puente disulfuro y
las lineas rojas indican la region donde se adquiere una estructura o-
hélice. b). Estructura terciaria de la IMD/ADM21.47 bovino y de humano.
Tanto A como B se obtuvieron con el programa CFSSP
(http://www.biogem.org/tool/chou-fasman/)
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Con estos antecedentes se evalué la capacidad del péptido IMD/ADM2:47 de
mantener la interaccion célula-célula dentro del COC, es decir, de mantener el
COC en una estructura compacta en el medio de cultivo suplementado con el
péptido. Los resultados se analizaron de acuerdo a lo reportado por Kobayashi et
al. (1994), quien clasificoc el grado de compactacion de los COCs en tres
categorias: 1) compacto si en el COC no se observa separacion entre células
cumulares, 2) semicompacto si existe una expansion heterogénea con regiones
sin expandir y 3) expandido si hay una separacion homogénea entre las células
cumulares; (Figura 11a). En la Figura 11b se muestra que posterior a 24 h de
maduracion in vitro, el porcentaje de COCs con una estructura compacta se
aumentd con el incremento de la concentracion de IMD/ADM24.47 (64+18.7 para
15 pg/ml, 70+38.2 para 153 pg/ml y 88+16.32 para 510 pg/ml; P>0.05). Sin
embargo los ovocitos con estructuras semi-expandidas y expandidas no muestran
diferencias estadisticas entre ellos (28+15.3 y 30 + 28 para 0 ug/ml, 23 +11.01 y14
+ 10 para 15 yg/ml, 17 + 19.7 y 13 + 23.4 para 153 pg/ml, 4 + 5.6 y 8 + 1.31 para
510 pg/ml). Estos resultados concuerda con los obtenidos por Chang et al., (2011)
quien mostré en rata, que la suplementacion de IMD/ADM2147 en el medio de
maduracién in vitro promueve la compactacioén de los COCs, lo que provoca que
un aumento en la sintesis de estrogenos y AMPc, asi como también un aumento
en la sobrevivencia de las células cumulares. Para que OSF puedan transportarse
de una célula a otra, la interaccidon del ovocito con las células cumulares requiere
de una estrecha cercania (Hussein et al. 2006). In vivo esto sucede durante las

primeras fases de la foliculogénesis desde foliculo primordial hasta el foliculo
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secundario (Monniaux 2016). Una vez que sucede la vascularizacion y se forma el
antro, dando lugar a la formacion del foliculo terciario, las células granulosas que
rodean al ovocito se diferencian en células cumulares y murales (Russell et al.
2016). De estas solo las cumulares se mantienen en estrecha comunicacion con el
ovocito, generandose asi el denominado COC (Sanchez y Smitz 2012). Esta
comunicacién se mantiene hasta que actua la hormona LH, quien ocasiona que la
comunicaciéon se pierda, permitiendo de esta forma que se expandan las células
cumulares, lo que desorganiza el COC, promoviéndose asi la ovulacion
(Mehlmann 2005). Si bien es cierto que in vivo la expansion del COC es sinénimo
de maduracion del ovocito, in vitro no es tan real. Una de las limitantes de los
procesos de maduracion in vitro es que los ovocitos inmediatamente después de
ser aspirados de los foliculos experimentan maduracion espontanea, es decir,
reactivan la meiosis de manera prematura (Vanhoutte et al. 2009). In vitro un
ovocito puede haber madurado nuclearmente, es decir, haber extruido cuerpo
polar y arrestarse en MIl, pero esto no significa que haya alcanzado la madurez
citoplasmatica, es decir, que haya alcanzado a producir y almacenar todos los
componentes citoplasmaticos que requiere para soportar su transicion al embrion
después de ser fertilizado (Mehta 2014). Entonces mantener in vitro la interaccion
célula-célula en el COC es vital para que el ovocito madure tanto nuclear como
citoplasmaticamente (Coticchio et al. 2015). Los resultados mostrados en la Figura
11b indican que a dosis crecientes de suplementacion del medio con el péptido
IMD/ADM1.47 la compactacion aumenta, previniendo una prematura expansion del

COC. Esto indica que el IMD/ADM1.47 promueve la interaccion célula-célula dentro
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Figura 11. Concentracion o6ptima de IMD/ADM21.47 sobre el grado de expansion

cumular. a). Organizacion estructural del COC: A. Compacto, B.
Semicompacto y C. Expandido. Imagen tomada a 40X con el
microscopio invertido Axiovert CFL40 (Zeiss). b). En la grafica los datos
se presentan en porcentajes + EE de 5 réplicas independientes que
equivalen a 500 COCs (25 COCs/tratamiento).
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del COC, lo que promueve una adecuada comunicacién bidireccional ente el

ovocito y las células cumulares.

Efecto de la adiccion de IMD/ADM2,_4; sobre la maduracién nuclear
La maduracion nuclear del ovocito comienza cuando reactiva la meiosis y prosigue
de Profase | a MIl, donde se extruye el primer cuerpo polar (Li y Albertini 2013;
Dumesic et al. 2015). Tanto in vivo como in vitro este proceso es promovido por
las hormona FSH y LH (Vasquez et al. 2006). Con la finalidad de evaluar si
suplementar el medio de maduracion con el péptido IMD/ADM;4.47 tiene un efecto
positivo sobre la maduracién nuclear del ovocito, se maduraron COCs por 24 h en
presencia del IMD/ADM1.47, para luego visualizar si durante este tiempo el ovocito
tuvo la capacidad de organizar sus cromosomas anclados al uso mitético en la
parte cortical de la célula, lo que indica que progreso a MIl como se muestra en la
figura 12a (Li y Albertini 2013). En la Figura 12b se muestra una diferencia
significativa (P<0.05) en el porcentaje de ovocitos en el estado de MIl donde se
observaron COC suplementados con 153 ng/ul del péptido IMD/ADMi.47
comparados con el tratamiento control (61+3.8 vs 35+16.35 respectivamente,
P<0.05). Contrariamente a lo esperado la adicion de 510 ng/ul de IMD/ADM1.47, no
presentd diferencia significativa con el tratamiento control y con los grupos
suplementados con 153 y 15 yg/ml. Estos resultados demuestran el efecto de
IMD/ADM2 sobre la progresion de los ovocitos hacia la MIl. Chang et al. (2011) al
cultivar células cumulares de rata en presencia del péptido IMD/ADM4.47 observd
que se generaba en estas células un aumento en la sintesis de estradiol. Algo

similar encontraron Chauhan et al. (2015), quienes al cultivar ovarios completos en
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presencia de IMD/ADMi47 encontraron que se aumentaba la produccion de
estradiol y la expresion de genes que participan en la esteroidogénesis como lo
son Hsd17b1, Hsd31 y Hsd3b2. Por otro lado, este mismo grupo, al tratar in vivo
ratas con un antagonista del péptido IMD/ADM1.47, encontraron que los ovarios
mostraron un declive significativo en la formacion del cuerpos luteos, lo que
sugiere que el inhibir la accion de IMD/ADM ;.47 impide la ovulacion (Chauhan et al.
2015). El estradiol es una molécula lipofilica esteroidea que es sintetizada y
secretada al medio por las células cumulares bajo el estimulo de FSH (Mingoti et
al. 2002; Sanchez y Smitz 2012). In vitro la adiciéon de estradiol al medio de
maduracion de COCs bovinos promueve el desarrollo de ovocitos en Ml (Fukui et
al. 1982; Younis et al. 1989; Saeki et al. 1991). Si bien en este estudio no se
midieron los niveles de estradiol, es muy probable que una de las acciones del
péptido IMD/ADM+.47 sobre las células cumulares sea la de estimular la sintesis de
estradiol, y con esto promover la maduracién nuclear del ovocito.

Efecto de la adiccion de IMD/ADM2,.4; sobre la apoptosis.

La apoptosis es un proceso de muerte celular evolutivamente conservado,
que elimina las células dafadas y regula la homeostasis en organismos
multicelulares. Las células que presentan este fendbmeno se caracterizan por
mostrar una condensacion de los cromosomas hacia la membrana nuclear y una
fragmentacién del ADN, asi como un encogimiento de la masa celular (Zamaraev

et al. 2017).

41



b).

70

48+12.64 2
60

35+16.45°
50

35+10.5°
40
30

20

% de ovocitos que llegaron a Mll

10

0 pg/ml 15 pg/mi 153 pg/ml 510 pg/ml
Concentracion de IMD/ADM2, ,,

Figura 12. Efecto de la IMD/ADM2,.4; sobre la maduracion nuclear del ovocito. a). En la
fotografia se muestra ovocito en MIl: A. Contraste de fases, B. Fluorescencia
a 455 nm, y C. Contraste de fases/fluorescencia. Imagen tomada a 40X con
el microscopio invertido Axiovert CFL40 (Zeiss). b). En la grafica los datos se
presentan en porcentajes + EE de 5 réplicas independientes que equivalen a
500 COCS (25 COCs/tratamiento). Barras con diferentes letras minusculas
representan tratamientos estadisticamente diferentes (P<0.05).
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In vitro la expansion cumular prematura ocasiona una pérdida de
comunicacién entre las células cumulares y el ovocito, esto provoca que el ovocito
sufra una privacion de los nutrientes y factores de crecimiento, que puede
provocar que ésta célula entre en apoptosis (Tiwari et al. 2015). EI IMD/ADM1.47 es
un péptido que ha demostrado tener un efecto antiapoptoético en varios tejidos
como lo son corazon y placenta (Ni et al. 2014; Chauhan et al. 2015). Chang et al.
(2011) al madurar COCs de rata con el IMD/ADM1.47 encontré que la actividad de
las caspasas 3 y 7 disminuia con respecto a los COCs control que maduraron sin
el péptido. Con el fin de evaluar si este péptido también tiene un efecto
antiapoptotico durante la maduracion del ovocito bovino, se observo si los ovocito
después de 24 h de maduracién presentaban fragmentacién del ADN. En la Figura
13b se muestra que suplementar el medio de maduracion con 153 pg/ml de
IMD/ADM7_47 promovié una disminucion estadisticamente significativa (P<0.05) de
la apoptosis comparada con el control (2+2.3 vs 21+17, respectivamente).

En rata la pérdida de comunicacion celular en el COC interrumpe la
transferencia al ovocito de metabolitos como lo son el AMPc, GMPc y el 6xido
nitrico. Al disminuirse estos componentes se desencadena la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). En los ovocitos el
incremento de ROS conduce a un estrés oxidativo que induce la desestabilizacion
del factor promotor de maduracion (MPF) conduciendo con esto al desarrollo de
apoptosis (Tripathi y Chaube 2015). Con los resultados mostrados en la Figura
11b, se puede inferir que el IMD/ADMq.47 promueve la interaccion célula-célula y

que actua como un factor antiapoptotico disminuyendo la apoptosis en ovocitos
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Figura 13. Efecto antiapoptético de la IMD/ADM2,47 en el ovocito. a). En la fotografia se
muestra un ovocito apoptoético: A. Contraste de fases, B. Fluorescencia a 455
nm para Hoechst, C. Fluorescencia a 565 nm para Tunel y D. Sobreposicién
contraste de fases/fluorescencia Hoest/Tunel. Imagen tomada a 40X con el
microscopio invertido Axiovert CFL40 (Zeiss). b). En la gréafica los datos se
presentan en porcentajes + EE de 5 réplicas independientes que equivalen a
500 COCS (25 COCs/tratamiento). Barras con diferentes letras minusculas
representan tratamientos estadisticamente diferentes (P<0.05).
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madurados en presencia de éste péptido (Figura 13b). Para poder explicar si este
fendbmeno esta relacionado con una disminucién de genes apoptoticos, se evaluo
la expresion de los genes bax y bcl-2 en COCs madurados en presencia y
ausencia de 153 pg/ml de IMD/ADMZ2, ,,. Los resultados en la grafica 1 muestran
que no hubo diferencias en la expresion del gen bax en aquellos COCs tratados
con de IMD/ADMZ2,_,, con respecto al control sin el péptido (P > 0.05). Por su parte
la expresion del gen bcl-2 fue practicamente la misma en los dos tipos de
tratamiento (P > 0.05). El gen bax codifica para la proteina BAX, la cual tiene la
capacidad de insertarse en la membrana de la mitocondria, generando un poro por
medio del cual es posible que se libere al citosol el citocromo c, para activar a la
caspasa 3 y dar paso a la apoptosis mediante la fragmentacion del ADN. (Pena-
Blanco y Garcia-Saez 2017). Por su parte, BCL2 actia como una proteina
antiapoptotica inhibiendo la accion de BAX (Matsuda-Minehata et al. 2006). Los
resultados observados demuestran que la apoptosis que se observa en ovocitos
no involucra cambios en la expresion de los genes bcl2 y bax, lo que sugiere que
la apoptosis que el IMD/ADM1.47 promueve se debe por la activacion de una via
diferente a la relacionada con las proteinas BAX y BCL2. La apoptosis es un
proceso complejo que involucra dos vias: 1) intrinseca mediada por la mitocondria
en el interior de la célula, y 2) la extrinseca que involucra la activacion de un
receptor de membrana por un ligando medioambiental. En la apoptosis intrinseca
las sefales que desatan la apoptosis son causadas por la proteina pro-apoptética
BAX que permite que se libere el citocromo ¢ de la membrana de la mitocondria.

Una vez que el citocromo c se libera se une con la proteina APAF-1 y con la.
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Grafica 1. Abundancia relativa del RNAm de los genes bax y bc/l2 en COCs
madurados en presencia o ausencia de IMD/ADM2:47. Barras con
diferentes letras minusculas representan tratamientos
estadisticamente diferentes (P<0.05)
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caspasa-9 para formar el apoptosoma y activar la caspasa 3 quien es quien
ejecuta la apoptosis (Morita y Tilly 1999). En la via extrinseca el receptor de
membrana es una proteina de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF, por
sus siglas en inglés), en el ovocito los mas comunes son las proteinas Fas y
TNFR1, los cuales una vez que reconocen su ligandos FasL y TNFa, provocan la
activacion de las caspasas 8 para luego desencadenar la apoptosis (Hussein
2005). El que los resultados muestren que no hay un cambio en la expresién de
los genes bax y bcl2 sugiere que la disminucion de la apoptosis que promueve el
IMD/ADM;_47 (Figura 13b) es promovida tal vez por la via extrinseca.

Efecto de IMD/ADM2, ,. sobre la produccion de AMPc en COCs durante el

tiempo de maduracién.

La reactivacion de la meiosis del ovocito, asi como su camino hacia la
maduracién, son mecanismos mediados por las concentraciones elevadas de
AMPc, que se acumulan de forma intracelular en la células cumulares. In vitro, una
cantidad elevada de AMPc es un indicativo de que dentro del COC el ovocito ha
reactivado la meiosis (Marei et al. 2010). Ademas el AMPc como segundo
mensajero, juega un papel importante en el mantenimiento de la comunicacion
celular entre ovocito y células cumulares (Gilchrist et al., 2006; Vasquez et al.,
2006). Teniendo el antecedente de que el péptido IMD/ADMZ2,_,, al ser reconocido
por el receptor CLR:RAMPs, desata la via de senalizacion de la adenilato ciclasa
para producir AMPc (Kuwasako et al., 2011), era de esperar que al suplementar el
medio de maduracion con el péptido IMD/ADM2, -, las concentraciones de AMPc

se elevaran dentro de los COCs. Con el fin de evaluar si la suplementacion de
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IMD/ADM2,_,, favorece la formacion de AMPc, analizamos la concentracion de
este metabolito de forma intracelular en los COCs a lo largo del tiempo de
maduracion a las 0, 3, 6 y 24 h (Grafica 2). Es importante mencionar que en estos
experimentos se utilizé al Forskolin (FSK) como un control positivo, dado que esta
molécula es un inductor del AMPc en COCs (Racowsky 1984; Marei et al. 2010).
Al inicio de la maduracion (0 h), la concentracion de AMPc fue mayor en el
tratamiento de IMD/ADM2,,,#FSK que en el tratamiento control y en los
tratamientos donde se suplementé por separado IMD/ADM2,,, y Forskolin
(38.37£0.13, 26.6+0.09, 25.41+0.06 y 28.15+£0.05 fmol/ml; P < 0.05,
respectivamente) esto indico que el péptido IMD/ADM2,,, y FSK sumaron la
accion ejercida sobre la adenilato ciclasa para la produccién de AMPc. A las Oh el
ovocito dentro del COC es aun inmaduro, por lo que la enzima PDE3A esta aun
inactivada y no hay hidrélisis de AMPc (Conti et al., 2012). Cuando los COCs son
estimulados por IMD/ADMZ2,,,+FSK, la accion de los receptores GCRP se
potencializa, lo que trae como resultado un aumento en la actividad de la adenilato
ciclasa, lo que culmina en esa cantidad AMPc tan elevada. Para las 3h del cultivo
de maduracion todos los tratamientos alcanzaron concentraciones similares en los
rangos de 31.03+0.0 a 35.9+2.6 fmol/ml (P > 0.05). Para las 6 h, solamente en
aquellos COCs con el estimulo de IMD/ADM2,,, presentaron un aumento
significativo de AMPc, en todos demas tratamientos hubo una disminucion de los
niveles de AMPc (70+£2.3 vs 27.6+£0.55, 28.8+0.03 y 29.2+0.7 fmol/ml
respectivamente; P > 0.05). Esto sugiere que en aquellos tratamientos donde el

AMPc disminuyo, el ovocito dentro del COC reactivd la meiosis por lo que las

48



80

-Control

N

¥
peld
~ &
¥ ¥
8 8 w 6L'L¥6°LE
s S ;
() () ﬂ
s 2 IMMMIETRHH
59 = ¢ 3
. 6L 0% T'GE
. {REAELGAGEERELALETEEEEditE,
BL0'VF 62T Fiiiiiiiddidddessissiiiiiiid,
LR L L R L DL LY
PL0F 262 :
weoorsez (|1
[$)
o
R
+ .
2 NN

‘0T 9' /7 Kibaiatitaeiciditieieddiieess
PSS OF O e e

Y9'€F 9'VE

osesone [T

6'LF€GE

._u .
oz LI EEEEEEEEEREEEERLELELLLLEns
9TF 616

Tiempo de maduracién in vitro (h)

qcl 0¥ GZ'8¢ct
ssourvaz | [ TN
o
BO00F ¥'G¢C
R RnRRRRInn
P60 0% 6 0T s
o o o o o o o o
~ O N < o™ (o] —

(w/jowy) 54NV 9P UOIDLIUSI0D

Grafica 2. Concentracion intracelular de AMPc en COCs madurados en presencia de IMD/ADM2447, Forskolin (FSK) y ambos. Los

datos se presentan en fmol/mL + EE de 2 réplicas independientes que equivalen a 160 COCs (40 COCs/tratamiento).

Barras con diferentes letras minuUsculas representan tratamientos estadisticamente diferentes (P<0.05)



concentraciones de AMPc en su interior disminuyeron por la accion de la PDE3A,
la cual se activd debido al estimulo emitido al COC por las hormonas FSH y EGF,
suministradas en el medio maduracion; entonces la concentracion total de AMPc
disminuye porque s6lo queda el AMPc que se esta empezando a acumular en las
células cumulares. Sin embargo, esto no sucedié en los COCs tratados con el
péptido, donde la concentracion de AMPc subidé aproximadamente 2 veces mas
que los demas tratamientos, esto sugiere que el ovocito no ha reactivado la
meiosis y continua arrestado manteniendo altos sus niveles de AMPc. La cantidad
de AMPc ha sido directamente relacionada con la cantidad de conexinas
presentes en COCs en cultivo de maduraciéon, a mayor AMPc mayor presencia de
uniones GAP (Thomas et al. 2004), este podria ser el motivo del elevado
porcentaje de compactacion que se observa en los COCs tratados con
IMD/ADM2,_ 4, (Figura 11b). En la relacion al tratamiento IMD/ADM2,_,,+FSK al
contrario de lo esperado la concentracion de AMPc disminuy6 (29.2+0.7), esto
sugiere que el FSK inhibe el efecto del IMD/ADMZ2,,, A las 24 h de cultivo los
niveles de AMPc disminuyeron para IMD/ADM2,_,; y aumentaron para el caso de
FSK (35.2+0.11 vs 48.9+1.05 fmol/ml respectivamente; P > 0,05). De acuerdo a
Racowsky (1984) el efecto en los COCs del FSK aumenta con relacion al tiempo,
por lo tanto los resultados que se obtuvieron concuerdan con lo reportado. El que
la concentracion de AMPc en el grupo de COCs tratados con IMD/ADM2, ,, indica
que el efecto para inducir la formacién de AMPc pierde potencia a las 24 h y en
este punto es entonces donde se puede pensar que ya sin el estimulo el ovocito

madura, esto coincide con los resultados que se muestran en la Figura 12b.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El suplementar con el péptido IMD/ADM2447 el medio de cultivo para
maduracion in vitro tiene un impacto positivo, ya que promueve la interaccion
célula-célula manteniendo la estructura compacta en el COC, lo que favorece la
sintesis de AMPc para impulsar la maduracion a Mll y la inhibicién de apoptosis en
el ovocito. El IMD/ADM2,47 promueve la compactacion de manera dosis
dependiente, a mayor concentracién de IMD/ADMZ24.47 mayor compactacion del
COC. Sin embargo la maduracion e inhibicion de la apoptosis sélo se ve
favorecida hasta la concentraciéon de 153 pg/ml y disminuye a la concentracion
mayor de 510 ng/ul. Esto indica que a dosis mayores de 153 pg/ml el efecto del
péptido sobre el desarrollo de competencia podria ser adverso, tal vez debido a
una saturacion de los receptores de CLR-RAMPs que traeria como consecuencia
una excesiva produccion de AMPc que generaria el efecto contrario al de madurar.

La inhibicion de la apoptosis mediada por el IMD/ADMZ24.47 en el ovocito no
mostro estar influenciada por la expresidon de los genes bax y bcl2. Se requieren
realizar mas experimentos sobre la expresion de las caspasas 3 que se activan
tanto el via intrinseca como extrinseca. Para comprobar si la via de la apoptosis
involucrada es la extrinseca se recomienda realizar un ensayo para medir la
actividad de la caspasa 8.

Para saber si la suplementacidon del medio de maduracion con el
IMD/ADM24.47 produce ovocitos competentes, es necesario realizar ensayos de
fertilizacion in vitro donde se esperaria observar un aumento el tasa de

blastocistos generados.
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