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Resumen

Regulacién de la maduracion de ovocitos por factore S paracrinos

El objetivo de esta tesis fue el estudio de factores regulatorios que controlan la
maduracion de los ovocitos. Para investigar el papel de las células de la granulosa se
caracteriz6 la linea celular BGC-1, obtenida por inmortalizacién espontanea de cultivos
primarios de células de la granulosa bovinas, como modelo para el mantenimiento del
arresto meidtico de ovocitos bovinos in vitro. Se determind que las células BGC-1 inhiben
el reinicio de la meiosis y la expansiéon del cumulus de los complejos cumulus-ovocito de
manera mas eficiente que cultivos primarios de células de la granulosa, y que este efecto
es especifico. Se establecié que las células BGC-1 producen factor/es de naturaleza
soluble y labil, que actian a través de las células del cumulus para inhibir el reinicio
espontaneo de la meiosis in vitro. Esta inhibicion es completamente reversible y, bajo el
efecto inhibitorio de las células BGC-1, el reinicio de la meiosis puede ser inducido por
FSH.

En la segunda parte de esta tesis se estudio el rol de los catecolestrégenos, metabolitos
endogenos del estradiol, durante la maduracion de los ovocitos. Se pudo comprobar que
la presencia de 2-metoxiestradiol durante la maduracién de los ovocitos afecta el
subsecuente desarrollo embrionario temprano. Se establecié que el 2-metoxiestradiol
interacciona con los microtibulos induciendo alteraciones en el huso meidtico de los
ovocitos que afectan la normal segregacion de los cromosomas luego de la fecundacion.
Los desbalances cromosémicos generados llevan a la inhibicion del desarrollo
embrionario en el estadio de moérula. Debido a que el 2-metoxiestradiol puede
incrementarse en el fluido folicular en respuesta a ligandos del AHR, concentraciones
intraovaricas anormalmente altas podrian estar involucradas en los sindromes de
infertilidad asociados a algunos contaminantes ambientales que son conocidos

activadores de AHR.

Palabras clave: ovocito, maduracién, células de la granulosa, reinicio de la meiosis,

catecolestrogenos, embriones, bovino.



Abstract

Paracrine regulation of oocyte maturation

This thesis was aimed at studying the regulation of oocyte maturation by paracrine factors.
In order to investigate the role of granulose cells, the BGC-1 cell line, obtained by
spontaneous immortalization of bovine granulose cell primary cultures, was characterized
as a model of meiotic arrest maintenance of in vitro matured bovine oocytes. BGC-1 cell
line inhibits spontaneous meiotic resumption and cumulus expansion of cumulus-oocyte
complexes more efficiently than primary granulose cell cultures, and this effect is specific.
BGC-1 cells produce soluble, labile factor/s that inhibits spontaneous oocyte meiotic
resumption in vitro, acting through cumulus cells. This effect is completely reversible and,
under the inhibitory effect of BGC-1 cells, the meiotic resumption can be induced by FSH.
In the second part of this thesis we studied the role of catecholestrogens, endogenous
estradiol metabolites, during oocyte maturation. The presence of during oocyte maturation
affects the subsequent early embryonic development. 2-methoxyestradiol interacts with
microtubules and induces meiotic spindle aberrations that alter the normal chromosome
segregation after fertilization. The ensuing chromosomal unbalances lead to
developmental arrest at the morula stage. Because 2-methoxyestradiol could be increased
in follicular fluid in response to AHR ligands, abnormally high intraovarian levels could be
involved in infertility syndromes associated to some environmental contaminants known to
activate AHR.

Key words: oocyte, maturation, granulosa cells, meiotic resumption, catecholestrogens,

embryo, bovine.
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1.1. Introduccién

La maduracién del ovocito es la Ultima de una serie de etapas que debe atravesar una
célula germinal femenina para adquirir la capacidad de ser fecundada y dar origen a un
nuevo individuo. Durante esta Ultima etapa el ovocito sufre profundos cambios a nivel
nuclear y citoplasmaticos que son regulados paracrinamente por una compleja
comunicacion bidireccional con las células somaticas que lo rodean. Esta regulacion local
es coordinada por factores endocrinos que son secretados en forma ciclica. Como
resultado de la interaccién entre los diferentes niveles de regulacién, paracrina y
endocrina, solamente unos pocos ovocitos son seleccionados para iniciar la etapa de
maduracion a lo largo de la vida fértil, mientras que la mayor parte degeneran en atresia.
Al final de la etapa de maduracion ocurre la ovulacion, y el ovocito es, durante una corta
ventana de tiempo, una célula completamente competente capaz de dar origen a un
nuevo individuo si es fecundada en un determinado periodo de tiempo.

1.2. Formacion de los ovocitos

Las células germinales primordiales se originan a partir del endodermo del saco vitelino.
Estas células proliferan y migran hacia las crestas genitales ubicadas en el mesonefros
del embrién donde se diferencian en ovogonias y contindan proliferando formando grupos,
los cuales son rodeados por células provenientes del mesonefros formando los cordones

sexuales primitivos.

Durante la vida fetal, alrededor del dia 80 de gestacién en el bovino, las ovogonias
comienzan a dejar su ciclo mitético para entrar en la profase | de la meiosis,
convirtiéndose en ovocitos primarios (Byskov and Hoyer, 1994; Russe, 1983). La profase |
de la meiosis se divide en cinco etapas: leptonema, cigonema, paquinema, diplonema y
diacinesis. Durante el leptonema los cromosomas comienzan a condensarse formando
filamentos delgados. Debido a que la meiosis se inicia después de un periodo de sintesis
de ADN estos cromosomas contienen dos cromatidas hermanas. Durante el cigonema se
inicia el apareamiento de los cromosomas homologos y se forma el complejo
sinaptonémico. Este apareamiento se completa en el paquinema, durante el cual también
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se produce la condensacion y acortamiento de los cromosomas. En este periodo los
cromosomas homoélogos estan intimamente unidos formando tétradas (unidades
bivalentes con cuatro cromatidas) y se produce el intercambio de segmentos entre las
cromatidas homoélogas, la recombinaciéon. Durante el diplonema los cromosomas
homélogos comienzan a separarse aunque contindan unidos por uno 0 mas quiasmas. En
este punto la meiosis se arresta y los cromosomas se descondensan tomando un aspecto
difuso que permite la sintesis de ARN. En este estadio, también conocido como vesicula
germinal (GV) (Figura 1.6, A), la progresion de la meiosis es detenida y no sera reiniciada
hasta que el ovocito sea seleccionado para iniciar la etapa de maduracion lo que puede

ocurrir meses o aflos mas tarde.

Durante mas de medio siglo se consideré que, en los mamiferos, el ovario posee una
poblacidn finita de ovocitos al momento del nacimiento que se reduce durante la vida sin
posibilidad de renovacién. En bovinos, esta poblacién fue calculada en unos 135.000
ovocitos al nacimiento (Erickson, 1966b). Sin embargo este dogma ha sido fuertemente
cuestionado durante los Ultimos anos a partir de la publicacién de evidencias sobre la
existencia de células madre germinales que permitirian la renovacién folicular en ovarios
mamiferos adultos (Johnson et al, 2004; Tilly and Telfer, 2009).

1.3. El foliculo ovérico

El foliculo es la unidad morfoldgica y funcional del ovario. Esta formado por una capa
exterior de células tecales que envuelve, por fuera de la membrana basal, capas internas
de células de la granulosa. A su vez, las células de la granulosa rodean y confinan al

complejo formado por el ovocito y las células del cumulus (Figura 1.1y 1.4).

En respuesta a la secrecidon ciclica de gonadotrofinas hipofisiarias, los distintos
compartimientos foliculares interactlan de manera integrada para sintetizar esteroides
sexuales (estrogenos y progestinas) y para producir un ovocito fertilizable. Aunque las
gonadotrofinas son los mayores reguladores del desarrollo del foliculo, no todos los
foliculos en un ovario responden a estas hormonas en un ciclo. Solo un ndmero limitado
de foliculos seleccionados alcanza la ovulacion durante la vida fértil, mientras que la



Introduccién general 4

mayoria degenera en atresia. Luego de la ovulacion las células de la granulosa sufren
profundos cambios en la respuesta hormonal y en su capacidad de producir esteroides.

Figura 1.1

Foliculo ovarico

Microscopia electronica de barrido de un foliculo ovarico maduro de rata. El ovocito se encuentra rodeado por
las células del cumulus, varias capas de células de granulosa que contiene el antro folicular. Por fuera de la
membrana basal se observa una capa de células de la teca (Richards, 1979).
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1.4. Desarrollo folicular

El crecimiento y diferenciacion del ovocito, y la proliferacion y diferenciaciéon de las células
somaticas que lo rodean ocurren de manera coordinada en las distintas etapas de la
foliculogénesis (Figuras 1.2 y 1.3).

, o 950 Beqinni Atreti Follicle A i
p'chol{l":cle lﬂw'f:d qlir:i?'?.lm Fcilicllce . ﬁ:lunpfgm‘*mq
Follicle ormalion

Alretic Follicle

Malure
Follicle

Jc-qp<ona X

Antrum
Filled with Liquor
Folliculi

il Fiowd
Corpus Luteum

Luten Cells
Fibrin of Clot
Coaqulated Blood

Tissue of Qvary

Figura 1.2
Estructura del ovario y desarrollo folicular
Esquema del ovario mostrando los diferentes estadios del desarrollo folicular (Ham, 1965).
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Foliculo preovulatorio
Células de la teca,

Membrana basa

Ceélulas de la granulosa
Antro folicular,

Células del cumulus

Ovocito
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Terciario
antral femprano
Secundario
preantral
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€ f}(: (
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Figura 1.3

Foliculogénesis

Representacion esquematica de los cambios morfoldgicos durante el desarrollo folicular en el bovino.
En los bovinos, el crecimiento de los foliculos antrales mayores de 2 a 4 mm de diametro es

dependiente de gonadotrofinas.

1.4.1. Formacion del foliculo primordial

En el estadio temprano de la diferenciacién de la génada femenina, las células de la
pregranulosa, provenientes de la rete ovarii y del epitelio superficial, se organizan
alrededor de los ovocitos primarios (Byskov and Hoyer, 1994). La unidad resultante
constituye el foliculo primordial que en bovinos mide unos 40 um (Braw-Tal and Yossefi,
1997) y esta formado por un ovocito de 30 um (Picton, 2001) rodeado por una capa de
células de la pregranulosa no cuboides y una membrana basal. Este foliculo permanece

quiescente hasta que se dispara su crecimiento.
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1.4.2 Iniciacién de la foliculogénesis

La iniciacion de la foliculogénesis puede reconocerse en bovinos a partir del dia 140 de
gestacion (Russe, 1983), cuando las células de la granulosa de un foliculo primordial
muestran una morfologia cuboide y un incremento en su nimero, convirtiéndose en un
foliculo primario (Hyttel et al, 1997; Russe, 1983).

Una vez comenzado, el crecimiento folicular continla a lo largo de toda la vida fértil
independientemente del estado fisiologico, de la fase del ciclo estral, de los niveles de
gonadotrofinas, y aln durante la prefiez (Edwards et al, 1977; Pederson, 1970; Pederson
and Peters, 1971).

No existen evidencias de la existencia de poblaciones de foliculos mas grandes de
reserva, por lo tanto, una vez que un foliculo ha comenzado su etapa de crecimiento y
diferenciacién culminara en atresia o en la ovulacion del ovocito maduro. En la mujer, el
agotamiento de la poblacion de los foliculos primordiales esta asociado con la
menopausia. Por otro lado, a la luz de la recientes evidencias sobre la renovacion folicular
en adultos (Bukovsky et al, 2005), el conjunto de foliculos primordiales en los ovarios
adultos representaria una poblacion dinamica y no estatica de estructuras en procesos de
diferenciacién y regresion. La formacion de nuevos foliculos primordiales durante el
periodo reproductivo podria compensar la atresia de una parte significantiva del total de
foliculos, preservando el numero relativamente constante de foliculos tempranos
encontrado en mujeres de entre 18 a 38 afios (Gougeon et al, 1994). De acuerdo con
esta nueva teoria, el comienzo de la menopausia natural o de la falla ovarica prematura
se deberia no solo al agotamiento de la reserva de foliculos primordiales sino también al
cese de la renovacion folicular. El conocimiento de los mecanismos regulatorios
involucrados en la formacion de nuevas células germinales y foliculos en mujeres adultas
podria resultar en aplicaciones clinicas innovadoras relacionadas a la expansion de la
reserva de foliculos como mecanismo para retrasar la aparicion de la falla ovarica

prematura, o la menopausia natural (Van den Hurk and Zhao, 2005).

Si bien algunos trabajos indican que el nimero de foliculos que comenzaran a crecer
cada dia esta ligado al numero de foliculos arrestados (Krohn, 1967), otros estudios
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indican que el nimero de foliculos primordiales en reposo no altera la tasa de iniciacion
de crecimiento (Hirshfield, 1994). El mecanismo de reclutamiento de foliculos primordiales

constituye uno de los enigmas fundamentales de la fisiologia ovarica.

Coincidente con la transicion de las células de la granulosa a morfologia cuboide el
ovocito comienza la secrecion de la matriz glicoproteica extracelular, la zona pellcida
(Fair et al, 1995; Picton, 2001; Russe, 1983). Comienza a la vez un proceso
citoplasmatico en el cual las células de la granulosa establecen un intimo contacto con la
membrana plasmatica del ovocito a través de uniones comunicantes o “gap junctions”.
Dada la formacion temprana de estos contactos se especula que el acoplamiento entre el
ovocito y las células que lo rodean seria importante en el adecuado desarrollo posterior
del foliculo (Hirshfield, 1991).

1.4.3 Crecimiento del foliculo preantral

Cuando el foliculo primario entra en la fase de crecimiento el ovocito aumenta de tamafio
y las células de la granulosa comienzan a proliferar. Se origina entonces un foliculo
multilaminado denominado foliculo secundario.

Aungue los foliculos preantrales son capaces de responder a gonadotrofinas, su
crecimiento es independiente de ellas y parece estar regulado por mecanismos
intraovaricos e intrafoliculares (McGee and Hsueh, 2000) (Figura 1.3). La proliferacion de
las células de la granulosa, la diferenciacién e hipertrofia de las células tecales y el
crecimiento del ovocito determinan el incremento en el diametro del foliculo. En bovinos
aparecen por primera vez alrededor del dia 210 de gestacién y alcanzan los 150 um de
didmetro aproximadamente. En estos foliculos el ovocito mide entre 50 y 60 um de
didmetro (Hyttel et al, 1997; Russe, 1983).

La capa de células tecales se forma a partir de precursores tipo fibroblasto del estroma
cuando el foliculo esta conformado por al menos dos capas de células de la granulosa, y
constituira la fuente de andrégenos para la produccion folicular de estrégenos (Gore-
Langton and Armstrong, 1994). Posteriormente el foliculo diferenciado migra hacia la
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médula y completa la formacién de la teca, evento asociado a la adquisicién de una o dos

arteriolas en sus adyacencias.

1.4.4 Desarrollo del foliculo antral

Durante el desarrollo folicular, la formacién del antro folicular representa el comienzo de la
transicién de la regulacion primaria intrafolicular a la regulacion extraovarica. El eje
hipotalamo-hip6fiso-gonadal en la hembra integra sefiales del cerebro, pituitaria y ovario y
produce hormonas que coordinan la maduracién folicular con el comportamiento sexual y
la preparacion fisioldgica para la prefiez. El hipotalamo produce y secreta GnRH de
manera pulsatil directamente en el sistema porta hipofisario (Everett, 1994). La frecuencia
de los pulsos de GnRH es modulada por el estado endocrino del animal. Los estrégenos
incrementan la frecuencia de los pulsos y la sensibilidad de la hip6fisis anterior a GnRH.
En respuesta a GnRH la pituitaria anterior libera gonadotrofinas. La baja frecuencia de
pulsos favorece la liberacion de FSH mientras que una alta frecuencia favorece la
liberacién de LH.

El crecimiento del foliculo antral, a diferencia de lo que ocurre en los estadios anteriores,
es rapido, y esta caracterizado por la proliferacién y diferenciacién de las células de la
granulosa, la diferenciacion de la teca, y la acumulacion de fluido folicular (Figuras 1.3 y
1.4).

1.4.5 Estructura del foliculo antral

La formacién del antro folicular establece la base para la diferenciacion de dos
poblaciones de células de la granulosa: las células de la granulosa murales, asociadas a
la pared folicular, y las células del cumulus asociadas al ovocito (Figura 1.4). Estas
poblaciones se diferencian tanto anatdmicamente como funcionalmente. Las células del
cumulus tienen una alta tasa de proliferacion, baja capacidad esteroidogénica, y
practicamente no expresan receptores para LH en comparacion con las células de la
granulosa murales. Ademas poseen la capacidad de secretar acido hialurénico lo que
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permite la mucificacion y expansion del complejo cumulus-ovocito durante la maduracion.
Durante la ovulacion estas células seran eliminadas junto con el ovocito para intervenir en

el proceso de fecundacioén.

Por otro lado, las células de la granulosa murales no constituyen una poblacion
homogénea ya que las mas cercanas a la membrana basal presentan mayor expresion de
receptores para LH y serian mas activas esteroidogénicamente que las mas cercanas al
antro folicular (Channing et al, 1981; Magnusson et al, 1982; Zoller and Weisz, 1979a;
Zoller and Weisz, 1979b). A diferencia de las células del cumulus, las células de la
granulosa murales luego de la ovulacién sufren un proceso de diferenciacién terminal, la
luteinizacion. Esta diferenciacion de las células de la granulosa en subpoblaciones se
explica en gran parte por la formacion de gradientes morfogénicos intrafoliculares de
factores paracrinos entre el ovocito y la pared folicular (Eppig, 2001). Es aceptado que por
defecto las células de la granulosa se diferencian hacia el fenotipo de las murales,
mientras que el ovocito secreta factores que promueven el desarrollo del fenotipo de
células del cumulus (Gilchrist et al, 2008). EI mantenimiento del microambiente entre el
ovocito y las células del cumulus por los factores secretados por el ovocito durante el
desarrollo antral seria fundamental para que el ovocito alcance la capacidad de desarrollo
(Gilchrist et al, 2004).

La cavidad antral, en la que el ovocito ocupa una posicion excéntrica rodeado por las
células del cumulus, se encuentra llena de fluido folicular. Este fluido contiene hormonas
esteroideas libres y unidas a proteinas ligadoras, proteinas derivadas del plasma y de

produccion local, proteoglicanos y electrolitos (Edwards, 1974).

Los primeros foliculos antrales aparecen en el bovino alrededor del dia 230 de gestacion
(Russe, 1983) y miden entre 120 y 280 um (Lussier et al, 1987; Monniaux et al, 1997). En

los foliculos antrales el ovocito sigue creciendo hasta los 120um de diametro.
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Figura 1.4

Esquema de un foliculo antral

La linea de puntos representa la comunicacién bidireccional entre el ovocito y las células del camulus. El
ovocito secreta factores que inducen el fenotipo de las células del cumulus, mientras que estas le proveen

factores necesarios para su crecimiento y desarrollo.
La linea de guiones representa la influencia de la pared folicular sobre la comunicacion entre el ovocito y las

células del cumulus.
La linea de guiones y puntos representa los factores endocrinos que modulan la comunicacién intrafolicular.

1.4.6 Atresia folicular

La atresia folicular es el proceso a través del cual degeneran los foliculos que no fueron
seleccionados para ovular (Hirshfield, 1991), y ocurre a través de muerte celular por

apoptosis (Hsueh et al, 1994; Tilly, 1996).

La atresia folicular debe diferenciarse del otro proceso de degeneracion celular que ocurre
en el ovario, denominado “attririon”, que es responsable de la pérdida del mayor numero
de ovocitos y ocurre en la etapa prenatal (Reynaud and Driancourt, 2000). En los bovinos
este proceso es responsable de la pérdida del 95% del maximo numero de ovocitos
presentes en el ovario, ya que se reducen de 2,7 millones, presentes al dia 110 de
gestacién, a unos 135,000 al nacimiento (Erickson, 1966a). Posteriormente al nacimiento,

la poblacién de foliculos permanece relativamente estable durante los primeros 5 0 6 afios
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de vida después de los cuales comienza a declinar hasta depletarse casi completamente
a los 20 anos (Erickson, 1966b). Se calcula que durante la vida no mas de 100 ovocitos

van a madurar y ovular, por lo que mas del 99% degeneran en atresia.

Los foliculos pueden volverse atrésicos en cualquier estadio del desarrollo, aunque en la
mayoria de los mamiferos la mayor eliminacién ocurre entre los estadios preovulatorios
(Fortune, 1994). Este es el momento cuando el crecimiento continuo es dependiente de
gonadotrofinas y se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que la exposicion a FSH
es necesaria para evitar la atresia (Chun et al, 1994; Tilly et al, 1992; Tilly et al, 1995)
(Figuras 1.3 y 1.5). Por otro lado, los estrégenos son indispensables para el crecimiento y
maduracion del foliculo. El estradiol y los andrégenos regulan la apoptosis en células de la
granulosa actuando como factores de supervivencia o atretogénicos respectivamente
(Billig et al, 1993).

Los primeros signos de atresia folicular se manifiestan en las células de la granulosa, las
cuales pierden la actividad aromatasa (Gordon and Lu, 1990), mientras que el ovocito es
afectado mas tardiamente (Kruip and Dieleman, 1982; Leibfried and First, 1979). En
foliculos de mas de 3 mm de diametro, el ovocito puede mantener la capacidad de
desarrollo aunque la atresia folicular haya comenzado (Hazeleger et al, 1995). Mas aun,
ha sido propuesto que el estadio inicial de la atresia folicular seria un microambiente
favorable para que el COC adquiera la capacidad de desarrollo (Blondin et al, 1997a;
Blondin et al, 1997b; de Wit et al, 2000; Hagemann et al, 1999) ya que las condiciones
serian similares a las encontradas en el foliculo justo antes de la ovulacién (Espey, 1994).
Curiosamente, los COC con signos de atresia sufren una reorganizacion de las organelas
y cambios nucleares similares a los observados durante la maduracién final en los

foliculos dominantes (Assey et al, 1994).

1.4.7 Ciclo estral y cinética folicular

El crecimiento de los foliculos antrales involucra tres eventos principales: reclutamiento,
seleccién y dominancia (Figura 1.5). (Ginther et al, 2001b; Ginther et al, 2001a).
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Reclutamiento es el término dado al crecimiento de los foliculos mas alla del estadio en el
gue la mayor parte de los foliculos degenera en atresia, 0 sea cuando su crecimiento se
hace dependiente de gonadotrofinas. Los foliculos son reclutados en grupos de
crecimiento sincronizado, llamados cohortes, en respuesta a un incremento moderado en
el nivel de FSH plasmatica. Los foliculos reclutados en un momento dado serian los mas
sensibles a dicho incremento debido a la mayor expresion de receptores para FSH en las

células de la granulosa (Fortune, 1994).

La seleccion es el proceso por el cual un solo foliculo continGia el crecimiento mientras
que el resto de los foliculos reclutados cesa el crecimiento y degenera en atresia. Este
proceso tiene una primera fase de crecimiento comun durante la cual la concentracién de
FSH plasmatica declina paulatinamente debido a la inhibicibn que ejercen sobre la
hipofisis hormonas secretadas por la cohorte de foliculos en crecimiento (estradiol e
inhibinas). Luego, las tasas de crecimiento de los foliculos mas grandes comienzan a
diferenciarse apareciendo un foliculo de mayor tamafio o dominante. Este foliculo ejerce
dominancia sobre el resto porque es mas sensible a la FSH y produce mas hormonas que
inhiben la secrecion de FSH, cuya concentracion plasmatica disminuye a niveles
insuficientes para el desarrollo del resto de los foliculos subordinados que degeneran en
atresia.

Este patrén de crecimiento de los foliculos antrales (reclutamiento, seleccion y
dominancia) no ocurre en forma continua ni al azar, sino en ciclos llamados ondas. En el
bovino usualmente se pueden observar dos o tres ondas foliculares por cada ciclo estral,
que se caracterizan por el reclutamiento de entre 5y 10 foliculos de 3 a 4 mm de diametro
(Van den Hurk and Zhao, 2005) de los cuales solo uno alcanzar el estadio preovulatorio,
mientras que el resto degenera en atresia. Cada onda folicular termina con la atresia o la
ovulacion del foliculo dominante, dependiendo en la fase del ciclo estral en que se haya

iniciado (Figura 1.5).
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Figura 1.5
Esquema de la cinética folicular durante el ciclo estral
Diagrama esquematico del crecimiento folicular en el ciclo estral del bovino

1.4.8 Crecimiento del ovocito

El foliculo ovérico bovino crece unas 300 veces en didmetro desde el estadio de foliculo
primario (50um) hasta el estadio preovulatorio (15mm), y este proceso tarda entre 130 y
180 dias aproximadamente (Lussier et al, 1987; Webb et al, 2004). Este periodo de
tiempo permite al ovocito el crecimiento y la acumulacién de factores requeridos para la

fertilizacién y el desarrollo embrionario temprano.

Mientras que durante el pasaje de foliculo primordial a foliculo primario el ovocito crece
muy poco, durante el pasaje al estadio folicular preantral el ovocito entra en una etapa de
activo crecimiento (Van den Hurk and Zhao, 2005).
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El ovocito debe crecer para ser competente para poder ser fecundado e iniciar el
desarrollo embrionario temprano. Durante el aumento de tamafio, el ovocito también se
diferencia. Esto requiere una compleja organizacion citoplasmatica que incluye la
formacion de nuevos productos y organelas, y la replicacién y redistribucion de las
existentes (Picton et al, 1998). Junto al gran incremento en la sintesis de ARN y
proteinas, el nimero de ribosomas, mitocondrias y otras organelas celulares aumenta
significativamente en los ovocitos en crecimiento. La acumulacion de numerosas
vesiculas asociadas a la membrana, granulos de glucégeno, proteinas, lipidos y cuerpos
multivesiculares es indicativa de almacenamiento y transporte molecular a través de la
membrana del ovocito (Van den Hurk and Zhao, 2005). La sintesis de ARN es muy activa
en ovocitos de foliculos de 0,5 a 3 mm pero disminuye gradualmente a medida que el
ovocito alcanza el tamafio final, siendo casi nula en ovocitos de mas de 110 pm
encontrados en foliculos de mas de 3 mm. En este punto el ovocito alcanza la capacidad
para reiniciar la meiosis. Sin embargo, la capacidad del ovocito para reiniciar y completar
la meiosis e iniciar el desarrollo embrionario temprano luego de la fecundaciéon va a ser
marcadamente incrementada durante la dominancia folicular, especialmente después de
la luteolisis, mediante un proceso llamado capacitacion. Por lo tanto, después de
finalizada la transcripcion el ovocito no entra en quiescencia sino que se prepara para
continuar el desarrollo como embrion después de la fecundacion (Van den Hurk and
Zhao, 2005).

La adquisicion de la capacidad de desarrollo es un proceso gradual durante el desarrollo
folicular. Mientras que una proporcion de ovocitos de foliculos de 3 mm de diametro tiene
la completa capacidad de desarrollo, esta proporcion no aumenta durante el desarrollo
hasta los foliculos de 7 mm. Pareceria que el resto de los ovocitos requieren ademas una
etapa adicional de pre maduracion, o capacitacion, que ocurre en el foliculo preovulatorio,

antes del pico ovulatorio de LH (Hendriksen et al, 2000).

1.4.9. Foliculo preovulatorio y ovulacion

El foliculo preovulatorio o foliculo de de Graaf es el que presenta una esteroidogénesis
mas activa y el que presenta una mayor respuesta a gonadotrofinas. Las células tecales
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producen mayor cantidad de andrégenos en respuesta a LH y las células de la granulosa
incrementan su actividad aromatasa en respuesta a FSH, sintetizando cantidades
maximas de estradiol. La accion conjunta de FSH y estradiol induce la expresién de

receptores de LH en las células de la granulosa.

El pico preovulatorio de LH juega un papel central en el desencadenamiento de la
cascada de eventos en los foliculos preovulatorios, esencial para la ovulacién de un
ovocito fertilizable (Hsieh et al, 2007). Los receptores para LH se expresan casi
exclusivamente en las células tecales durante los estadios tempranos de desarrollo
folicular, apareciendo en las células de la granulosa murales en los estadios finales.
Aunque estos receptores estdn acoplados a proteinas G y su activacion estimula la
adenilato ciclasa para producir AMPc que activa la proteina quinasa A, otras vias
metabdlicas también son activadas como MAPK, proteina quinasa B (AKT) y quinasa
inducible por suero y glucocorticoide (Conti et al, 2006). Como resultado se reprograma el
perfil de expresion genética en las células tecales y de la granulosa murales (Hsieh et al,
2007), suprimiéndose la actividad aromatasa e incrementandose la expresion de los
genes responsables de la ruptura de la pared del foliculo y del inicio de la maduracion del

ovocito.

1.5. Maduracion del ovocito

La LH estimula la produccién de factores similares a EGF en las células de la granulosa
murales que transmiten la sefial en forma paracrina y/o yuctacrina a las células de la
granulosa del cumulus desencadenando, a través de diferentes vias metabdlicas, el inicio

de la maduracién (Conti et al, 2006).

La maduracién se puede dividir en dos eventos separados, la maduracién nuclear y la
citoplasmatica, aunque ambos eventos ocurren simultineamente y en forma

interconectada.
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1.5.1. Maduracién citoplasmatica

La maduracion citoplasmatica involucra la redistribucién de las organelas citoplasmaticas,
los cambios en la dinamica de los filamentos del citoesqueleto, y la maduracién molecular
(Ferreira et al, 2009).

1.5.1.1 Redistribucién de organelas citoplasmaticas

Durante la maduracion, la posicién de las mitocondrias cambia desde una localizacion
periférica a una distribucion dispersa en todo el citoplasma. La cantidad de ribosomas
aumenta a partir del inicio de la maduracién, observandose también un aumento de la

sintesis de proteinas.

En el estadio de GV el reticulo endoplasmico se encuentra uniformemente distribuido en
el citoplasma, pero al final de la maduracion se localiza en la zona cortical, aumentando
también su sensibilidad para la liberacién de Ca?" que ocurre durante la fecundacion y que

induce el comienzo del desarrollo embrionario.

Los granulos corticales son organelas derivadas del aparato de golgi que estan presentes
solamente en ovocitos. En los ovocitos inmaduros estan distribuidos en el citoplasma pero
durante la maduracién se relocalizan en la zona cortical muy proximos a la membrana. En
respuesta a la entrada de un espermatozoide al citoplasma, el reticulo endoplasmico
libera Ca** que lleva a la exocitosis de los granulos corticales, lo que induce cambios en la
zona pellcida que previenen la polispermia. La entrada de mas de un espermatozoide en
el ovocito lleva a alteraciones cromosémicas incompatibles con el desarrollo embrionario

temprano.
1.5.1.2. Dinamica de los filamentos del citoesquele  to

Los filamentos que componen el citoesqueleto son los microtabulos, los filamentos de
actina y los filamentos intermedios, y son los responsables de la segregacién de los
cromosomas durante la meiosis, de la division celular durante la citocinesis y del
movimiento y transporte de moléculas y organelas dentro de la célula.
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Los microtibulos cumplen un papel fundamental durante la meiosis ya que son los
componentes principales del huso meiédtico encargado de alinear y segregar
correctamente los cromosomas homoélogos en la anafase |, y las cromatidas hermanas en

la anafase II.

1.5.1.3. Maduracién molecular

La maduracion molecular ocurre durante el crecimiento y maduracién del ovocito y se
refiere a la transcripcion, almacenamiento y procesamiento del ARN mensajero que va a
ser traducido en proteinas por los ribososmas. Estas proteinas estaran involucradas tanto
en la maduracion del ovocito como en los eventos subsiguientes como la fecundacion, la

formacion de pronucleos y el desarrollo embrionario temprano.

Después del reinicio de la meiosis no hay expresién génica por lo que todo el ARN
mensajero debe ser almacenado antes del inicio de la maduracién. De gran importancia
es el almacenamiento de ARN mensajero de las proteinas reguladoras del ciclo celular
como el Factor Promotor de Maduracion (MPF), MOS y MAPK. La sintesis de estas
proteinas en las primeras horas de la maduracion precede el reinicio de la meiosis. MPF
es un heterodimero compuesto por la subunidad reguladora ciclina B1 y la subunidad
catalitica p34°®2. MOS activa la cascada de MAPK la cual modula la actividad de MPF

que lleva al reinicio de la meiosis (Van den Hurk and Zhao, 2005).

El glutation es otra proteina sintetizada y acumulada durante la maduracién y tiene un
papel importante en la proteccion contra el estrés oxidativo y también esta relacionada a
la descondensacién de la cabeza del espermatozoide y la formaciéon del prondcleo
masculino. La acumulacién de glutation durante la maduracion esta relacionada también a

la presencia de las células del cumulus.
1.5.2. Maduracién nuclear
Cuando la meiosis se reinicia después de un pico preovulatorio de LH y entra en la etapa

de diacinesis, los cromosomas vuelven a condensarse, el nUmero de quiasmas disminuye
y los cromosomas homélogos quedan unidos solo por sus extremos. Al término de la
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profase | se produce la ruptura de la envoltura nuclear, también conocida como ruptura de
la gesicula germinal y los microtibulos del huso se unen a los cinetocoros. En la metafase
| (Figura 1.6, B), los cromosomas homadlogos se hallan dispuestos en el plano ecuatorial,
unidos entre si por los extremos, mientras que son traccionados hacia los polos opuestos
por los centromeros. En la anafase | los cromosomas homélogos se separan dirigiéndose
a los respectivos polos. Una vez que llegan a los polos, en la telofase |, uno de los grupos
de cromosomas homologos es expulsado del ovocito como corpusculo polar mientra que
el otro grupo continda con la segunda divisién meiética. Al llegar al estadio de metafase Il
(Figura 1.6, C) los cromosomas se encuentran dispuestos en el plano ecuatorial con cada
cromatida hermana unida por el centromero a polos opuestos del huso. En este punto la
meiosis se arresta nuevamente y se reiniciara cuando el ovocito sea fecundado por un

espermatozoide.

Figura 1.6

Maduraciéon nuclear

Las fotografias muestran ovocitos en diferentes estadios de la maduracién nuclear: Vesicula Germinal (A),
Metafase | (B), y Metafase Il (C)

La entrada de un espermatozoide en el citoplasma del ovocito maduro induce el segundo
reinicio de la meiosis. Durante la anafase Il los grupos de cromatidas hermanas se dirigen
hacia los polos opuestos y durante la telofase Il uno de los grupos es expulsado como el
segundo corpusculo polar. A continuacion los cromosomas del ovocito y los del
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espermatozoide se descondensan y forman los prondcleos femenino y masculino
respectivamente. A medida que se acercan ambos pronlcleos atraviesan una fase de
sintesis de ADN para replicar las cromatidas. Finalmente establecen un contacto intimo
entre si, pierden las envolturas nucleares y los cromosomas maternos y paternos se
disponen en el huso conformando una sola metafase mitética. Esta primera mitosis resulta

en la formacioén de las dos primeras células del nuevo embrién.

1.6. Maduracién in vitro

La maduracion de ovocitos in vitro es la base de muchas tecnologias aplicadas a la
reproduccion. En bovinos permite aumentar el potencial reproductivo de las hembras y el
desarrollo de otras tecnologias como la clonacién y la generacion de animales
transgénicos. Por otro lado, como modelo experimental para la investigacion del
desarrollo embrionario temprano, permite la produccién en el laboratorio de gran nimero
de embriones a bajo costo, a partir de ovocitos extraidos de ovarios de animales

sacrificados para consumo humano.

A pesar de que los ovocitos madurados in vitro muestran tasas de maduracién nuclear,
fecundacién y clivaje similares a los ovocitos madurados in vivo, su capacidad de
desarrollo es significativamente menor. Mientras que el 85% de los ovocitos madurados in
vivo son capaces de ser fecundados y dar origen a un embrion, solo un tercio de los
ovocitos madurados in vitro obtienen esa capacidad. Esta diferencia se deberia
fundamentalmente al origen de los ovocitos (Blondin et al, 2002). La maduracién in vivo
ocurre en foliculos preovulatorios, luego de una etapa de selecciéon y dominancia que dura
unos 5 dias, durante los cuales crecen desde los 2 mm hasta los 15 mm de diametro
(Driancourt, 1991). En contraposicion, el origen de los ovocitos madurados in vitro es muy
heterogéneo ya que se obtienen de foliculos subordinados o en crecimiento que pueden
estar a entre 4 y 10 dias de una posible ovulacién (Figura 1.5). Estos ovocitos no
completarian la pre maduracién, o capacitaciéon, que ocurre in vivo en los foliculos
dominantes y mediante la cual alcanzarian la capacidad de desarrollo completa (Hyttel et
al, 1997).



Introduccién general 21

El tamafio de los foliculos esta directamente relacionado con la capacidad de desarrollo
ya que un mayor porcentaje de ovocitos obtenidos de foliculos mayores de 6 mm son
capaces de dar origen a embriones en comparacion con los obtenidos de foliculos de
entre 2 y 6 mm (Lonergan et al, 1994). Por otro lado, esto también significa que existe una
proporcion de ovocitos que adquiere la capacidad de desarrollo en el estadio folicular de 3

mm sin necesidad de la premaduracion en el foliculo preovulatorio.

El origen de los ovocitos que pueden completar exitosamente la maduracion in vitro seria
bastante flexible ya que se han producido embriones viables de ovocitos obtenidos a partir
de un amplio rango de estados fisiolégicos y endocrinolégicos (Van den Hurk and Zhao,
2005). Muchos estudios han evaluado diferentes caracteristicas foliculares como tamafio
y estado del foliculo (Blondin and Sirard, 1995; Hagemann et al, 1999; Lonergan et al,
1994; Pavlok et al, 1992), perfil hormonal (Oussaid et al, 1999), y estado del ovario (de
Wit et al, 2000; Hagemann et al, 1999) para tratar de determinar los factores asociados a
la capacidad de desarrollo. A pesar de que estos estudios relacionan factores foliculares a
la capacidad de desarrollo, el porcentaje embriones que se pueden obtener a partir de
ovocitos obtenidos de ovarios de matadero y madurados in vitro no ha podido ser
incrementado significativamente. Esto podria sugerir que una gran parte de los ovocitos
de foliculos entre 3 y 6 mm de una cohorte podrian ser incapaces de adquirir la capacidad
de desarrollo, pero estudios recientes han demostrado que la mayor parte de estos
ovocitos tienen el potencial para adquirir la capacidad de desarrollo ya que mediante la
manipulacion del crecimiento folicular in vivo se pudo incrementar la proporcion de
ovocitos madurados in vitro capaces de dar origen a embriones hasta tasas similares a las
de los ovocitos madurados in vivo (Blondin et al, 2002).
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1.7. Modelo experimental

El modelo experimental utilizado para el estudio de la maduraciéon del ovocito fue la
técnica de produccion in vitro de embriones bovinos, la cual comprende tres etapas:
maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fecundacion in vitro (FIV) y cultivo in vitro de
embriones (CIV). Mientras que al final de la MIV es posible medir la maduracién nuclear
(Figura 1.6), las etapas de FIV y CIV son indispensables para evaluar la maduracion

citoplasmatica y la capacidad de desarrollo de los ovocitos madurados.

1.7.1. Maduracioén in vitro

Los ovocitos bovinos se obtienen por aspiracion de foliculos antrales de 2 a 8 mm de
diametro de ovarios obtenidos en mataderos. Luego son seleccionados morfolégicamente
por homogeneidad de citoplasma y presencia de un cumulus de células de la granulosa
compacto y que rodee completamente al ovocito conformando el complejo cumulus—
ovocito (COC) (Figura 1.7, A). Estos parametros son indicadores de capacidad de
desarrollo (Leibfried and First, 1979).

In vitro, los COC bovinos reinician la meiosis espontaneamente luego de ser retirados del
ambiente folicular. Al cabo de 24 hs alcanzan el estadio de metafase Il donde se arrestan
nuevamente hasta el momento de la fecundacion. Durante este periodo también se
produce la expansion del cumulus el cual es uno de los indicadores morfolégicos de
maduracion citoplasmética (Figura 1.7, B). Esta expansién se ve favorecida por el

agregado de FSH y de un 5% de suero fetal bovino durante la maduracion.
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Figura 1.7

Expansion del cumulus

Las fotografias muestran un ovocito rodeado por un cumulus compacto al inicio de la MIV (A), y
un ovocito rodeado por un cumulus completamente expandido después de un periodo de 24 hs
de MIV (B).

1.7.2. Fertilizacion in vitro

Luego de la maduracion los ovocitos son co-incubados con espermatozoides bovinos
previamente capacitados, durante unas 18hs, al cabo de las cuales los presuntos cigotos
son lavados, denudados de las células del cumulus remanente, y colocados en el medio

de cultivo de embriones.

Durante la fecundacién un espermatozoide penetra en el citoplasma del ovocito, a través
de la zona pellcida, desencadenando una serie de eventos que llevan a la activacion del

desarrollo embrionario.

1.7.3. Cultivo in vitro de embriones

Durante las primeras etapas del desarrollo el embrion utiliza el ARN mensajero y las

proteinas que el ovocito acumul6 a lo largo de su crecimiento y maduracion. Luego, este
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material de origen materno comienza a degradarse y el desarrollo embrionario pasa a
depender de la activacién de la transcripcion del genoma embrionario. Esta transicion
materno-embrionaria se produce durante el estadio de 8 a 16 células por lo que las
diferentes causas que pueden llevar a inhibir la activacion del genoma embrionario

produce el bloqueo del desarrollo es este estadio (Figura 1.8, A).

Los embriones son cultivados por 8 dias, al cabo de los cuales llegan al estadio de
blastocisto (Figura 1.8, B), donde se puede observar la primera diferenciacion celular
entre las células del macizo celular interno, que daran origen a los tejidos fetales, y las
células del trofoblasto que daran origen a los tejidos placentarios. El desarrollo hasta el
estadio de blastocisto es el indicador utilizado en este modelo experimental para medir la
capacidad de desarrollo alcanzada por los ovocitos luego de la maduracion.

Figura 1.8

Cultivo de embriones

Las fotografias muestran embriones de 8 a 16 células al dia 4 de cultivo (A), y blastocistos al
dia 8 de cultivo (B).
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1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

La maduracion del ovocito es un proceso regulado por una compleja comunicacion
bidireccional entre el ovocito y las células somaticas que lo rodean. Solo algunos factores
involucrados han sido identificados.

El objetivo general de esta tesis fue el estudio de algunos mecanismos responsables del
control de la maduracién de los ovocitos.

1.8.2 Objetivos particulares

Esta tesis ha sido dividida en dos médulos correspondientes a distintos factores

estudiados.

Los objetivos particulares son:

l. Determinar y caracterizar la capacidad de la linea celular BGC-1 para
mantener el arresto meiotico de los ovocitos bovinos in vitro.

Il. Determinar los posibles efectos y el mecanismo de accion de los
catecolestrogenos durante la maduracién de los ovocitos y el desarrollo

embrionario temprano.



2. Modulo |

Mantenimiento del arresto meidtico de
ovocitos bovinos in vitro por la linea
de células de la granulosa BGC-1
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2.1. Resumen

Las células de la granulosa han sido involucradas en el mantenimiento del arresto
meidtico. Sin embargo su papel especifico no ha sido completamente dilucidado. Debido a
que los cultivos primarios de células de la granulosa se luteinizan espontdneamente, sus
efectos sobre la maduracién de los ovocitos son altamente dependientes de las
condiciones de cultivo. El objetivo fue determinar la factibilidad de usar la linea celular
BGC-1 como modelo para estudiar los mecanismos que controlan el mantenimiento del
arresto meiodtico de los ovocitos bovinos. Se determiné que las células BGC-1 inhiben el
reinicio de la meiosis y la expansion del cumulus de los complejos cumulus-ovocito (COC)
de manera mas eficiente que cultivos primarios de células de la granulosa, mientras que
otros tipos celulares, como fibroblastos fetales y células Swiss 3T3, no produjeron ningin
efecto. La inhibicién de la meiosis no fue afectada por la falta de contacto entre las células
BGC-1 vy las células del cumulus, indicando la participacion de factores solubles. Por otro
lado, el efecto inhibitorio fue reducido cuando se incrementd la distancia entre los COC y
la monocapa de células BGC-1, o cuando los COC fueron cultivados en medio
condicionado por células BGC-1, sugiriendo que el posible factor inhibitorio seria labil y/o
liberado en pequefias cantidades. Las células BGC-1 no inhibieron el reinicio de la
meiosis en ovocitos denudados (DO) aunque si inhibieron la expansién de los cumulus
aislados a partir de los DO, implicando a las células del cumulus como mediadoras del
efecto inhibitorio. FSH revirtid parcialmente el efecto inhibitorio de las células BGC-1. La
inhibicion fue completamente revertida durante un segundo periodo de maduracién en
condiciones control con FSH. Este es el primer reporte de una linea celular estable capaz
de reproducir el efecto inhibitorio de las células de la granulosa sobre la maduracién de
ovocitos. Consecuentemente, la linea celular BGC-1 pareceria ser un modelo apropiado
para estudiar la regulacion bidireccional entre las células de la granulosa y el ovocito

durante el desarrollo folicular.
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2.2. Introduccién

Después de adquirir la capacidad para reiniciar la meiosis, el mantenimiento de los
ovocitos mamiferos arrestados en la profase | depende de un complejo balance entre
factores intracelulares y la comunicacion intercelular con las células somaticas

circundantes.

Es ampliamente reconocido que las células foliculares son la fuente de los factores
inhibitorios porque cuando los ovocitos son retirados del ambiente folicular reinician la
meiosis espontaneamente in vitro (Pincus and Enzmann, 1935). In vivo, la meiosis es
reiniciada después del pico de LH, que desencadena una cascada de eventos que lleva a

la ovulacion de un ovocito fertilizable (Conti et al, 2006).

En los mamiferos, las células del cumulus juegan un papel fundamental en el control de la
maduracion del ovocito. Las células del cumulus participan en el mantenimiento del
arresto meiotico transfiriendo AMPc al ovocito a través de las uniones comunicantes o en
hendidura (gap junction) (Thomas et al, 2004b), manteniendo un alto nivel de AMPc
intracelular que previene el reinicio espontaneo de la meiosis (Conti et al, 2002).
Alternativamente, las células del cumulus podrian estimular la generacion de AMPc por el
propio ovocito mediante factores paracrinos o yuctacrinos, a través de receptores
acoplados a proteinas Gs (Freudzon et al, 2005; Hinckley et al, 2005; Kalinowski et al,
2004; Mehlmann et al, 2004). Por otro lado, las células del cumulus también mediarian el
reinicio de la meiosis inducido por gonadotrofinas ya sea a través del cese de la
transferencia de sefiales inhibitorias (Thomas et al, 2004a), o mediante la produccion de
sefiales positivas (Byskov et al, 2002; Coticchio et al, 2004; Fan et al, 2004). Estas
sefiales positivas podrian anular el arresto meiético por vias de sefializacion alternativas
(Fan et al, 2004; Su et al, 2001; Su et al, 2002). Sin embargo, para poder producir las
sefiales estimuladoras del reinicio de la meiosis las células del cumulus deberian ser
licenciadas por el ovocito previamente (Su et al, 2003). En contraposicioén, el reinicio
espontaneo de la meiosis in vitro ocurre independientemente de la presencia o ausencia

de células del cumulus circundantes.
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La regulaciéon bidireccional entre el ovocito y las células del cumulus que controla la
maduracion nuclear del ovocito esta supeditada al control ejercido por las células de la
pared folicular. Ha sido demostrado que el co-cultivo con componentes de la pared
folicular mantiene el arresto meiético en ovocitos rodeados por células del cumulus, pero
no en ovocitos denudados. Este efecto inhibitorio ha sido atribuido especificamente a
células de la granulosa y células tecales ya que otros tipos celulares fueron incapaces de
inhibir la maduracion de ovocitos (Carbonneau and Sirard, 1994; Centola et al, 1981; De
Loos et al, 1994; Fouladi Nashta et al, 1998; Kotsuji et al, 1994; Richard and Sirard,
1996a; Richard and Sirard, 1996b; Sirard and Bilodeau, 1990b; Sirard and Coenen, 1993;
Tsafriri and Channing, 1975; Van Tol et al, 1996; Van Tol and Bevers, 1998hb).

Ha sido demostrado que el co-cultivo de COC en contacto o en ausencia de contacto con
monocapas o explantes de células tecales mantiene el arresto meiodtico (Richard and
Sirard, 1996a; Richard and Sirard, 1996b; Van Tol and Bevers, 1998b). En cambio, con
respecto a células de la granulosa, los resultados reportados han sido variables. El arresto
meiético fue mantenido cuando los COC fueron co-cultivados en contacto directo con
altas concentraciones de células de la granulosa en suspensién, pero fue inhibido solo
transitoriamente cuando bajas concentraciones fueron usadas (Richard and Sirard, 1996b;
Sirard and Bilodeau, 1990b; Sirard and Bilodeau, 1990a; Tsafriri and Channing, 1975).
Cuando los COC fueron cultivados conectados a un fragmento de membrana granulosa la
meiosis fue retrasada en comparacion con ovocitos rodeados solo por células del cumulus
(Aktas et al, 2003; Van Tol and Bevers, 1998a). Mientras algunos estudios apoyan la
necesidad de contacto directo entre células de la granulosa y los COC (Aktas et al, 2003;
Sirard and Bilodeau, 1990b), también ha sido sugerido que la inhibicién del reinicio de la

meiosis podria ser mediada por factores solubles (Van Tol and Bevers, 1998a).

En comparacién con las células tecales, el efecto inhibitorio de las células de la granulosa
fue mas débil y susceptible de ser anulado por FSH (Aktas et al, 2003; Van Tol and
Bevers, 1998a; Van Tol et al, 1996). Por lo tanto se especulé con que las células de la
granulosa y las células tecales producirian diferentes factores inhibitorios (Van Tol and
Bevers, 1998a). Otra explicacion sugiere que las células de la granulosa serian incapaces
de liberar el factor inhibitorio en las condiciones de cultivo in vitro (Richard and Sirard,

1996a). En este sentido, cuando las células de la granulosa fueron cultivadas en



Mantenimiento del arresto meidtico por células BGC-1 30

monocapas, su capacidad inhibitoria fue reducida (Richard and Sirard, 1996a; Sirard and
Bilodeau, 1990a; Sirard and Bilodeau, 1990b). Este efecto fue atribuido al conocido
proceso de diferenciacion que ocurre durante los primeros dias de cultivo in vitro, cuando
las células de la granulosa desarrollan una actividad semejante a la luteinizacién (Richard
and Sirard, 1996a). En consecuencia, los cultivos primarios de células de la granulosa
parecerian no ser un modelo apropiado para el estudio de los factores involucrados en el
mantenimiento del arresto meiético debido a las variables respuestas observadas en
diferentes sistemas de cultivo in vitro, lo que puede ser debido, al menos en parte, a

diferentes grados de luteinizacion.

La linea de células de la granulosa BGC-1 fue obtenida en nuestro laboratorio por
inmortalizacion espontanea de cultivos primarios de células de la granulosa bovinas
obtenidas de foliculos antrales de 3 a 5 mm de diametro (Bernath et al, 1990). Esta linea
fue seleccionada originalmente por el mantenimiento de la expresion del gen de
fibronectina regulado hormonalmente, que es una caracteristica bien documentada de las
células de la granulosa (Bernath et al, 1990). Estudios comparativos entre cultivos
primarios de células de la granulosa y células BGC-1 en cuanto a secrecion de proteinas,
metabolismo esteroideo y respuesta a factores de crecimiento han demostrado que la
linea celular BGC-1 parece representar células de la granulosa inmaduras y seria un
modelo apropiado para estudiar la funcion de las células de la granulosa durante el
periodo antral previo al estadio preovulatorio del desarrollo folicular (Bernath et al, 1990;
Colman-Lerner et al, 1999; Lanuza et al, 1998; Lerner et al, 1995). Ademas, las células
BGC-1 han mostrado responder a factores promotores de crecimiento producidos por el
ovocito (Lanuza et al, 1998). Por consiguiente, las células BGC-1 podrian ser una
herramienta util para investigar la compleja comunicacién bidireccional entre las células

de la granulosa y los ovocitos durante el desarrollo folicular.
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2.3. Objetivos

Las células de la granulosa deben ser capaces de mantener el arresto meiotico antes de
que el ovocito adquiera la capacidad de reiniciar la meiosis, en el estadio folicular antral
temprano. Por lo tanto el presente estudio fue destinado a determinar y caracterizar la
capacidad de la linea celular BGC-1 para mantener el arresto meiético de los ovocitos

bovinos in vitro.
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2.4. Materiales y métodos

2.4.1. Reactivos

La FSH ovina se obtuvo del National Hormone and Pituitary Program. El resto de los
reactivos fueron provistos por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), excepto donde

se especifica lo contrario.

2.4.2. Cultivos celulares

La linea de células de la granulosa bovinas (BGC-1) fue obtenida en nuestro laboratorio
por inmortalizacion espontanea a partir de cultivos primarios de células de la granulosa
bovinas (Bernath et al, 1990). Cultivos de células Swiss 3T3 y de fibroblastos fetales

bovinos fueron utilizados como control.

Las células BGC-1, Swiss 3T3, y los fibroblastos fetales bovinos fueron cultivados en
placas de 10 cm de diametro (Nunc, Roskilde, Denmark), en medio DMEM:F12 (1:1)
suplementado con bicarbonato de sodio (2,2 g/L, pH 7,4), conteniendo 5% de suero fetal
bovino (FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY) y gentamicina (50 pg/ml). Dos dias previos al
experimento, las células BGC-1, Swiss 3T3, y los fibroblastos fetales bovinos fueron
sembrados a una densidad de 9 x 10* células/posillo en placas de 4 posillos (Nunc), en
500 pl del mismo medio de cultivo, y cultivadas a 38,5C en atmdsfera himeda con 5% de
CO:..

Los cultivos primarios de células de la granulosa bovinas fueron establecidos 72 hs antes
del experimento, segun fue descripto previamente (Lerner et al, 1995). Las células de la
granulosa fueron aisladas de foliculos pequefios (2-8 mm) por aspiracion mediante aguja
18-G y jeringa de 5 ml. Los glébulos rojos se eliminaron por medio de una exposicion
breve (20 segundos) en agua destilada. Las células fueron sembradas a una densidad de
1 x 10° células/posillo en placas de 4 posillos (Nunc), en 500 pl de DMEM:F12 (1:1)
suplementado con bicarbonato de sodio, 10% de FBS y gentamicina. Las células fueron
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cultivadas a 38,5 en atmoésfera hUmeda con 5% de C O,. A las 24 hs el medio de cultivo
fue renovado totalmente para eliminar las células no adheridas, y el cultivo fue incubado
por 48 hs.

2.4.3. Co-cultivo con ovocitos

Todos los cultivos celulares mencionados anteriormente alcanzaron confluencia entre 12 y
24 hs antes del experimento. El medio de cultivo fue renovado totalmente 12 hs antes del
experimento. Una hora antes del comienzo de co-cultivo se agregaron a cada posillo 500
pl de TCM199 suplementado con bicarbonato de sodio, glucosa (2,15 mg/ml), piruvato de
sodio (55 pg/ml), 5% de FBS y gentamicina. Por lo tanto, el medio para el co-cultivo
consistié en 50% DMEM:F12 (1:1) suplementado con bicarbonato de sodio, 5% FBS, y
gentamicina, condicionado durante 12 hs por cultivos confluentes de células BGC-1,
Swiss 3T3, fibroblastos fetales bovinos, o cultivos primarios de células de la granulosa
bovinas, y 50% de medio fresco TCM199 suplementado con bicarbonato de sodio,

glucosa, piruvato de sodio, 5% FBS y gentamicina.

2.4.4. Obtencién y maduracion in vitro de ovocitos bovinos

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de ovarios bovinos provenientes de animales
sacrificados para consumo en un frigorifico cercano (Frigorifico Rioplatense, Gral.
Pacheco, Buenos Aires). Los ovarios recién extraidos se transportaron hasta el laboratorio
en un termo con solucion fisiolégica a 30T y fuero n procesados en un lapso menor a dos

horas.

Los complejos cumulus-ovocito (COC) fueron obtenidos por puncién de foliculos antrales
de 2 a 8 mm de didmetro, utilizando jeringas de 5 ml con agujas 18G. Se seleccionaron
solamente ovocitos con citoplasma homogéneo, rodeados por 3 0 mas capas de células
del cumulus no expandidas. Luego se lavaron en medio de maduracién e inmediatamente
se transfirieron los posillos de maduracién. Para algunos experimentos, los ovocitos
fueron denudados completamente de células de cumulus mediante la aspiracién y
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expulsion repetida de los COC a través de una pipeta de vidrio de didametro levemente

inferior al de los ovocitos.

Los COC y los ovocitos denudados (DO) fueron madurados en grupos de 30 a 40 por
posillo, en placas de 4 posillos (Nunc), en 1 ml de medio de maduracion fresco sin células
(Grupo Control), o sobre monocapas de células de la granulosa bovinas (Granulosa),
células BGC-1, células Swiss 3T3, o fibroblastos fetales bovinos, o en medio condicionado
por 36 hs por células BGC-1 (BGC-1 MC). FSH ovina (oFSH; NIDDK-oFSH-20; NIH; 20
ng/ml) y EGF humano recombinante (rhEGF; 10ng/ml) fueron agregados al medio de
maduracion donde se indica. La maduracion in vitro se realiz6 durante 20 hs, a 38,5C en

atmoésfera himeda con 5% de CO..

2.4.5. Evaluacion de la maduracién meibtica

Al finalizar el periodo de maduracién los COC fueron denudados completamente de
células de cumulus en buffer fosfato salino (PBS) conteniendo 0,2% de hialuronidasa. Los
ovocitos fueron lavados en PBS, fijados en formaldehido 3,7% por 20 minutos y
permeabilizados con triton X-100 0,1% por 20 min. El ADN fue tefiido con Hoechst 33342
(1 pg/ml PBS) por 20 minutos y los ovocitos fueron montados en portaobjetos con
glicerol:PBS (1:1).

La maduracion nuclear fue evaluada con un microscopio de epifluorescencia. Los ovocitos
con cromatina difusa o levemente condensada fueron clasificados como en estadio de
vesicula germinal (GV). Los ovocitos con cromatina condensada formando una red
(prometafase), o con una metafase sin cuerpo polar fueron clasificados como estadio
metafase | (MI). Los ovocitos con una metafase y un cuerpo polar, o con dos puntos de
cromatina condensada fueron clasificados en estadio metafase Il (Mll) (Izadyar et al,
1997). Ovocitos en estadios anafase | (dos grupos de cromosomas separandose), o
telofase | (dos grupos de cromosomas separados formando dos placas metafasicas)
fueron observados en bajo porcentaje en todos los grupos experimentales. Como esto se
debe a que después del estadio metafase | la separacion de los cromosomas homaologos
y la extrusion del cuerpo polar ocurren rapidamente (Suss et al, 1988), los ovocitos en
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anafase | o telofase | fueron clasificados como MII para simplificar la interpretacion de los
gréficos. Los ovocitos con una configuracion anormal de cromatina o sin cromatina fueron
observados en baja proporcién (5%) en todos los grupos experimentales. Estos ovocitos

fueron considerados anormales o degenerados y no fueron incluidos en la evaluacion.

2.4.6. Evaluacion de la expansion del cumulus.

Los COC fueron fotografiados al inicio y al final del periodo de maduracién. Comparando
ambas fotografias, la expansion de cada COC fue evaluada subjetivamente de acuerdo a
la siguiente escala: 1, sin o muy leve expansién; 2, expansion moderada; 3, maxima
expansién (Calder et al, 2001). Luego se calculé un indice de expansion de cumulus
(CEIl), promediando el valor de expansion de todos los COC dentro de cada grupo

experimental (Fagbohun and Downs, 1990).

2.4.7. Andlisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media de tres 0 mas experimentos independientes.
La variacion entre experimentos se ilustré usando el error estandar de la media (ES).

Para la evaluacion de las diferencias en la maduracién meiética entre los tratamientos los
datos de tres 0 mas repeticiones fueron sometidos a un analisis de homogeneidad y luego
fueron agrupados y analizados mediante el test Chi-cuadrado. Los datos de expansion de
cumulus fueron comparados mediante el test Kruskal-Wallis y el test Dunn de
comparaciones multiples. Diferencias de p<0,05 fueron consideradas estadisticamente

significativas.
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2.5. Resultados

2.5.1. Efecto del co-cultivo de COC con células BGC -1 o con cultivos primarios de
células de la granulosa bovinas sobre la maduracion nuclear de los COC.

Los ovocitos bovinos de foliculos antrales de 2 a 8 mm de didmetro se encuentran
arrestados en el estadio GV. Cuando los COC son aislados del ambiente folicular la
meiosis se reinicia espontaneamente. Aproximadamente el 50% de los COC sufre la
ruptura de la vesicula germinal a las 6 h, llega al estadio Ml a las 9 h y alcanza el estadio
MiIl a las 18hs de cultivo in vitro (Sirard et al, 1989)

El efecto del co-cultivo sobre la cinética de la maduracién nuclear fue evaluado a las 20 hs
de cultivo ya que es un punto intermedio entre las 15 hs y las 24 hs, donde se observan
un 10% y un 90 % respectivamente de COC en estadio MIl (Sirard et al, 1989). Asi, la
observacion del estadio nuclear a las 20 hs tiene mayor sensibilidad para detectar
variaciones en la cinética de maduracion.

Después de un periodo de 20 hs de cultivo in vitro en condiciones control la mayoria de
los COC reinici6 la meiosis ya que solamente el 9% permaneci6 en estadio GV, mientras
gue el 59% alcanzo el estadio Ml (Figura 2.1).

Por otro lado, el co-cultivo con células de la granulosa bovinas inhibié parcialmente el
reinicio de la meiosis ya que el 47% de los COC permaneci6é en estadio de GV mientras
que solamente el 23% alcanzé6 el estadio de MIl después de las 20 hs de cultivo. (Figura
2.1).

Sin embargo, cuando los COC fueron co-cultivados con células BGC-1, una proporcién
alin mayor permanecié arrestada en estadio de GV (84%) mientras que ninguno alcanzé
el estadio MIl (Figura 2.1). La inhibicién del reinicio de la meiosis por las células BGC-1
fue significativamente mayor que la producida por cultivos primarios de células de la

granulosa bovinas.
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Figura 2.1

Maduracion meiética de COC co-cultivados con células BGC-1 o con cultivos primarios de células de la
granulosa bovinas.

Los COC fueron cultivados por 20 hs en condiciones control (Control), o co-cultivados con células BGC-1
(BGC-1) o con cultivos primarios de células de la granulosa bovinas (Granulosa). Después de 20 hs de cultivo
se evalud la progresion de la meiosis y los COC fueron clasificados segun el estadio en GV, MI, o MIl. Los
datos son presentados como la media + ES de cuatro experimentos independientes. El nimero total de
ovocitos evaluados en cada grupo experimental varié entre 145 y 155. Para cada estadio meibtico, las barras
sin letras en comin son significativamente diferentes (p<0.05).

2.5.2. Efecto del co-cultivo de COC con células BGC -1 o con cultivos primarios de

células de la granulosa bovinas sobre la expansién del cumulus de los COC.

La maduracion nuclear in vivo esta asociada a la expansion del cumulus y a la pérdida de
conexion entre las células del cumulus y el ovocito. El reinicio espontaneo de la meiosis in
vitro puede ocurrir sin que se observe expansion del cumulus. Por el contrario, la
expansién del cumulus implica la pérdida de la integridad de las uniones comunicantes
necesarias para el mantenimiento del arresto meidtico, por lo que es un indicador del
reinicio de la meiosis.



Mantenimiento del arresto meidtico por células BGC-1 38

Como se muestra en la Tabla 2.1, una moderada expansién del cumulus fue observada
en los COC cultivados en condiciones control. Por otro lado, el co-cultivo de COC con
células de la granulosa inhibi6 la expansion del cumulus en el 51% de los COC, mientras
que la mayoria (95%) de los COC co-cultivados con células BGC-1 no mostraron signos

de expansion después de 20 hs de cultivo.

Tratamiento né Grado de expansion CEI®
1 2 3
Control 158 20 (13) 126 (80) 12 (7) 1.95 +0.03°
BGC-1 153 146 (95) 7 (5) 0 (0) 1.05 + 0.03°
Granulosa 158 80 (51) 76 (48) 2(1) 1.50 +0.17°

Tabla 2.1

Expansion del cumulus de COC co-cultivados con células BGC-1 o con cultivos primarios de células de la
granulosa bovinas (n [%]).

@ Numero total de COC analizados en cuatro experimentos independientes. ® Indice de expansion del cumulus
(media + ES de cuatro experimentos independientes). ““° Los valores sin letras en comin son
significativamente diferentes (p<0.05).

2.5.3 Especificidad del tipo celular

Para analizar si el efecto inhibitorio sobre el reinicio de la meiosis resultaba ser especifico
del tipo celular, se analizé el efecto del co-cultivo sobre distintos tipos celulares. El co-
cultivo de COC con fibroblastos fetales bovinos, o con células Swiss 3T3 no afectd

significativamente el reinicio de la meiosis o su progresion hasta Mll (Figura 2.2).
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Figura 2.2

Maduracion meiética de COC co-cultivados con células BGC-1, fibroblastos fetales bovinos (FF) o con células
Swiss 3T3.

Los COC fueron cultivados por 20 hs en condiciones control (Control), o co-cultivados con células BGC-1
(BGC-1), con fibroblastos fetales bovinos (FF) o con células Swiss 3T3. Después de 20 hs de cultivo se evalué
la progresién de la meiosis y los COC fueron clasificados segun el estadio en GV, MI, o MIl. Los datos son
presentados como la media + ES de tres experimentos independientes. El nimero total de ovocitos evaluados
en cada grupo experimental vari6 entre 110 y 120. Para cada estadio meiético, las barras sin letras en comun
son significativamente diferentes (p<0.05).

2.5.4 Efecto de FSH sobre la accion del co-cultivo

Los COC aislados del ambiente folicular y cultivados in vitro reinician la meiosis
espontaneamente. Cuando este reinicio es prevenido por agentes inhibitorios, como
analogos de AMPc, inhibidores de fosfodiesterasas y purinas, o por el co-cultivo con
componentes foliculares, el reinicio de la meiosis puede ser inducido por gonadotrofinas
(Downs et al, 1988; Downs, 1993; Richard et al, 1997; Van Tol et al, 1996).
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Dado que el co-cultivo con células BGC-1 previene el reinicio espontaneo de la meiosis en
la mayoria de los COC, se analiz6 si bajo estas condiciones inhibitorias la maduracion

nuclear podria ser inducida por FSH.

Con este objetivo se co-cultivaron COC con células BGC-1, con o sin el agregado de
FSH. Se observé que FSH produjo una estimulacion del reinicio de la meiosis tanto en
condiciones control como en COC co-cultivados con células BGC-1. Sin embargo, aln en
presencia de FSH, el efecto inhibitorio de las células BGC-1 fue evidente en comparacién

con el grupo control (Figura 2.3, A).

El agregado de FSH también estimulé la expansion completa del cumulus bajo
condiciones control, y una expansion moderada de los COC co-cultivados con células
BGC (Tabla 2.2).

2.5.5 Efecto de EGF sobre la accién del co-cultivo

Dado que EGF es capaz de inducir el reinicio de la meiosis en ovocitos cultivados dentro
de foliculos (Conti et al, 2006; Smitz et al, 1998), se analiz6 si también era capaz de
hacerlo en COC mantenidos en arresto mei6tico durante el co-cultivo con células BGC-1.
Con este objetivo se co-cultivaron COC con células BGC-1, con o sin el agregado de
EGF.

Como se muestra en la Figura 2.3 (B), el agregado de EGF estimul6 el reinicio de la
meiosis tanto en condiciones control como en COC co-cultivados con células BGC-1. El
efecto sobre el reinicio de la meiosis fue similar al de FSH, aunque de menor magnitud.
Por otro lado, a diferencia de FSH, EGF no estimuld significativamente el pasaje del
estadio MI al estadio MIl tanto en condiciones control como en el co-cultivo con células
BGC.

Al igual que FSH, EGF estimul6 la expansion completa del cumulus de los COC cultivados
en condiciones control, y una expansiéon moderada en los COC co-cultivados con células
BGC-1 (Tabla 2.2).
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Figura 2.3

Maduracién meiética inducida por hormonas en COC co-cultivados con células BGC-1.

Los COC fueron cultivados solos (Control) o co-cultivados con células BGC-1 (BGC-1); con o sin el agregado
de FSH (20ng/ml) (Panel A); con o sin el agregado de EGF (10ng/ml) (Panel B). Después de 20 hs de cultivo
se evalud la progresion de la meiosis y los COC fueron clasificados segun el estadio en GV, MI, o MIl. Los
datos son presentados como la media + ES de cuatro experimentos independientes. EI niUmero total de
ovocitos evaluados en cada grupo experimental varié entre 100 y 120. Para cada estadio meiético, las barras
sin letras en comun son significativamente diferentes (p<0.05).
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Tratamiento e Grado de expansién CEI
1 2 3
Control 104 25 (24) 73 (70) 6 (6) 1.81+0.08°
Control + FSH 112 0 (0) 2 (2) 110 (98) 2.98 +0.01°
BGC-1 112 107 (96) 5 (4) 0 (0) 1.04+0.03°
BGC-1 + FSH 107 6 (6) 75 (70) 26 (24) 2.18 £0.09'
Control 71 20 (28) 50 (71) 1 (1) 1.73+0.08°
Control + EGF 70 3 (4) 19 (27) 48 (69) 2.64 +0.15°
BGC-1 74 73 (99) 1 () 0 (0) 1.01+0.01°
BGC-1 + EGF 72 16 (22) 38 (53) 18 (25) 1.98 +0.23°
Tabla 2.2

Efecto de FSH y EGF sobre la expansion del cumulus de COC co-cultivados con células BGC-1 (n [%]).
@ Namero total de COC analizados en tres experimentos independientes.
(media + ES de tres experimentos independientes).
significativamente diferentes (p<0.05).

c,d.e,

2.5.6 Efecto del medio condicionado por células BGC

Los valores sin

Indice de expansion del cumulus
letras en comun son

Con el objetivo de analizar si la accién inhibitoria las células BGC-1 era producida a través

de factores solubles se ensay6 el efecto de medio condicionado por células BGC-1 (MC

BGC-1) sobre el reinicio de la meiosis de los COC. En la Figura 2.4 se puede observar

gue el medio condicionado inhibio el reinicio de la meiosis en una proporcion significativa

de COC. Sin embargo esta proporcion fue menor en comparacion con la inhibicion

producida por el co-cultivo con células BGC-1.

La expansién del cumulus también fue inhibida por el MC BGC-1 aunque, al igual que la

meiosis, el grado de inhibicién fue menor en comparacién con la producida por el co-
cultivo con células BGC-1 (Tabla 2.3).
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Figura 2.4

Efecto de medio condicionado por células BGC-1 sobre la progresién de la meiosis.

Los COC fueron cultivados en condiciones control (Control), co-cultivados con células BGC-1 (BGC-1) o
cultivados en medio condicionado por células BGC-1 (MC BGC-1).

Después de 20 hs de cultivo se evalué la progresion de la meiosis y los COC fueron clasificados segun el
estadio en GV, MI, o MIl. Los datos son presentados como la media + ES de seis experimentos
independientes. El nimero total de ovocitos evaluados en cada grupo experimental varié entre 165 y 195.
Para cada estadio meidtico, las barras sin letras en comin son significativamente diferentes (p<0.05).

Tratamiento e Grado de expansion CEI®

1 2 3
Control 123 16 (13) 99 (80) 8 (7) 1.94 +0.04°
BGC-1 120 115 (96) 5 (4) 0 (0) 1.04 +0.02°
MC BGC-1 123 52 (42) 68 (55) 3(3) 1.61 +0.10°

Tabla 2.3
Efecto del medio condicionado por células BGC-1 sobre la expansion del cumulus (n [%]).
@ Namero total de COC analizados en tres experimentos independientes. ® Indice de expansion del cumulus

(media + ES de tres experimentos independientes). %€ | os valores sin letras en comin son significativamente
diferentes (p<0.05).
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2.5.7. Efecto de las células BGC-1 co-cultivadas si  n contacto directo con los COC.

El reducido efecto inhibitorio del medio condicionado por células BGC-1 observado en
comparacion con el producido por el co-cultivo con células BGC-1 sugiere que el efecto
podria ser mediado por factores solubles de naturaleza labil, o que seria ejercido a través
del contacto directo entre las células BGC-1 y las células del cumulus de los COC. Existen
reportes que indican que el arresto meiético puede ser mantenido por medio condicionado
por células foliculares (Van Tol and Bevers, 1998b), mientras que otros reportes sefialan
que el contacto directo entre las células del cumulus y las células foliculares seria
imprescindible para el mantenimiento del arresto meiético (Aktas et al, 2003; Sirard and
Bilodeau, 1990b).

Para determinar si el contacto directo entre las células BGC-1 y las células del cumulus es
necesario para la inhibicidn del reinicio de la meiosis, los COC fueron cultivados sobre
una membrana que separ0 la monocapa de células BGC-1 de los COC, evitando el
contacto directo entre células. Se utilizd una membrana de 125 um de espesor y con
poros de 0.22 um (Figura 2.5).

Como se puede observar en la Figura 2.6, la ausencia de contacto directo entre las
células BGC-1 y las células del cumulus de los COC no afecté el mantenimiento del
arresto meidtico. Sin embargo, cuando la separacién entre los COC y las células fue de 2

mm el efecto inhibitorio de las células BGC-1 fue reducido significativamente (Figura 2.6).
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Figura 2.5

llustracion del co-cultivo de COC con células BGC-1 en contacto directo (A), separados por una membrana de
125 um de espesor con poros de 0.22 um (B), o separadas 2mm mediante el plegado de los bordes de la
misma membrana (C).
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Figura 2.6

Inhibicion de reinicio de la meiosis en COC co-cultivados en contacto o en ausencia de contacto con células
BGC-1

Los COC fueron cultivados en contacto con células BGC-1 (0 mm); sin contacto con las células BGC-1,
separadas por una membrana de 125 ym de espesor (0.125 mm); o separadas 2 mm mediante el plegado de
los bordes de la membrana (2 mm). Un grupo adicional fue de COC fue cultivado en condiciones control
(Control). Después de 20 hs de cultivo se evalu6 la progresiéon de la meiosis y los COC fueron clasificados
segun el estadio en GV, MI, o MIl. Los datos son presentados como la media + ES de seis experimentos
independientes. El nimero total de ovocitos evaluados en cada grupo experimental varié entre 170 y 180.
Para cada estadio mei6tico, las barras sin letras en com(n son significativamente diferentes (p<0.05).

2.5.8. Efecto del co-cultivo de células BGC-1 con o  vocitos denudados de células del

cumulus.

El rol de las células del cumulus en el mantenimiento del arresto mei6tico fue evaluado
co-cultivando células BGC-1 con ovocitos previamente denudados de células de cumulus
(DO). Los ovocitos fueron denudados dentro del posillo de maduracion por lo que las
células del cumulus estuvieron presentes durante la MIV (Figura 2.8). Cuando fueron
cultivados en condiciones control, las tasas reinicio de meiosis y MIl fueron mayores en
DO que en COC (Figura 2.7). El efecto inhibitorio de las células BGC-1 sobre los DO fue
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drasticamente reducido ya que el 85% de estos reinicid la meiosis (Figura 2.7). Esto
significa las células BGC-1 no son capaces de inhibir efectivamente el reinicio de la
meiosis cuando las uniones comunicantes entre las células del cumulus y los ovocitos son
interrumpidas. Por otro lado, después de 20 hs de co-cultivo la mayor parte de los DO fue
encontrado en estadio MI, mientras que solamente un 21% alcanzé el estadio Ml (Figura
2.7). Esto indica que a pesar de que el reinicio de la meiosis fue pobremente inhibida en

DO, el pasaje de Ml a MIl fue notablemente afectado por el co-cultivo con células BGC-1.

Los cumulus de los DO cultivados en condiciones control mostraron una expansion
moderada (Figura 2.8, C), mientras que los cumulus de los DO co-cultivados con células
BGC-1 no mostraron signos de expansiéon (Figura 2.8, D). Esto significa que las células
BGC-1 son capaces de inhibir la expansion del cumulus, pero no el reinicio de la meiosis,

cuando las células del cumulus estan separadas de los ovocitos.
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Figura 2.7

Co-cultivo de DO con células BGC-1 en presencia de células del cumulus.

Los DO fueron cultivados en presencia de células del cumulus en condiciones control (DO) o en co-cultivo con
células BGC-1 (DO BGC-1). Grupos adicionales de COC fueron cultivados en condiciones control (COC), o
co-cultivdos con células BGC-1 (COC BGC-1). Después de 20 hs de cultivo se evalué la progresion de la
meiosis y los DO y los COC fueron clasificados segun el estadio en GV, MI, o MIl. Los datos son presentados
como la media + ES de cinco experimentos independientes. El niUmero total de ovocitos evaluados en cada
grupo experimental varié entre 105 y 125. Para cada estadio meidtico, las barras sin letras en comun son
significativamente diferentes (p<0.05).
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Figura 2.8

Efecto de las células BGC-1 sobre la expansion de los cumulus aislados de los DO.

Los DO y los cumulus aislados a partir de ellos fueron co-cultivados con células BGC-1 y fueron fotografiados
al inicio (B) y al final (D) de las 20hs de MIV. Un grupo control de DO y cumulus cultivados en condiciones
control también fue fotografiado al inicio (A) y al final (C) de las 20 hs de MIV. Estas fotografias son
representativas de cinco experimentos independientes que repetidamente mostraron que después de 20 hs de
cultivo en condiciones control los cumulus aislados se expandieron (C, flechas negras) en comparacién con la
morfologia observada al inicio de la MIV (A). En cambio los cumulus co-cultivados con células BGC-1 por 20
hs no mostraron signos de expansion (D, flechas blancas) en comparacion con la morfologia observada al
inicio de la MIV (B). Escala: barra = 500 pm.
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2.5.9. Reversibilidad del efecto inhibitorio de las células BGC-1 sobre el reinicio de

la meiosis

Con el fin de determinar si la naturaleza del arresto meiético inducido por las células
BGC-1 era permanente o si podia ser revertido, los COC fueron co-cultivados con células
BGC-1 por 20 hs, lavados y cultivados por un periodo adicional de 20 hs en condiciones
control con el agregado de FSH. Después del segundo periodo de cultivo en condiciones
control el 100% de los COC arrestados reinicié la meiosis (Figura 2.9), mientras que la

expansion del cumulus pudo ser completamente inducida por FSH (Tabla 2.4).
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Figura 2.9

Reversibilidad del arresto meiético inducido por células BGC-1

Los COC fueron cultivados por 20 hs en condiciones control (20h Control) o en co-cultivo con células BGC-1
(20h BGC-1). Luego, la mitad de los COC del grupo 20h BGC-1 fueron lavados y cultivados por un segundo
periodo de 20 hs en condiciones control (20h BGC-1 + 20h Control). Al final de los respectivos periodos de
maduracion se evalué la progresion de la meiosis y los COC fueron clasificados segun el estadio en GV, Ml, o
MIl. Los datos son presentados como la media + ES de cuatro experimentos independientes. EI nimero total
de ovocitos evaluados en cada grupo experimental varié entre 105 y 110. Para cada estadio meiético, las
barras sin letras en comun son significativamente diferentes (p<0.05).
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Tratamiento e Grado de expansion CEI®
1 2 3
20h Control 80 15 (19) 59 (74) 6 (7) 1.89 +0.02°
20h BGC-1 84 81 (96) 3 (4) 0 (0) 1.03 +0.02¢
20h BGC-1 + 20h Control 86 0 (0) 10 (12) 76 (88) 2.88 +0.06°

Tabla 2.4

Induccion de la expansion del cumulus en COC co-cultivados 20 hs con células BGC-1 y un segundo

periodo de 20 hs en condiciones control con FSH (n[%]).

4 Numero total de COC analizados en tres experimec?tos independientes. ® Indice de expansion del cumulus
(media + ES de tres experimentos independientes). ““® Los valores sin letras en comdn son significativamente

diferentes (p<0.05).
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2.6. Discusion

Trabajos previos han demostrado que el reinicio de la meiosis in vitro es inhibido cuando
los COC son co-cultivados con mitades de paredes foliculares, explantes de células
tecales, monocapas de células tecales, o con medio condicionado por células tecales
(Carbonneau and Sirard, 1994; De Loos et al, 1994; Fouladi Nashta et al, 1998; Richard
and Sirard, 1996a; Richard and Sirard, 1996b; Sirard and Coenen, 1993; Van Tol and
Bevers, 1998b). En contraposicién, los resultados reportados en cuanto a la capacidad de
las células de la granulosa para inhibir el reinicio de la meiosis in vitro fueron variables y
altamente dependientes de las condiciones de cultivo utilizadas en los diferentes estudios.
Mientras que células de la granulosa recién aisladas o fragmentos de membrana
granulosa tomadas de foliculos por diseccion mantuvieron el arresto meiotico en una gran
proporcion de COC (Richard and Sirard, 1996b; Sirard and Bilodeau, 1990b; Van Tol et al,
1996), células de la granulosa aisladas y cultivadas en forma de monocapa por 7 dias
mostraron una capacidad de inhibicion muy reducida (Richard and Sirard, 1996a; Sirard
and Bilodeau, 1990a; Sirard and Bilodeau, 1990b). Nuestros resultados demostraron que
en las condiciones de cultivo utilizadas en nuestro estudio, monocapas de células de la
granulosa cultivadas por 3 dias in vitro fueron capaces de inhibir el reinicio de la meiosis
en una significativa proporcion de COC (48%). Comprobamos que el efecto inhibitorio fue
especifico de las células de la granulosa bovinas, y no debido al sistema de cultivo, ya
gue otros tipos celulares como fibroblastos fetales bovinos, o células Swiss 3T3 no

tuvieron ningun efecto en la maduracién nuclear de los COC.

El cultivo in vitro modifica el metabolismo de las células de la granulosa. Ha sido
demostrado que la sintesis de estradiol, una caracteristica bioquimica clave de las células
de la granulosa, depende no solo de la ubicacion dentro del foliculo (mural o antral) y del
tamarfio del foliculo del cual se obtienen las células, sino también de las condiciones de
cultivo in vitro como la concentracion de oxigeno, la presencia de hormonas o suero, y la
duracién del cultivo (Roberts and Echternkamp, 1994; Rouillier et al, 1998). De hecho, a
menos que el cultivo se realice en condiciones especificas de cultivo sin suero segun ha
sido reportado (Gutierrez et al, 1997), la actividad de aromatasa es dramaticamente
reducida después del primer dia de cultivo in vitro, aumentando al mismo tiempo la

sintesis de progesterona, indicando que las células de la granulosa se diferencian, en
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cultivo, de células productoras de estradiol a células productoras de progesterona en un
proceso similar a la luteinizacion (Skinner and Osteen, 1988). De la misma forma, podria
ser posible que las células de la granulosa pierdan la capacidad de inhibir la meiosis
debido a la diferenciacién durante el cultivo in vitro, tal como ha sido propuesto
anteriormente (Richard and Sirard, 1996a). De acuerdo con esta hipotesis, en las
condiciones en que realizamos los experimentos los cultivos primarios de células de la
granulosa pudieron haber comenzado a diferenciarse aunque fueron capaces de inhibir el
reinicio de la meiosis, parcialmente, después de tres dias de cultivo in vitro. Estos datos
son coherentes con la hipétesis de que las células de la granulosa participan en el

mantenimiento del arresto meidtico de los COC dentro de los foliculos antrales.

Subsecuentemente, hemos demostrado que una linea de células de la granulosa, células
BGC-1, cultivada en las mismas condiciones inhibio el reinicio de la meiosis en la mayoria
de los COC (84%). La linea celular BGC-1 fue obtenida en nuestro laboratorio por
inmortalizacion espontanea de cultivos primarios de células de la granulosa bovinas
obtenidas de foliculos antrales de 3 a 5 mm, y ha sido bien caracterizada (Bernath et al,
1990; Lerner et al, 1995). A pesar de que ha perdido la actividad aromatasa, mantiene
algunas caracteristicas distintivas como la regulacién hormonal de la expresion de
fibronectina y del “splicing” alternativo de su ARNm, semejando células de la granulosa de
foliculos antrales pequefios donde la inclusién del exén ED-1 de fibronectina es alta, e
inversamente relacionada con la concentracion de estradiol en el fluido folicular (Colman-
Lerner et al, 1999). Las células BGC-1 también muestran produccién de activina-A
regulada por TGF beta (Fazzini et al, 2006), lo que pareceria estar involucrado en el
retraso del proceso de luteinizacion (Knight and Glister, 2003). Ademas, con respecto al
metabolismo de esteroides, las células BGC-1 no secretan cantidades sustanciales de
progesterona y, en cambio, presentan una incrementada actividad 5-alfa reductasa que
seria reminiscente del patrén de metabolismo esteroideo asociado a células de la
granulosa de foliculos inmaduros (Lerner et al, 1995). También han demostrado tener
bajos requerimientos de factores de crecimiento ya que pueden crecer con 5% de suero
de ternero neonato como Unico suplemento, y pueden ser estimuladas por IGF y EGF
(Lerner et al, 1995). Interesantemente, también se demostré que las células BGC-1 son
capaces de responder a factores no identificados, secretados por ovocitos, que estimulan
la sintesis de ADN especificamente en células de la granulosa (Lanuza et al, 1998).
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Todas estas caracteristicas, que son representativas de células de la granulosa
inmaduras, sumadas a la capacidad de inhibir el reinicio de la meiosis en COC, convierten
a la linea celular BGC-1 en un modelo muy interesante para estudiar la comunicacién
bidireccional que existe entre las células de la granulosa y los ovocitos durante el
desarrollo folicular, sin la variabilidad que presentan los cultivos primarios de células de la
granulosa in vitro. Por lo tanto, se realizaron experimentos para caracterizar alin mas este
modelo, y el papel de las células de la granulosa durante la maduracién meidtica de los

ovocitos.

Trabajo previos han demostrado que FSH revierte la accion inhibitoria de las células de la
granulosa (Van Tol et al, 1996), pero no la inducida por la pared folicular (Carbonneau and
Sirard, 1994) o por células de la teca (Van Tol and Bevers, 1998b). Sin embargo, el efecto
inhibitorio de las células de la granulosa puede ser potenciado por células de la teca, o
por medio condicionado por células de la teca, resultando en una menor sensibilidad a la
induccion del reinicio de la meiosis estimulada FSH (Kotsuji et al, 1994; Van Tol and
Bevers, 1998b). El efecto inhibitorio de las células BGC-1 fue parcialmente revertido por
FSH, semejando lo que se observa cuando células de la granulosa son co-cultivadas con

células tecales (Van Tol and Bevers, 1998b).

EGF también estimul6 el reinicio de la meiosis y la expansién del cumulus aunque no en
la misma magnitud que FSH. Ademas, a diferencia de FSH, EGF no estimuld
significativamente al pasaje de Ml a MIl en COC co-cultivados con células BGC-1 o en
condiciones control en tanto que si lo hizo FSH. Esta diferencia de efectos entre FSH y
EGF ha sido observada en algunos modelos de induccion de reinicio de meiosis en COC

de ratdbn mantenidos en arresto meiético por dbAMPc (Coticchio et al, 2004).

El hecho de que EGF no estimule en mayor medida el reinicio de la meiosis en COC co-
cultivados con BGC-1 podria cuestionar la validez del modelo ya que hay evidencia de
que EGF o factores similares a EGF serian estimulos fisioldgicos que mediarian los
efectos de LH sobre la maduracién meidtica. Esto ha sido observado tanto en COC
aislados como en COC cultivados dentro de foliculos intactos in vitro (Conti et al, 2006).
Sin embargo, el efecto de EGF no fue tan marcado cuando se probé en otro modelo de
cultivo de foliculos donde, a diferencia de los trabajos anteriores, los foliculos fueron
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obtenidos de animales no estimulados hormonalmente. En este modelo el reinicio de la
meiosis puede ser inducido efectivamente por simple denudamiento de los COC (90%) o
por HCG (95%), mientras que el efecto de EGF sobre el reinicio de la meiosis es muy
reducido (45%) (Smitz et al, 1998). En este sentido, los trabajos anteriormente citados que
demuestran que los factores similares a EGF son imprescindibles en la transmision de la
sefial de LH desde la pared folicular hacia el COC no descartan en ningln momento la
necesidad de otras sefiales ya que utilizan modelos de cultivo de foliculos obtenidos de
animales estimulados con PMSG (Conti et al, 2006). Estos datos remarcan la importancia
de la eleccién del sistema de cultivo, o0 modelo, la cual debe ser realizada en base al
objetivo del trabajo (Smitz and Cortvrindt, 2002).

La complejidad de la regulacién del reinicio de la meiosis en el ovocito involucra no solo la
produccion de sefiales inhibitorias y estimulatorias por los diferentes componentes
celulares del foliculo, sino también los diferentes mecanismos implicados en la
transmisién de esas sefales entre los diferentes tipos celulares (Gilchrist et al, 2004).
Mientras que algunos trabajos mostraron que el medio condicionado por células de la
granulosa puede inhibir la meiosis, sugiriendo la participacién de factores solubles como
mediadores del efecto inhibitorio (Van Tol and Bevers, 1998b), otros indicaron que el
efecto inhibitorio fue solamente evidente cuando existié contacto directo entre las células
de la granulosa y las células del cumulus de los COC (Aktas et al, 2003; Sirard and
Bilodeau, 1990b). Las células BGC-1 inhibieron el reinicio de la meiosis de la misma
manera cuando fueron co-cultivadas tanto en contacto como en ausencia de contacto
directo con las células del cumulus de los COC, indicando que el efecto inhibitorio de las
células BGC-1 fue mediado por factor/es soluble/s. Sin embargo, este efecto fue reducido
cuando la distancia de separacion entre las células BGC-1 y los COC fue incrementada,
sugiriendo que el, o los factores involucrados serian muy labiles, o secretados en
pequefias cantidades al medio de cultivo. Cualquiera sea el caso, presumimos que se
formaria un gradiente de concentracion del factor activo, siendo mas concentrado en el
fondo del posillo de maduracion, donde esta la monocapa de células BGC-1, y menos
concentrado en la parte superior del posillo de maduracién, donde se observé un efecto
inhibitorio mas débil (Figura 3, 2 mm). De acuerdo con esta hipétesis el factor inhibidor
activo estaria diluido, o mayormente degradado en el medio condicionado por células
BGC-1. Cuando los COC se cultivaron en este medio condicionado, el efecto inhibitorio
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fue muy leve ya que el 79% de los COC reinicié la meiosis. La naturaleza labil de los
factores paracrinos involucrados en la comunicacion bidireccional entre el ovocito y las

células del cumulus ha sido observada por otros (Gilchrist et al, 2008).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y de acuerdo con estudios previos (Richard and
Sirard, 1996b), nuestros experimentos también remarcan la importancia de considerar las
variables distancia y dilucion cuando se analiza la comunicacién entre células in vitro. Por
otro lado, un factor soluble y labil ya ha sido propuesto como el mediador del efecto
inhibidor de las células tecales sobre la maduracién meiética de ovocitos (Richard and
Sirard, 1996b). Una vida media corta del putativo factor soluble seria consistente con el
efecto inhibitorio transitorio del fluido folicular observado sobre la maduracién meiotica
(Ayoub and Hunter, 1993; Sirard and Bilodeau, 1990b; Sirard and First, 1988; Tsafriri and
Channing, 1975).

El papel de las células del cumulus en el mantenimiento del arresto meidtico ha sido
estudiado previamente y la presencia de un cumulus intacto y no expandido que rodee
completamente el ovocito ha demostrado ser imprescindible para que el reinicio de la
meiosis pueda ser inhibido por células de la teca (Richard and Sirard, 1996a) o por la
pared folicular (Carbonneau and Sirard, 1994). De la misma forma, las células BGC-1
fueron incapaces de inhibir el reinicio de la meiosis en ovocitos denudados (DO). Sin
embargo, la progresién de la meiosis fue retrasada ya que después de 20 hs de cultivo la
mayor parte de los DO fue encontrado en estadio Ml mientras que una proporcién menor
alcanzé el estadio MIl. Debido a que las células del cumulus estuvieron presentes en el
posillo durante el co-cultivo, no podemos discriminar si las células BGC-1 inhibieron la
progresion de la meiosis en los DO directamente, o si las células del cumulus pudieron
haber mediado este efecto a través de factores paracrinos. En cambio, podemos afirmar
que las células BGC-1 tuvieron un efecto directo sobre las células del cumulus ya que la

expansion de los cumulus aislados fue totalmente inhibida (Figura 2.8, D).

In vivo, la maduracién nuclear y la expansion del cumulus se desarrollan en forma
intimamente relacionada en respuesta al pico de LH. En realidad, ambos procesos
parecen compartir los mismos pasos de diferentes vias de transduccién de sefiales como
la activacion de MAPK en las células del cumulus (Su et al, 2003; Su et al, 2002). Estos
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dos procesos también estan correlacionados temporalmente con la desaparicion de las
uniones estrechas entre las células del cumulus y el ovocito (Thomas et al, 2004a). Aln
no ha sido determinado fehacientemente si la causa del reinicio de la meiosis es la
interrupcion de la transferencia de factores inhibitorios debida a la separacion de las
uniones estrechas (Sela-Abramovich et al, 2005), o si existen sefiales adicionales que
acoplan la expansién del cumulus con la maduracion nuclear (Conti et al, 2006). En
nuestros experimentos la inhibicién de la maduracion meiética estuvo siempre asociada a
una significativa inhibicién de la expansién del cumulus en COC intactos. Sin embargo la
ruptura de las uniones estrechas y la separacion impuesta entre los DO y los cumulus
permiti6 disociar ambos efectos durante el co-cultivo con células BGC-1.
Consecuentemente el reinicio de la meiosis en DO sefala la necesidad imprescindible de
una comunicacién muy estrecha entre los ovocitos y las células del cumulus para el
mantenimiento del arresto meiético durante el co-cultivo con células BGC-1, mientras que
la concomitante inhibicion de la expansién de los cumulus aislados sugiere que las células
del cumulus serian el blanco primario de los factores secretados por las células BGC-1.
Esta evidencia implica a las células del cumulus como mediadoras de la inhibicion del
reinicio de la meiosis, pareciendo ser las encargadas de transmitir la sefial inhibitoria al
ovocito, ya sea a través de las uniones estrechas, o a través de factores
paracrinos/yuxtacrinos. A pesar de que ambos mecanismos parecieran estar implicados
en la regulacién del arresto meiético en diferentes especies (Conti et al, 2002; Hinckley et
al, 2005; Kalinowski et al, 2004; Mehimann et al, 2004; Thomas et al, 2004b), la relevancia

de cada uno aln es controvertida (Freudzon et al, 2005).

Por ultimo, se demostrdé que el efecto inhibitorio de las células BGC-1 sobre los COC
durante el co-cultivo puede ser revertido cuando los COC son retirados del ambiente
inhibitorio y cultivados por un segundo periodo de 20 hs en condiciones control con el
agregado de FSH. En estas condiciones, todos los COC mantenidos en estadio de GV
durante el co-cultivo con células BGC-1 mostraron reinicio de la meiosis y expansion del

cumulus luego de un segundo periodo de cultivo en condiciones control.

Nuestros resultados demuestran que las células BGC-1 son capaces de inhibir el reinicio
de la meiosis y la expansién del cumulus en COC intactos, mostrando una mayor potencia
en comparacién con cultivos primarios de células de la granulosa bovina. Los efectos
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inhibitorios de las células BGC-1 fueron reversibles y mediados por factor/es solubles, que
podrian ser labiles y/o secretados en pequefias cantidades. También fue demostrado que
las células del cumulus estan involucradas en el mantenimiento del arresto meiético,

como posibles mediadoras del efecto inhibitorio de las células BGC-1 sobre el ovacito.

No hemos encontrado reportes en la literatura sobre lineas celulares capaces de inhibir el
reinicio de la meiosis, y por lo tanto la linea celular BGC-1 representa un nuevo abordaje
para el estudio del mecanismo de mantenimiento del arresto meiético. Esto es
particularmente importante ya que a pesar de la gran cantidad de estudios realizados con
cultivos primarios de células de la granulosa, el o los factores responsables del

mantenimiento del arresto meidtico siguen siendo desconocidos.

Sumado a las caracteristicas previamente demostradas, los resultados presentados aqui
refuerzan la relevancia de las células BGC-1 como modelo para el estudio de la
regulacion de la funcién de las células de la granulosa y de la regulacién bidireccional
entre estas células y el ovocito durante el desarrollo folicular.



3. Mddulo I

Efecto de los catecolestrogenos
sobre la maduracion in vitro de
ovocitos bovinos
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3.1. Resumen

Los catecolestrogenos son metabolitos enddégenos del estradiol que han demostrado
modular la funcién de las células de la granulosa, tecales y luteales en varias especies.
Nuestro objetivo fue determinar el posible rol de estos esteroides durante la maduracion
de los ovocitos. Los COC fueron madurados por 24 hs, fecundados y cultivados por 8
dias. Mientras que el estradiol no produjo efectos, el agregado de catecolestrégenos
(2-hidroxiestradiol, 4-hidroxiestradiol, y 2-metoxiestradiol) al medio de maduraciéon no
afect6 la tasa de clivaje pero produjo una reduccion en el porcentaje de blastocistos al dia
8 de cultivo. Aunque el 2-metoxiestradiol (2-MOEZ2) también inhibié el desarrollo de
blastocistos cuando fue agregado durante el cultivo, el efecto fue de menor magnitud que
cuando fue agregado durante la maduracion de los ovocitos. En concordancia con la
capacidad del 2-MOE2 de unirse a la tubulina en el sitio de unioén a colchicina, en ovocitos
expuestos a 2-MOE?2 durante la maduracion se observaron marcadas alteraciones en el
huso meidtico que causaron anomalias cromosOmicas posteriores a la fecundacién que
llevaron a la inhibicion del desarrollo embrionario temprano en el estadio de mérula.
Ademas, cuando el reinicio de la meiosis es retrasada por 24 hs con roscovitina, el
agregado de 2-MOE2 no tiene efecto sobre el desarrollo embrionario temprano, lo que es
consistente con que la causa de la inhibicién del desarrollo embrionario temprano es una
alteracion en la maduracién nuclear del ovocito. Debido a que el 2-MOE2 puede
incrementarse en el fluido folicular en respuesta a ligandos del AHR, nuestros resultados
demuestran que niveles intraovaricos anormalmente altos podrian estar involucradas en
los sindromes de infertilidad asociados a algunos contaminantes ambientales que son
conocidos activadores de AHR.
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3.2. Introduccién

Para que el ovocito adquiera la capacidad de ser fecundado e iniciar el desarrollo
embrionario temprano se requiere una estrecha coordinacion entre la proliferacion y
diferenciacién de las células foliculares y el crecimiento y la maduracion del ovocito. Entre
los factores que modulan el desarrollo folicular han sido identificados varias hormonas
pituitarias asi como también factores paracrinos y autocrinos producidos por las células

foliculares y por el ovocito (Lanuza et al, 1998).

Los catecolestrogenos, metabolitos endégenos del estradiol, han sido propuestos como
factores paracrinos intraovaricos (Figura 3.1). Se ha demostrado que modulan la
diferenciacién y proliferacion de las células de la granulosa, tecales y luteales de varias
especies (Shang et al, 2001; Spicer and Hammond, 1989; Tekpetey and Armstrong,
1994). Si embargo no hay reportes de efectos de catecolestrégenos en el ovario bovino.
Las dos hidroxilasas que transforman estradiol en 2-hidroxiestradiol (2-OHE2) y 4-
hidroxiestradiol (4-OHE2), CYP1Al y CYP1B1 respectivamente, asi como también el
receptor de aril hidrocarburos (AHR), que las regula a nivel transcripcional, han sido
identificadas en el ovario (Robles et al, 2000; Spicer and Hammond, 1989). El AHR no
tiene ligando enddgeno conocido pero puede ser activado por contaminantes ambientales
(Denison et al, 2002). Otra enzima, la catecol-O-metil transferasa (COMT) que convierte el
2-OHE2 en 2-metoxiestradiol (2-MOE2), también es expresada en el foliculo ovarico
(Spicer and Hammond, 1989). Finalmente cantidades sustanciales de catecolestrégenos
han sido cuantificados por cromatografia de gas / espectrometria de masa en fluido
folicular humano y equino (Dehennin et al, 1984; Silberzahn et al, 1985).

Ha sido demostrado que tanto 2-OHE2 como 4-OHE2 imitan o modulan los efectos del
estradiol (Dubey et al, 2001). Sin embargo, estos efectos no son mediados por el receptor
de estrogenos clasico y el mecanismo de accion de los catecolestrégenos no es claro.
Con respecto al 2-MOEZ2, es conocido que inhibe el crecimiento de células tumorales y la
angiogénesis, y dos posibles mecanismos han sido propuestos para explicar estos
efectos: inhibicion de la enzima superéxido dismutasa que llevaria al consecuente
incremento intracelular de radicales libres y a la apoptosis (Huang et al, 2000), y la
inhibicion de la polimerizacion de la tubulina mediante la interaccién en el sitio de unién a
colchicina (D'Amato et al, 1994; Klauber et al, 1997).
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2-Methoxyestradiol 4 - Methoxyestradiol

Figura 3.1
Transformacion de estradiol en catecolestrégenos
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3.3. Objetivos

Debido a que son metabolitos endégenos del estradiol y que se encuentran presentes en
el fluido folicular, el objetivo de este trabajo fue determinar los posibles efectos y el
mecanismo de accion de los catecolestrdgenos durante la maduracién de los ovocitos y el

desarrollo embrionario temprano.
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3.4. Materiales y métodos

3.4.1. Reactivos

La FSH ovina se obtuvo del National Hormone and Pituitary Program. Los
catecolestrogenos 2-hidroxiestradiol, 4-hidroxiestradiol, y 2-metoxiestradiol fueron
provistos por Steraloids, INC (Newport, USA). El resto de los reactivos fueron provistos
por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), excepto donde se especifica lo contrario.

3.4.2. Obtencion y maduracion in vitro de ovocitos bovinos

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de ovarios bovinos provenientes de animales
sacrificados para consumo, que fueron donados por un frigorifico cercano (Frigorifico
Rioplatense, Gral. Pacheco, Buenos Aires). Los ovarios se transportaron hasta el
laboratorio en un termo con solucion fisiolégica a 30-35TC y fueron procesados en un

lapso menor a cuatro horas.

Los complejos cumulus-ovocito (COC) inmaduros fueron obtenidos por puncién de
foliculos antrales de 2 a 8 mm de didametro, utilizando jeringas de 5 cc y agujas 18G. El
material colectado se dej6 decantar 5 minutos en tubos conicos de 50 ml. Luego se tomo
1 ml del material decantado y se lo colocé en una placa de 100 mm de diametro, donde se
realiz6 la seleccion y recoleccion de los ovocitos. Solamente fueron seleccionados
ovocitos con citoplasma homogéneo, y completamente rodeados por 3 0 mas capas de

células de la granulosa.

3.4.3. Maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

La maduracién de los ovocitos se realizé en placas de 4 posillos (Nunc, Denmark) durante
24 horas a 38.5C, en atmosfera himeda con 5% de CO, y 95% de aire, con o sin el
agregado de catecolestrogenos segun se indique. Se colocaron grupos de 40 a 50 COC

en 500ul de medio TCM199 con Earle salts (Gibco BRL, NY, USA), suplementado con
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bicarbonato (2.2 g/l, pH 7.4), 5% de suero fetal bovino (FBS, Gibco BRL, NY, USA), 20
ng/ml oFSH (ovine FSH, NIDDK-oFSH-20, NIH) y gentamicina (50 pug/ml). EI medio de

cultivo fue recubierto con una capa de 150l de aceite mineral.

Cuando se utilizé roscovitina para inhibir la progresién de la meiosis in vitro, en el estadio
de GV, los COC fueron incubados en TCM199 con Earle salts y bicarbonato (2.2 g/l, pH
7.4) suplementado con roscovitina (25 uM) por 24 hs. Luego fueron lavados y madurados

por un segundo periodo en condiciones control, como se detallé6 mas arriba.

3.4.4. Fecundacion in vitro de ovocitos bovinos.

La fecundacién in vitro se realizé con semen congelado en pajuelas de 0.25 ml, que fue
donado por el Centro de Inseminacion Artificial La Elisa (CIALE). ElI semen fue
descongelado y lavado dos veces por centrifugacién (260 x g por 5 minutos) en medio
Brackett-Oliphant (BO) (Brackett and Oliphant, 1975) suplementado con teofilina (5 mM).
Luego de descartar el sobrenadante, el semen se resuspendi6 en medio BO
suplementado con teofilina (5 mM), heparina (10 pg/ml), y albdmina bovina (BSA, 5
mg/ml). Luego se ajusté la concentracion a 1 X 10" espermatozoides/ml (Salamone et al,
1995). Los ovocitos madurados son lavados dos veces en medio BO y colocados en
grupos de 20 a 25 ovocitos en microgotas de 100ul de semen diluido, en placas de 35mm
(Nunc, Denmark), cubiertas con aceite mineral. La incubacion se realiz6 durante 7 horas a

38T en atmoésfera himeda con 5% de CO , y 95% de aire.

3.4.5. Cultivo in vitro de embriones

Luego de la fecundacion, los presuntos cigotos fueron recuperados de las microgotas de
semen y lavados en medio TCM199 suplementado con 5% FBS y Hepes (10mM). Luego
los ovocitos fueron denudados de las células del cumulus mediante el pipeteo repetido a
través de una pipeta de vidrio de diametro levemente inferior al de los ovocitos y fueron
colocados en grupos de 40 a 50 en 500ul de Fluido Oviductal Sintético (SOF) (Tervit et al,
1972) suplementado con aminoacidos esenciales y no esenciales (Liu and Foote, 1995) y

albumina bovina libre de acidos grasos (8 mg/ml) (medio SOFaa-BSA), en placas de 4
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posillos. El medio de cultivo fue cubierto con una capa de 150ul de aceite mineral, y los
embriones fueron cultivados por 8 dias a 38.5T en atmésfera humeda con 5% CO,, 5%
Oz Yy 90% N,.

Al dia 2 de cultivo se evalu6 la tasa de clivaje, que es el porcentaje de ovocitos que
iniciaron las divisiones mitéticas, y tienen 2 o mas células 48 horas después de la
fecundacioén in vitro. La tasa de clivaje es un indicador de la eficiencia de la fecundacién in

vitro.

Al dia 8 de cultivo se evalué el porcentaje de blastocistos, que es el porcentaje de
ovocitos que son fecundados y se desarrollan hasta el estadio de blastocisto. Es un

indicador de la capacidad de desarrollo de los ovocitos.

3.4.6. Inmunocitoquimica

Para la observacion de la morfologia del huso meidtico de los ovocitos se realiz6 la
técnica de inmunofluorescencia descripta por Navara y col. (1994), con algunas
modificaciones. Después de las 24 horas de maduracién in vitro, los COC expandidos se
denudaron de las células del cumulus agregando hialuronidasa (0.2%) al medio de
maduracion, y mediante el pipeteo repetido a través de una pipeta de vidrio de diametro
levemente inferior al de los ovocitos. La zona pelldcida se quitdé mediante un breve
tratamiento con pronasa (0.2%). A continuacién, los ovocitos sin zona pellcida fueron
fijiados y permeabilizados en un una solucién buffer estabilizadora de microtibulos
(100mM Pipes, 5mM MgCl, 6H,0, 2.5 mM EGTA, 2% formaldehido, 0.5% Triton X-100y 1
UM Taxol, pH 7.0) por 40 minutos a 38.5C. Las union es inespecificas de los anticuerpos
primarios y secundarios fueron blogueadas mediante una incubacion de 40 minutos con
solucion de bloqueo (2% BSA, 2% leche descremada en polvo, 2% suero normal de
cabra, 100mM glicina, 0.01% Triton X-100 en PBS) antes de la aplicacion de cada

anticuerpo.

Para localizar los microtubulos, los ovocitos se incubaron con anticuerpos monoclonales

de ratén contra a-tubulina (B-5-1-2) durante 40 minutos a 38.5C. Luego se lavaron en
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solucion de blogueo y se incubaron por otros 40 minutos a 38.5C con anticuerpos de

cabra contra ratén, conjugados con FITC.

Para detectar los cromosomas, los ovocitos fueron incubados por 20 minutos en PBS con
bromuro de etidio (4 pg/ml). Luego se montaron en portaobjetos y se observaron y

analizaron con un microscopio de fluorescencia confocal Zeiss LSM 510.

3.4.7. Analisis citogenético

El andlisis citogenético se realiz6 en embriones en estadio de 2 a 10 células (dia 2 de
cultivo). Se agregé colchicina (1pg/ml) al medio de cultivo (SOFaa-BSA medium) y los
embriones se incubaron 6 horas a 38.5°C en atmdsfera himeda con 5% CO,, 5% O, y
90% N,. Luego, cada embrion fue incubado citrato de sodio 1% por 10 minutos a
temperatura ambiente, colocado en un portaobjetos, y fijado y disgregado con una gota de
metanol:acido acético (1:1). Después de secados, los preparados fueron tefiidos con una
solucion de Giemsa 3% (Merck, USA) por 10 minutos. Las metafases fueron examinadas
a 400x y 1000x y fotografiadas con un microscopio Leica DM LB con pelicula AGFAPAN
APX 25.

Los estadios nucleares fueron clasificados como interfase, metafase, y metafases no
analizables (cromosomas muy aglutinados o demasiado dispersos). Cada metafase
analizable fue clasificada de acuerdo al nUmero de cromosomas como diploide (2n=60),
haploide (n=30), o aneuploide. Cada embrion fue clasificado de acuerdo a la ploidia de
sus blastbmeros como diploide, haploide, mixoploide (embriones con blastomeros
diploides y aneuploides), y aneuploides (embriones con todos los blastomeros analizables

aneuploides)

3.4.8. Ensayo Cometa

La determinacién de dafio en el ADN en embriones individuales se realiz6 mediante el

ensayo Cometa o electroforesis en gel de células individuales segun Takahashi y col.

(2000) con algunas modificaciones. Los embriones fueron lavados dos veces en PBS con
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polivinilpirrolidona (4 mg/ml), mezclados con agarosa de bajo punto de fusion (1% en
PBS) a 39C, y colocados en un portaobjetos previam ente recubierto con agarosa de alto
punto de fusion (1% en PBS). Después de la solidificacion fueron incubados en buffer de
lisis (10 mM Tris, 1% N-Lauroylsarcosine, 2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 1% Triton X-
100, 10 ug/ml proteinasa K) por 3 h a 4C. Luego los portaob jetos fueron colocados en la
cuba de electroforesis y se dejaron equilibrar con el buffer (300 mM NaOH, 1 mM
Na,EDTA) por 20 minutos. La electroforesis se realizd por 20 minutos a 25 V. Después de
la electroforesis los portaobjetos fueron neutralizados con 0.4 M Tris-HCI (pH 7.5). El ADN
se tifi6 con una gota de 20 pl de bromuro de etidio (4 pg/ml) colocada sobre cada
portaobjeto. El grado de dafio del ADN fue cuantificado midiendo la longitud de la traza de

ADN con un microscopio confocal Zeiss LSM 510.

3.4.9. Andlisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media de al menos tres experimentos
independientes. La variacion entre experimentos se ilustré usando el error estandar de la
media (ES).

Para la evaluacion de las diferencias entre los tratamientos los datos de al menos tres
repeticiones fueron sometidos a un analisis de homogeneidad y luego fueron agrupados y
analizados mediante el test Chi-cuadrado. Diferencias de p<0,05 fueron consideradas

estadisticamente significativas.



Efecto de 2-metoxiestradiol durante la maduracién in vitro de ovocitos bovinos 67

3.5. Resultados

3.5.1. Efecto de los catecolestrégenos sobre la mad  uracién in vitro de ovocitos.

Con el objeto de determinar si los catecolestrégenos modifican la capacidad de desarrollo
que los ovocitos adquieren durante el periodo de maduracion, se ensayo el efecto del
agregado de estos compuestos durante la maduracion sobre el subsecuente desarrollo
embrionario temprano. Los ovocitos fueron madurados por 24hs en condiciones control o
en presencia 1 pg/ml de 2-MOE2, 2-OHE2 o 4-OHE2. Luego fueron fecundados y
cultivados por 8 dias en condiciones control.

Como puede observarse en la Figura 3.2, la tasa de clivaje de los ovocitos expuestos a
catecolestrogenos durante la maduracién, evaluada al dia 2 de cultivo, fue similar a la de
los ovocitos madurados en condiciones control. Esto indica que la presencia de
catecolestrogenos durante la maduracién no modificaria la capacidad de estos ovocitos
para iniciar las divisiones mitéticas y el desarrollo embrionario temprano durante las 48hs
posteriores a la fecundacion. No obstante, estos ovocitos madurados en presencia de 2-
MOE2, 2-OHE2, o 4-OHE2 mostraron una capacidad significativamente menor para
desarrollarse hasta el estadio de blastocisto, evaluada al dia 8 de cultivo (Figura 3.2),
observandose una marcada inhibicion del desarrollo embrionario en el estadio de mérula
(Figura 3.3, D).

En los subsiguientes experimentos, orientados a determinar el mecanismo de accion a
través del cual los catecolestrogenos afectan la capacidad de desarrollo que los ovocitos
adquieren durante su maduracion, se utilizé el 2-MOE2 debido a que mostré6 una mayor

potencia para inhibir el desarrollo embrionario temprano (Figura 3.2).
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Figura 3.2

Desarrollo embrionario de ovocitos fecundados expuestos a diferentes catecolestrégenos, o estradiol

(3uM) durante la maduracion in vitro.

El desarrollo hasta el estadio de 4 células (dia 2 posfecundacion, barras blancas), y hasta el estadio de
blastocisto (dia 8 posfecundacion, barras negras), es expresado como el porcentaje de ovocitos fecundados.
Los datos son presentados como la media + ES de tres experimentos independientes, con al menos 65
ovocitos en cada grupo. (*) P < 0.05 comparado con el grupo control.

Figura 3.3

Apariencia morfolégica de un grupo de embriones desarrollados a partir de ovocitos expuestos a 2-MOE2
(3uM) durante la maduracion, al dia 4 de cultivo (B) y al dia 8 de cultivo (D).

Las fotografias A y C corresponden a un grupo de embriones control al dia 4 y 8 de cultivo respectivamente.
(X40). En la fotografia C se observan blastocistos, mientras que en la D los embriones parecen estar en el
mismo estadio que en la foto B, aunque degenerados.
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3.5.2. Sensibilidad de los ovocitos al 2-MOE2

Con el objeto de determinar la concentracion minima que reduce significativamente la
capacidad de desarrollo, los ovocitos fueron madurados en presencia de dosis crecientes
de 2-MOEZ2 (10, 100, 1000 ng/ml). Debido a que los catecolestrdgenos son compuestos
hidrofobicos, y que consecuentemente la concentracion efectiva en el volumen de medio
de cultivo (500 pl) puede verse afectada por la capa de aceite mineral (150 pl) con la que
se recubre al medio de cultivo, este experimento se realizd sin el agregado de aceite
mineral durante la maduracion.

Como se observa en la Figura 3.4, el efecto inhibitorio del 2-MOE2 sobre el desarrollo

embrionario fue significativo cuando los ovocitos fueron expuestos a concentraciones de
100 ng/ml (300 nM) o superiores.
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Figura 3.4

Inhibicion del desarrollo de blastocistos a partir de ovocitos expuestos a diferentes dosis de 2-MOE2 durante
la maduracion in vitro en ausencia de aceite mineral.

El desarrollo hasta estadio de 4 células (dia 2 posfecundacion, barras blancas), y hasta el estadio de
blastocisto (dia 8 posfecundacion, barras negras), es expresado como el porcentaje de ovocitos fecundados.
Los datos son presentados como la media + ES de tres experimentos independientes, con al menos 75
ovocitos en cada grupo. (*) P < 0.05 comparado con el grupo control.
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3.5.3. Efecto del estradiol sobre la maduracion in vitro de ovocitos.

Como se mencioné anteriormente, se ha reportado que los catecolestrégenos son
capaces de unirse con gran afinidad (Schutze et al, 1994; Van Aswegen et al, 1989) a los
receptores de estradiol. Para evaluar si la menor capacidad de desarrollo embrionario
producida por los catecolestrégenos esta mediada por receptores de estradiol se ensayé

el efecto del agregado de estradiol, o de estradiol y 2-MOE2 durante la maduracion.

No se observaron diferencias en el desarrollo embrionario temprano entre ovocitos
madurados en condiciones control y ovocitos madurados en presencia de estradiol (1
pg/ml), en cuanto a tasa de clivaje y porcentaje de desarrollo de blastocistos. El agregado
de estradiol durante la maduracion no revirtié el efecto inhibitorio del 2-MOE2 sobre el

desarrollo embrionario temprano (Figura 3.5).
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Figura 3.5

Efecto del estradiol sobre la maduracion

El desarrollo hasta estadio de 4 células (dia 2 posfecundacion, barras blancas), y hasta el estadio de
blastocisto (dia 8 posfecundacion, barras negras), es expresado como el porcentaje de ovocitos fecundados.
Los datos son presentados como la media + error estandar de tres experimentos independientes, con al
menos 70 ovocitos en cada grupo. (*) P < 0.05 comparado con el grupo control.
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3.5.4. Efecto del suero fetal bovino durante lamad  uracién.

Ha sido propuesto que 2-MOE2 puede interactuar con proteinas plasmaticas como la
globulina ligadora de hormonas sexuales (SHBG), la cual se une a su receptor y
desencadena respuestas celulares especificas (Rosner et al, 1991). Para evaluar si el
efecto del 2-MOE2 era mediado por la unién a proteinas plasmaticas se decidié ensayar

el efecto de 2-MOE2 sobre la maduracién de ovocitos en ausencia de suero.

En la Figura 3.6 se observa que los porcentajes de clivaje y de blastocistos del grupo
control son reducidos debido a las condiciones subdptimas de maduracién sin suero fetal
bovino. Sin embargo el efecto de 2-MOE2 fue evidente aiun cuando la maduracion se

realizd6 en ausencia de suero fetal bovino.
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Figura 3.6

Efecto del 2-MOEZ2 sobre la maduracion de los ovocitos en ausencia de suero fetal bovino

El desarrollo hasta estadio de 4 células (dia 2 posfecundacion, barras blancas), y hasta el estadio de
blastocisto (dia 8 posfecundacion, barras negras), es expresado como el porcentaje de ovocitos fecundados.
Los datos son presentados como la media + ES de tres experimentos independientes, con al menos 65
ovocitos en cada grupo. (*) P < 0.05 comparado con el grupo control.
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3.5.5. Efecto de compuestos antioxidantes sobre la maduracion de los ovocitos en
presencia de 2-MOE2

Se ha reportado que el 2-MOE2 inhibe la proliferacion de células de leucemia humana y
que este efecto puede ser revertido por compuestos antioxidantes como ambroxol o N-
acetylcysteine, sugiriendo que la enzima superéxido dismutasa seria el blanco del 2-
MOE2 (Huang et al, 2000). La resultante acumulacion de radicales libres (O3) induciria
dafio de las membranas mitocondriales, liberacién de citocromo ¢ y apoptosis. Por otro
lado, ha sido demostrado que ciertos compuestos antioxidantes, como la cisteamina,
agregados durante la maduracion in vitro pueden incrementar las tasas de desarrollo
embrionario en algunos sistemas de produccion in vitro de embriones (De Matos et al,
2002). Por lo tanto, se decidié determinar si el agregado de agentes antioxidantes durante
la maduracién de ovocitos expuestos a 2-MOE2 es capaz de revertir la inhibicion del

desarrollo embrionario temprano.

Como puede se puede observar en la Tabla 3.1, tanto la cisteamina como el ambroxol
fueron incapaces de modificar la inhibicion del desarrollo embrionario inducida por 2-
MOE2.

Tratamiento n? ,Clivaje X Blellstocist%s
dia 2 (%) dia 8 (%)
Control 146 74.8+6.3 37.4+26
Cisteamina (100uM) 196 72.1+45 30.7+0.3
2-MOE2 (3uM) 130 81L.7+7.1 11+1.1*
2-MOE2 (3uM) + Cisteamina (100uM) 193 75.4+4.8 2.6 £ 0.4*
Control 135 69.6 + 3.9 23.0+0.9
Ambroxol (100uM) 60 64.6 +12.7 23.5+0.6
2-MOE2 (3uM) 86 63.2+10.8 3.3+3.3*
2-MOE2 (3uM) + Ambroxol (100uM) 91 68.5+1.8 4.3+4.3*

Tabla 3.1

Efecto de compuestos antioxidantes sobre el desarrollo de ovocitos expuestos a 2-MOE2 durante la
maduracion

* P < 0.05 comparado con el control. * Namero total de ovocitos analizados en tres experimentos
independientes. b Porcentaje de los ovocitos fecundados (media + ES).
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3.5.6. Efecto del 2-MOE2 durante el cultivo embrion  ario

La exposicion de los ovocitos a 2-MOE2 reduce la capacidad de desarrollo embrionario
temprano que estos adquieren progresivamente durante la maduracion. Con el objeto de
determinar si el 2-MOE2 también afecta el desarrollo embrionario temprano de ovocitos
madurados en condiciones control se agregé 2-MOE2 (1ug/ml) a los 2, 4, o 6 dias de

cultivo, y se evaluo el desarrollo hasta el estadio de blastocisto.

En la Figura 3.7 se muestra que el 2-MOE2 produjo una significativa inhibicion del
desarrollo embrionario cuando fue agregado al dia 2 o al dia 4 de cultivo. Cuando el 2-
MOE?2 fue agregado al dia 6 de cultivo, se observé una leve reduccién del porcentaje de
blastocistos, aunque no fue estadisticamente significativa. El efecto inhibitorio mostré una
tendencia a ser mas marcado cuando el 2-MOE2 fue agregado en las etapas mas
tempranas del desarrollo embrionario, pero menor al observado cuando la exposicion al 2-
MOE2 ocurre durante la maduracion de los ovocitos.
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Figura 3.7

Inhibicion del desarrollo de blastocistos segun el estadio embrionario expuesto a 2-MOE2.

El 2-MOE2 (3uM) fue agregado durante la maduracién de los ovocitos (MIV), o durante el cultivo embrionario,
en los dias 2, 4, o 6 pos fecundacién. El desarrollo de blastocistos de los grupos expuestos a 2-MOE2 (barras
negras) esta expresado como porcentaje del grupo control, tomando a este como 100% (barra blanca). Los
datos son presentados como la media + ES de tres experimentos independientes, con al menos 80 ovocitos
en cada grupo. (*) P < 0.05 comparado con el grupo control.
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3.5.7. Efectos comparativos de 2-MOE?2 y colchicina

La colchicina se une con gran afinidad a la tubulina en sitios especificos e inhibe su
polimerizaciéon. El 2-MOE2 también es capaz de unirse con gran afinidad a la tubulina en
los mismos sitios de unién de colchicina debido a su similitud estructural (Figura 3.8)
(D'Amato et al, 1994), y esta caracteristica ha sido propuesta como la responsable de la
inhibicion del crecimiento de células tumorales (Klauber et al, 1997). Por lo tanto se
decidié ensayar el agregado de colchicina durante la maduracién de ovocitos, o durante el

cultivo de embriones y comparar los efectos con los observados para el 2-MOE2.

Cuando la colchicina fue agregada durante la maduracién in vitro produjo una inhibicién
del desarrollo embrionario similar a la inducida por 2-MOE2 (Tabla 3.2). En cambio, a
diferencia del 2-MOE2, la colchicina bloqueé completamente el desarrollo cuando fue

agregada durante el cultivo embrionario (Tabla 3.2).
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Figura 3.8
Comparacién de las estructuras de 2-MOE?2 y colchicina.
Tomado de D'Amato y col. (1994)
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Tratamiento n® Clivaje (%)° Blastocisto (%)"
Control 120 68.8 £3.3 259+6.0
Colchicina (3uM) durante la MIV 110 68.5+2.6 0.0 £ 0.0*
Control 104 74.6 £1.3 27.4+4.4
Colchicina (3uM) al dia 6 97 74.2+45 0.0 £ 0.0*

Tabla 3.2

Efecto de la colchicina durante la maduracién y el desarrollo embrionario temprano.

* P < 0.05 comparado con el control. *Nimero total de ovocitos analizados en tres experimentos
independientes. b Porcentaje de los ovocitos fecundados (media + ES).

3.5.8. Efecto del 2-MOEZ2 sobre la organizacion del  huso mei6tico

La similitud entre los efectos observados para el 2-MOE2 y la colchicina cuando fueron
agregados durante la maduracién in vitro de los ovocitos sugiere que ambos compuestos
podrian actuar a través de un mecanismo de accién similar. Con el objeto de comprobar
esta hipotesis se analiz6 la estructura del huso meiético de ovocitos expuestos a 2-MOE?2,
0 a colchicina, a través una técnica inmunocitoquimica, usando anticuerpos especificos

para tubulina.

Como se mencioné anteriormente, al inicio de la maduracion in vitro de los ovocitos la
meiosis se encuentra detenida en el estadio GV (profase 1). Durante la maduracion la
meiosis es reiniciada y avanza hasta alcanzar el estadio MIl, donde se arresta
nuevamente hasta el momento de la fecundacion. En la Figura 3.9 (A) se puede observar
la configuracion normal del huso meidtico de un ovocito arrestado en Ml luego de 24hs de
maduracion in vitro, en donde los cromosomas se encuentran alineados en el centro y

conectados a los dos polos opuestos del huso.
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En cambio, en ovocitos expuestos a 2-MOE2 durante la maduraciéon se observaron
alteraciones muy marcadas en la morfologia estructural del huso meidtico y en la
alineacion de los cromosomas. Las alteraciones observadas fueron husos multipolares
formados por haces de microtibulos proyectados en mudltiples direcciones (Figura 3.9,
B,D,E,F,G), y en algunos casos, multiples husos en un mismo ovacito (Figura 3.9, C).

Por otro lado, los ovocitos expuestos a colchicina también mostraron alteraciones aunque,
a diferencia de las encontradas para los expuestos a 2-MOE2, no se observaron
formaciones de haces de microtubulos, sino que la marca para tubulina aparecié de una

forma mas difusa, sin polaridades definidas (Figura 3.9, H,1,J,K,L).
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Figura 3.9

Microscopia confocal de ovocitos bovinos después de 24hs de maduracion in vitro.

Los ovocitos expuestos a 2-MOE2 (3uM) durante la maduracion (B-G) mostraron marcadas alteraciones del
huso meidtico en comparacién con ovocitos madurados en condiciones control (A). En algunos ovocitos se
observaron multiples husos (C). Los ovocitos expuestos a colchicina (3uM) durante la maduracion (H-L)
también mostraron alteraciones en el huso mei6tico, aunque diferentes de las observadas en los ovocitos
expuestos a 2-MOEZ2. Los microtibulos se observan de color verde y los cromosomas, rojos. Barra = 10 pm.
Todas las fotos estan en la misma escala.
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3.5.9. Analisis citogenético

Las alteraciones observadas en la organizacién del huso meiético y en la distribucion de
los cromosomas podrian ser las causas de la baja capacidad de desarrollo embrionario de
los ovocitos madurados en presencia de 2-MOE2, debido a que la fecundaciéon de estos
ovocitos podria resultar en embriones aneuploides incapaces de desarrollarse hasta el

estadio de blastocisto.

Con el objeto de comprobar esta hip6tesis se analiz6 la ploidia de 189 embriones en el
estadio de 2 a 10 células, al dia 2 de cultivo (Tabla 3.3). Se obtuvieron 289 metafases
analizables a partir de 124 embriones, mientras que 65 embriones mostraron nucleos
interfasicos o metafases no analizables (Figura 3.10). En la Tabla 3.3 se puede observar
que los embriones originados de ovocitos expuestos a 2-MOE2 tuvieron una proporcion
mayor de metafases aneuploides en comparacion con el grupo control, y solamente un
8% de metafases diploide. Cuando se clasificé a los embriones de acuerdo a la ploidia de
sus blastobmeros se encontr6 que el 82% de los embriones originados de ovocitos
expuestos a 2-MOE2 durante la maduracién mostraron solo metafases aneuploides
(embriones aneuploides), el 10% mostré tanto metafases diploides como aneuploides
(embriones mixoploides), y solamente el 3% mostré solo metafases diploides (embriones
diploides) (Tabla 3.4). Por el contrario, solo el 20 % de los embriones del grupo control fue
aneuploide, mientras que el 36% fue mixoploide y el 40 % fue diploide (Tabla 3.4). Cabe
agregar que las tasas de embriones aneuploides y mixoploides reportadas para
embriones producidos in vitro son mayores que para embriones desarrollados in vivo
(Viuff et al, 1999), y muy variables (entre 14 y 80 %), dependiendo de los diferentes

protocolos de cultivo utilizados (Viuff et al, 2000).

Por dltimo, un porcentaje de las metafases observadas no pudieron ser analizadas debido
mayormente a que la cromatina aparecia muy compactada y no se podian individualizar
los cromosomas (Figura 3.10, C). Dicho porcentaje fue significativamente mayor para los
embriones originados a partir de ovocitos expuestos a 2-MOE2 (23%, n=92), en
comparacion con el grupo control (1%, n=97) (p<0.01).
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Tratamiento na Cromosomas por metafase
<30 n=30 31-59 2n=60 >60
Control 161 3(2) 20 (12) 24 (15) 96 (60) 18 (11)

2-MOE2 (3uM) 128 22 (17)*  13(10) 46 (36)* 10 (8)* 37 (29)*

Tabla 3.3

Distribucion (%) de metafases segin su nimero de cromosomas, en embriones al dia 2 de cultivo.

n=30: metafase haploide ; 2n=60: metefase diploide ; <30, 31-59, >60: metafases aneuploides. * P < 0.01
comparado con el control.  Nimero total de metafases analizadas.

Figura 3.10

Andlisis citogenético y morfologia cromosdmica de embriones en estadio de 4 a 8 células (Dia 2 de cultivo).
En las fotografias se observan extendidos de cromosomas de metafases de un embrién control, normal, con
60 cromosomas (A), y extendidos de embriones expuestos a 2-MOE2 durante la maduracién de los ovocitos

gue muestran aneupliodias (B, 40 cromosomas; D, 87 cromosomas), y cromosomas agrupados (C).
Magnificacion1000x.
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Tratamiento n? Diploide Mixoploide Haploide  Aneuploide
Control 63 25 (40) 23 (36) 2(3) 13 (21)
2-MOE2 (3uM) 61 2 (3)* 6 (10)* 3(5) 50 (82)*

Tabla 3.4
Distribucion (%) de los embriones al dia 2 de cultivo segln la ploidia de sus blastémeros.
* P < 0.01 comparado con el control.* Namero de embriones con metafases analizables.

3.5.10. Analisis de integridad del ADN

Existe evidencia de que graves alteraciones cromosomicas en embriones
preimplantatorios conducen al arresto del desarrollo (Hyttel et al, 2000;Liu et al, 2002;Viuff
et al, 2000). También existe evidencia que indica que el mecanismo de apoptosis es
funcional desde estadios tempranos del desarrollo embrionario (Gjorret et al, 2003). Por lo
tanto se decidid realizar un ensayo de cometa para analizar la integridad del ADN de los
embriones originados a partir de ovocitos expuestos a 2-MOE2. El ensayo de cometa, o
electroforesis en gel de células individuales, posibilitd cuantificar dafio en el ADN de los
embriones en forma individual, midiendo la longitud de la migracion del ADN luego de la
electroforesis (Figura 3.11). Al dia 6 de cultivo, los embriones originados a partir de
ovocitos expuestos a 2-MOE2 mostraron una migracién de ADN significativamente mayor

(138 + 18 um, n=58) que los embriones del grupo control (37 + 9 um, n=61) (Figura 3.11).

Figura 3.11

Ensayo de cometa

Comparacién del grado de dafio en el ADN, segun la longitud de la migracién del ADN, entre embriones
desarrollados a partir de ovocitos expuestos a 2-MOE2 (3uM) durante la maduracién (B) y embriones control
(A), al dia 6 de cultivo.
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3.5.11. Efecto del 2MOE2 durante la maduracion retr asada

La roscovitina es un potente inhibidor del Factor Promotor de Maduracién (MPF),
conformado por la subunidad catalitica p34°®? y la subunidad regulatoria ciclina B1, que
es responsable de mediar el reinicio de la meiosis. El agregado de roscovitina al medio de
maduracion inhibe el reinicio de la meiosis en forma reversible, manteniendo a mas del
80% de los ovocitos en el estadio GV (Mermillod et al, 2000). Por otro lado, se ha
reportado que la inhibicién del reinicio de la meiosis por 24 h, seguida de un segundo
periodo de maduracién en condiciones control, no afecta la capacidad de desarrollo
embrionario (Mermillod et al, 2000). Con el objeto de comprobar que el efecto inhibitorio
del 2-MOE2 es mediado principalmente por las alteraciones inducidas en la organizacion
del huso meidtico, los ovocitos fueron madurados por 24 hs en presencia de roscovitina, y
luego por un segundo periodo de 24 hs en condiciones control. Como se puede observar
en la Tabla 3.5, el agregado de 2-MOE2 durante el primer periodo de maduracion fue
incapaz de afectar las tasas de desarrollo embrionario. Sin embargo, cuando el 2-MOE2
fue agregado en el segundo periodo de maduracién, durante el reinicio y la progresién de
la meiosis, la tasa de clivaje no fue afectada pero el porcentaje de blastocistos fue

significantemente reducido.

Roscovitina 2-MOE2 n? Clivaje (%)b Blastocistos (%)b
0-24hs e 126 63+ 15 195+1.5
0-24hs 0-24hs 123 64 + 10 19.5+3.5
0-24hs 24 — 48 hs 120 60 + 12 0.0 £ 0.0*

Tabla 3.5

Efecto del 2-MOE?2 durante la maduracion retrasada.

* P < 0.05 comparado con el control. * Namero total de ovocitos analizados en tres experimentos
independientes. b Porcentaje de los ovocitos fecundados (media + ES).
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3.6. Discusion

3.6.1. Efecto del 2-MOE2 durante la maduracién de | os ovocitos.

In vivo, los ovocitos bovinos adquieren la capacidad de desarrollo dentro del foliculo
ovulatorio, antes de la ovulaciéon. Esto requiere, en primer término, la completa
maduracion nuclear que consiste en la progresion de la meiosis del estadio GV al estadio
MIl, donde un segundo arresto meidtico es impuesto hasta que se produzca la
fecundacién. En segundo término, requiere de un conjunto de cambios moleculares como
sintesis de proteinas, ARN mensajero y reubicacion de organelas, conocido como
maduracion citoplasmatica. A pesar de que la maduracion nuclear y la citoplasmatica
pueden ocurrir en forma independiente, la capacidad de desarrollo solamente es
alcanzada cuando ambos procesos se desarrollan intimamente integrados. Deficiencias
durante el proceso de maduracién pueden llevar a alteraciones del desarrollo, que pueden
evidenciarse en estadios tempranos, durante la fecundacién y las primeras divisiones
mitéticas, como asi también durante estadios mas tardios de desarrollo, durante la

gestacion o al nacimiento (Moor et al, 1998).

Utilizando un sistema de produccion de embriones in vitro demostramos que el agregado
de estradiol durante la maduraciéon de los ovocitos no produce ningun efecto, mientras
gue su metabolito 2-MOE2 impide la adquisicién de la capacidad de desarrollo. Los
ovocitos expuestos a 2-MOE2 son capaces de ser fertilizados e iniciar el desarrollo
embrionario temprano pero solo hasta el estadio de moérula, ya que son incapaces de
alcanzar el estadio de blastocisto. Ademas, la accion del 2-MOE2 fue especifica en
cuanto a las etapas del desarrollo afectadas ya que el desarrollo preimplantatorio de los

embriones expuestos a 2-MOE2 después del clivaje fue afectado en menor medida.

A pesar de que el estradiol es rutinariamente agregado al medio de maduraciéon en
algunos protocolos experimentales (Armstrong et al, 1991; Saeki et al, 1991), el efecto de
este esteroide sobre la maduracion o sobre la capacidad de desarrollo de los ovocitos es
controvertido. Ademas, la capacidad de las células de la granulosa para sintetizar
estradiol en cultivo (Mingoti et al, 2002) puede explicar en parte la falta de efecto del

estradiol exdgeno durante la maduracion. Por otra parte, aunque se ha demostrado que
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los catecolestrégenos pueden interactuar con los receptores de estradiol en algunos
modelos experimentales (Schutze et al, 1994; Van Aswegen et al, 1989), los efectos
inhibitorios reportados aqui no parecen estar relacionados a dicha interaccion, ya que no

fueron revertidos por el agregado de estradiol exdgeno.

El hecho de que los efectos de 2-MOE2 también fueran observados cuando la
maduracion se realiz6 en ausencia de suero indica que no serian mediados a través de la
union a proteinas del suero como SHBG, como ha sido propuesto por Rosner y col.
(1991).

Huang y col. (2000) sugirieron que 2-MOE2 inhibe el crecimiento de células tumorales y la
angiogénesis mediante la inhibicion de la enzima superéxido dismutasa, lo que llevaria al
incremento intracelular de radicales libres y a la apoptosis. Esta hipotesis ha sido
cuestionada por otros (Kachadourian et al, 2001). Los datos presentados aqui indican que
el efecto de 2-MOE2 no pudo ser revertido por ninguno de los antioxidantes probados

sugiriendo que el efecto no se debe al incremento del nivel de radicales libres.

La capacidad de 2-MOE2 para interactuar con tubulina en el sitio de unién a colchicina
estd bien documentada (D'Amato et al, 1994), y la consecuente alteracién de la
polimerizacién de los microtibulos ha sido propuesta como la causa de la inhibicién de la
proliferacién celular de muchos tipos celulares tratados con este esteroide (Klauber et al,
1997). La similitud entre los efectos del 2-MOE2 y los de la colchicina sobre el desarrollo
embrionario sumado a las marcadas alteraciones observadas en el huso meidtico cuando
la maduracion se realiz6 en presencia de este catecolestrégeno sugiere fuertemente que
el efecto deletéreo es mediado por su interaccion con tubulina. A pesar de estas
alteraciones los embriones fueron capaces de desarrollarse hasta el estadio de mérula.
En vista de que posibles errores en la segregacién de cromosomas durante la meiosis
tendrian graves consecuencias llevando a la produccion de gametas anormales, seria
I6gica la existencia un mecanismo de control muy estricto. En la mayoria de los tipos
celulares el punto de control del ensamblaje del huso es el mecanismo responsable de
controlar la estructura del huso, asegurando que después de la mitosis cada célula hija
tenga la cantidad correcta de cromosomas (Shimoda and Solomon, 2002). Sin embargo, a
pesar de que este mecanismo de control parece estar muy conservado desde levaduras

hasta mamiferos, siendo también documentada su presencia durante la meiosis
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masculina (Odorisio et al, 1998), nuestras observaciones en ovocitos bovinos apoyan la
idea generalizada de que, con respecto a la funcionalidad de este mecanismo de

vigilancia, la gameta femenina es una excepcion (Hunt and Hassold, 2002).

En vertebrados inferiores como xenopus, erizo de mar, y pez cebra es conocido que estos
mecanismos no funcionan durante los primeros clivajes (Masui and Wang, 1998) hasta el
estadio MBT (Midblastula Transition), cuando se inicia la transcripcion embrionaria. En
humanos, en vista de la alta incidencia de anormalidades cromosomicas observadas en
embriones preimplantatorios, se ha postulado (Delhanty and Handyside, 1995) que los
puntos de control del ciclo celular estarian ausentes durantes los estadios tempranos de
desarrollo tornandose funcionales después de la activacion del genoma embrionario
(Handyside and Delhanty, 1997; Liu et al, 2002). Por lo tanto, como la exposicién de los
ovocitos al 2-MOE2 durante la maduracién induciria la segregacién desbalanceada de los
cromosomas, la falta de un punto de control de ensamblaje de huso funcional en este
estadio es consistente con el desarrollo de embriones aneuploides observados después

de la fecundacion in vitro.

Ha sido demostrado que embriones mixoploides pueden alcanzar el estadio de blastocisto
y hasta producir prefieces viables, aunque si los embriones son haploides o
completamente aneuploides el desarrollo es siempre arrestado en estadios tempranos del
desarrollo (Hyttel et al, 2000; Liu et al, 2002; Viuff et al, 2000). Nuestros resultados indican
que el 82% de los embriones expuestos a 2-MOE2 durante la MIV fueron aneuploides, 5%
haploides, 10% mixoploides y 3% diploides, por lo tanto concluimos que el arresto del
desarrollo de estos embriones es debido a sus alteraciones cromosOmicas. Ademas,
como la activacion del genoma embrionario en el bovino ocurre alrededor del estadio de 8
células (Chiappe et al, 2002), nuestros datos concuerdan con la relaciéon observada entre

activacion del desarrollo embrionario y arresto del desarrollo de embriones aneuploides.

Nuestros resultados indican que la aneuploidia y la inhibicion del desarrollo embrionario
son consecuencias de una alteracion de la maduracion nuclear de los ovocitos expuestos
a 2-MOE2 durante la MIV. Consistentemente con esta idea, cuando la progresion de la
meiosis fue blogueada temporalmente, durante la exposicién a 2-MOEZ2, y luego los
ovocitos fueron madurados, fecundados y cultivados en condiciones control, el desarrollo

hasta el estadio de blastocisto no fue diferente del grupo control no expuesto a 2-MOE2.
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Resultados similares en cuanto al efecto del 2-MOE2 sobre el huso meiotico han sido

reportados recientemente en ovocitos de raton (Eichenlaub-Ritter et al, 2007).

3.6.2. Efecto del 2-MOE2 durante el cultivo embrion  ario

Durante el cultivo embrionario, el efecto de 2-MOE2 fue diferente al de colchicina. Cuando
fueron agregados en el estadio de morula la colchicina bloque6 completamente el pasaje
de morula a blastocisto mientras que 2-MOE2 no produjo ningun efecto. Estas diferencias
pueden deberse a los diferentes efectos que ambos compuestos producen sobre la
dinamica de la tubulina. Una molécula de colchicina se une a una molécula de tubulina y
previene su polimerizacion. Por el contrario, 2-MOE2 se une a tubulina en el sitio de union
a colchicina, y parece ser incorporada en el polimero aumentando su resistencia a la
despolimerizacion (D'Amato et al, 1994). Como el huso mitético se mantiene en un estado
de equilibrio dinamico entre polimerizacién y despolimerizacion con una alta tasa de
renovacion, la colchicina causa la rapida depolimerizacién del huso mientras que el 2-
MOE2 afecta drasticamente su arquitectura estabilizando formaciones de microtibulos
que no tienen ninguna organizacion espacial. A pesar de que ninguno de estos dos
efectos pareceria ser compatible con un desarrollo embrionario normal, el hecho de que
2-MOE2 no inhibe el pasaje de mérula a blastocisto sugiere que el desarrollo embrionario
podria progresar a pesar de las alteraciones observadas en el huso mitético. En este
caso, el estadio de blastocisto no seria un buen punto para evaluar la calidad embrionaria
ya que es muy probable que el desarrollo subsiguiente esté seriamente comprometido por

aneuploidia.

Muchas sustancias afectan la segregacién de los cromosomas de los ovocitos (Can and
Albertini, 1997; Generoso et al, 1989; Mailhes et al, 1999), sin embargo, el hecho de que
2-MOE2 sea un metabolito enddgeno del estradiol hace que el significado biolégico no
sea claro. Este catecolestrogeno ha sido encontrado en el fluido folicular de algunas
especies en concentraciones comparables a las que afectan la polimerizacion de la
tubulina (Dehennin et al, 1984; Silberzahn et al, 1985). Ademas, un incremento en la
produccién de 2-OHE2 ha sido reportado en los foliculos preovulatorios en porcinos
(Hammond et al, 1986).
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Nuestra hipétesis es que, en lugar de un proceso fisioldgico, las alteraciones producidas
por altas concentraciones de 2-MOE2 en la maduracién de los ovocitos pueden estar
involucradas en la etiologia de los sindromes de infertilidad asociados a algunos
contaminantes ambientales que son conocidos activadores de AHR. Estos agentes son
potentes inductores de las enzimas responsables de de la conversion de estradiol en
catecolestrogenos en las células de la granulosa (Dasmahapatra et al, 2001). 2-OHE2
puede ser convertido en 2-MOE2 por la COMT ovarica (Spicer et al, 1987). En este
contexto, es interesante remarcar que el humo de cigarrillo ha sido relacionado tanto a la
activacion de AHR en el ovocito, como a errores en la segregacion de los cromosomas
durante la meiosis (Matikainen et al, 2001; Zenzes et al, 1995).

También es importante notar que en humanos, las aneuploidia relacionadas a la edad
podrian ser causadas por una alteraciébn en la maduracion de los ovocitos debida a
niveles hormonales aberrantes frecuentemente observados en mujeres a medida que se
aproximan a la menopausia (Hodges et al, 2002). Como los embriones humanos
presentan anormalidades en el numero de cromosomas mas frecuentemente que
cualquier otra especie (Cohen, 2002), y existen cada vez mas evidencias que las
aneuploidia encontradas en fetos humanos se originan mayoritariamente durante la
meiosis femenina (Hunt and Hassold, 2002), es razonable especular que 2-MOE2 podria
estar involucrado. Asi, mientras que altas concentraciones de 2-MOE2 durante la
maduracion de los ovocitos causa el arresto del desarrollo embrionario, concentraciones
menores podrian producir alteraciones mas sutiles del huso meiotico resultando en
errores cromosémicos que podrian llevar a abortos o inclusive a problemas genéticos no
letales.

En suma, nuestros resultados muestran que ademas de las acciones intraovaricas
previamente demostradas, niveles anormalmente altos de catecolestrogenos podrian
tener un efecto deletéreo sobre la maduracion de los ovocitos y el desarrollo embrionario
temprano debido a alteraciones del huso meidtico.
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« Lalinea de células de la granulosa bovina BGC-1 es capaz de mantener el arresto

meidtico de COC in vitro, inhibiendo también la expansion del cumulus.

» El efecto inhibitorio de las células BGC-1 es mediado por factore/s soluble/s, que

podrian ser labiles y/o secretados en pequefias cantidades.

» Elllos factores inhibitorios no actlan directamente sobre el ovocito sino que lo

hacen a través de las células del cumulus.

» Las células del cumulus deben mantener un contacto estrecho con el ovocito para

poder transmitir la sefial inhibitoria de las células BGC-1.

» Durante el arresto meidtico producido por las células BGC-1, el reinicio de la
meiosis puede ser inducido parcialmente por FSH y, en menor medida, por EGF.

» El arresto meidtico inducido por células BGC-1 es completamente reversible.

e La linea celular BGC-1 es un modelo apropiado para estudiar la regulacion
bidireccional entre las células de la granulosa y el ovocito durante el desarrollo
folicular. La identificacion de factores paracrinos involucrados en el control de la
maduracion del ovocito resulta de fundamental importancia para las biotecnologias
de la reproduccion como produccion in vitro de embriones, clonacién, transgénesis

y generacion de células madre embrionarias en diversas especies.

» Los catecolestrdgenos afectan la capacidad de desarrollo de los COC madurados

in vitro.

» EI 2-MOEZ2 induce alteraciones en el huso meidtico de los ovocitos que, luego de la
fecundacién, causan aneuploidias que llevan a la inhibicion del desarrollo

embrionario en el estadio de morula.
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El aumento de los niveles intrafoliculares de 2-MOE2 podria ser la causa de
sindromes de infertilidad asociados a ciertos contaminantes ambientales, asi como
también del aumento de la frecuencia de aneuploidias embrionarias observadas en

mujeres a medida que se aproximan a la menopausia.
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2-MOE2

2-OHE2

4-OHE2

ADN

AHR

AMPc

ARN

BSA

CEl

Clv

CoC

COMT

dbAMPCc

DMEM

DO

E2

EGF

EGTA

ES

FBS

FIV

2-metoxiestradiol

2-hidroxiestradiol

4-hidroxiestradiol

acido desoxirribonucleico

receptor de aril hidrocarburos
adenosin monofosfato ciclico

acido ribonucleico

albumina sérica bovina

indice de expansién del cumulus
cultivo in vitro

complejo cumulus-ovocito
catecol-O-metil transferasa

dibutiril adenosin monofosfato ciclico
medio Eagle modificado Dulbecco
ovocito denudado

estradiol

factor de crecimiento epidérmico
acido etilenglicol-bis(B aminoetileter) tetraacético
error estandar de la media

suero fetal bovino

fecundacién in vitro
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FSH

GnRH

GV

LH

MC

Mi

MiI

MIV

MPF

PBS

PMSG

SHBG

SOF

TCM199

hormona foliculo estimulante

hormona liberadora de gonadotrifinas

vesicula germinal

hormona luteinizante

medio condicionado

metafase |

metafase Il

maduracion in vitro

factor promotor de la maduracién

Buffer fosfato salino

gonadotrofina sérica de yegua prefiada

globulina ligadora de hormonas sexuales

fluido oviductal sintético

medio de cultivo 199
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