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RESUMEN
ASOCIACION DE LA EXPRESION GENICA DE PROTEINAS DE SECRECION
EN OVOCITO BOVINO
POR:
M.V.Z. DANIELA ADIANEZ BRISENO ANAYA
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: D. Ph. Maria Eduviges Burrola Barraza
In vitro, el éxito del embrion radica en la calidad del ovocito que le dio
origen. Esta calidad, denominada competencia, la obtiene el ovocito durante la
foliculogénesis a través de la comunicacion bidireccional entre el gameto y las
células cumulares. En dicha comunicacion el ovocito secreta OSF, que actdan
activando procesos celulares y moleculares en las células foliculares,
promoviendo el desarrollo de un ovocito competente. Como base Castro
Valenzuela (2015) encontr6 probables OSF (SDF2L1, OOSP1, TNFAIPS6,
PTGS2, POSTN, P4HA3, PTX3, PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA, SRPX,
CTSK), el objetivo del presente trabajo fue analizar la expresion de los genes que
codifican para dichos OSF en ovocitos bovinos inmaduros y en metafase 1l (Mll),
para establecer redes génicas que permitan proponer nuevos prototipos de
cultivo celular para mejorar los ovocitos. Los analisis de PCR en tiempo real

indicaron que la expresion de PTX3, INHBA, TNFAIP6, POSTN, CTSK, SDF2L1
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y PTGS2 fue significativamente (P < 0.05) mayor en ovocito en metafase Il. El
ACP demostr6 que los ovocitos se agruparon en dos regiones segun su estadio,
donde la mayoria de los genes estuvo desplazada hacia la region de Mil. Las
redes génicas muestran que los genes se organizan diferente en cada estadio.
Concluyendo que la expresion de estos genes cambia durante la transicion de
ovocito inmaduro a MIl, ademas existe una red con correlaciones positivas,
organizada: en ovocito inmaduro, INHBA, PTGS2, SDF2L1 y CTSK y en ovocito
MII, INHBA, TNFAIP6, CTSK y SDF2L1. Al involucrarse INHBA en las
correlaciones positivas, podria pensarse que controla la transicion de ovocito
inmaduro a MIl, por lo que podria ser un candidato para mejorar los procesos de

cultivos in vitro.
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ABSTRACT

ASSOCIATION OF GENE EXPRESSION OF SECRETION PROTEINS IN
BOVINE OOCYTE

BY:
DANIELA ADIANEZ BRISENO ANAYA

In vitro, the success of the embryo lies in the quality of the oocyte that gave
rise to it. This quality, called competence, is obtained by the oocyte during
folliculogenesis through bidirectional communication between the gamete and the
cumular cells. In this communication the secret oocyte OSFs, which act by
activating cellular and molecular processes in follicular cells, promoting the
development of a competent oocyte. As a basis Castro Valenzuela (2015) found
probable OSF (SDF2L1, OOSP1, TNFAIP6, PTGS2, POSTN, P4HAS3, PTX3,
PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA, SRPX, CTSK), the objective of this work was
to analyze the expression of these genes in both, immature and metaphase I
oocytes, to establish gene networks that allow to propose new cell cultures
prototypes to improve the oocytes. Real-time PCR analysis indicated that the
expression of PTX3, INHBA, TNFAIP6, POSTN, CTSK, SDF2L1 and PTGS2 was
significantly (P <0.05) higher in the metaphase Il oocyte. The ACP showed that
the oocytes were grouped into two regions according to their stage, where most
of the genes were displaced towards the MIl region. Networks show that genes
are organized differently at each stage. Concluding that the expression of these
genes was change during the transition from immature oocyte to Mll, there is also

a network with positive correlations, organized: in immature oocyte, INHBA,
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PTGS2, SDF2L1 and CTSK and in oocyte MIl, INHBA, TNFAIP6, CTSK and
SDF2L1. By involving INHBA in positive correlations, it could be thought that it
controls the transition from immature oocyte to MII, so it could be a candidate to

improve oocyte culture medium.
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INTRODUCCION

El acelerado crecimiento de la poblacion mundial es motivo de
preocupacion y estudio por parte de personalidades e instituciones en todo el
planeta. Junto con esto, también crecen las demandas de una mejor calidad de
vida y de una alimentacion mas abundante y variada, por lo que la innovacion
tecnoldgica es la principal herramienta para proveer las soluciones ante esta
problemética (FAO, 2012). Dentro del &rea pecuaria destaca el uso de
biotecnologias reproductivas dado el gran potencial de innovaciéon que pueden
generar en el ganado bovino (Lonergan, 2003).

El uso de biotecnologias reproductivas en la produccion animal puede
garantizar suficientes alimentos de alta calidad para toda la poblacién. En las
tltimas décadas, las biotecnologias modernas de reproduccion asistida han
experimentado un crecimiento y aplicacion econémica en la medicina veterinaria
(Galli y Lazzari, 2008; Hall et al., 2013). Entre estas biotecnologias destaca la
produccion de embriones in vitro (PIV), que ha permitido aumentar la eficiencia
de reproduccion en una vaca sin comprometer su vida de produccién (Bousquet
et al., 1999; Hall et al., 2013). Sin embargo, aunque el uso de la PIV ha
beneficiado la produccién pecuaria, lo cierto es que no ha habido avances
significativos en alcanzar los estandares esperados en el desarrollo del embrion
in vitro, lo cual queda demostrado por baja eficiencia en la tasa de obtencion de
blastocistos. Esto indica que existe un estancamiento de 20 afios en el manejo in
vitro de los cultivos embrionarios bovinos, lo cuales producen alrededor de un 40

% blastocistos viables para ser transferidos, cifra que es mucho menor al 80 %



gue se obtiene en los sistemas in vivo (Nagai, 2000; Rizos et al., 2002b; Gilchrist
et al., 2008; Li et al., 2014, Bernal-Ulloa et al., 2016; Pereda-Espinoza et al.,
2016).

Asi pues, el lograr un medio de cultivo ideal para mimetizar las condiciones
in vivo en el desarrollo embrionario in vitro es el objetivo de muchos grupos de
investigacion. En concordancia con Lonergan y Fair (2013) el éxito en la
formacion de un blastocisto recae en la calidad del ovocito empleado al inicio del
proceso de fertilizacion in vitro (FIV). Por lo tanto entender como es que el ovocito
adquiere esta calidad es vital para generar nuevos prototipos de cultivo celular
que permitan madurar in vitro a los ovocitos de una manera mas cercana al
microambiente folicular in vivo.

La adquisicibn de la competencia del ovocito esta estrechamente
relacionada con el desarrollo folicular normal, donde el ovocito juega un papel
activo en la regulacién de las funciones de las células somaticas circundantes
(Matzuk et al., 2002). El ovocito de los mamiferos tiene una estrecha relacion
con las células somaticas que lo rodean durante su crecimiento y maduracion;
conformando lo que se denomina complejos ovocitos-células cumulares (COC).
Los COC se mantienen comunicados por delicadas conexiones de célula a célula
entre las células cumulares y el ovocito, asi como por la secrecion de factores
paracrinos del ovocito (OSF), los cuales al ser reconocidos por un receptor
especifico desencadenan una sefalizacion en el interior de la célula cumular que
culmina con la activacion de uno o mas genes involucrados en el proceso de

maduracién para la obtencion de competencia de este gameto (Moor et al., 1980;



Assidi et al., 2010). Asi que los OSF que actdan en este proceso son piezas
claves para desarrollar un embrion sano hasta la etapa de blastocisto. Castro
Valenzuela (2015) a traves de un andlisis bioinfomatico en 2166 secuencias EST
de ovocito bovino, report6é que las proteinas SDF2L1, OOSP1, TNFAIP6, PTGS2,
POSTN, P4HA3, PTX3, PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA, SRPX y CTSK
cumplen con los requisitos necesarios para ser secretados como OSF. Aunque
en este trabajo se encontré que los genes que codifican para dichas proteinas
estaban expresadas en ovario fetal y adulto, no se realizé un anélisis profundo
en las diferentes fases de desarrollo del ovocito. Por lo tanto el objetivo del
presente trabajo fue analizar la expresion de estos genes en ovocitos bovinos
inmaduros y en metafase Il para mediante la conformacion de redes génicas,
establecer el patrén de expresion necesario para obtener ovocitos maduros in
vitro, y con esto determinar nuevos prototipos de cultivo celular compuestos por
proteinas recombinantes necesarias para mejorar el medio ambiente in vitro de

los ovocitos al madurar.



REVISION DE LITERATURA

Foliculogénesis (gonadotropinas independiente-dependiente)

La hembra en todas las especies domésticas y primates tiene una reserva
finita de células germinales, que se establecen en la etapa fetal y luego se utilizan
durante la foliculogénesis. A pesar de esta gran reserva inicial de foliculos,
aproximadamente solo el 1 % de esta poblacion alcanza la fase preovulatoria
durante la vida reproductiva, convirtiéendose la mayoria en foliculos atrésicos
(Santos et al., 2013).

Los ovocitos se originan como células germinales primordiales (CGP) del
endodermo del saco vitelino embrionario y migran por movimiento ameboide a
través del mesenterio dorsal del intestino posterior a la cresta gonadal (Smitz,
2002) al dia 35 de gestaciéon (Erickson, 1966). Las CGP sufren un numero
limitado de divisiones mitéticas durante la migracion y su llegada a la cresta
gonadal. Durante el proceso de internalizacién, las CGP cesan la divisiéon
mitética, quedando encerradas en cordones de células germinales, compuestas
de células epiteliales que se delimitan de las células mesenquimales (estromales)
circundantes por una lamina basal, y se denominan ovogonias (Russe, 1983).

Las ovogonias se localizan en los ovarios, y estos actian como una sola
unidad e influye en el desarrollo folicular principalmente a través de rutas
endocrinas sistémicas, que implican ovarios y productos uterinos, las
gonadotropinas y sus receptores. Los foliculos dominantes y subordinados
atraviesan fases crecientes, estaticas y regresivas que tienen caracteristicas

morfologicas y bioquimicas distintas (Adams et al., 2008).
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La meiosis de la ovogonia (transicién a ovocito primario) comienza por los
dias 75-80 de la gestacion en bovinos y la primera division meidtica no procede
mas alla de la etapa de paquiteno de la profase | (Erickson, 1966), momento en
el que los cromosomas son descondensados y contenidos dentro de la
membrana nuclear denominada vesicula germinal (Smitz, 2002). Una sola capa
de células epiteliales aplanadas de las células germinales se condensa alrededor
de la gran mayoria de los ovocitos supervivientes y los envuelve para formar
foliculos primordiales (Erickson, 1966 y Russe, 1983). Los ovocitos que no estan
rodeados por células epiteliales se degeneran. Los foliculos primordiales, que
consisten en un ovocito y varias células de la granulosa que presentan una forma
plana, permanecen latentes durante un periodo de tiempo variable hasta que se
activan para crecer (Smitz, 2002).

La iniciacion del crecimiento folicular comienza con la transformacion de
las células aplanadas de la granulosa del foliculo primordial en una sola capa de
células cuboidales de la granulosa en un foliculo primario, es indicativo de la
activacion del foliculo, y en este punto esta encerrado en una lamina basal
(Russe, 1983; Braw Tal, 1997).

El ovocito permanece detenido en la etapa diploteno de la profase | de la
meiosis a medida que el foliculo crece, ademas, durante el crecimiento del
foliculo, el ovocito también crece, y en el caso del ratdbn aumenta su tamafo 300
veces en un periodo de 2 o 3 semanas. Ademas, el contenido de ARN aumenta
en 300 veces y la sintesis de proteinas en 38 (Russe, 1983). La profase meibtica

se compone de varias etapas transitorias: preleptoteno, leptoteno, zigoteno,



paquiteno y el estadio diploteno en el que se detiene la primera division meidtica
(Baker y Franchi, 1967). Al llegar a la etapa de diploteno de la meiosis en ganado
bovino, que ocurre alrededor del dia 170 de la post concepciéon (Baker y Hunter,
1978), el ovocito se rodea de una sola capa de 4-8 células pre-granulosa y una
lamina basal intacta, formando efectivamente la primera categoria del foliculo, el
foliculo primordial en reposo. Se cree que los precursores de las células de la
granulosa son de origen mesonéfrico, mesotelial o ambos (Byskov et al., 1977).
Los ovocitos encerrados en el foliculo primordial forman una reserva finita de
ovocitos, que permanecen en la fase de reposo hasta que son estimulados a
crecer (Erickson, 1966).

A medida que las células de la granulosa de los foliculos primarios se
dividen se producen multiples capas celulares, se forman foliculos secundarios o
preantrales. Las células de la teca, que se forman a partir de células similares a
los fibroblastos en el estroma ovarico, se asocian con los foliculos en esta etapa.
Las células de la teca y la granulosa sostienen al ovocito y también producen
hormonas. Los foliculos preantrales finalmente ganan espacio lleno de liquido, y
luego se clasifican como foliculos antrales (Russe, 1983). El inicio de la pubertad
estd marcada por el cambio en el patrén de secrecién de GnRH que ocasiona la
liberacion por parte de la hipofisis de dos hormonas, FSH y LH, las cuales actuan
de forma enddcrina sobre las células foliculares provocando que el foliculo se
transforme en terciario o maduro cuando contiene un antro lleno de fluido folicular

para que posteriormente ocurra la ovulacion (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).

Antes de la pubertad, los foliculos que crecen eventualmente sufren
atresia, después de la pubertad, solo unos pocos foliculos contindan creciendo
mientras que el resto muere. Tanto el ovocito como las células de la granulosa
de los foliculos atrésicos sufren apoptosis. En respuesta a la FSH, un ovocito
crece mas rapido y se convierte en el foliculo dominante. El foliculo dominante
luego produce estrogeno e inhibina, que suprime la secrecién de FSH e inhibe el
crecimiento de los foliculos de mantenimiento, el aumento de LH provoca la
reanudacion de la meiosis (Baker, 1967; Picton et al., 1998). Después de la
oleada de LH ovulatoria, se inicia un programa distintivo de produccion de matriz
extracelular en el complejo cumulo-ovocito. Este proceso conocido como
expansiéon cumular o mucificacion implica la sintesis de un esqueleto de largas
cadenas de oligosacaridos de hialuronano, que estan entrecruzadas por un
complejo de proteinas de la superficie de unién a hialuronano y proteinas de la
matriz extracelular, asi como proteoglicanos; los componentes activos de la
matriz cumular son sintetizados directamente por las células cumulares bajo el
control de factores derivados de ovocitos, secretados por las células de la
granulosa mural, o ingresan al foliculo en el plasma sanguineo (Russell et al.,
2007). La formacion de la matriz del COC antes de la ovulacion es importante
para la liberacion del ovocito y su paso eficiente a través del oviducto y la

fertilizacion (Russell et al., 2007; Adams et al., 2008).



Los ovocitos de foliculos antrales de tamafio mediano poseen una
competencia de desarrollo baja, pero a medida que los foliculos avanzan hacia
el tamafio preovulatorio, el ovocito adquiere la maquinaria citoplasmica necesaria
para apoyar el desarrollo embrionario y fetal (Sirard et al., 2006). En el momento
de la formacién del antro, las células de la granulosa (CG) se diferencian en dos
linajes anatomicos y funcionalmente distintos: las células de la granulosa
murales, que recubren la pared del foliculo y que tienen principalmente un papel
esteroidogénico; y las células del cimulo (CC), que forman una asociacion intima
de soporte vital con el ovocito. A medida que los foliculos se desarrollan para
formar grandes foliculos preantrales, ganan mdultiples capas de células
granulosas, una zona pellcida y una teca interna que contiene el receptor de la
hormona luteinizante (LH-R) (Scaramuzi et al., 2011).

Los foliculos supervivientes se denominan foliculos preovulatorios, y en
ellos ocurre un segundo arresto meiético, ocasionado antes de la ovulacion en
respuesta a las gonadotropinas donde el ovocito reanuda la meiosis y luego se
detiene por segunda vez, en metafase Il, hasta la fecundacion (Russe, 1983).

Durante el curso de la foliculogénesis, el ovocito adquiere tanto
maduracién nuclear como citoplasmatica, lo que le confiere competencia parar
someterse a una fertilizacion y apoyar el desarrollo inicial del embrién, para un
posterior crecimiento saludable del embrion implantado a término (Hyttel et al.,

1997).



Competencia del Ovocito

La maduracion de los ovocitos comienza antes del nacimiento a través de
la foliculogénesis, que es un proceso prolongado y complejo durante el cual los
ovocitos alcanzan la capacidad de desarrollo. A pesar de que las hembras de los
mamiferos poseen 68, 000 células germinales al nacer, solo un pequefio nimero
de estas células tendran la posibilidad de desarrollarse para una probable
fertilizacion (Farsi et al., 2013).

La competencia de los ovocitos se define como la capacidad intrinseca
para experimentar maduracion meidtica, fertilizacion, desarrollo embrionario y
finalmente una gestacion exitosa. Por lo tanto, la utilizacion de ovocitos
competentes durante la FIV es crucial para garantizar la obtencion de embriones
de alta calidad y gestacion exitosa. Los parametros morfolégicos del citoplasma,
el cuerpo polar y las células cumulares se usan rutinariamente para la selecciéon
de ovocitos (Li et al., 2008). La competencia del ovocito se adquiere durante la
fase antral de la foliculogénesis a través de procesos moleculares bien
coordinados, incluida una maduracion nuclear adecuada y una maduracion
citoplasmatica final (Assidi et al., 2010).

Las células del cumulo (CC) se encuentran mas cerca del ovocito
proporcionandole nutrientes, asi como factores favorables para la maduracion y
un microambiente Optimo para garantizar un desarrollo exitoso y una mayor
competencia (Gilchrist et al. 2008). El ovocito desempeiia un papel dominante en
la regulacion de las funciones de las CC y en el mantenimiento del microambiente

adecuado para el desarrollo de su competencia (Li et al., 2008).



La calidad de los ovocitos es el factor principal para que los embriones
lleguen a la etapa de blastocisto (Paramio, 2010). El ovocito fecundado
proporciona ARN, proteinas y maquinaria celular para el desarrollo del cigoto
temprano, por lo tanto, la calidad del ovocito predice la calidad del embrion y la
tasa de implantacion (Twigt et al., 2012).

La capacidad de un ovocito para desarrollar un embrién depende de que
tenga suficiente informacién especifica en forma de ARNm o proteinas. Si esta
informacion falta o es insuficiente, pueden surgir defectos en la maduracion
nuclear o citoplasmatica, o en ambos procesos, y asi afectar el desarrollo in vitro
de ovocitos fertilizados (Machatkova et al., 2004).

Comunicacion Bidireccional de las CCs y ovocitos

Desde el momento de la formacion folicular, a través de la foliculogénesis
hasta la ovulacion, la organizacion y el funcionamiento normal del ovario depende
mucho de las estrechas interacciones entre las células germinales y las células
somaticas circundantes. Los foliculos que crecen, apoyan el crecimiento del
ovocito, la adquisicién de la competencia meiética y de desarrollo, también las
células de la granulosa (CG) tienen papeles claramente establecidos en apoyar
el crecimiento (Brower y Schultz, 1982) regulando la progresién de la meiosis
(Eppig, 1991) y modulando la actividad transcripcional global en el genoma del
ovocito (Eppig, 2002). A su vez el ovocito influye en varios aspectos de desarrollo
de las CG, incluyendo proliferacion, diferenciacion, la produccién de la matriz

extracelular y de hormonas esteroideas (Gilchrist et al., 2008).
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El ovocito y sus células foliculares circundantes conviven en un estrecho
sistema de comunicacion bidireccional, la cual es mediada por receptores y por
uniones membrana-membrana denominadas GAP. Esta comunicacion facilita la
transferencia de sefiales asi como de nutrientes dentro y fuera del ovocito y entre
las células foliculares (Fair, 2003).

Uniones GAP. Las uniones GAP son estructuras especializadas que
ocurren en puntos de contacto célula-célula muy cercano; consiste en arreglos
de canales intercelulares que permiten el intercambio directo de moléculas
pequefias entre las células (Harris, 2001). Estos canales son estructuras
hexaméricas ensambladas a partir de una familia grande de subunidades
proteicas llamadas conexinas. La expresion de las conexinas (Cx) en bovinos,
parece ser especifica de cada etapa, por ejemplo, Cx26 se expresa en ovocitos
de foliculos primordiales, primario y secundarios y en la granulosa de foliculos
antrales sanos (Johnson et al., 1999). Cx37 también se expresa en foliculos
preantrales, pero la expresion disminuye significativamente al inicio de la
formacion antral. Sin embargo, lo contrario ocurre con Cx43, que esta débilmente
expresado, en los foliculos preantrales, lo que sugiere una regulacién diferencial
de Cx37 y Cx43 a lo largo de la foliculogénesis. Estudios en ratones (Wright et
al., 2001) y cerdos (Itahana et al., 1996) indican que la expresién esta asociada
con la proliferacion de las CG y las diferentes conexinas parecen ser especificas

del estado diferenciado de la CG o especifica de la etapa de la foliculogénesis.
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Factores de Secrecion del Ovocito OSFs

En lugar de ser un receptor pasivo de soporte nutricional y sefiales
reguladoras de sus CG comparfieras, el ovocito desempefia un papel activo
durante la foliculogénesis a través de la secrecion de factores paracrinos que
mantienen un microambiente apropiado para la adquisicion de su capacidad de
desarrollo (Gilchrist et al., 2004). El ovocito determina la diferenciacion y funcion
de las CG para sus propios fines a través de la secrecion local de factores de
crecimiento potentes, denominados OSF. Dentro de los OSF mejor estudiados
destacan, el factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF9) y la proteina
morfogenética 6sea 15 (BMP15). Algunos de los procesos importantes que los
OSF regulan incluyen la regulacion de la proliferacion de las CG, la tasa de
crecimiento folicular, promocion de la glucdlisis en las CC requerida para el
metabolismo de los ovocitos y ademas mejorar la calidad de los ovocitos cuando
se usan como aditivos en la maduracion in vitro (Sudiman et al., 2014; Russell et
al., 2016). Gilchrist (2007) destaca que in vitro la exposicion con GDF9 y BMP15
de los COC durante el proceso de maduraciéon, conduce a un aumento del 50%
en la competencia de los ovocitos.

Con todo lo anterior, queda claro que los OSF son de importancia vital para
el desarrollo del ovocito y dado al poco conocimiento existente, con la finalidad
de identificar nuevos OSF, Castro Valenzuela (2015) realizé un analisis
bioinforméatico sobre 2166 secuencias EST de ovocito bovino reportadas en el
NCBI, de las cuales obtuvo que las proteinas SDF2L1, OOSP1, TNFAIP6,

PTGS2, POSTN, P4HA3, PTX3, PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA, SRPX,
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CTSK, cumplen con los requisitos necesarios para ser secretadas por el ovocito.
En ese trabajo se analiz6 la expresion de los genes que codifican para estas
proteinas en diversos tejidos como corazon, pulmén, rifidn, higado, bazo,
musculo, testiculo adulto, testiculo fetal, ovario adulto y ovario fetal. Cabe
mencionar que, aunque la expresion de dichos genes fue ubicua en los tejidos
evaluados, existieron diferencias en los tejidos de ovario y testiculo fetal con
respecto a ovario y testiculo adulto. Tanto en ovario como testiculo fetal, se
encontr6 predominantemente la expresion de los genes INHBA, SDFL1 y
SERPINE2. Mientras que en ovario y testiculo adulto predominaron los genes
PSAP, SRGN, CTSK, TIMP1, SRPX, POSTN, TNC y PTX3. Aunque estos
resultados son por demas interesante, hace falta realizar un estudio a
profundidad sobre la forma en que estos genes se expresan en las diferentes
fases del ovocito, inmaduro y maduro.

La funcion de algunos de estos probables OSF identificados por Castro
Valenzuela (2015) es bien conocida. Tal es PTX3 quien juega un papel clave en
la formacién de la matriz rica en hialuronano en el COC, requerida para la
fertilizacion exitosa. PTX3 es una proteina multimérica que consta de ocho
protdmeros idénticos mantenidos juntos por una combinacion de interacciones
no covalentes y enlaces disulfuro, hallazgos recientes sugieren que el estado
oligomérico de PTX3 es importante para estabilizar la matriz cumular, ya que se
une a las cadenas pesadas de inhibidor de la alfa-tripsina (lal) y TNFAIPS6, la cual
es esencial para la formacion de la matriz cumular y permite la interaccion con

hialuronano; manteniendo asi una estructura expandida del COC, lo que es
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esencial para la liberacién del ovocito durante la ovulaciéon (Levoli et al., 2011,
Levoli et al., 2011;. Salustri et al., 2004 y Russell et al., 2007).

El producto de TNFAIP6 es una glicoproteina de aproximadamente 37
kDa, cuya sintesis depende del estimulo de la LH. Como se menciono arriba es
capaz de unirse especificamente a hialuronano y puede formar un complejo con
lal, actuando como un estabilizador de matriz extracelular (Fulop et al., 2003;
Carrette et al., 2001).

El gen INHBA codifica la subunidad BA que estd involucrada en la
formacion de tres tipos de proteinas activina A, activina AB e inhibina A; todas
son glicoproteinas unidas a disulfuro que pertenecen a la superfamilia TGF-3
(Sidis et al., 1998). La combinacién de dos subunidades BA forman el
homodimero activina A, y la combinacion de la subunidad BA con las
subunidades BB o BC forman los heterodimeros activina AB y la inhibina A,
respectivamente. Las activinas y las inhibinas son conocidas principalmente por
su funcion antagonica, las activinas estimulan la liberacion de FSH desde la
hipdfisis anterior, mientras que las inhibinas suprimen la secrecion de FSH.
Ademas, las activinas tienen varios roles intraovaricos que incluyen la
supervivencia de células germinales y el ensamblaje del foliculo primordial;
crecimiento del foliculo desde la etapa preantral hasta la antral media; supresion
de la produccién de androgenos de las células de la sangre; promocion de la
proliferacion de células granulosas, expresion de FSHR y CYP19A1; mejora de
la competencia en el desarrollo de ovocitos; retraso de la luteinizacion y/o atresia

folicular y participacion en la lutedlisis (Kretser et al., 2002).

14



Al igual que las gonadotropinas, las prostaglandinas median sus acciones
a través de sus receptores de superficie celular acoplados a proteina G, la
activacion del receptor PTGER2 da como resultado la estimulacion de la adenil
ciclasa y el aumento de cAMP intracelular (Marei et al., 2013), la prostaglandina
E2 (PGE2) es derivada de la actividad de prostaglandina G / H sintasa2 (PTGS2),
que es un factor de supervivencia. La expresion de PTGS2 en el cimulo y la
produccion de PGE2 son fundamentales para la expansion exitosa del cumulo y
los procesos de maduracion de los ovocitos (Nuttinck et al., 2011).

Las catepsinas (CTSK) se sintetizan como (pre) proenzimas, que se
procesan en enzimas proteoliticas cataliticamente activas ( Oksjoki et al., 2001),
las catepsinas, junto con las metaloproteinasas de matriz (MMP), desempefian
un papel activo en la degradacion de la matriz extracelular, por lo que se cree
gue juega un papel importante en la funcién ovarica como en la diferenciacién de
las células germinales en foliculos primordiales, su posterior crecimiento en
foliculos ovulatorios funcionales y su ruptura (Oksjoki et al., 1999). Oksjoki et al.
(2001) detectaron en raton que CTSK esté presente en la teca externa, en epitelio
germinal y en el ovocito del foliculo primordial y primario, asi como en CG, de la

teca y ovocito del foliculo secundario y antral.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las Muestras

Para la obtencion 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. Se obtuvieron ovarios de vacas adultas del Rastro TIF de la Cd.
de Chihuahua, Chihuahua y se transportaron en solucion 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 hematolégicos que
pudieran contener y se retird el exceso de tejido mediante el uso de tijeras.
Posteriormente se procedié a la aspiracion de los complejos ovocitos-células
cumulares (COC) de foliculos antrales menores a 10 mm de diametro con una
aguja de calibre 18G, que se encontraba conectada a una bomba de vacio con
presién de aproximadamente 5 mmHg. Al término de la aspiracion, se permitid
sedimentar la pastilla celular obtenida, para posteriormente seleccionar los
ovocitos con mas de 3 capas de CCs no expandidas y citoplasma
homogéneamente granulado para MIV.
Maduraciéon de los COC

Los COC seleccionados se colocaron en el medio de manejo H-CDM con
la finalidad de enjuagarlos y retirar cualquier remanente celular externo al COC.
Despueés, para madurar, los COC obtenidos se agruparon y se colocaron en cajas
de 4 pozos. Cada pozo contenia 50 COCs y 1 mL de medio para MIV

suplementado con 0.5 % de albamina sérica bovina libre de acidos grasos (FAF-
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BSA marca SIGMA), 15 ng/mL de hormona foliculo estimulante porcina
(Bethesda, MD), 1.0 pg/mL estradiol-178 (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:2 durante 23 h.
Transcurrido este tiempo, se retiraron las CC de los presuntos ovocitos maduros
mediante vortex, luego se colocaron en amortiguador fosfato-salino (PBS) en una
caja Petri donde los ovocitos se observaron al microscopio para cerciorarse de la
presencia de un cuerpo polar, lo que indica que la primera meiosis ha concluido,
es decir, que el ovocito progresa hasta metafase Il. Los ovocitos con cuerpo polar
fueron desprovistos de zona pellcida con el uso de la enzima pronasa (proteasa
de Streptomyces griseus) y se enjuagaron tres veces con PBS para retirar
cualquier contaminacién. Por dltimo, los ovocitos maduros obtenidos (dos
repeticiones de 200 ovocitos maduros con cuerpo polar) cada repeticion se
colocé en 40 ul de “RNA Later™” (Applied Biosystems) a -20 °C hasta la
extraccion de ARN total. Ademas de las células mencionadas, se utilizaron
ovocitos inmaduros. Estos se obtuvieron seguida la aspiracion, se seleccionaron
los ovocitos con mas de tres capas de CC no expandidas y citoplasma
homogéneamente granulado, estos ovocitos también fueron desprovistos de la
zona peldcida de igual forma, posteriormente se separaron las CC del ovocito,
mediante vortex y de igual manera los ovocitos (dos repeticiones de 200 ovocitos
inmaduros) fueron colocados en 40 ul de “RNA Later™ (Applied Biosystems)” a

-20 °C hasta la extraccion de ARN total.
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Extraccion de ARN y Sintesis de ADNc

La extraccion de ARN total se realiz6 utilizando el “kit mirVana™ miRNA
Isolation Kit, with phenol” (Thermo Fisher Cientific) siguiendo el protocolo del
fabricante. Brevemente, se colocaron las muestras en hielo para descongelar,
éstas se encontraban en un tubo de 1.5 mL, el lisado inicial debe ser de 30 pl
debido a la capacidad de la unidad de filtracién, por lo cual fue necesario remover
“RNA Later” y adicionar 300 pl de solucién “Lysis/Binding” por 100 o 107 células,
posterior a ello se dio vortex para obtener un lisado homogéneo y se adicioné
1/10 (30 ul) volumen de “miRNA homogenate adittive” para luego mezclar
mediante vortex. La solucion se coloc6 sobre hielo durante 10 min, posterior a
este tiempo se afadié un volumen de cloroformo-fenol acido y nuevamente se
dio vértex durante 30-60 segundos, pasado este tiempo los tubos centrifugaron
durante 5 min a 10,000 RFC (maxima velocidad) a temperatura ambiente (30 °C),
esto para separar la fase acuosa de la organica, cuidadosamente se removio la
fase acuosa (arriba) sin destruir la fase inferior y se transfirié a un nuevo tubo. Al
volumen removido se le adicion6 1.25 volimenes de etanol grado biologia
molecular al 100% a temperatura ambiente, se coloc6 una columna en un tubo
de coleccién, se mezclé la muestra con etanol y se colocé dentro de la columna.
Posteriormente luego de centrifugar 15 segundos a 10000 RFC a 30 °C se
decanto el filtrado y se repitid hasta filtrar toda la mezcla. La columna se lavé con
700 pl de “miRNA wash solution” 1, se centrifugdé durante 5-10 segundos y se
decanto el filtrado, posteriormente se adicionaron 500 ul de solucién de lavado

2/3, de igual manera se centrifugld y se hizo una repeticion de este lavado,
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después de decantar el filtrado se colocé la columna y se centrifugd una vez mas
durante 2 minutos para remover el fluido residual. Finalmente la columna se
transfirid a un nuevo tubo de coleccion y se adicionaron 50 pl de solucién de
elucidon precalentada a 60 ° C y se centrifugd durante 15 segundos a maxima
velocidad para recuperar el ARN total. La concentracion del ARN extraido fue
determinada a través del Espectrofotometro NanoDrop (ThermoScientific). La
pureza de este acido nucleico se determind calculando la relacion de absorbancia
entre 260 y 280 nm. Se realiz6 electroforesis para observar la integridad del ARN
en un gel de agarosa al 2% con agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC). El
ARN obtenido se almaceno a - 80 °C hasta la sintesis de ADNc. La sintesis de
ADNc se realiz6 utilizando el “kit High-Capacity RNA-to cDNA” (Applied
Biosystems), siguiendo las indicaciones del fabricante, para lo cual se realizé una
mezcla con 50 ng de ARN, 10 ul del amortiguador 2X RT, 1 pL de la enzima 20X
RT y 8 pL 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 desactivacion de la enzima, 5
min a 95 °C y por ultimo se conservo el sistema a 4 °C. El ADNc se almacené a
- 20 °C hasta su posterior uso.
Curvas de Eficiencia

La eficiencia de la PCR es particularmente importante cuando se informan
concentraciones de ARNm para genes diana en relacion con los genes de
referencia. En este experimento se utilizO el gen gliceraldehido 3 fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia. Para que el gen de interés
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sea comparable con el gen de referencia, estos deben amplificar con las mismas
eficiencias, por lo cual se realizaron PCR en tiempo real para obtener las curvas
estandar.

Las muestras (ovario y CG) utilizadas para realizar las curvas estandar
fueron independientes a las del estudio, se realizaron diluciones 1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000 del ADNc de la muestra, en la reaccion se adicion6 1 pl de ADNc,
8 ul de agua libre de nucleasas, 10 pl de “TagMan Universal Master Mix 11"y 1 pl
de “TagMan Gene Expression Assays”, esto para cada uno de los genes de
interés, una buena reaccién debe tener una eficiencia entre 90 % y 110 %, que
corresponde a una pendiente de entre - 3.58 y - 3.10 (Bustin et al. 2009). Una
vez obtenidas las curvas estandar fue posible realizar la PCR en tiempo real para
la cuantificacion de la expresion de cada gen de interés.

PCR en Tiempo Real

Todas las reacciones se realizaron en el equipo “7500 Real-Time PCR
System” (Applied Biosystems). Las regiones especificas para la amplificacion se
obtuvieron utilizando los reactivos “TagMan Universal Master Mix II” y “TagMan
Gene Expression Assays” (Applied Biosystems) que incluyen sonda especifica
con el reportero FAM para los genes cuantificados, ademas se
utilizé el gen de referencia GAPDH. Se realizaron cuatro réplicas técnicas para
cada ensayo, las reacciones se llevaron a cabo conforme las condiciones del
fabricante. En la preparacion de la reaccion se adiciono 1 pl de ADNc, 8 pl de
agua libre de nucleasas, 10 pl de “TagMan Universal Master Mix II” y 1 pl de

“TagMan Gene Expression Assays”. Las sondas tipo “TagMan” que se utilizaron
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amplificaron los genes correspondientes a las proteinas identificadas como
secretoras por Castro-Valenzuela et al. en 2018 (SDF2L1, OOSP1, TNFAIPS6,
PTGS2, POSTN, P4HA3, PTX3, PSAP, SERPINE2, SRGN, INHBA, SRPX,
CTSK). La cuantificacion de la expresion de estos genes se normalizé tomando
como referencia la amplificacion del gen de referencia.
Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos cuantitativos se trabajé con dos repeticiones
de 200 células por cada muestra de ovocito inmaduro y maduro. Para cada caso,
se realizé una base de datos en el programa Microsoft EXCEL en donde se
calculd los valores relativos de expresion génica mediante el método 2-2CT
sugerido por Livak y Schmittgen (2001). Los valores relativos de expresion génica
fueron transformados a valores Z para cumplir el supuesto de normalidad, mismo
que fue evaluado mediante la prueba Shapiro Wilks. Con la finalidad de conocer
si habia diferencias significativas entre las medias de expresién génica de cada
tipo de muestra se llevé a cabo una prueba t-Student para muestras relacionadas,
el valor de significancia exigido fue de P < 0.05; utilizando el programa SAS
(Version 9.0; SAS Institute, Inc., 2006). La correlacion de Pearson fue obtenida
con el programa Correlation Calculator Version 1.0.1. Con la intencién de analizar
la relacion entre el estadio del ovocito inmaduro y el estadio de ovocitos en Mil,
se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP), utilizando la correlacion
de Pearson, donde se rotaron los componentes principales (PC) con el método
Equamax y se mostro el resultado en un grafico biplot. El analisis de

componentes principales (ACP) se realizO con la version XLSTAT BASE.
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Mediante el algoritmo de Metscape (Basu et al., 2017) las asociaciones entre los
genes fueron visualizados como una matriz colorimétrica (heat map) compuesta
de un espectro de color que va del verde hacia el rojo con valores de correlacion
del -1 a 1, respectivamente. Estos datos también fueron analizados como un
agrupamiento jerarquico y con ellos se gener6 una de red de genes utilizando la

aplicacion MetScape del programa Cytoscape 3.4 (Su et al., 2015).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de la Expresion Génica de Factores de Secrecion en el Ovocito

Tomando como base los resultados obtenidos por Castro Valenzuela en
2015, se procedié a analizar la expresion de los genes SDF2L1, OOSP1,
TNFAIP6, PTGS2, POSTN, P4HA3, PTX3, PSAP, SERPINEZ2, SRGN, INHBA,
SRPX y CTSK; en ovocitos en estadio inmaduro y ovocito en metafase Il. En la
Figura 1 se muestran las medias de expresion de cada gen en ambas
condiciones, donde a simple vista el gen P4HAS3 sobresale del resto debido a su
elevada expresion en la condicién de ovocito en metafase || comparado con el
estadio inmaduro (6.1 + 0.7 vs 0.51 + 0.03 medias de 2-2CT + error estandar,
respectivamente; P > 0.05). Sin embargo tras el andlisis estadistico realizado
mediante la prueba t-Student, se observé que no existen diferencias significativas
entre ambos estadios. Esto llama mucho la atencion debido a la enorme
diferencia que existe entre las medias obtenidas en los dos estadios. Esta
discrepancia pudo deberse a que los datos obtenidos en cada replica técnica
fueron distintos, lo que indica la variabilidad en el ensayo y por ende la ausencia
de diferencia estadistica; por lo que seria necesario repetir de nuevo los ensayos
de tiempo real. Dado estos inconvenientes, los datos obtenidos en relacion a la
expresion del gen P4HA3 no fueron confiables y debido a esto no se tomaron en
cuenta para realizar las correlaciones genéticas tanto el ovocito inmaduro como

en ovocito en metafase Il.
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Figura 1. Medias de expresién génica (z error estandar) de los transcritos de OSFs
en el ovocito inmaduro y en ovocito en metafase Il.
*(P <0.05)
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Por otro lado la expresién de los genes PTX3, INHBA, TNFAIP6, POSTN,
CTSK, SDF2L1 y PTGS2 fue significativamente (P < 0.05) mayor en ovocito en
metafase Il (0.042 £ 0.23,0.18 £ 0.32,0.39+ 0.38, 0.14 £ 0.16, 0.006 £+ 0.16, 0.87
+y0.5+0.16 medias de 22T + error estandar, respectivamente), que en ovocito
inmaduro (0.001 + 0.02, 0.08 + 0.2, 0.0014 * 0.002, 0.0035 #* 0.02, 0.0012 *
0.16, 0.34 + 0.36, 0.2 + 0.28 medias de 2-2°T + error estandar, respectivamente).

Su et al., (2007) reportaron que en ratones durante la transicion de la
vesicula germinal (GV) a la fase metafase Il, la expresién de PTX3 y TNFAIP6 se
expresan en células de cumulos expandidos y no en ovocitos. Lo que es
claramente diferente a lo que se obtuvo en este trabajo, ya que la expresion de
estos genes se observo en los dos estadios del ovocito. Esto implica, dado que
no hay reportes al respecto, que en el modelo bovino el patrén de expresion de
estos genes es diferente al reportado en modelo de ratén. Tanto PTX3 como
TNFAIPG6 participan en la formacion de la matriz extracelular (Carrette et al., 2001;
Fllop et al., 2003; Levoli et al., 2011), la cual es requerida para la formacion del
foliculo antral y su posterior luteinizacion. Salustri et al., en el 2004 demostraron
que los ratones hembra que carecen de PTX3 no ensamblan correctamente la
matriz del camulo, y en consecuencia, los ovocitos no se fecundan. En nuestro
estudio PTX3 y TNFAIP6 se expresan mas en ovocito en metafase Il que en
inmaduro, lo que indica que el ovocito participa activamente en la conformacion
de la matriz extracelular necesaria para la expansion de las CC y brindando

espacio para su fecundacion.
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La diferenciacion de células germinales hacia foliculos primordiales y su
posterior crecimiento en un foliculo ovulatorio funcional que llegue a la ruptura y
a la formacion del cuerpo luteo, requieren de una reorganizacion de la matriz
extracelular. Oksjoki et al., (2001) demostraron en raton, que la presencia de
ARNmM de CTSK se encuentra solo en el ovocito dentro de foliculos primordiales
y primarios, y a partir del foliculos secundarios hasta antrales la sefial se muestra
positiva, ademas de en ovocito también en las células cumulares. En este estudio
aunque CTSK fue significativamente mayor en ovocito en metafase Il, la
expresion también se da en ovocito inmaduro.

Gilbert et al., (2012) demostraron que aquellos ovocitos que alcanzan la
competencia se relacionan con una elevada expresion del gen INHBA, lo que
coincide con nuestros resultados. Asou et al, (2006) identificaron los
transcriptomas expresados diferencialmente entre ovocito maduro e inmaduro y
en células cumulares, encontr6 que INHBA se encuentra expresadas 5y 34
veces mas en las CC que en ovocitos, respectivamente. En el presente estudio
s6lo se analizo la expresién en ovocitos maduros e inmaduros, valdria la pena
ver como es el comportamiento de este gen en las CC. Ademas Ireland et al.,
(2009) demostraron que la expresion de INHBA se altera significativamente mas
durante la maduracion de los ovocitos bovinos.

McKenzie et al. en el 2004, al correlacionar los niveles de expresion de
PTGS2 en ovocitos humanos contra el estadio de madurez, observaron que los
niveles de expresion del gen aumentaron después de la reanudacion de la

meiosis. Calder et al. (2001) examinaron también la expresién de PTGS2 y el
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ARNmM del receptor de prostaglandina en COC bovinos, y encontraron que la
expresion de PTGS2 depende del tiempo de maduracién y de la calidad de los
ovocitos. Marei et al., (2013) estudiaron la dinamica de la expresion del gen
PTGS2 durante la maduracién de los ovocitos y tuvieron como resultado que este
gen aumento a las 6 h para alcanzar concentraciones maximas a las 12 h
después de la incubacibn en medios de maduracion que contenian
gonadotropinas, coincidiendo en nuestro estudio donde PTGS2 es mayormente
expresado en ovocito en metafase Il provenientes de un proceso de maduracion
in vitro.
Componentes Principales de Ovocito Inmaduro y Ovocito en Mli

El analisis de componentes principales (ACP) distribuy6 la mayoria de la
varianza en dos componentes principales como se muestra en la Figura 2, donde
el componente principal uno absorbe el 53.68% de la varianza, mientras que el
componente principal dos absorbio el 17.82%, obteniendo en conjunto un 71.5%,
lo que implica que se tiene suficiente informacién para interpretar los aspectos
mas importantes de la distribucion génica de los OSF evaluados en ovocito
inmaduro y en ovocito en metafase Il. Como puede observarse los ovocitos se
agruparon en dos regiones segun su estadio, donde la mayoria de los genes
estuvo desplazada hacia la regién de MIl. La maduracion nuclear del ovocito
sucede cuando se reanuda la meiosis desde profase | a la metafase IlI, con el
primer cuerpo polar extruido. Tanto, in vivo como in vitro, este proceso se activa
mediante las acciones de FSH y LH (Dumesic, et al., 2015). La agrupacion de la

mayoria de los genes hacia la region de MIl, puede atribuirse a que el ovocito en
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Biplot (ejes F1y F2: 71.50 %)

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

F1 (53.68 %)

Figura 2. Analisis de componentes principales de los transcritos de OSFs en el
ovocito inmaduro y ovocito en metafase II.
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este estadio requiere contar con lo necesario, proteinas y ARNm, que le permitan
cumplir con el desarrollo posterior a su fertilizacion. La capacidad de lograr dicho
desarrollo, es a lo que se conoce como competencia del ovocito, por lo que éxito
de la maduracion final de los ovocitos es un proceso complicado que implica
diversos factores, tales como calidad intrinseca, el didlogo con el compartimento
somatico vecino y las uniones GAP (Assidi et al., 2010), también los ovocitos
determinan la diferenciacion y funcion de las células del cimulo para sus propios
fines, a través de la secrecién local de factores denominados OSF (Russell et al.,

2016).

Correlacion de Pearson en Ovocito Inmaduro y Ovocito en Ml

Tanto para los ovocitos inmaduros (Figura 3) como para el ovocito en
metafase Il (Figura 4), se obtuvo una matriz de correlacion de Pearson
colorimétrica (heatmap), donde se demuestra el grado de correlacién de un gen
con respecto a otro, siendo verde una correlacidbn negativa mientras que la
tendencia al rojo demuestra correlacion positiva. En la Figura 3 se puede
observar el agrupamiento jerarquico en el estadio de ovocito inmaduro, donde la
expresion génica se organizo en dos clados, clado Ay clado B. El clado A, agrupé
en A.l1 a los genes SRGN, SDF2L1, PSAP y CTSK; mientras que la rama A.2
agrupo a SERPINEZ2, INHBA, PTGS2 y OOSP1. El clado B agrupo, en la rama
B.1 solo al gen TNFAIP6, mientras que en B.2 agrupo POSTN, PTX3 y SRPX.
Por su parte en el ovocito en metafase Il, la expresion génica se organizd en 2
clados, el clado A con A.1 que incluye los genes CTSK, TNFAIP6, INHBA y

SRGN; y A.2 que agrupo PSAP, SDF2L1, POSTN y PTX3; y el clado B agrupo a
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Figura 3. Matriz colorimétrica de correlacion de Pearson de los transcritos de
OSFs en el ovocito inmaduro (color verde hacia el rojo con valores -1 a
1, respectivamente).
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B.1 con SERPINE2 y PTGS2 yenB.2a OOSP1 y SRPX (Figura 4). Al comparar
los dos agrupamientos jerarquicos se puede observar claramente que la
expresion génica de los genes evaluados, se organiza de manera diferente en
cada estadio.

Si bien se mantienen los dos clados Ay B, los genes cambian de posicion
por ejemplo el gen INHBA en estadio inmaduro se encuentra dentro de la rama
A.2 al mismo nivel que el gen SERPINEZ2; en contra parte en el estadio de
metafase IlI, INHBA se coloca en el clado A.1 junto con el gen SRGN. Estos
resultados muestran que el patron génico de expresion de los genes evaluados
actua de manera estadio especifico.

Redes Geénicas

Para determinar el grado de correlacion positiva y/o negativa dentro de los
genes, en los diferentes estadios del ovocito, de acuerdo con el agrupamiento
jerarquico en la Figura 3 y 4, se realizé una red de genes tanto para el estadio de
ovocito inmaduro (Figura 5), como para el ovocito en Ml (Figura 6).

En ovocito inmaduro se obtuvo una fuerte correlacion positiva entre los
genes SRGN, SDF2L1, PSAP y PTGS2, INHBA y SERPINEZ2, y una marcada
correlacion negativa entre los genes SRPX, PTGS2, INHBA y SERPINE2, asi
como en los genes TNFAIP6 con OOSP1. En el ovocito en MIl se obtuvo una
fuerte correlacion positiva entre los genes SRGN, INHBA, TNFAIP6 y TNFAIP6
con CTSK, por el contrario la correlacion negativa en el mismo estadio fue entre
los genes POSTN con PTGS2, SRPX con CTSK y SRGN con INHBA y OOSP1.

Si bien este analisis mostré un panorama general de la correlacion de los genes

32



Figura 5. Red de correlaciones de transcritos de OSFs en el ovocito inmaduro (en
color azul negativa, rosa positiva).
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Figura 6. Red de correlacion de transcritos de OSFs en el ovocito en metafase I
(en color azul negativo, rosa positiva).
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evaluados, los resultados obtenidos en la Figura 1 indicaron que no todos los
genes tienen una expresion significativamente diferente entre el ovocito maduro
y el inmaduro. Tomando esto en cuenta se realizé de nuevo las redes génicas
considerando solo los genes cuya expresion fue significativa tras haber realizado
la prueba t-Student.

En ovocito inmaduro (Figura 7) la correlacion fue enlazada de forma
positiva entre los genes INHBA, PTGS2, SDF2L1 y CTSK, mientras que
negativamente se observa la correlacion del PTX3 hacia los genes PTGS2,
SDF2L1, CTSK e INHBA. De forma contraria en el ovocito en Ml (Figura 8) la
correlacién positiva implico un fuerte entrecruzamiento de los genes INHBA,
CTSKy TNFAIP6, y en menor grado TNFAIP6, POSTN, CTSK y SDF2L1, por el
contrario la correlacién negativa se enlazo del gen PTGS2 hacia los genes
SDF2L1, POSTN, TNFAI6 y PTX3.

Desde la comparacion de los agrupamientos jerarquicos (Figura 3y 4), se
muestra que el patrén de los genes evaluados se expresa de una manera estadio
especifico. Al realizar las redes génicas este patrén queda mas claro debido a
gue es posible observar el grado de intensidad en la correlacion generada entre
dichos genes. De forma particular sobresale el comportamiento del gen INHBA
cuya expresion durante el estadio inmaduro, esta correlacionada de manera muy
fuerte con la presencia de los genes PTGS2 y SDF2L1; mas no con el gen PTX3
(Figura 7). Después del proceso de maduracion in vitro (Figura 8), la expresién
de INHBA cambia, correlacionandose positivamente con los genes TNFAIP6 y

CTSK, y aungue sigue correlacionada negativamente con PTX3, esta correlaciéon
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Figura 7. Red de correlacion de genes significativos en prueba t-student en
ovocito inmaduro (en color azul negativa, rosa positiva).
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Figura 8. Red de correlacién de genes significativos en prueba t-Student
en ovocito en metafase Il (en color azul negativa, rosa positiva).
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es con mucha menor fuerza. Siendo INHBA un gen que codifica para la
subunidad BA que esta involucrada en la formacién de tres tipos de proteinas
activina A, activina AB e inhibina A; resulta facil suponer que la expresion de este
gen es quien dirige el cambio de patrén génico dependiendo del estadio del
ovocito. Ahora bien, en el presente estudio sélo se evalud la expresion del gen
INHBA que representa la subunidad BA, no se evalud a las proteinas activina A,
o AB, ni a la proteina inhibina A, lo cual podria ser la clave de la diferencia del
patrén en las redes génicas obtenidas.

Como se menciond anteriormente las activinas y las inhibinas tienen una
funcién antagodnica, cuyo balance entre ellas durante el desarrollo folicular es
importante. Durante los estadios foliculares tempranos las activinas permanece
en altos niveles. (Knight et al., 2012), y ejercen su funcién en la célula blanco, por
medio de su unién con el receptor ACVR2, el cual a su vez activa via fosforilaciéon
a la proteina transmembranal ALK4, quien desencadena la via de sefializacion
de las proteinas SMADs (SMAD 2, 3y 4), con la consecutiva expresion de genes
como el FSHR, necesario para unir la FSH y pasar al estadio de foliculos antrales
(Wiater y Vale, 2002). Una vez que el foliculo es sensible a la accién de la FSH,
los niveles de las activinas decrecen mientras aumentan los niveles de inhibina
A, comenzando asi el estadio de foliculo antral. La inhibina A reconoce el mismo
receptor que la activinas, la diferencia es que cuando la inhibina A se une al
receptor ACVR2 no se activa la proteina ALK4, por lo tanto la via de las SMADs
se inactiva. En este estadio antral lo niveles de LH aumentan estimulando

notablemente la secrecion de progesterona (P4) a partir de las células de la
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granulosa, lo que provoca la ovulaciéon. La secrecion de P4 se sincroniza con la
expresion de PTGS2 (Tamuraa et al., 2016), que a su vez activa una produccion
sostenida de cAMP lo que provoca la sintesis de proteinas que conforman la
matriz extracelular como TNFAIP6, CTSK y POSTN (Russell et al., 2007).

En este estudio la red génica obtenida para el estadio inmaduro del
ovocito, muestra que el gen INBHA se correlaciona fuertemente de forma positiva
con PTGS2, y de acuerdo a lo anterior esto seria el reflejo de un ovocito dentro
de un foliculo en estadio antral. Esto hace sentido debido a que los ovocitos
inmaduros utilizados en este estudio, se aspiraron de foliculos ovaricos de
aproximadamente 10 mm, lo que implica la obtencién de un COC en estadio
antral temprano o tardio (Adams et al., 2008). INHBA y PTGS2 mostraron una
correlacién positiva con SDF2L1, gen inducido por el estrés, el reticulo
endoplasmatico es el sitio donde se sintetiza, produce el plegamiento y
ensamblaje de proteinas (Fukuda et al., 2001), pudiendo atribuir esto al estrés
gue se sufre en la transicion de la etapa de ovocito inmaduro al estadio de ovocito
en MIl (Dumesic et al., 2015).

El ovocito al encontrarse en el estadio de inmaduro se encuentra rodeado
por las CC muy cercanamente, por lo que no hay presencia de matriz extracelular
(Gilchrist et al. 2008), de ahi la correlacion negativa de INHBA con PTX3 en
ovocitos inmaduros. La formacion de matriz extracelular circundando el COC,
provoca la expansion de las CC. Esta expansion es un reordenamiento extenso
del citoesqueleto a través del montaje de microfilamentos de actina y la induccién

de la sintesis de acido hialurénico, que transforman las CC apretadamente
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empaquetadas en una masa mucho mas grande de células mucificadas, esta
expansion es necesaria para la extrusion éptima del ovocito-camulo del foliculo
en la ovulacién. Después del proceso de maduracion INHBA mantiene una
relacion importante con TNFAIP6 en el ovocito en metafase Il (Figura 8), para
mantener estable la matriz extracelular y dar espacio a la posterior fecundacion
(Diaz et al., 2006; Dragovic et al., 2005, 2007).

Después del proceso de maduracion, las capas celulares y la matriz
extracelular en el apice folicular se adelgazan y la membrana basal
circunferencial se degrada a través de acciones proteoliticas (Russell et al.,
2007), por lo que la presencia de CTSK al pertenecer a una familia de cisteina
proteinasas lisosbmicas, participa en varios procesos proteoliticos, incluyendo la
matriz extracelular, pudiendo asumir su participacion en la ovulacion.

En relacion a la correlacién positiva que se tiene entre INHBA y PTGS2
(Figura 7), se pudiera pensar que esto se debe a que justo antes de la ovulacion
los niveles de activinas disminuye, mientras que la inhibina A se aumentan y por
consiguiente los receptores para LH y secrecidon de progesterona, lo que traen
consigo la expresiéon de PTGS2 (Tamuraa et al., 2016). Posterior a esto, en el
estadio de ovocito en metafase Il (Figura 8), hay un decaimiento en la produccién
de inhibina A lo que a su vez disminuye la expresion de PTGS2, coordinando de
esta forma la sintesis de genes de la matriz extracelular requeridos para

expansién exitosa de las células cumulares (Nuttinck et al., 2011).
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CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El desarrollo de la competencia del ovocito involucra una serie de cambios
a nivel genético que implica un reajuste continuo en el contenido de su material
celular. Con este estudio se concluye que la expresion génica de los genes PTXS3,
INHBA, TNFAIP6, POSTN, CTSK, SDF2L1y PTGS2 cambia durante la transicion
de ovocito inmaduro a ovocito en metafase Il y que ademas existe una red
genética constituida por los mismos; cuya expresion génica esta organizada de
la siguiente forma: en el estadio de ovocito inmaduro, se correlaciona
positivamente INHBA, PTGS2, SDF2L1 y CTSK y en ovocito en Metafase Il
correlacionandose positivamente INHBA, TNFAIP6, CTSK y SDF2L1.

Al observarse involucrado el gen INHBA en las correlaciones positivas en
ambos estadios, se podria pensar que controla la transicién de ovocito inmaduro
a ovocito en metafase Il, por lo que podria ser un candidato para mejorar la
maduracion in vitro.

Se recomienda analizar la expresiéon de los genes en CG inmaduras, asi

como en maduras.
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