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La maduración  del ovocito es un  fenómeno  complejo que involucra  cambios  en su 

núcleo y en  su citoplasma. Su  regulación  es  multifactorial y estrictamente dependiente  del 

ambiente  folicular  en el  cual se lleva a cabo. En  el cerdo se ha reportado que el grado de 

maduración  citoplásmica  del ovocito disminuye  en ovocitos madurados in vitro que con 

aquellos madurados in vivo. Se ha demostrado que la adición  del  líquido  folicular de cerdo 

al medio de maduración  mejora la maduración  'citoplhsmica del ovocito evaluada  por un 

incremento  en  la  formación  del  pronúcleo  masculino  en el ovocito fertilizado. 

Recientemente se han logrado fraccionar  parcialmente el líquido  folicular de cerdo, 

encontrando algunas fracciones que regulan tanto la maduración  nuclear como citoplásmica 

del ovocito de la misma especie, En  6ste estudio se logró obtener una fracción  del  líquido 

folicular de cerdo que promueve la formación  del PN masculino,  así como también se 

demostró que el(1os) factor(es) de dicha  fracción que promueve(n) la formación  del 

pronúcleo masculino es(son) de naturaleza protéica. 

El  líquido  folicular se obtuvo de ovarios de cerdo mediante la punción de folículos de 

2-5 mm de diámetro. Se separó la fiacción de 0-100 kDa  del  líquido  folicular  mediante 

ultrafiltración y, posteriormente, se obtuvieron cuatro subfracciones  mediante cromatografia 

de intercambio  iónico (Ply P2, P3 y P4). Las subfiacciones se dializaron,  liofilizaron y 

resuspendieron en  medio KRB. Para probar  el efecto de las  subfracciones durante la 

maduración in vitro de los ovocitos se  formaron 6 grupos de estudio : KRB (control 

negativo), LFC (control positivo), P ly  P2, P3 y P4 (subfiacciones). Los complejos 

ovocitos-cúmulus se incubaron  en  presencia de cada uno de los medios de maduración 

durante 48 h a 37 "C con 5 % de COZ y 95 % de aire. Posteriormente, los ovocitos se 

fertilizaron con 5 x lo5 espermatozoides/ml y se incubaron durante 18 h. Finalmente, los 

ovocitos se fijaron y se evaluó la  maduración  nuclear y la fertilización. 

Los resultados muestran que el porcentaje de maduración  nuclear (ruptura de la 

vesícula  germinal) obtenido en éste estudio varió  del 89 al 99 %. En todos los grupos 

exceptuando el grupo de LFC se observó un 10-20 % de ovocitos en  metafase I y un 80-90 

YO de ovocitos en metafase 11. El grupo LFC sólo alcanzó un 60 % de ovocitos en metafase 
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11. El  porcentaje de fertilización  del  15 al 39 %. Los grupos P2 y P4 mostraron un 

incremento de la  fertilización,  mientras  que el grupo P1 mostró  una  disminución  cuando  se 

comparó los grupos con el grupo LFC. El grado de formación  del  pronúcleos  masculinos 

varió de 59 a 100 %. La subfracción P4 mostró un efecto similar  al grupo LFC y positivo 

cuando se comparó con el grupo KRB, mientras  que  la  subfracción  P3  mostró un efecto 

inhibitorio cuando se comparó  con el grupo K R B .  El  análisis de las  proteínas de la 

subfracción P4 mostró un total de ocho bandas de proteínas  cuyas M, oscilaron entre 28 y 

80 kDa. Cuando se realizó  la  digestión de las  proteínas de la  subfracción P4 disminuyó  la 

formación de pronúcleo  masculino al compararse  con la  subfracción  intacta (64% vs 100%). 

Se han descrito numerosos factores de tipo proteico  que  regulan la  maduración  del 

ovocito, entre ellos  las  gonadotrofinas y el factor de crecimiento  epidérmico han  sido 

propuestos como promotores de la  maduración  citoplásmica  del ovocito. Es posible  que 

algunos de los componentes de la subfiacción P4 correspondan  a éstos factores o sean 

moléculas que actúan de manera  similar  a éstos para  promover  la  maduración  citoplásmica 

del ovocito. 
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El desarrollo de tkcnicas de fertilización in vitro (FIV) en  animales domésticos 

representa un gran potencial, tanto para la investigación  basica  en  embriología  como  en la 

aplicación practica para la reproducción animal. En lo referente a la investigación  básica, el 

estudio de los factores celulares y moleculares que operan durante la  maduración  del ovocito 

y la  fertilización son la  base  para  definir  las  condiciones adecuadas para la producción  de 

embriones in vitro. 

La fertilización es un proceso complejo que implica  la  participación de dos gametos: 

el óvulo y el espermatozoide. Este proceso puede dividirse  en tres fases principales : el 

reconocimiento  del 6vulo por el espermatozoide, la regulación de la entrada del 

espermatozoide al óvulo y la activación  del  metabolismo  del óvulo para que inicie  el 

desarrollo embrionario. 

El logro de una  fertilización  completa con potencial  para desarrollar un  embrión 

saludable requiere tanto de la  contribución de un ovocito como la de un espermatozoide que 

hayan logrado una  maduración adecuada. La  maduración  del espermatozoide implica 

diversos eventos como la maduración  epididimaria,  la  capacitación y la  reacción  acrosomal 

mientras que la maduración  del ovocito implica dos tipos principales que se han descrito 

como la maduración  nuclear y la maduración  citoplasmática. 

Los ovocitos de los  mamíferos euterios provenientes de folículos  antrales grandes 

cuyo diámetro citoplásmico está entre 60-1 50 pm, están compuestos de dos 

compartimientos, el  núcleo  llamado  vesícula  germinal (VG) y el citoplasma. La membrana 

plasmática es de la  misma estructura, dimensiones y composición que las  membranas 

plasmáticas  en  general y presenta microvellosidades  organizadas en espacios regulares sobre 

la superficie  del ovocito (Thibault y cols, 1987; Buccione y cok, 1990 ) 



El ovocito está rodeado de una capa acelular de glicoproteínas llamada zona pelúcida 

(ZP), sintetizada por el  mismo  al  inicio de su crecimiento y en el lado externo a ésta capa 

está rodeado por una  masa de células  cuboidales  llamada cumulus ooforus. A esta 

estructura del ovocito se le ha denominado  complejo ovocito-cúmulus (COC’s). Aquellas 

c6lulas que e s t h  en contacto directo con  la ZP se les llama  la corona radiata, estas están 

conectadas al ovocito a través de una o varias  prolongaciones  citoplhsmicas que atraviesan 

la ZP. La parte terminal  del la prolongación se caracteriza por tener forma de botón, el cual 

puede estar unido  al  plasmalema  del ovocito superficialmente (ratón, hamster, rata) o estar 

formando una  identación  profbnda  (oveja,  vaca,  conejo). Las uniones que se forman entre 

las  células de la corona radiata y el ovocito, son de tipo intermedio (zonula adherens) con 

una o varias uniones  pequeiias de tipo gap. Mientras tanto las uniones que se forman entre 

las  células  del cumulus ooforus sólo son de tipo gap, sin presentarse las  uniones de tipo 

intermedio como con el ovocito (Thibault y cols,  1987 ; Buccione y cols, 1990) 

1. MADURACIóN DEL OVOCITO. 

La  maduración  del ovocito es un fenómeno  complejo que involucra  cambios tanto en 

su núcleo como en su citoplasma. Su regulación es multifactorial y estrictamente 

dependiente del  ambiente  folicular  en  el  cual se lleva a cabo (Wu y cols, 1996). En los 

mamíferos  comienza durante la ovogénesis,  la  cual se inicia  en  una etapa temprana  del 

desarrollo fetal y termina de meses a años después en la  hembra  sexualmente madura, 

Durante el proceso de ovogénesis el ovocito sufie una  serie de cambios  bioquímicos y 

morfológicos que lo preparan  para  ser  fertilizado y llevar a cabo  un  buen desarrollo 

embrionario. 

Los cambios  más aparentes e importantes son la  formación de un  núcleo  haploide y 

un aumento de tamaño del ovocito debido al material  acumulado  en su citoplasma Esto 

incluye moléculas como hentes  de energía, organelos, enzimas, precursores de la síntesis de 

DNA, RNA y proteínas, RNAs mensajeros de vida  media  larga, proteínas estructurales y 
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factores reguladores morfogenéticos que controlan la embriogénesis  temprana. De ésta 

manera se ha considerado a la síntesis de RNA y de proteínas  en el ovocito como  uno de los 

indicadores de su crecimiento y madurez. 

1.1. Maduración Nuclear. 

La maduración  nuclear  implica  una  progresión de la cromatina  nuclear  del estado de 

diploteno de la  primera  profase  meiótica  hasta la metafase I1 de la segunda  división  meiótica. 

Los ovocitos en estado de diploteno  adquieren  la  capacidad de llevar a cabo la 

reducción cromosómica ó competencia  meiótica durante el crecimiento  del  mismo y cuando 

ha alcanzado por lo  menos  el 80 % del  tamaño total (Thibault y cok, 1987 ; Eppig,  1996). 

La  adquisición de la competencia  meiótica ocurre en dos pasos,  primero  los ovocitos en 

crecimiento  adquieren la capacidad de llevar a cabo  la ruptura de la  vesícula  germinal (RVG) 

y progresar hacia  la  metafase I (MI) y, segundo,  adquieren la capacidad de progresar de la 

MI a la metafase I1  (MII). Así, los ovocitos que contienen  VG  son considerados como 

inmaduros en el contexto de la  meoisis,  mientras que los ovocitos que han progresado hacia 

la MI y anafase I se consideran  como ovocitos en proceso de maduración;  mientras que los 

ovocitos que han completado la  primera  división  meiótica y han progresado de la telofase I a 

la prometafase 11 son considerados como  maduros  meioticamente y están preparados para la 

ovulación y la  penetración  por espermatozoides (McGaughey,  1978 ; Thibault y cols,  1987 ; 

Eppig, 1993). 

La adquisición de la competencia  meiótica  del ovocito también está correlacionada 

con el tamaño del  folículo. Estudios in vitro demuestran que los ovocitos provenientes de 

folículos preantrales aun no son competentes para  llevar a cabo la maduración  nuclear. Los 

provenientes de folículos  antrales  adquieren  inicialmente la competencia  para  llevar a cabo la 

RVG pero aun  no son capaces de completar la maduración y permanecen  en arresto en  la 

MI, sin  embargo  aquellos ovocitos provenientes de folículos  antrales  con un mayor 
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crecimiento  resultan competentes para progresar de la MI a la M I  (Motlík y cok, 1984 ; 

Motlík y Fulka, 1986 ; Eppig, 1993). 

Se ha determinado que la adquisición de la competencia  para  llevar  a  cabo la RVG es 

independiente de la  presencia de las  células  foliculares y contactos celulares heterólogos, 

pues se ha observado que los ovocitos de mamíferos competentes cultivados in vitro fuera 

de sus foliculos con o sin  células  cúmulus  imediatamente  reinician  la  meiosis  (Thibault y 

cols, 1987 ; Eppig,  1993). 

Algunos factores que se encuentran  en el folículo  mantienen al ovocito bajo arresto 

meibtico,  por lo que se ha sugerido que 6ste proceso esta mediado  por  el  paso de sustancias 

a través de las células foliculares  hacia el ovocito (Buccione y cols, 1990 ; Eppig, 1996 ). 

Entre algunas de las mol6culas que se ha sugerido e s t h  implicadas  en  el arresto meiótico 

estbn : AMPc,  hipoxantina,  adenosina y el péptido Inhibidor de la maduración  del ovocito 

(OM), entre otras (Thibault y cols,  1987 ; Rosales y Rosado, 1989 ; Buccione y cok, 1990 ; 

Eppig, 1993). 

Al parecer, el origen  del AMPc son las  células  cúmulus y el propio ovocito . Tanto 

en ovocitos de ratón como de rata se ha observado que existe una cercana relación entre la 

disminución de  los niveles de AMPc en  el folículo y el  reinicio de la  meoisis  (Thibault y cols, 

1987),  por lo que se ha sugerido que, el  incremento de los niveles de AMPc en  las  células  de 

la granulosa activa  la  síntesis de un supuesto inhibidor que es transmitido  al ovocito através 

de uniones  comunicantes  para  suprimir  la RVG (Rosales y Rosado, 1989). 

La hipoxantina se ha detectado en  el líquido  folicular  en concentraciones suficientes 

para  prevenir  la RVG en el ovocito de  ratón Se cree que la  hipoxantina es generada por las 

células de la granulosa y es transferida al ovocito a través de las  uniones de tipo gap 

(Rosales y Rosado, 1989) Por  otro lado la  adenosina  también presenta actividad 

inhibitoria sobre la RVG. Se ha demostrado que este nucleósido  incrementa la acción de la 

hipoxantina  en el arresto de la RVG. Se ha propuesto que tanto la hipoxantina como la 

adenosina  pueden  mantener el arresto meiótico  debido  a que la adenosina  estimula  a la 
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adenilato ciclasa a través de su receptor en  la  membrana  plásmatica  del ovocito mantiendo 

los niveles altos de AMPc,  mientras que la hipoxantina es transferida  al ovocito por  las 

células  cúmulus  previniendo la hidrólisis  del AMPc manteniendo los niveles de arresto del 

AMPc (Eppig, 1993). 

Otro factor inhibidor de la maduración  nuclear es el OMI, péptido  pequeño de 2000 

dalton que es secretado por  las  células de la granulosa  al  líquido  folicular. Está demostrado 

que este factor s610 actúa en los COC's, pero  no  en ovocitos libres de sus células  cúmulus, 

manteniendo la inhibici6n de la maduración  nuclear  (Rosales y Rosado, 1989). Se ha 

propuesto que por lo menos  existen dos o tres polipétidos OMI en  el  líquido  folicular  de 

cerdo, los cuales  no son especie  específicos. Sin embargo  algunos estudios no han podido 

demostrar que el líquido  folicular de cerdo y de bovino ó las  fracciones  purificadas de éstos 

tengan éste efecto inhibitorio de la reanudación de la  meoisis  en  los ovocitos de vaca, cerdo 

o rata (Thibault y cols, 1987). 

Así como existen  varias  señales  negativas que mantienen  al ovocito en arresto 

meóitico,  tambien  existen  señales  positivas  que  las contrarrestan. Una de éstas señales 

positivas es generada por el efecto  de la gonadotrofinas (Yoshida y cok, 1989 ; Mattioli y 

cols,  1991). La liberación  preovulatoria de la  hormona  luteinizante (LH) induce la 

maduración  meiótica,  favoreciendo la RVG probablemente a través de un efecto indirecto 

regulado por las  células  foliculares  (células de la granulosa) (Buccione y cok, 1990 ; Eppig 

1993). A este respecto Eppig (1993) ha  manejado dos hipótesis: 1) Se cree que las 

gonadotrofinas interrumpen la  comunicación  intercelular  privando  al ovocito de los factores 

que inducen  el arresto meiótico,  como se ha descrito en el caso del ratón ó 2) Que las 

gonadotrofinas generan una  señal inductora de la maduración  por  las  células de la granulosa 

que contrarrestan el efecto inhibitorio  del  ambiente  folicular  como  en  el caso de la oveja, 

cerdo y hámster. 

Dentro de la segunda  hipótesis, se ha propuesto que una de las  señales  positivas que 

se generan en  las  células de la granulosa  involucran a los  iones de calcio. Es posible que la 
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LH induzca  un  incremento  en  el  inositol trifosfato (IP3) libre,  el  calcio, o ambos,  en  las 

células de la granulosa y a su  vez  el  IP3/Calcio sera transferido  al ovocito por  las  uniones 

gap. Al parecer el IP3  moviliza  las  reservas de calcio  las  cuales actúan por  una  vía 

dependiente de calmodulina,  activando  a la fosfodiesterasa AMPc la cual  disminuirá los 

niveles de AMPc y  propiciará la RVG (Homa y cok, 1993 ; Eppig, 1993). 

En el caso del ovocito humano, se cree que la  señal  positiva generada por 

gonadotrofinas (hormona  folículo  estimulante-FSH)  activa la síntesis de proteínas 

involucradas en la maduración  y  la de algunos factores de crecimiento como el de 

crecimiento  epidérmico  (EGF) y el de crecimiento  parecido  a  insulina tipo I  (IGF-I). Es 

posible que ambos factores de crecimiento  induzcan el desacoplamiento  metabólico entre las 

células  cúmulus y el ovocito permitiendo de ésta forma que se reinicie  la  maduración  nuclear 

(Gomez y cols, 1993). 

La maduración  nuclear  en el ovocito de mamíferos requiere de la producción de un 

factor activo llamado factor promotor de la maduración (FPM), que consiste de dos 

componentes, una proteína de  34 kDa,  la ~ 3 4 ' ~ ' ~  y la  ciclina B. La p34 es una  cinasa 

serindtreonina que requiere ser  desfosforilada  para su activación,  en  cambio la  ciclina B 

requiere ser fosforilada  para su actividad  (Eppig,  1993 ; Eppig, 1996). 

cdc2 

La actividad  del FPM es detectable al momento de la RVG y alcanza  un  pico  en 

ovocitos al  momento de la MI (Casas y cols,  1998). Posteriormente ésta actividad 

disminuye  al  momento de la  liberación  del cuerpo polar, pero alcanza un nivel alto otra vez 

en ovocitos en MI1 (Eppig,  1993 ; Eppig,  1996). Los cambios  en  la  actividad  del FPM 

durante la maduración  del ovocito del cerdo se han  medido  a través de la actividad de la 

Histona H1 cinasa (Naito y cok, 1995). 

El FPM tiene varias fbnciones durante el proceso de la maduración  nuclear, entre 

ellas están : 

inicio de la  transcisión de la  fase de G2 a  la  mitosis 

disolución de la envoltura nuclear 
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0 condensación de cromosomas 

0 organización del  huso acromático 

0 arresto de la  metafase 

Se ha  indicado que durante la RVG, el  desensamblaje de la envoltura nuclear ocurre 

debido a que la cinasa  p34  regula la fosforilación de sitios  específicos sobre las  lamininas 

nucleares, que son los componentes mayores que mantienen  la  integridad de la envoltura 

nuclear. En cambio durante la condensación de los  cromosomas, ocurre un evento clave que 

es la fosforilación de todas las  proteínas  cromosómicas  incluyendo  las  histonas. Es probable 

que la  p34  fosforile  directamente a las  histonas y otras proteínas que promueven la 

cdc2 

cdc2 

condensación de los cromosomas (Eppig, 1993). 

En condiciones de cultivo se ha observado que durante la maduración  nuclear de los 

ovocitos de cerdo, la  actividad  del  FPM se incrementa  gradualmente durante un período de 

incubación. Entre 8-12 h alcanza  niveles  suficientes  para  estimular  la  maduración. Así la 

RVG requiere de la síntesis de proteínas  en  una etapa específica de la maduración  en 

condiciones in vitro (Motlik y Fulka, 1986). 

1.2 Maduración Citoplásmica. 

La maduración  citoplasmática  del ovocito de mamíferos se ha considerado como un 

evento importante que incluye  varios  cambios  necesarios  en  el  mismo  para prepararlo para la 

activación,  fertilización, y desarrollo  embrionario a preimplantación (Eppig y cols, 1996 ; 

Damiani y cols, 1996). 

Este tipo de maduración se inicia desde los estados tempranos del desarrollo del 

ovocito, donde los RNAm y proteínas  maternas son sintetizadas y almacenadas  para el 

posterior desarrollo embrionario.  Sin  embargo algunos otros aspectos de la maduración 

citoplásmica ocurren también durante la  última etapa de maduración  del  folículo y en 

sincronía con el  reinicio de la  maduración  nuclear. Se ha reportado que estos eventos de la 

maduración  citoplásmica son el resultado tanto de la síntesis de proteínas como del paso  del 
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contenido de la VG al citoplasma  del ovocito durante la  maduración  nuclear  (Wu y cols, 

1996 ; Eppig 1996). 

En los  mamíferos euterios se ha establecido un patrón  bifásico  del  crecimiento  del 

folículo y del  ovocito. Durante la  primera  fase,  el crecimiento  del ovocito y folículo se 

correlacionan positivamente y antes de la formación  del antro folicular aparece la segunda 

fase donde el crecimiento  del  folículo  consiste en la actividad  mitótica de las  cdlulas de la 

granulosa y de la teca, así como la acumulación de líquido  folicular  como uno de los eventos 

dominantes. 

A nivel folicular  existen dos tipos de influencias que son requeridas durante la 

maduración  del ovocito; la  influencia  hormonal,  principalmente de esteroides sobre tejidos 

receptivos (cerebro, oviducto, utero) y la influencia de factores intrafoliculares que actúan 

sobre el ovocito (Sirard y cok, 1995). 

Existe la  posibilidad de que los factores intrafoliculares capaces de regular  varias 

fbnciones  del ovocito pueden  ser  liberados  por las células  somáticas  del  folículo. Esto indica 

que la maduración  del ovocito es  dependiente de un programa autónomo de desarrollo del 

ovocito y la presencia de señales  liberadas  por  las  células  somáticas. 

Dos poblaciones de células  somáticas  están  involucradas  en la maduración 

citoplásmica  del ovocito: las  células  cúmulus y las  células  murales de la  granulosa.  El 

ovocito mantiene  una  intima  relación  con éstas a través de uniones de tipo gap. Esta 

relación es necesaria para establecer  una cooperación metabólica entre las  células somáticas 

y el ovocito, ya que es a través de éstas uniones que se transportan varios compuestos al 

ovocito que son inicialmente capturados por  las  células  foliculares.  Sin  embargo,  también  es 

posible que los ovocitos de mamíferos  acumulen  macromoléculas  producidas dentro o hera 

del folículo sin la ayuda de las células foliculares, ya que se ha reportado que moléculas tan 

grandes como de 150 kDa  pueden atravesar la zona  pelúcida (Eppig y cols, 1996). 

Durante la maduración  del ovocito el estímulo de las gonadotrofinas provoca 

cambios  en los COC’s y en el reinicio de la meoisis.  Un estudio in vivo realizado en cerdo 
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establece que, entre estos cambios,  existe  una  síntesis de ácido hiaulurónico a las 16 h 

después del  estímulo con la gonadotrofina coriónica  humana (hCG) y a las 24 h las  células 

cúmulus  ya están expandidas,  permaneciendo  aún  en contacto con el ovocito las  células de la 

corona radiata. Las células de la corona radiata mantienen contacto efectivo con el 

ovocito y el ambiente  folicular  hasta  las  24 h post-hCG, cuando los ovocitos aun se 

encuentran en  la MI. A las 32 h post-hCG la capa de las  células  de la corona radiata está 

menos compacta, por lo que disminuye  el  acoplamiento  intercelular entre el ovocito y las 

células  cúmulus (Motlik y cols, 1986). 

La persistencia  del  acoplamiento entre el ovocito y las  células  foliculares in vivo 

hasta la MI se ha cuestionado, en cuanto a su  papel  en  la  capacidad de desarrollo del ovocito 

después de la fertilización. En varias  especies,  sólo  aquellos ovocitos aislados  de  folículos 

preovulatorios con células  cúmulus  expandidas y que han progresado hasta la MI son 

capaces de desarrollarse completamente  (Motlik y cols,  1986).  Así,  el contacto del ovocito 

con su  ambiente  folicular  hasta  la MI resulta  ser  un  requisito  necesario  para su desarrollo. 

Durante la maduración in vitro (MIV), los ovocitos de mamífero  también están 

rodeados de células  foliculares  unidas a través de uniones gap (Motlik y cols,  1986). Estas 

células  foliculares se han  implicado  en  el soporte metabólico  del ovocito, transportando 

moléculas de peso  molecular  relativamente  bajo,  como  iones y aminoácidos  (Salustri y cok, 

1993 ; Funahashi y Day, 1995 ; de Matos y cok, 1997). Se ha demostrado que la presencia 

de las  células  cúmulus  unidas al ovocito no es necesaria  para la maduración  nuclear; sin 

embargo, sí juegan un  papel  importante  en la capacidad de los ovocitos para desarrollarse a 

blastocisto (Freeman y cols,  1995). Por  otro lado, otros estudios han demostrado que, 

cuando el ovocito se madura in vitro, su  competencia  para la fertilización,  descondensación 

de la cromatina y formación  del  pronúcleo (PN) masculino es mejorada cuando se co-cultiva 

con células  cúmulus y células  murales de la granulosa  (Salustri y cok, 1993). 

Las células de la granulosa y las  células  cúmulus  no  tienen  únicamente  un  papel 

nutricional,  sino  también juegan un  papel  regulador  en  el  desarrollo  del  ovocito. Se ha 
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demostrado que las  células de la granulosa  inducen la síntesis  de  proteínas o polipéptidos  en 

el ovocito, lo cual  le  permite al citoplasma  ser competente para cooperar con el genoma 

masculino,  mientras que la presencia de las  células  cúmulus se ha demostrado necesaria  para 

promover la descondensación  del  núcleo  del espermatozoide (Thibault y cols,  1987 ; 

Kikuchi y cols, 1993 ; de Matos y cok, 1997). 

Algunos estudios han demostrado que éstas células  afectan el patrón de síntesis y 

fosforilación de las proteínas en  el ovocito de manera estadio específica  (Salustri y cols, 

1993 ; Chian y Sirard, 1995 ; Eppig y cols,  1996).  Existen reportes sobre la existencia  de 

fallas  en la síntesis de proteínas durante la maduración de ovocitos extrafoliculares en 

condiciones in vitro. Es probable que la  síntesis de proteínas nuevas durante las  últimas 

etapas de la  maduración, estén relacionadas  con eventos como  la  fertilización y desarrollo 

embrionario temprano, ya que se ha demostrado que ovocitos madurados  en el folículo en 

condiciones in vitro presentan  una  mayor tasa de maduración y desarrollo embrionario que 

ovocitos madurados fbera del  folículo (Moor y Trounson, 1977). 

1.2.a  Maduración  Citoplásmica y Activucidn. 

La activación  en ovocitos de mamíferos  se  caracteriza  por  una  serie de oscilaciones 

de calcio u ondas repetitivas de calcio  liberado durante varias  horas,  una  vez que el 

espermatozoide ha penetrado al ovocito para  promover la reacción  cortical y otros cambios 

asociados con el control de los eventos meióticos  (Homa y cols, 1993; Macháty y cols, 

1997). 

Se ha considerado que los eventos de la activación  dependen o están coordinados 

con los eventos iniciales de la  maduración  nuclear. Por ejemplo  la  sensibilidad  al IP3 del 

sistema  liberador de calcio  intracelular se adquiere durante la maduración  nuclear;  así, la 

capacidad  del ovocito para  llevar a cabo  la  liberación de gránulos corticales inducido  por la 

penetración del espermatozoide se adquiere antes de que ocurra la MI, pero la liberación de 

estos gránulos corticales en  forma de onda al momento  de la fertilización  sólo ocurre cuando 
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el espermatozoide entra al ovocito entre la MI y MI1 (Eppig y cok, 1994 ; Eppig y cols, 

1996 ; Macháty y cols, 1997). 

Se ha reportado que en ovocitos de ternera no  existen este tipo de oscilaciones de 

calcio  al  momento de la  fertilización,  mientras que en los de vaca sí se presentan,  por  lo que 

el grado de maduración  citoplásmica  del ovocito es un factor determinante  para que se  lleve 

a cabo la  activación durante la fertilización  @amiani y cok, 1996). 

1.2.b Maduración Citoplismica y Fertilización. 

El desarrollo no  sincronizado  del  pronúcleo (PN) de la  hembra y el  macho y el 

retraso o transformación anormal de la  cabeza  del espermatozoide en  el  PN durante el 

proceso de fertilización  puede  ser el resultado de la  deficiencia de factores citoplasmáticos 

en el ovocito (Sirard y cok, 1995). 

Se ha observado que existe  un  incremento  en  el grado de fertilización de los ovocitos 

de cerdo con respecto a su estado de madurez (VG y MI), en donde la  principal  señal 

anormal de la fertilización es la  incapacidad de la cabeza  del espermatozoide para formar un 

PN, ésto sugiere que la incorporación  del  material de la  VG  al citoplasma  del ovocito es 

necesario  para que la cabeza  del espermatozoide se transforme en el PN (Motlik y Fulka, 

1974). Así mismo, estudios realizados  en ratón han reportado que la formación  del PN 

masculino  falla si  el ovocito es fertilizado poco antes o al  momento de la  liberación  del 

primer cuerpo polar. Estos estudios indican que tanto la RVG como la síntesis de proteínas 

durante la  maduración  nuclear  son  probablemente  esenciales  para  activar  algunos aspectos 

críticos de la maduración  citoplásmica,  particularmente  aquellos  relacionados con la 

activación y fertilización (Eppig, 1996). 

Por  otro lado, se conoce que el patrón de proteínas  sintetizadas  por  los ovocitos 

durante la  maduración tiene cambios cuantitativos y cualitativos  hasta que la meoisis se 

detiene en MI.  Algunos de &os cambios  regulan la maduración  nuclear y otros la 

maduración citoplhmica Por ejemplo,  la  inhibición  de  la  síntesis de proteínas durante 
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estados críticos de la  maduración  nuclear  afecta la formación  del  PN  masculino (Eppig, 

1996).  Sin embargo, un estudio realizado  en ratón reporta que el grado de formación de PN 

masculino fué igual de eficiente  en ovocitos detenidos en MI como en MII, y, aunque se ha 

observado que el patrón de síntesis de proteínas es diferente  en ovocitos en MI y ovocitos 

en MII, el  hecho de que no se haya afectado la  formación  del PN masculino  en estos 

ovocitos, indica que el progreso de la maduración  citoplásmica  no  es afectado por el arresto 

de la  maduración  nuclear  en MI (Eppig y cok, 1994). 

De ésta manera se ha pensado que los cambios  citoplásmicos  necesarios  para la 

formación  del pronúcleo masculino  fallan durante la maduración espontánea de los ovocitos, 

y que una causa potencial de ésta falla  podría  ser  una  inadecuada  producción  de ciertas 

moléculas  involucradas  en los procesos relacionados  con la formación  del  PN  masculino,  lo 

cual sugiere que los factores que regulan la maduración  citoplasmática y que permitirán la 

formación  del PN masculino  también  pueden estar involucrados  en la maduración  nuclear. 

1.2.c Maduración Citoplásmica y Desarrollo Embrionario. 

La capacidad de desarrollo embrionario de los ovocitos de mamíferos es menor  en 

aquellos que provienen de folículos  antrales  pequeños que aquellos  cuya  procedencia es de 

folículos antrales grandes, lo cual  refleja  una  deficiencia que ocurre durante la  maduración 

citoplásmicaper se o en el  almacenamiento de RNAm o proteínas que se producen durante 

el desarrollo del ovocito (Eppig,  1993 ; Lonergan y cols,  1994). Así, la producción de 

proteínas y RNAm en el ovocito son  sin duda críticos para el desarrollo hasta la 

preimplantación. 

Algunas de éstas proteínas  son  producidas durante la maduración  nuclear y son 

consideradas como productos de la maduración  citoplásmica que se inicia  al momento  del 

reinico de la maduración  nuclear. 

Un estudio realizado  en ratón reporta que los ovocitos fertilizados  en estado de VG 

adquieren la capacidad de llevar a cabo el desarrollo embrionario a dos células  mientras que 
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aquellos que fueron fertilizados después de la RVG fueron capaces de desarrollarse hasta el 

estado de blastocisto (Eppig, 1996). Así mismo, se ha demostrado que la capacidad 

meiótica  del ovocito de cerdo en  cultivo  coincide  con  la  terminación de la actividad ' 

transcripcional  del  núcleo durante el crecimiento,  además de que los ovocitos con un 

crecimiento completo son competentes para desarrollarse a embriones después de la 

fertilización; esto puede  indicar que el factor limitante  para un adecuado desarrollo 

embrionario se acumula  hasta  en  una  concentración  crítica al  final de la fase de crecimiento 

del ovocito (Motlik y cols, 1984 ; Sirard y cols 1995). 

2. DESARROLLO DEL PRON~CLEO MASCULINO 

Al momento de la  fertilización cuando el espermatozoide entra al citoplasma del 

ovocito, éste lleva a cabo  una  serie de cambios  morfológicos  mientras se transforma  en el 

PN masculino. Estos cambios  morfológicos, que lleva a cabo el núcleo  del espermatozoide 

se realizarán a través de la  interacción de su  cromatina con Pos componentes citoplásmicos 

del ovocito (Borsuk, 1991). 

Análisis  moleculares  indican que el  primer  cambio  en  el  procesamiento  del  núcleo  del 

espermatozoide es la ruptura de la  envoltura  nuclear,  lo  cual  permite que se lleven a cabo 

cambios  en  la cromatina como  la ruptura de los puentes disulfuro de las  protaminas y la 

degradación parcial de otras proteínas nucleares que se encuentran  unidas a DNA del 

espermatozoide, dando lugar al proceso que se conoce como descondensación  (Rodman y 

cols, 1984 ; Perreault y cols,  1987). De ésta forma,  las  protaminas  del espermatozoide son 

reemplazadas por proteínas histonas y no histonas durante la formación  del  PN  (Rodman y 

cols, 198 1 ; Montag y cols,  1992). Posterior al reemplazo de las proteínas nucleares  sigue 

un período corto de condensación de cromatina y, por  último, la formación de una  nueva 

envoltura nuclear  para dar lugar al PN masculino (Borsuk, 1991 ; Maleszewski, 1995). 

Se ha sugerido que varios factores nucleares  son  necesarios  para  inducir los cambios 

citoplasmáticos que promueven el desarrollo  del  PN  masculino y que éstos factores son 
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liberados durante la  RVG. A su vez,  también se ha descrito que el factor promotor del  PN 

masculino es sintetizado conforme los ovocitos progresan  del estado de VG  al estado de 

MI1 (Szollosi y cols, 1990 ; Borsuk, 1991 ; Ding y cols,  1992b). Se ha descrito en otros 

estudios que durante el proceso de la fertilización ocurren cambios  en  la  fosforilación de 

proteínas específicas y que los cambios asociados con la  formación  del PN masculino  son 

dependientes de la fosforilación de éstas proteínas (Ding y cols, 1992a y 1992b ; Chian y 

Sirard, 1996). 

La descondensación de la cromatina  del espermatozoide se lleva a cabo  por la 

reducción de los  enlaces disulhro de las  protaminas  asociadas al DNA, Se ha considerado 

por algunos estudios tanto moleculares  como  de  microscopía  electrónica que el glutatión (y- 

glutamilcisteínilglicina) es el  principal agente descondensante que se encuentra en  el ovocito 

(Reyes y cols, 1989 ; Sutovsky y Schatten, 1997).  La concentración de éste tiol  en el 

ovocito varía de acuerdo a su estado fisiológico, por ejemplo,  es  baja  en ovocitos en estado 

de VG y fertilizados,  mientras que durante la MI1 se encuentra en  niveles  máximos 

(Perreault y cok, 1988). 

Se ha observado que la síntesis  del glutatión se lleva a cabo durante las  primeras  24 h 

de cultivo durante la MIV en  el ovocito de cerdo (Yoshida, 1993), y algunos estudios han 

demostrado que el bloqueo de la  producción de glutatión durante la maduración  del ovocito 

en varias especies  previene la adquisición de la actividad descondensante del ovocito sobre 

el  núcleo  del espermatozoide, afectándose por lo tanto la formación  del PN masculino 

(Calvin y cols, 1986 ; Perreault y cols, 1988 ; Yoshida, 1993). 

Por  otro lado, se ha demostrado que el grado de formación  del PN masculino 

también está regulado por  la  actividad de la  Histona  H1  cinasa en  el ovocito (Naito y cok, 

1992, y que al  igual que el glutatión existen  variaciones  en la actividad de ésta enzima de 

acuerdo con el estado fisiológico  del  ovocito.  La  actividad de esta enzima se encuentra 

disminuida  en ovocitos en estado de VG y después se incrementa durante las etapas de MI y 
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MI1 (Naito y cols, 1992), mientras que también se ha observado que disminuye después de 

la  fertilización o(lkuchi y cols, 1995). 

Se ha propuesto que la ruptura de la envoltura  nuclear y la organización de una 

nueva envoltura para la formación  del PN masculino está regulada  por  la  actividad de una 

proteína cinasa. En un estudio se demostró que la cinasa p34cdc2 (componente activo de la 

Histona H1 cinasa), es la  responsable de la fosforilación de las  lamininas, proteínas que 

forman parte de la envoltura nuclear y cuya  fosforilación es necesaria  para su desensamblaje 

(Peter y cols, 1990 ). 

Recientemente se ha reportado que existe  una  clara  relación entre la concentración 

del glutatión y la  actividad de la Histona H1 cinasa durante la maduración in vitro del 

ovocito. En este estudio se ha propuesto que la concentración  del glutatión puede  regular la 

actividad de la Histona H1 cinasa  estimulando la síntesis de proteínas en el ovocito que 

pueden  regular  la  actividad  de la Histona H1 cinasa  (Funahashi y cols, 1996). 
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Algunos de los mayores  inconvenientes de la técnica  de  FIV  en  especies domésticas 

es la  baja  incidencia de fertilización, la asincronía  en  la  formación  del PN masculino y 

femenino,  así como también  el pobre desarrollo embrionario en etapas tempranas. 

En el caso del cerdo se ha reportado en  varios estudios que el grado de fertilización, 

formación del PN masculino y desarrollo  embrionario es menor  en  aquellos ovocitos 

madurados en  condiciones in vitro comparados con  aquellos madurados in vivo (Leman y 

Dziuk, 1971 ; Motlík y Fulka,  1974 ; Nagai y cok, 1988). Se ha propuesto que una de las 

principales causas de la  baja  incidencia y retraso de la formación  del PN masculino  en el 

ovocito madurado in vitro es una  deficiente  maduración  citoplásmica  del  mismo  (Iritani y 

cols, 1978 ; Nagai y cok, 1984 ; Wang y cok, 1991). 

Algunos estudios han descrito que las  condiciones de cultivo  empleadas  para la MIV 

de los ovocitos de cerdo pueden  influenciar tanto el grado de fertilización como el desarrollo 

embrionario temprano (Nagai, 1994). 

De ésta forma se ha recurrido a modificar  los  medios de maduración  para  mejorar la 

maduración  citoplásmica  en el ovocito mediante la adición de componentes foliculares 

(Mattioli y cols, 1988 ; Kikuchi y cols,  1993 ; Freeman y cols, 1995 ; Abeydeera y cols, 

1998a), aminoácidos y péptidos (Yoshida y cols, 1992a ; Yoshida y cols, 1993a ; Grupen y 

cok, 1995 ; Ka y cok, 1997),  hormonas  (Mattioli y cok, 1991 ; Funahashi y Day,  1993a), y 

líquidos  biológicos (Naito y cols,  1988 ; Yoshida y cols, 1990 ; Funahashi y Day, 1993b). 

Entre algunos de los  líquidos  biológicos  utilizados,, está el líquido  folicular, el cual 

representa un trasudado del  plasma  más  secreciones de las  células de la granulosa y de la 

teca interna producidas dentro del  folículo durante la maduración  del  mismo (Edwards, 

1974). Su  utilización dentro de la  reproducción  animal  ha  sido  básicamente como 

suplemento de los medios de maduración,  en  técnicas de FIV en  especies de importancia 

ganadera (Sun y cols, 1994 ; Ocaña-Quero, 1994 ; Romero-Arredondo y Seidel Jr., 1996 ; 

Abeydeera y cols, 1998a). 
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Algunos estudios han demostrado que el efecto del  líquido  folicular  en el medio  de 

maduración depende del tipo y tamaño  del  folículo  del  cual procede. De esta forma se ha 

reportado que tanto el líquido  folicular de cerdo como de bovino procedente de folículos 

intermedios y grandes contienen  los factores activos para  promover el desarrollo del ovocito 

(Naito y cols, 1990 ; Sirard y cols, 1995 ; Carolan y cok, 1996). A su vez,  también se ha 

observado que el  líquido  folicular de bovino  proveniente de folículos atrésicos aun contiene 

el potencial  para promover el desarrollo  en  el ovocito madurado in vitro (Carolan y cols, 

1996). Naito, (1990) ha establecido que los factores efectivos  del  líquido  folicular que 

promueven la maduración  citoplásmica  del ovocito no son especie  específicos y que se 

encuentran en  el  líquido  folicular de muchas  especies  manteniendo sus funciones  fisiológicas. 

Por  otro lado Naito y cols (1988) reportaron que la  adición de líquido  folicular de 

cerdo al  medio de maduración  en  una  concentración de 5 % fue suficiente  para  mejorar la 

formación  del PN masculino  en  el ovocito de cerdo y en un trabajo posterior demostraron 

que la adición  del  líquido  folicular  al  medio de maduración  mejora la capacidad de desarrollo 

del ovocito de cerdo (Naito y cols, 1989). 

En  otro estudio donde se comparó el efecto del  suplemento  del  medio de maduración 

con distintos líquidos  biológicos sobre la  formación  del PN masculino  en  el ovocito de 

cerdo, se encontró que el líquido  folicular h e  el  más eficiente al compararse con el suero 

fetal de ternera y el  plasma  seminal  (Funahashi y Day, 1993b). 

Yoshida y cols, reportaron el uso de una  fracción  del  líquido  folicular de cerdo de 

10-200 kDa en  el  medio de maduración. Este estudio demostró que los ovocitos madurados 

in vitro en  presencia de ésta fracción  presentaron  un alto porcentaje de formación  del PN 

masculino y heron capaces de  desarrollarse  completamente cuando se  transfirieron a una 

hembra, lo que denotó en los ovocito una adecuada maduración  citoplásmica (Yoshida y 

cols, 1993b). 

Se ha reportado la  purificación  parcial de sustancias  del  líquido  folicular que mejoran 

la  maduración  nuclear, la formación  del PN masculino y el desarrollo embrionario de los 

ovocitos de cerdo fertilizados in vitro (Yoshida y cols, 1990 ; Naito y cols,  1990 ; Yoshida y 

cols, 1992b ; Daen y cok, 1994). 



En un estudio donde se obtuvieron dos fracciones  del  líquido  folicular de cerdo por 

medio de ultrafiltración, la fracción >25 kDa  presentó un efecto estimulador sobre la 

formación del  PN  masculino cuando se adicionó al  medio  de  maduración,  mientras que la 

fracción <12 kDa tuvo un efecto inhibitorio sobre la formaci6n  del PN masculino. Así 

mismo, este estudio demostró que los factores del  líquido  folicular que promueven la 

formación  del PN masculino son estables a 56 "C / 30 min (Naito y cols, 1990). 

Dos aflos mas tarde Yoshida y cols, realizaron  un estudio sobre los factores del 

líquido  folicular de cerdo que promueven la expansibn de las cblulas cúmulus, la maduración 

nuclear y formación del PN masculino. En este estudio se demostró que los factores que 

promueven la formación  del PN masculino  no  son de carácter lipídico, y son estables a 56 

"C / 30 min. Así mismo,  utilizando dos sistemas cromatográficos además de la 

ultrafiltración, se determinó que los factores que promueven la formación  del  PN  masculino 

son sustancias acídicas  cuyo  peso  molecular  varía de 10 a 200 kDa (Yoshida y cok, 1992). 

En un estudio reciente se logró fraccionar el líquido  folicular  de cerdo utilizando la 

ultracentrifbgación. Con este método h e  posible obtener tres fracciones del  líquido  folicular 

de las cuales se encontró que la  primera de ellas presentó actividad  estimuladora sobre la 

formación del PN masculino. Esta fracción fbe posteriormente separada por cromatografia 

líquida de alta  resolución (HPLC) y se encontraron dos subfracciones promotoras de la 

formación del PN masculino,  sin  describir  aun  más  las características de éstas subfracciones. 

En  éste mismo estudio la  primera  fracción  obtenida  por  ultracentrifbgación hé dializada a 

través de membranas de 10 kDa, 25 kDa y 50 kDa, encontrándose que la fracción obtenida 

por la  membrana de 25 kDa fie la que presentó mayor  actividad sobre la formación  del PN 

masculino (Daen y cok, 1994). 

De ésta forma es claro que la naturaleza del(1os) factor(es) del  líquido  folicular de 

cerdo que regulan  la  maduración  citoplásmica  del ovocito y que promueve(n) la formación 

del PN masculino aun no está bien  determinada. En este estudio nos ha parecido interesante 

comprobar si éste(os) factor(es) es(son) de naturaleza  proteíca y si su peso  molecular se 

encuentra entre los O- 1 O0 kDa. 



El desarrollo de técnicas de FIV en  animales de granja, tiene un gran potencial tanto 

en  la  investigación  básica  para  la  embriología como en  la  aplicación  práctica  para  la 

producción animal.  Algunos reportes han demostrado la pobre viabilidad de embriones 

obtenidos por FIV seguida de una  transferencia  embrionaria,  debido a los bajos  indices de 

gestación y a las camadas de tamafio pequeño. 

Algunos de los principales  problemas de la  FIV  en cerdos son debidos a las 

condiciones de cultivo desde el  inicio de la  MIV  del ovocito y a la  polispermia. 

Actualmente  el proceso mediante  el  cual se lleva a cabo  la  maduración  citoplasmática 

del ovocito y los factores que lo  regulan  en el folículo  no  están  muy  bién  comprendidos 

debido a la  complejidad  del  ambiente  folicular.  Aunque  algunos estudios recientes  han 

demostrado que el líquido  folicular de cerdo tiene efectos benéficos sobre la MIV del 

ovocito y su subsecuente desarrollo embrionario después de la  FIV los resultados obtenidos 

hasta ahora son muy ambiguos, por lo que ést0 hace  necesario  más estudios para  identificar 

la(s) substancia(s) activa(s) del  líquido  folicular que promueven la maduración 

citoplasmática  para  determinar su  mecanismo de acción sobre el ovocito. 
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Si  el(1os) factor(es) promotor(es) de la  formación  del PN masculino  en  el ovocito de 

cerdo fertilizado es(son) de naturaleza  proteíca, entonces el tratamiento de éste(os) con una 

proteasa inhibirá su efecto. 
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GENERAL : 

Demostrar la  naturaleza  proteíca del(1os) factor(es) del  líquido  folicular de cerdo que 

promueve(n) la maduración  citoplásmica  del ovocito de cerdo. 

PARTICULARES : 

l .  Separar en  subfracciones  la  fracción de 0-100 kDa  del  líquido  folicular de cerdo. 

2. Evaluar el efecto de las  subfracciones  obtenidas de la  fracción de 0-100 kDa sobre la 

formación del PN masculino  en  el ovocito fertilizado. 

3 .  Estudiar el efecto del tratamiento con  una proteasa de la(s) subfraccion(es) promotoras 

de la formación  del PN masculino  en  el ovocito fertilizado. 

21 

" 



1. OBTENCION Y FRACCIONAMIENTO  DEL  LÍQUIDO  FOLICULAR DE 

CERDO. 

El líquido  folicular de cerdo se obtuvo de ovarios de cerdas prepúberes,  los  cuales se 

colectaron en  un rastro local (ABC, Los Reyes, Edo. de  México); se transportaron al 

laboratorio en  una  solución de cloruro de sodio (J.T. Baker,  México) al 0.9 % a 15 "C. El 

tiempo transcurrido entre la colecta y la llegada  al laboratorio h e  de aproximadamente 2 h. 

Los ovarios se enjuagaron  por  lo  menos tres veces en  una  solución de cloruro de sodio al 

0.9 % a 15 "C, antes de ser procesados. El  líquido  folicular se obtuvo mediante  punción de 

los  folículos de 2-5 mm de diámetro  con  una  aguja de 21x32 mm adaptada a una jeringa 

desechable de 3 ml 1Norm-Ject (Henke-Sass,  Alemania), el  cual fbe depositado en un tubo 

de centrífbga de poliestireno  de 1 1 O x 16 mm (Nunc,  Dinamarca). 

El  líquido  folicular se centrifbgó a 1500 g durante 30 minutos a 4 "C en  una 

centrífbga GS-15R (Beckman,  Irvine CA) para  eliminar  los restos celulares. Posteriormente, 

el  líquido se decantó en  un vaso de precipitado  de  vidrio y se midió  el volumen, Se filtró a 

través de membranas  de 1.2 pm, 0.8 pm y 0.45 pm tipo HA  (Millipore, Bedford, MA) y 

finalmente se almacenó  en  refrigeración a -70 "C en  un ultracongelador Revco (fieem 

Manuf. Co., Asheville, NC) hasta el momento de su  fraccionamiento. 

1.1 Obtención de la  fracción de 0-100 kDa. 

Se ultrafiltraron 20 ml del  líquido  folicular  con  una  membrana  Diaflo de sello de 100 

kDa  (Amicon,  Beverly,MA)  en  una  unidad de filtración  Amicon 8010 con agitación 

magnética  (Amicon)  en  frío y con  una  presión de nitrógeno de 25 psi. Durante el proceso de 

ultrafiltración se realizaron 3 lavados  del  líquido  folicular, agregando una  cantidad de Tris- 

HCl  (Sigma, St. Louis Mo.) 0.05 M pH 8.0 prefiltrado  por  membrana de 0.45 pm de tipo 

HA (Millipore),  hasta  diluir el  líquido  folicular  al 50 % durante el proceso de ultrafiltración. 

De ésta forma se colectaron 21 ml de la fracción de 0-100 kDa  del  líquido  folicular  los 
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cuales se congelaron a -70 "C hasta el momento de su separación  por cromatografia de 

intercambio iónico. 

1.2 Cromatografia de Intercambio Iónico de la  Fracción de 0-100 m a .  

La fracción de 0-100 kDa  del  líquido  folicular se fraccionó  mediante cromatografia 

de intercambio  iónico  (González, 1997) en  un cromatografo de  líquidos de baja  presión 

Biologic (BioRad, Hercules,  CA),  utilizando  una  columna Econo-Pac Mono Q (BioRad). 

Las condiciones de separación se manejaron a través del  programa de Biologic v.  1.30 

(Biorad) . El  día de la separación se cargó la columna  con  los componentes de la fracción 

de 0-100 kDa,  haciendo  pasar el  volumen  del  ultrafiltrado a un flujo de 1 mumin.  La 

separación de los componentes retenidos  por la  columna se realizó  mediante un gradiente de 

O a 400 m M  de una  solución de cloruro de sodio  (Sigma) 1 M,  en amortiguador Tris-HC1 

(Sigma) 0.05 M pH 8.0 prefiltrado  con  una  membrana de  0.45 pm tipo HA (Millipore) a un 

flujo de 1 mVmin y con un  incremento de salinidad de 1.3 %/min. Se colectaron fracciones 

de 1 ml en tubos ependorf de  polipropileno de 2 ml,  las cuales se mantuvieron  en  frío 

durante todo el proceso. 

Una vez que se obtuvo el cromatograma se mezclaron  las fracciones 

correspondientes a cada uno de los picos obtenidos (Fig. 1) : 

P1 (fracción 15-17) 

P2 (fracción 18-21) 

P3 (fracción 22-26) 

P4 (fracción  27-3 1). 



3 . 4 . 5 . 6 . 7 . 8 . 9  10, 12, 14. 16, 18. 20. 22, 24, LO.  L(I. 30. 32, 34, 36,  38. 40,  42, 44. 46. , , 
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0 . 2 0 i 5 0  % 

0 . 1 5  

o . l o D G  0 . 0 5  o.oo ==" -Y" """ " _""""" 

I \  I 

0.20y-50 % 

0 . 1 5 q  

o.  l o r y  
I 
I 

0 . 0 5 q .  

L _  

-0 .05 

00:16:00 0 0 : 4 0 : 0 0  

Fig. 1. Cromatografía de intercambio  iiinico de la fracciiin de 0-100 kDa del líquido 

folicular de cerdo con una columna Mono Q. 

Cada uno de los picos  obtenidos  se  dializó  en  una membrana Spectrapor (Spectrum 

Medical  Ind.,  Houston TX) con sello de 12-1 4 kDa  contra 1 It de agua desionizada, 

realizando 2 cambios del  agua en un  período  de  72 h y mantenidos en refrigeración. 

Terminada  la diálisis, se colectó  el  contenido  de  cada  pico en un tubo de vidrio de 

70x10 mm y se congelaron a -70 "C hasta  el momento de  la  liofilización. 

La liofilización de cada  pico (Pl, P2 ,P3 y P4)  se  realizó en una liofilizadora 

Labconco Mod. 75250  (Equipar S.A. de C.V., México).  Las condiciones de trabajo de la 

liofilizadora fueron a una  temperatura de -50 "C y a una  presión de vacío de 0.025 Torr. 

Terminada la liofilización de las muestras,  se  suspendieron en un  volumen  igual al del 

líquido folicular del  cual  partieron  (20  ml),  con  medio  Krebs-Ringer  con Bicarbonato 

(KRB) sin suplementar (Davis y Day,  1978).  Posteriormente  se  prepararon alícoutas de 1 

m1 en tubos ependorf de  poliestireno de 2 m1 para su almacenamiento a -70 "C hasta el 

momento de su uso en la  MIV de los ovocitos. 
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2. MADURACION Y FERTILIZACI~N in vitro. 

La técnica de MIV y FIV de los ovocitos se realizó  según Betancourt y cols (1953). 

El  manejo de las  células y la  preparación  de los medios de cultivo  para la MIV y la FIV se 

realizó  bajo  condiciones de esterilidad  en  una  campana de flujo  laminar (Veco, México) a 

30-35°C. Todos los medios de cultivo se esterilizaron  por  filtración con un  filtro  Millex-GV 

@Idlipore) de 0.22 pm y se preincubaron  por ,lo menos 2 horas antes de utilizarse  para  el 

cultivo en  una  incubadora  Lab-Line  (Lab-Line, Inst. ILL) con 5 % de COZ, 95 % de aire y 

humedad saturada a 37 "C. 

2.1 Obtención de los Complejos Ovocitos-Cúmulus ( COC's ). 

Se colectaron ovarios de cerda prepúberes de un rastro local  (ABC, Los Reyes, Edo. 

de México) los cuales se transportaron al laboratorio en  solución  salina (J.T. Baker) al 0.9 % 

a 38 "C. El tiempo de colecta y transporte no fué mayor a 2 h. Los ovarios se enjuagaron 

tres veces en  solución  salina al 0.9 % a 38  "C antes de la obtención de los COC's. Los 

COC's se obtuvieron bajo  condiciones de esterilidad  mediante  punción de los folículos de 2- 

5mm de diámetro con una  aguja de 21x32 mm adaptada a una  jeringa  desechable de 3 m1 

1Norm-Ject (Henke-Sass,  Alemania).  El  líquido  folicular junto con los COC's se 

depositaron en  un tubo de fondo cónico de polibutadienoestireno de 15 m1 (Nunc). Ahí se 

dejó transcurrir por lo menos 15 minutos  para  permitir  la  sedimentación de los COC's junto 

con los restos celulares de los  folículos. Posteriormente se recuperaron los sedimentos de 

los tubos mediante  aspiración  con  una  pipeta Pasteur de 225 mm (Brand, Alemania)  estéril, 

los cuales se depositaron en  una  caja de petri de plástico  estéril de 60x15 mm ( S  y M 

Laboratorios, México). Los COC's se seleccionaron  bajo un microscopio estereoscópico 

(Zeiss,  Alemania)  mediante  aspiración  con  una  pipeta Pasteur estéril alargada y se eligieron 

para el estudio aquellos COC's rodeados de varias capas de células  cúmulus  (Fig 2). 



2.2 Maduración de los COC's. 

Para la MIV de los COC's se formaron  seis grupos de  estudio ; 2 grupos control : 

KRB (control negativo),  Líquido  Folicular de Cerdo  (LFC) (control positivo) y 4 grupos 

experimentales : P1, P2, P3 y P4 (subfracciones de la cromatografia de intercambio  iónico 

liofilizadas y suspendidas  en KRB). 

La preparación de los medios de maduración (KRB, LFC, P1, P2, P3 y P4) consistió 

en  suplementar  cada  uno de ellos  con 4 mg/d  de BSA Fracción V (Sigma), 0.25 mM de 

Piruvato de Sodio  (Sigma), 2 Wml de LH y 2 Wml de FSH (Pergonal) (Lab. Serono, 

México),  10  pg/ml de Gentamicina  (Yectamicina)  (Schering,  México) y 1 pg/ml 17p- 

Estradiol  (Sigma).  Posteriormente  se  ajustó el pH a cada  uno de los medios a 7.4. 

" *  

Los  COC's se  enjuagaron  por  aspiración  con la  ayuda de una  pipeta Pasteur 

alargada, tres veces  en  100  pl  con su respectivo  medio  de  maduración  preincubado.  Se 

colocaron de 15-20 COC's en  una gota de 100 1 1  de medio de maduración  en  cajas de 

cultivo de cuatro pozos estéril  NunclonTM  (Nunc)  donde  previamente  se ha colocado por 

pozo una gota  de 100 pl de cada  uno  de  los  medios de maduración (por duplicado) y las 

cuales se han cubierto con  aceite mineral  para  cultivo  (Sigma)  precalentado a 37 "C y 

previamente  equilibrado  (Bavister, 1989). Finalmente  se  incubaron los COC's bajo  las 

condiciones ya  mencionadas durante 48 h. Transcurrido  éste  tiempo,  se  observó  que  las 

células  cúmulus de los COC's se  expandieron (Fig.2). 

2.3 Fertilización de los Ovocitos. 

Preparación de los Ovocitos. 

El  día de la  fertilización  se  suplementó el  medio de fertilización Tyrode sin HEPES 

(TALP) Pavister y Yanagimachi  1977)  con 6 mg/ml de BSA libre de ácidos grasos 

(Sigma), 0.25 m M  de Piruvato de Sodio  (Sigma) y 10  pg/ml  de  Gentamicina  (Schering),  se 

ajustó el pH a 7.4. 
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La preparación de los ovocitos  consistió en la  eliminación de las células cúmulus 

expandidas de los COC’s mediante  aspiración con una  pipeta  Pasteur  alargada,  en  una gota 

de 100 pl del  medio de fertilización  suplementado y preincubado  (Fig. 3). Los ovocitos se 

enjuagaron tres veces en gotas  de 100 p1 del  mismo  medio y se  colocaron de 15-20 ovocitos 

en una gota de 100 pl de  medio  de  fertilización  cubierta con aceite  mineral  en  una  caja  de 

cultivo de cuatro  pozos, en donde se mantuvieron  en  incubación  hasta  el  momento de la 

fertilizacih. 

Fig. 2. Complejos  Cúmulus-Ovocitos  (COC’s). La imagen  representa  a los COC’s madurados in 
vitro durante 48 h en donde  se  aprecia  la  expansi6n de las  cklulas  cúmulus.  Aumento  original 100 X. 
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Fig.3  Ovocitos  libres de células cúmulus. La  imagen  representa  a los ovocitos despues de 48 h de 
maduraci6n in vitro a los cuales se les ha eliminado  las ctlulas cúmulus. En algunos de ellos es posible 
apreciar el cuerpo polar  como signo de la  maduraci6n  nuclear.  Aumento  Original 200 X. 

4 

Capacitación de Espermatozoides. 

La  muestra de semen  se  obtuvo  de un solo  cerdo  de  la  raza  Yorkshire  en  la  granja 

Tomacoco (Amecameca, MCxico), mediante  el  método de la mano  enguantada y se 

transportó  al  laboratorio  a  una  temperatura  de 39 "C. Al  llegar  la  muestra al laboratorio se 

evaluó la movilidad  y  concentración  de  la  misma . 
La movilidad  se  determinó  mediante la observación de un  campo  de 

espermatozoides a 250X en un  microscopio  invertido  Olympus  M021(01ympus  Optical, 

Japan)  realizando una estimación  del  número  de  espermatozoides  móviles en el campo. La 

muestras utilizadas  para la fertilización  presentaron  una  movilidad de 80-90 %. 

La concentración de espermatozoides  se  determinó  realizando  una  dilución 1 :200 

con ácido  acético  al 2 % de la  muestra y por medio  del  corlteo  de  espermatozoides  en  una 

Cámara de Neubauer  (Brand,  Alemania)  a un aumento  de 250X en un microscopio 

compuesto (Zeiss,  Alemania)  se  calculó  la  cantidad de espennatozoides por m1 de semen. 

La  concentración de las  muestras de semen  utilizadas  durante  este  estudio fué de 

100-200 x lo6 espermatozoidedml (Fig.4). 
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Fig. 4 Espermatozoides de Cerdo. En la  imagen se muestran los espermatozoides de cerdo teflidos 
con Eosina-Y. Aumento original 400 X. 

El medio utilizado  para la capacitación  de los espermatozoides fué el  Tyrode con 

HEPES (TALP-HEPES) (Bavister y Yanagimachi, 1977), el cual se suplementó  el día de 

uso con 6 mg/ml de BSA Fracción V (Sigma), 1 mM de Piruvato de Sodio (Sigma) y 10 

pg/ml de Gentamicina  (Schering),  se  ajustó  el  pH  a 7.8. Los espermatozoides se 

capacitaron en una caja de  cultivo de 4 pozos  colocando pox pozo una concentración de 32 

x lo6 cel/ml e  incubándolos con 5 % de CO, y 95 % de aire  a 37 "C por  un lapso de 4 h. 

Co-cultivo de Ovocitos y Esperrnatozoides. 

Finalizado  el  periodo de capacitación de los espermatozoides, se inseminó cada uno 

de los pozos con ovocitos  con  una  concentración de 5.0 x lo5 espermatozoides/ml. La 

fertilización se llevó a cabo en  la incubadora  con 5 % de CO, y 95 % de aire a 37 "C 

durante 18 h.  Transcurrido  éste  tiempo se procedió a eliminar los espermatozoides 

adheridos a la ZP de los ovocitos  mediante  aspiración con una  pipeta  Pasteur  alargada en 

100 p1 de medio de fertilización y se enjuagaron dos veces  con el mismo medio antes de 

colocarse en el  fijador. 
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Fijación de los Ovocitos fertilizados. 

Los ovocitos lavados se colocaron en  cajas de cultivo de 4 pozos con  fijador de 

Carnoi recién preparado (metanol-ácido acético 3:l v/v) y se mantuvieron  en é1 por  lo 

menos durante 48 h en  refi-igeración antes de  ser evaluados. 

2.4. Evaluación de la Maduración y Fertilización. 

La evaluación se realizó  mediante la tinción  de los ovocitos con orceína  (Sigma) 

preparada al 1 % en  ácido  ácetico  glacial  (Técnica  Química, S A ,  México). Los ovocitos 

teñidos se observaron en  un  microscopio compuesto (Zeiss,  Alemania) a campo  claro con un 

aumento de 400X y 1OOOX. 

La tinción  de los ovocitos se realizó colocando aproximadamente 5 ovocitos en un 

portaobjetos y cubriéndolos con  un cubreobjetos soportado en sus cuatro esquinas  con 

vaselina  para  permitir  el  deslizamiento  del colorante sobre la preparación. La  tinción se 

llevó a cabo en una  lapso de 1-3 minutos y después se observaron al microscopio. 

Los criterios de evaluación  para  la  maduración y fertilización heron los siguientes : 

Ovocitos no madurados nuclearmente,  aquellos que presentaron  una VG (Fig. 5), Ovocitos 

madurados nuclearmente, los que presentaron juegos de cromosornas  en MI (Fig. 6 ) ó en 

MI1 (con o sin la presencia de un cuerpo polar)(Fig.7). Ovocitos fertilizados,  aquellos que 

presentaron una cabeza de espermatozoide descondensada junto con los cromosomas del 

ovocito ya  sea en MI o MI1 (Fig. 8) 6 aquellos  con la  presencia de un PN masculino junto 

con cromosomas metafásicos  del ovocito (Fig.9). 
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Fig. 5 Ovocito Inmaduro nuclearmente. La imagen muestra a un ovicto con la presencia de  la 
vesicula germinal (flecha), lo cual indica que no reinicib la  meiosis. Aumento original 400 X. 

Fig. 6. Ovocito en estado de Metsfase I. La  imagen  muestra B un ovocito en estado de Metafase I, 
en el cual se muestra el arreglo característico de  los cromosomas en  esta  etapa (flecha). Aumento original 
400 X. 
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Fig. 7. Ovocito en Metafase 11. En  esta  imagen se muestra el arreglo cromodmico de un ovocito en 
Metafase 11. Se distinguen los cromosomas ordenados en el plano  metafdsico (flecha larga) y los 
cromosornas correspondientes al cuerpo polar reciCn formado (flecha corta). Aumento original 1000 X. 

Fig. 8. Ovocito fertilizado con una descondensación. En  la  imagen se muestra a un ovocito con 
la cromatina de un espermatozoide descondensada (punta de flecha), y en el mismo se aprecian los 
cromosomas del ovocito (flecha). Aumento original 400 X. 

32 



Fig. 9. Ovocito fertilizado con un Pronúcleo  masculino. En la  imagen se muestra a un 
pronúcleo masculino (flecha corta), y los cromosomas del ovocito en etapa de MI1 (flecha larga). 

Aumento original 1 O00 X. 

3. ANALISIS  DE PROTE~NAS DE LAS SUBFRACCIONES DEL LÍQUIDO 

FOLICULAR  DE CERDO. 

3.1 Electroforesis en PAGE-SDS. 

Las subfracciones P1,  P2, P3 y P4 obtenidas de la cromatografia de intercambio 

iónico se analizaron mediante  una electroforesis unidimensional en gel de Poliacrilamida 

con Dodecilsulfato de Sodio ( PAGE-SDS) (Laemmli, 1970). 

Se determinó la concentración de proteínas de cada una de las subfracciones, así 

como también de la fracción 0-1 O0 kDa y del  líquido  folicular completo por el método de 

Lowry (1 95 1) para su posterior análisis mediante  electroforesis. 

Para la electroforesis se preparó un gel  de  separación  al 15 % junto con un gel de 

compactación al 4 % a  partir de una solución de  Acrilamida-Bisacrilaida (37.5:l) (Bio- 

Rad). La cantidad de muestra  que  se  colocó  por  carril  fue de 10 pg de proteína y la 

separación de las proteínas se realizó  en  una  cámara de electroforesis Mini-PROTEAN I1 

(Bio-Rad) a voltaje constante de 200 volts durante 45 minutos. Se  realizaron dos 

electroforesis, una para el  análisis de las bandas de proteínas con  la  tinción de Azul de 

Coomassie y la otra para el análisis de las bandas de proteínas con  la tinción de Nitrato de 

Plata (Oakley y cok, 1980). 
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Tinción  con Awl de Coomassie 

El  gel de poliacrilamida se fijó  en  un  volumen de 200 m1 de fijador  metanol-ácido 

acético-agua (50: 10:40) durante 1  hora  con  agitación  suave.  En  seguida se colocó el  gel  en 

200 ml de una  solución de Azul de Coomassie R-250 (J.T. Baker) al 0.1 %, preparada  en 

metanol-ácido acético (40: 10) y se  mantuvo  en  agitación  suave durante 1 hora. Finalmente 

el  gel se decoloró en 200 ml de una  solución de metanol-ácido  acético-agua (30:7.5:62.5) 

durante toda la  noche y al día  siguiente  se  secó  a  temperatura  ambiente  en  papel  celofán. 

Tinción  con  Nitrato de Plata. 

Para la  tinción  con  plata el segundo  gel se fijó en un volumen de 400 m1 de una 

solución de isopropanol  10%-ácido  acético 10 % (v/v) durante toda la  noche y al día 

siguiente el  gel se sumergió en  una  solución  acuosa de glutaraldehído  (Sigma) al 10 % 

durante 1 hora. Posteriormente se eliminó  el  fijador  mediante  el  lavado  del  gel  con tres 

cambios de agua deoinizada durante 1 hora. 

En seguida  se preparó una  solución de plata  amoniacal  en  campana de extracción. 

Se  mezclaron  21 m1 de hidróxido de sodio (J.T. Baker) al 0.36 % y 1.4 ml de hidróxido de 

amonio (J.T. Baker), a  ésta  mezcla se agregaron 4 m1 de nitrato de plata  (Técnica  Química) 

al 20 % gota a gota hasta  su  completa  disolución. Se ajustó el  volumen a 100 m1 con  agua 

desionizada.  El  gel se sumergió  en la  solución de plata  amoniacal durante 15 minutos,  se 

eliminó esta solución con la  ayuda de una  pipeta Pasteur y se lavó el  gel  con  agua 

desionizada durante 2  minutos. 

Para revelar  la  tinción  del  gel, se sumergió  en un revelador  recién preparado con 300 

m1 de agua  desionizada, 30 mg de ácido  cítrico  (Sigma) y 150 p1 de formaldehído (J.T. 

Baker) al 37 YO. El patrón de proteínas  comenzó  a aparecer a  partir de los 5 minutos y el 

revelado se detuvo agregando una  solución de ácido  acético al 10 %. Finalmente  el  gel se 

secó a temperatura ambiente  en  celofán. 

3.2 Análisis de Geles por Densitometría. 

Cada uno de los geles se analizó por  densitometría  utilizando el programa  Molecular 

Analystm/PC v. 1 .O @io-Rad), con el  cual h e  posible obtener los perfiles de cada  uno de los 

carriles correspondientes a las  subfracciones de la cromatografia de intercambio iónico. Se 
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calculó  la  movilidad  relativa de cada  una de las  bandas  con respecto a los estándares de peso 

molecular de 6.5-200 kDa  (Bio-Rad) y finalmente  se integró el análisis de ambos  geles  para 

calcular  el  número total y movilidad  relativa de las  bandas  presentes en cada una de las 

subfracciones  en estudio. 

4. DIGESTI6N DE PROTEÍNAS DE LA SUBFRACCIÓN P4. 

Para evaluar el efecto de las  proteínas de la  subfracción P4 se  realizó la digestión de 

las proteínas con la  Proteinasa K, (Daen y cols  1994). En esta parte del estudio se formaron 

cuatro grupos: KRB (control  negativo),  P4  (control  positivo), KRB + Proteasa (control de 

digestión) y P4 + Proteasa. 

Tanto la  subfiacción  P4 como el control de digestión  se  incubaron  con 5 pg/ml de 

Proteínasa K (GibcoBRL,, Scotland) a 37 OC durante toda la  noche. Al día  siguiente  la 

fiacción digerida y su control se calentaron a 100 "C en  baño de agua durante 15 minutos 

para inactivar a la  enzima. 

Posteriormente, tanto los medios  digeridos como los no digeridos  se  suplementaron 

con los componentes ya descritos en  la  sección de MIV de ovocitos. Se  continuó  con la 

técnica de MIV y FIV de los ovocitos y la  evaluación de la  maduración  nuclear y 

fertilización se realizó con los  parámetros ya descritos en  la sección de evaluación de la MIV 

y FIV de los ovocitos. 

Para comprobar la digestión total de las  proteínas de la  subfracción P4 se  realizó  una 

electroforesis en PAGE-SDS (Laemmli, 1970) al 15 % del  digerido  (Fig. 10) 

5. ANALISIS ESTADÍSTICO. 

Los resultados obtenidos tanto de  la  maduración  nuclear, como de la  fertilización 

heron analizados  mediante la prueba de X*. 

35 



K D a  M ,  P4 Digesti6n Prote inasa  K 

200 

I 1 6  
97 
66 

4s 

31 

21 

I 4  

6 

Fig. 10. Electroforesis en PAGE-SDS de la subfracción P4 digerida con 5 pg/ml de 
Proteinasa K. Se observa en la  imagen que l a s  proteinas de  la subfracci6n P4 se degradaron, y so16 se 
observa la banda correspondiente a  la Protehasa K. 
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I. OBTENCI~N Y FRACCIONAMIENTO DEL LÍQUIDO  FOLICULAR DE 
CERDO. 

A partir de aproximadamente 100 ovarios se recuperó la cantidad de 30 ml de líquido 

folicular,  el  cual mostró una  concentración de proteína de 72 mg/ml. Al momento de la 

ultrafiltración  del  líquido  folicular a traves de una  membana de sello de 100 kDa se 

recuperaron 20 m1 del  filtrado de 0-100 kDa, la cual mostró tener una  cantidad total de 

proteína de 9.22 mg. 

Posteriormente, los 20 ml del filtrado de 0-100 kDa del  líquido  folicular se 

sometieron a un segundo fraccionamiento por cromatografia de intercambio  aniónico  en  una 

columna Mono Q utilizando un gradiente de salinidad de O a 400 m M ;  durante la separación 

se obtuvieron cuatro picos, correspondientes cada uno de ellos a las cuatro subfracciones  en 

estudio (Ply P2, P3 y P4) (Fig. 1). 

Las subfracciones de la  cromatografia, correspondientes a cada uno de los picos se 

recuperaron en frío, se dializaron contra agua  desionizada durante 72 h y, finalmente se 

liofilizaron. Cada una de las  subfracciones  liofilizadas se resuspendieron  en  medio KRB en 

un  volumen  igual  al  del  líquido  folicular  del  cual partieron y una  vez  suspendidas  en el medio 

se les cuantificó la concentración de proteína, encontrándose 13.32, 30.69, 51.94 y 54.65 

pg/ml respectivamente para  las  subfracciones  P 1 , P2, P3 y P4. 

2. MADURACI~N NUCLEAR 

Después de 48 h de cultivo, durante el cual se llevó a cabo la MIV de los ovocitos, 

se observó que en todos los grupos de estudio ocurrió la expansión de las  células  cúmulus 

en los COC’s (Fig.2), lo cual denotó también  la  síntesis de ácido  hialurónico  por  las  células 

cúmulus. La expansión de las  células  cúmulos se apreció de manera  visual y h e  posible 

observar que en el grupo del LFC hubo un  mayor  extendimiento de las capas de las  células 

cúmulus  así como también una mayor  síntesis de acido  hialurónico,  debido a la gran 
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dificultad que se presentó para  eliminar  las  células  cúmulus  mediante  el  enjuague de los 

ovocitos, a diferencia de los  demás grupos de estudio. 

Cuando se evaluó  la  maduración  nuclear de los ovocitos incubados en  presencia  del 

líquido  folicular y sus subfiacciones, se observó que la RVG en todos los grupos de estudio 

fúé de entre el 89 al  99%,  no  existiendo  diferencia estadística entre el control negativo y los 

grupos de las subfiacciones con respecto a! grupo LFC (Cuadro 1). 

Al realizar  el  análisis de la progresión de !a maduración  nuclear de los ovocitos ya 

sea en MI ó en MII, se encontró que entre un 10 y 20 % de ovocitos se encontraban en MI 

en los grupos KRB, P1, P2,  P3, y P4, mientras que en  el grupo del  LFC se observó un alto 

porcentaje (40%) de ovocitos arrestados en MI lo  cual  fúe  estadísticamente  diferente 

comparado con todos los demás grupos (Cuadro 1). Por  otro lado la progresión de los 

ovocitos en  MI1 fue de 85, 82, 86, 80, 90 y 60%  para los grupos KRB, P1, P2, P3, P4 y 

LFC respectivamente. El análisis  estadístico  reveló que el grupo LFC Iüé significativamente 

menor  al compararse con los demás grupos (Cuadro 1). 

Cuadro. 1 Maduración  Nuclear en ovocitos de cerdo  madurados in vitro con LFC y 
sus Subfracciones. 

No. de Ovocitos (%) 
Tratamiento  Total RVG MI MU 

KRE3 79 74(94) 1 1(15)b 63(85)b 
P1 94 85(90) 15(18)b 70(82)b 
P2 94 84(89) 12(14)b 72(86)b 
P3 92 85(92) 1 7(20)b 68(80)b 
P4 99 96(97) 10(lO)b 86(90)b 

LFC 91 90(99) 36(40)" 54(60)a 

AnAlisis Estadístico : Prueba de Xz, p< 0.05 

El total de ovocitos corresponde a 3 experimentos. 
ab Valores  dentro de la m i s m a  columna con diferentes letras son signiftcativamente  diferentes, 



3. FERTILIZACI~N. 

El  porcentaje de fertilización  se  calculó  con  base  en el número de ovocitos con RVG 

que presentaron ya  sea  una  cabeza  de  espermatozoide  descondensada ó un PN masculino. 

En éste parámetro  evaluado se observaron  distintos efectos de  las  subfracciones  del  líquido 

folicular. 

Los grupos (27%) y P3 (27%) no presentaron  ninguna  diferencia  con respecto 

al grupo del LFC (23%), sin  embargo  si se observó un efecto  negativo  del P1 sobre la 

fertilización  cuando se comparó  con el grupo del  LFC (15% vs 23%) lo  cual hé 
estadísticamente  significativo. Los grupos P2 (33%) y P4 (39%) mostraron un efecto 

positivo sobre el incremento de la  fertilización  cuando  se  compararon  con el grupo de LFC 

(23%) (Cuadro 2). 

Cuando se analizó  el  porcentaje de ovocitos fertilizados con presencia de PN 

masculino  se encontró que el grupo KRB presentó un 7094, lo cual h e  significativamente 

menor  que  lo observado en  el grupo del  LFC (1 00%). Sin embargo, los grupos P 1 (69%) y 

P2 (75%) mostraron un efecto  similar  sobre  la  formación  del PN masculino  cuando se 

compararon  con el KRF3 (70%), pero heron menores al compararse  con el grupo LFC 

(100%). Por  otro lado  se  observó  que el grupo del P3 (59%) tuvo un efecto negativo sobre 

la  formación  del PN  masculino  cuando se comparó  con el KRF3 (70%) y LFC (100%). El 

Único grupo que mostró un  efecto similar  al  del  LFC h e  el  del  P4 (100% vs 95%) (Cuadro 2 

y Fig. 11). 
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Cuadro. 2 Fertilizacibn en ovocitos madurados in vitro con LFC y sus 
Subfracciones. 

~~ ~ 

No. de Ovocitos (%) . , .  

Tratamiento Ovocitos con RVG Fertilizados PN Masculino 
KRB 74 20(27)8 14(70)b 

P1 85 13(15)b 9(69)b 
P2  84 28(33)b 2 1 (75)b ’ .. 
P3 85 22(27)a 1 3(59)b 
P4 96 37(39)b 35(95)” 

LFC 90 20(23)a 20( 1 ooy *: 

Analisis Estadístico : Prueba de X’ , p< 0.05 
ab Valores dentro de la  misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes. 
El total de ovocitos con RVG corresponde a 3 experimentos. 

% de Estimulo 

30 

P1 P2 P3 P4 LFC 

Grupos de Estudio 

Fig. 11. Estímulo del Líquido Folicular y sus Subfracciones sobre la formación 

del Pronúcleo Masculino en ovocitos fertilizados in vitro. En  Csta grhfica se observa como la 

subfraccidn P3 del liquido folicular de cerdo tiene un estimulo negativo sobre la formacidn del PN masculino, 

mientras que la subfraccidn P4 del líquido folicular de cerdo muestra un estímulo parecido al del LFC al 

compararse todos los grupos con  el grupo KRB. 
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4. ANALISIS DE PROTEÍNAS DE LAS SUBFRACCIONES DEL L~QUIDO 

FOLICULAR  DE CERDO. 

Se realizaron dos electroforesis en  PAGE-SDS  de las distintas subfracciones del 

líquido folicular (Pl, P2, P3, y P4), una de ellas se reveló con la tinción de Azul de 

Coomassie y la otra con Nitrato de Plata. Cada  una de las tinciones mostró diferentes 

patrones de bandas de proteínas en las diferentes subfiacciones (Fig. 12 y 13). 

m a  M, LFC F 100-0 PI F'2 P3 P4 
I I I a 

200 
116 
97 
66 

45 

31 

21 
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Fig.12 Electroforesis en PAGE-SDS del líquido folicular de cerdo y sus fracciones. La 

tinci6n de las bandas  de proteínas se realiz6 con Ani1  de Coomassie,  en esta imagen se observan  distintos 

patrones de bandas en  las subfiacciones del  líquido  folicular de cerdo. 
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Fig.13 Electroforesis en PAGE-SDS del líquido folicular de cerdo y sus fracciones. La 

tincidn de las bandas de protelnas se realiz6 con Nitrato de  Plata,  en  esta  imagen se observan distintos 

patrones de bandas en las subfracciones del lfquido folicular de cerdo y se pueden distinguir algunas de bajo 

peso molecular que no se observaron con la tinci6n  de  Azul  de Coomassie. 

Posteriormente por  medio  de  densitometría  se  analizaron los geles de las 

electroforesis con ambas tinciones, para  determinar la masa molecular relativa (M,) de las 

bandas de proteínas presentes en cada  una  de las subfracciones.  Con éste análisis se 

encontró que la subfracción P1 presentó 1 1 bandas  cuyos M, oscilaron entre 85 y 14 kDa; 

la subfiacción P2 mostró 15 bandas  cuyos M, fueron de 96 a 1 1 D a ;  mientras que la 

subfracción P3 presentó 13  bandas  con Mr que variaron de 96 a 6 kDa y la subfracción P4 

que fue la que mostró actividad estimulante sobre la formación  del PN masculino  mostró 8 

bandas con  una  M,que  varió  de 80 a 28 kDa  (Cuadro  3). 
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Cuadro 3. Masa Molecular  Relativa  de  Proteínas del Líquido Folicular de Cerdo y 

de sus Subfracciones obtenidas por  Cromatografia  de Intercambio Iónico. 

M, LFC F 100-0 P1 P2 P3 P4 

160-150 
149-140 
139-130 
129-120 
119-110 
109-100 

99-90 
89-80 
79-70 
69-60 
59-50 
49-40 
39-30 
29-20 
19-10 

9-0 

160 
146 

119 
104 
93 

78 
64,62 
58,53 
47,41 

39 
27 
13 

96 
86 
74 

65,60 
54 

48,41 
36 
29 

18,  17 

85 
73 
63 

58,55 
43,40 

35 
29,28 

14 

96,90 
85 

78,70 
66,64 

46 
34,30 

27 
13, 1 1  

57,53 

96 
80 80 

63 
59,  56,  52 56,54 

46,40 45 
37,36, 34 38, 35, 33 

29 28 

6 

TOTAL DE 15 12  11 15 13 8 
BANDAS 

s. EFECTO DE LA DIGESTION DE PROTEÍNAS DE LA SUBFRACCI~N ~ 4 .  

Debido a que la subfracción P4 del  líquido  folicular de cerdo h e  la que presentó 

actividad  estimulante sobre la formación  del PN masculino, se eligió a ésta para probar el 

efecto de las proteínas de ésta subfracción sobre la  formacihn  del PN masculino. De ésta 

forma, se procedió a desnaturalizar  las proteínas con  una proteasa y probar el efecto de la 

digestión sobre la MIV del ovocito. 

Los resultados obtenidos revelaron que cuando se desnaturalizaron  las proteínas en 

la  subfracción P4  (P4 +PK) no se alteró el porcentaje de maduración  nuclear al compararse 

con la subfracción P4 no tratada con la proteasa (p4) (95% vs 95%). Así mismo tampoco la 

fertilización fie diferente entre ambos grupos (24% vs 28%); sin  embargo, si hubo una 



diminución  en  el grado de formación de PN masculinos con la digestión de las proteínas de 

la subfiacción P4 cuando se comparó con  el grupo P4  (64%  vs 100%) (Cuadro 4). 

Por  otro lado se encontró que en el control del tratamiento para la digestión de 

proteínas @UU3 + PK) no se presentaron diferencias  en cuanto a la maduración  nuclear 

cuando se comparó con el grupo de IUU3 (90% vs 92%), en  la fertilización  (28% vs 30%) y 

en  la  formación  del pronúcleo masculino  (69% vs 72%) (Cuadro 4). 

Cuadro 4. Efecto de la hidrólisis de la Subfracción P4 sobre la  Maduración y 
Fertilización in vitro en ovocitos de cerdo. 

No. de Ovocitos (YO) 
Tratamiento Total RVG Fertilizado PN Masculino 

1. KRB 64 59(92) 18(30) 13 (72) 
2.KRB+PK 62 56(90) 16(28) 1 l(69) 

4. P4 + PK 61 58(95) 14(24) 9(64)* 
3. P4 66 63 (95) 18(28) 18( 1 OO)* 

M i s i s  Estadístico : Prueba de X' , p< 0.05 
Se compararon los siguientes grupos de los tratamientos : 1 vs 2; 3 vs 4; 2 vs 4; No hubo diferencias 
sigtllficativas en  ninguna de las comparaciones de la  fertilizacih y PN masculino, sblo hubo diferencias 
entre 3 vs 4 (*) en  la formacih de PN masculinos. 
El total de ovocitos representa a 2 expreimentos. 
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En el presente trabajo se estudió el efecto del  líquido  folicular de cerdo y sus 

fracciones sobre la maduración y fertilización  del ovocito de cerdo en  condiciones in vitro. 

1. EXPANSION DE CÉLULAS CUMULUS. 

Después de 48 h de cultivo durante la MIV de los ovocitos se observó que hubo  una 

adecuada expansión de las células  cúmulus de los  COC’s  en todos los grupos de estudio, sin 

embargo en  el grupo LFC se observó que hubo  un  mayor grado de expansión de dichas 

células, con respecto a los demás grupos. 

En algunos estudios se ha sugerido que la  expansión de las  células  cúmulus es un 

indicador morfológico de una adecuada maduración  nuclear  del ovocito en  condiciones in 

vitro, Sin embargo, otros estudios han demostrado que la expansión de éstas células y la 

maduración  nuclear  no son totalmente dependientes  una de la otra (Yoshida y cols, 1989 ; 

Abeydeera y cok, 1998b). La  expansión de las  células cúmuhs se debe,  principalmente,  a  la 

síntesis de ácido hialurónico  por  las  mismas  células. Ésta sintesis  del ácido hialurónico  es 

debida  al  estímulo tanto de factores parácrinos  derivados  del ovocito como del  líquido 

folicular  (Nakayama y cols, 1996). En el cerdo, se ha demostrado que la presencia de FSH 

en el medio de maduración  promueve la expansión de las  celulas  cúmulus (Yoshida y cols, 

1989), mientras que, en el ratón, es necesaria  la  acción  sinérgica tanto de la LH como de la 

FSH para la  expansión de las  células  cúmulus  (Chen y cok, 1994). 

Es posible que la adecuada expansión de las  células  cúmulus observada en todos los 

grupos de estudio se deba  a que los  medios de maduración  empleados  en este estudio heron 

suplementados con gonadotrofinas (LH y FSH). 

Se ha reportado que el líquido  folicular  incrementa  el grado de expansión de las 

células  cúmulus  y  la  maduración  del ovocito en cerdos y vacas (Naito y cok, 1988; Yoshida 

y cok, 1992b ; Romero-Arredondo y Seidel, 1994). Yoshida y cols (1992b) encontraron la 

presencia de sustancias termoestables en  el líquido  folicular de cerdo que promueven  la 
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expansión de las  células  cúmulus. Este efecto lo encontraron en  la  fracción de >200 D a  y 

de 10-200 kDa  del  líquido  folicular de cerdo cuando las probó por separado a cada una de 

ellas. Daen y cols, (1994) también  han reportado que el  líquido  folicular de cerdo contiene 

un factor tennoestable con  una M, c6.5 kDa que promueve la expansión de las  células 

cúmulus. 

El alto grado  de expansión de las  células  cúmulus mostrado en el grupo LFC de éste 

estudio, tal vez se deba a que en el líquido  folicular completo se encontraba la fracción de 

alto y bajo peso molecular reportadas por  Yoshida y cols (1992b). Se puede suponer que en 

la fiacción de >200 kDa  del  líquido  folicular se encuentran los sustratos necesarios  para la 

síntesis  del ácido hialurónico como la  D-glucosamina y en  la fiacción de 10-200 kDa los 

factores del  líquido  folicular que tienen  un  papel  regulador junto con el ovocito para la 

síntesis  del ácido hialurónico. 

2. MADURACI~N NUCLEAR. 

Los resultados obtenidos sobre la maduración  nuclear  en este estudio son similares  a 

lo reportado por otros investigadores (Naito y cols, 1988; Yoshida y cols, 1989 ; Naito y 

cols, 1990 ; Mattioli y cols, 1991). En todos los grupos de estudio el porcentaje de 

maduración  nuclear o RVG obtenido  osciló  en todos los grupos de un 92 a 99% y, al 

realizar  el  análisis  del grado de maduración  alcanzado  por los ovocitos, se encontró que a  las 

48 h de cultivo alcanzaron de un 10-20% en MI y de un 80-90% en MIL 

Se ha establecido que el líquido  folicular tanto  de cerda como de vaca,  tienen  un 

efecto inhibitorio sobre la maduración  nuclear  del ovocito (Tsafi-iri y Channing,  1975 ; 

Lipford y cols, 1978 ; Naito y cok, 1988 ; Dostál y Pavlok, 1996), a su vez, se ha 

demostrado que este efecto inhibitorio es dependiente  del  tamaño  del  folículo  del  cual 

procede el líquido  folicular  (Lipford y cols,  1978 ; Dostál y Pavlok, 1996). 

Lipford y cols (1978) lograron purificar  parcialmente  una  fracción  del  líquido 

folicular de cerdo de <10 kDa  con  actividad  inhibitoria,  por lo que sugerieren que el 

factor(es) con actividad  inhibitoria sobre la maduración  nuclear  del ovocito tiene  una M, 

baja. Recientemente un estudio realizado  con  líquido  folicular de bovinos demostró que éste 
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factor de M, baja requiere de una  proteína  de  60 D a  también presente en  el líquido  folicular 

para ejercer su efecto (Dostál y Pavlok, 1996). 

Sin  embargo, otros estudios no han podido  demostrar el efecto inhibitorio del  líquido 

folicular de cerdo y de  vaca sobre la  maduración  nuclear  del ovocito en condiciones in vitro 

(Racowsky y McGaughey, 1982 ; Naito y cols,  1990 ; Yoshida y cok, 1992b). Se ha 

demostrado que la adición de gonadotrofinas al líquido  folicular  revierte su efecto inhibitorio 

sobre la maduracih nuclear. Naito y cok, (1988) reportaron que el grado de maduración 

nuclear de los ovocitos cultivados en líquido  folicular  de cerdo fié de 36% y que este 

porcentaje se incrementó a 87% cuando se adicionaron gonadotrofinas (FSH + hCG) al 

líquido folicular. También  se ha demostrado que la  adición  de gonadotrofinas al medio  de 

maduración  mejora el grado de  maduración  nuclear  alcanzado  por el ovocito. Yoshida y 

cok, (1989), reportan que los ovocitos cultivados  después de 48 h en  presencia de 

gonadotrofina sérica  de  yegua  preñada (PMSG) y hCG alcanzaron  hasta un 80 % en MII, 

mientras que Mattioli y cols, (1991) demostraron que después  de  44 h de  cultivo  los 

ovocitos de cerdo cultivados en  presencia  de LH alcanzaron  hasta un 76 % en MI1 y en 

presencia de FSH un 86 % en  la  misma  fase,  no encontrando un efecto sinérgico entre ambas 

gonadotrofinas. 

Se ha establecido que las  gonadotrofinas  favorecen la RVG durante la maduración 

del ovocito probablemente a través de un efecto  indirecto  regulado  por  las  células  foliculares 

(Buccione y cols, 1990 ; Eppig, 1993). En el caso del ratón  se  cree que las gonadotrofinas 

pueden  interrumpir  la  comunicación  intercelular  privando al ovocito de los factores que 

inducen  el arresto meiótico,  mientras  que, en especies  como  la  oveja,  el cerdo y el hámster, 

se cree  que las gonadotrofinas generan  una  señal  inductora  de  la  maduración  por las células 

de la granulosa que contrarresten el efecto inhibitorio  del  ambiente  folicular (Eppig, 1993). 

Es posible que el alto porcentaje de maduración  obtenido  en éste estudio sea  debido 

al efecto  de las gonadotrofinas (LH y FSH) presentes en los medios de maduración. A su 

vez  en este estudio fue sorprendente encontrar que los ovocitos madurados en el grupo LFC 

no  alcanzaron un alto grado de maduración  nuclear  después  de  las 48 h de  cultivo, ya que 

presentaron un 40% de ovocitos en MI y sólo un 60% lograron la progresión de la 
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maduración  nuclear  a MII. Es posible  que éste efecto se  deba  a un arresto de la  meiosis  en 

MI o a un retraso de la  misma. 

Existen pocos reportes del  efecto  del  líquido  folicular sobre el arresto durante la 

meoisis. En un estudio realizado  con  líquido  folicular de equino  se demostró que éste tuvo 

un efecto inhibitorio sobre el progreso de la  meiosis,  ya que un 32 % de los ovocitos 

madurados en  presencia de é1 se mantuvieron  en arresto durante la MI al  finalizar el período 

de MIV (Hinrichs  y cols 1995). 

Se ha demostrado que el arresto de la  meiosis  en MI de ovocitos de cabra está 

relacionado  con la fosforilación de  dos proteínas (72 y 68 m a )  (Gall y cols, 1996). Algunos 

cambios  en la fosforilación de proteínas durante la  meiosis  favorecen eventos como el 

desensamblaje de la lámina  nuclear o la condensación de la cromatina. Estos cambios 

también  pueden estar relacionados  con la expresión de la actividad  del FPM o la presencia 

de factores como el factor citostático (CFS)  que  están  involucrados en el arresto meoitico de 

los ovocitos. 

Las cinasas y fosfatasas  juegan un  papel  importante  en el reinicio y progresión de la 

meiosis,  ya que éstas enzimas  regulan  principalmente  la  actividad  del FPM, la  Histona H1 y 

las MAP cinasas  (Lévesque y Sirard, 1995). 

Durante la progresión de la  meoisis  ocurren  oscilaciones  en la concentración y la 

actividad  del FPM. En el ovocito de cerdo se ha demostrado que la  transición de la MI a la 

MI1 se debe  a  una  disminución en la  actividad  del FPM (Motlík y cok, 1998 ; Naito y cok, 

1995), sin embargo,  no  se ha determinado  con  claridad si  Csta disminución de la  actividad 

del FPM es debida  a  una  degradación de la  Ciclina B. Por otro lado, estudios realizados en 

ratón sugieren que la  disminución de la  actividad  del FPM durante el paso de la MI a la MI1 

es debida  a  una  adecuada  degradación de la  Ciclina B o la  inactivación de la ~ 3 4 " ~  

(Winston, 1997). Se ha propuesto que la  degradación  puntual de la  Ciclina B durante el 

proceso de la  meiosis  requiere de una  señal  apropiada de calcio  por parte del ovocito ya que 

ciertas cinasas que participan  en  la  inactivación  del FPM son dependientes de calcio  (Vitullo 

y Ozil, 1992 ; Winston,  1997). Estudios realizados en ovocitos de vaca y cabra han 

sugerido que la  transición de la MI a la MI1 se  debe  a  una  disminución en la actividad de la 
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~34'~'' ó Histona H1 cinasa,  así como también  por el mantenimiento de la actividad de las 

MAP cinasa  (Fissore y cols, 1996 ; Dedieu y cok, 1996). 

Se ha reportado que el  líquido  folicular de cerdo incrementa  significativamente la 

actividad de la Histona H1 cinasa durante la MI y MI1 en ovocitos de cerdo (Naito y cols, 

1992). En el presente estudio es probable que aquellos ovocitos en MI del grupo LFC  se 

encontraban en  un arresto de la  meiosis  debido a que presentaron  una  mayor  actividad de la 

Histona H1 cinasa ( ~ 3 4 ' ~ ' ~ ) ~  y por lo tanto una  alta  actividad  del  FPM que no  permitió el 

progreso de la MI a la M I .  

3. FERTILIZACI~N. 

En el presente trabajo se estudió, también  el efecto de las 4 subfracciones (PlYP2,P3 

y P4) del filtrado de 0-100 kDa  del  líquido  folicular durante la MIV sobre la fertilización  en 

el ovocito. La fertilización de un ovocito se determinó  por  la  presencia de, ya sea,  una 

cabeza de espermatozoide descondensada ó por la de un PN  masculino. Se encontró que la 

subfracción P3 (27%) no tuvo efecto sobre la fertilización cuando se comparó con el grupo 

LFC (23%), en  cambio  la  subfracción P2 (33%) y P4 (39%) presentaron  un  incremento en  la 

fertilización,  mientras que la subfracción P1 (1 5%) mostró una  disminución sobre la 

fertilización cuando se comparó con  el grupo LFC. 

El efecto inhibitorio de fracciones  del  líquido  folicular sobre la  fertilización de 

ovocitos ya  ha sido reportado. Yoshida y cols, (1 992b), encontraron dos subfracciones de la 

fracción de 10-200 kDa  del  líquido  folicular  con efecto inhibitorio,  mientras que Daen y 

cols, (1 994) observaron éste efecto en tres fracciones  del  líquido  folicular. En estos reportes 

los autores no discuten éste efecto del  líquido  folicular sobre la fertilización. 

La baja de fertilización  observada  en el grupo P1  podría  explicarse  debido a una 

inadecuada  maduración tanto nuclear  como  citoplásmica  del ovocito. En éste grupo se 

observó que hubo  una adecuada maduración  nuclear (90% con RVG), pero tal vez  no  hayan 

logrado una adecuada maduración  citoplásmica que facilit,ara la descondensación  de la 

cromatina del espermatozoide y la formación  del PN masculino. Por  otro lado,  podríamos 
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decir que en los grupos P2 y P4,  en  donde  hubo un incremento de la  fertilización,  tal  vez  fue 

debido a que los ovocitos lograron tanto una  buena  maduración  nuclear como citoplásmica. 

Otra de las  posibles  causas  que  ocasionara la baja  fertilización  en el grupo P 1 ,  puede 

ser debida a una  pobre  unión  de  los  espermatozoides  con  los ovocitos. La  unión  del 

espermatozoide con  la ZP  del ovocito de cerdo se realiza a través de proteínas  como la 

proacrosina y otras de bajo  peso  molecular  (16-23 D a )  que se han localizado en la región 

anterior de la  cabeza  del  espermatozoide  de cerdo (Mo y cols, 1991). Se ha demostrado que 

la  unión de éstas proteínas con  las  glicoproteínas  de la  ZP (ZP3)  puede ser inhibida  por  la 

presencia de polimeros  sulfatados tales como el dextran  sulfato,  fbcoidan,  polyvinilsulfato y 

heparina  (Jones,  1991 ; Parry y cols,  1992). 

Los glicosaminoglicanos  (Acido  Hialurónico,  Condroitin  Sulfato,  Dermatan  Sulfato y 

Heparina)  son  polímeros  sulfatados que se han encontrado en  el  en  el líquido  folicular  de 

cerdo (Reyes y cols, 1984). Es posible que en  la subfracción P1  del  líquido  folicular se 

encuentren  glicosaminoglicanos  que  modificaron la  ZP de los ovocitos, bloqueando 

receptores de la  misma y por  lo tanto ocasionando  una  pobre  unión  de los espermatozoides 

con los ovocitos. Sería  interesante  comprobar ésta hipótesis  realizando estudios de  unión  de 

espermatozoides a  los ovocitos tratados con  ésta  fracción. 

4. MADURACIóN CITOPLÁSMICA. Formación del Froncicleo Masculino 

Se ha establecido una estrecha  relación entre la  maduración  citoplásmica  del ovocito 

y la formación  del  PN  masculino, de tal  forma  que  se  ha  utilizado a la formación del PN 

masculino como un parámetro  fisiológico  para  evaluar  dicha  maduración. 

En el presente estudio, al evaluar  la  formación  del PN masculino  en los diferentes 

grupos  se encontró que la  subfiacción P4 tuvo un efecto estimulante sobre la  formación  del 

PN masculino  cuando  se  comparó  con el porcentaje  basal  obtenido  en  el grupo KRB (95% 

vs 70%), mientras  que,  por el contrario, se encontró que la subfracción P3 tuvo un efecto 

inhibitorio al compararse  con el grupo KRB (59% vs 70%). Estos resultados coinciden  con 

lo ya reportado por otros  autores en donde  se lograron purificar  parcialmente fiacciones del 



2 2 5 4 0 8  líquido  folicular de cerdo que tanto promueven como inhiben  la  formación  del PN masculino 

en el ovocito. 

Naito y cols, (1990) demostraron el efecto estimulante de una  fkacción de >25  kDa 

del  líquido  folicular de cerdo sobre la formación  del  PN  masculino y también encontraron 

que la fiacción de 4 2  kDa tiene un efecto negativo sobre la  formación  del  PN  masculino. 

Mientras tanto Yoshida y cols, (1992b) utilizando dos sistemas de cromatografia lograron 

demostrar que una subfiacción de la fracción de 10-200  kDa  del  líquido  folicular de cerdo 

presentaba actividad  estimulante sobre la formación  del PN masculino y que la fracción <lo 

kDa del  líquido  folicular tuvo un efecto inhibitorio sobre la formación de este. 

Posteriormente. Daen y cols, (1994)  utilizando  un  sistema de ultracentrifbgación para 

fkaccionar  el  líquido  folicular demostraron que la fiacción >25  kDa presentó un efecto 

estimulante, corroborando lo descrito por Naito y cols, (1990). Sin embargo, en este trabajo 

no se reporta el efecto inhibitorio  del  líquido  folicular sobre la  formación  del PN masculino. 

Con éstos reportes es claro que el factor(es) con  actividad  inhibitoria  tienen  una M, 

baja. En el presente estudio cuando se realizó  el  análisis de la M, de las  bandas de proteínas 

de las distintas subfiacciones, se encontró que la subfraccibn P3 fbé la  única que presentó 

una banda de M, baja (<lo D a ) .  Es posible que éste factor de la  subfracción P3 

corresponda a los descritos en  las fiacciones con efecto inhibitorio reportadas por Naito y 

cols, (1990) y Yoshida y cols, (1992b). 

En el presente estudio fbé posible demostrar que los factores activos del  líquido 

folicular que promueven  la  formación  del PN masculino se encuentran  en  la  fracción de 0- 

100 kDa del  líquido  folicular y particularmente  en la subfracción P4 obtenida por 

cromatografia de intercambio  iónico. 

Naito y cols, (1990) reportan que el factor promotor de la formación  del  PN 

masculino que se encuentra en la fracción de >25  kDa  del  líquido  folicular de cerdo tal  vez 

sean  glicosaminoglicanos o inhibina,  mientras tanto Yoshida y cols, (1 992b)  concluyen que 

los factores que promueven la formación  del PN masculino son sustancias  acídicas  cuya M, 

está entre los 10-200 kDa y descarta la  posibilidad de que sean  glicosaminoglicanos. Por 

otra parte Daen y cok, (1994) sólo llegan a demostrar que los factores del  líquido  folicular 
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que promueven la formación del PN masculino  tienen una M, >25 D a  y que éstos no son 

los  mismos que promueven la  expansión de las  células  cúmulus. 

Se ha descrito que en el ovocito de mamíferos,  una adecuada maduración 

citoplhsmica requiere de la  síntesis de proteínas  específicas durante la  maduración  nuclear 

del  mismo (Gosden y cols, 1997). Así mismo,  en  el ovocito de cerdo se han reportado 

cambios importantes en la síntesis de dos proteínas (25 kDa y 46 D a )  durante la transición 

de la RVG a la MI1 y se ha demostrado que la  inhibición de la  síntesis de proteínas durante 

la  maduración  nuclear  afecta la formación  del PN masculino  (Ding y cols, 1992a y 1992b). 

Por otro lado, en ovocitos de vaca  también se han descrito cambios importantes en la 

síntesis de proteínas (1 10 D a ,  27-28  kDa y 39 kDa) durante la maduración  nuclear (Wu y 

cok, 1996). De ésta forma se ha establecido que la síntesis  del factor promotor de la 

formación del PN masculino  comienza  inmediatamente después de que el ovocito ha 

alcanzado la MI y éste alcanza sus máximos  niveles  en  la MI1 (Ding y cols, 1992b). 

Sin embargo, también se ha demostrado que en ovocitos de cerdo y de vaca la 

síntesis de proteínas durante la  fertilización  no es necesaria  para la formación  del PN 

masculino, Se ha observado que existen  cambios postraduccionales importantes en  las 

proteínas para el desarrollo del PN masculino  (Ding y cols, 1992a y 1992b ; Chian y Sirard, 

1996); entre éstos cambios  postraduccionales se ha demostrado en el ovocito de cerdo, que 

al momento de la formación  del PN masculino ocurren cambios  en  la  desfosforilación de una 

proteína de 25 kDa (Ding y cols,  1992a). En cambio,  en  el ovocito de vaca se han descrito 

dos proteínas específicas (75 kDa y 47 D a )  como responsables de la formación  del  PN 

masculino  (Chian y Sirard, 1995) mientras que en  el ovocito de ratón se ha demostrado que 

ocurre la fosforilación de un  complejo proteico de 35  kDa durante la formación  del PN 

masculino (Howlett, 1986). 

Se ha reportado que las  células  foliculares  participan tanto en  la  síntesis como en la 

fosforilación de proteínas específicas  en  el ovocito (Colonna y cols, 1989 ; Chian y Sirard, 

1995), de tal forma que se ha propuesto que las  células de la granulosa juegan un  papel 

importante en la regulación de la  actividad de las proteinas cinasas  en el ovocito. 

Así mismo, se ha demostrado que las  células  foliculares juegan un  papel importante 

en la maduración  citoplásmica  del ovocito de cerdo y vaca  (Ding y cols, 1988 , Chian y 
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Niwa, 1994 ; de Matos y cok, 1997)  promoviendo la formación  del PN masculino.  Ding y 

cols, (1988) reportan que el efecto de éstas células sobre el ovocito de cerdo, sólo es posible 

cuando en el medio de cultivo  están presentes hormonas gonadotróficas. Por  otro lado 

Mattioli y cols, (1991) demostraron que al adicionar  LH  al  medio de maduración se 

incrementó el porcentaje de PN masculino, a diferencia de cuando se utilizó FSH en  el 

medio, En éste mismo  trabajo  también se demostró que la LH  estimula la interacción 

intercelular entre las  células  cúmulus y el ovocito. De ésta forma, se ha propuesto que tal 

vez esta comunicación  prolongada entre las  células  cúmulus y el ovocito por efecto de las 

gonadotrofinas favorezca la maduración  citoplásmica  del ovocito. 

En el presente estudio se utilizaron gonadotrofinas (LH y FSH) para  suplementar los 

medios de maduración, por lo que tal  vez esto explique que se haya logrado obtener un 

considerable porcentaje (70%) de formación de PN  masculino  en  el control negativo (m). 
Por  otro lado, se ha demostrado que el líquido  folicular de cerdo incrementa la 

actividad de la Histona H1  cinasa  en  el ovocito de cerdo durante la maduración  nuclear y 

que esto a su vez está correlacionado con un incremento  en la formación  del PN masculino 

(Naito y cols, 1992). Funahashi y cols, (1996) en  un estudio reciente demostraron que 

existe una  clara  relación entre la  actividad de la Histona €11 cinasa y la concentración de 

glutatión en  el ovocito durante la MIV del ovocito de cerdo. Así mismo, se ha demostrado 

que la síntesis de glutatión durante la maduración  del ovocito es necesaria  para la 

descondensación de la  cromatina  del espermatozoide (Yoshida,  1993 ; de Matos y cols, 

1997),  mientras que también se ha demostrado que es necesaria  una  alta  actividad de la 

Histona H1  cinasa  para la  eliminación de la envoltura  nuclear (Peter y cols, 1990). 

5. LIQUIDO FOLICULAR Y MADURACIóN DEL OVOCITO. 

En el presente estudio se demostró que el(1os) factor(es) activo(s) de la subfracción 

P4 del  líquido  folicular es(son) de naturaleza  protéica,  ya que al digerir  las proteínas de la 

subfiacción con una proteasa, disminuyó su efecto promotor (64 YO P4 + PK vs 100 % P4). 
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Al realizar  el  análisis  del patrón electroforético de la subfracción P4 se encontraron ocho 

bandas de proteínas (80, 56, 54,  45, 38, 35, 33 y 28 Da) ' .  Resultaría importante realizar 

una electroforesis de tipo bidimensional de éstas bandas de proteínas para  una 

caracterización mas  detallada de las proteínas de la subfracción P4. 

El  líquido  folicular está compuesto por  secreciones  del  folículo y por exudados del 

plasma sanguíneo. Su composición  refleja  cambios en los procesos secretores de las  células 

de la granulosa y de la teca interna  del  folículo  así como modificaciones  en los componentes 

del  plasma  debido  a  los procesos fisiológicos. Las propiedades y componentes del  líquido 

folicular de varias especies  han  sido descritos (Edwards, 1974), y algunos de los 

componentes (iones,  aminoáciods,  lípidos,  lipoproteínas,  enzimas y glucosa) del  líquido 

folicular de cerdo se han descrito en los diferentes estados de desarrollo del  folículo  (Chang 

y cols, 1976 ; Delgado y cols, 1992). 

Se ha demostrado que los patrones electroforéticos de las proteínas del  líquido 

folicular de  cerdo y vaca son muy  similares (Cabrera y cols, 1985), y que estos cambian 

durante el desarrollo del  folículo  debido  a la síntesis de diferentes proteínas (Cabrera y cols, 

1985 ; Reyes y cols, 1990 ; Khatir y cols, 1997). 

En diversos estudios se ha demostrado la  presencia de factores de tipo proteico en el 

líquido  folicular que participan  en  la  maduración  folicular y maduración  del ovocito 

(Nandedkar y cols, 1996 ; Arici y cols, 1997 ; Kawano y cols, 1997 ; Gérard y cols, 1999, 

de tal forma que se ha propuesto utilizar los patrones electroforéticos de las proteínas del 

líquido  folicular como un  indicador  del grado de maduración  del ovocito (Spitzer y cols, 

1996). 

Por  otro lado,  existen estudios donde se ha demostrado el efecto de algunos factores 

de tipo proteico identificados  en el  líquido  folicular que tienen efecto sobre la maduración 

del ovocito (Gómez y cols,  1993 ; Coskun y Lin, 1994 ; Silva y Knight, 1998 ; Izadyar y 

cols, 1998). 

El efecto de las gonadotrofinas y del EGF sobre la maduración  del ovocito han sido 

ampliamente estudiados. En el caso del ovocito de cerdo y de vaca,  las gonadotrofinas y el 

EGF tienen  un efecto similar sobre la maduración  nuclear  del ovocito. En cambio, se ha 

observado que las gonadotrofinas son capaces de promover la formación  del PN masculino, 
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mientras que el EGF sólo presenta  un efecto sinérgico  con  ellas sobre éste fenómeno  (Ding y 

Foxcroft, 1994 ; Kobayashi y cok, 1994). Se ha propuesto que, tanto las gonadotrofinas 

como el EGF, actúan a través de las  células  foliculares  modulando la secreción de 

progesterona y estradiol en  el  folículo.  Sin  embargo  no se descarta la  idea de que actúen 

junto con otros factores foliculares  para  promover la maduración  citoplásmica  del ovocito. 

Estudios realizados  en  vacas  han demostrado que el EGF promueve la fosforilación 

de proteínas en los ovocitos y células  cúmulus,  las  cuales  tal  vez jueguen un  papel 

importante en la maduración  nuclear y citoplbmica del ovocito. Así mismo, se ha logrado 

demostrar un efecto directo del EGF sobre el ovocito, estimulando  la  síntesis de proteínas 

durante la maduración  del ovocito (Lévesque y Sirard, 1995 ; Lonergan y cols, 1996). Es 

por ello que se ha propuesto al EGF  como  uno de los factores foliculares importantes que 

regulan los eventos de la maduración  nuclear y citoplásmica  del ovocito en el folículo. 

Los mecanismos que gobiernan el proceso de maduración  del  folículo y la influencia 

de éste sobre la  maduración  del ovocito aun  no  han  sido  esclarecidos totalmente. Durante 

éstos procesos participan  un  gran  número de factores, los  cuales interactúan entre sí para 

generar las  señales adecuadas para la maduración  del ovocito. 

Es posible que el(1os) factor(es) de la subfracción P4 del  líquido  folicular de cerdo 

que promueven la formación  del PN masculino actúe(n) en  sinergia  con  las gonadotrofinas a 

través de las  células  cúmulus o directamente sobre el ovocito regulando ya sea la síntesis o la 

fosforilación de proteínas específicas  en  el ovocito necesarias  para  la  formación  del PN 

masculino. 

Resultaría interesante conocer el  mecanismo de acción de éstos factores sobre la 

maduración  del ovocito, probando su efecto sin  la presencia de gonadotrofinas y 

demostrando si actúan a través de las  células  cúmulus ó directamente sobre el ovocito. Con 

éste estudio es dificil  saber  si  el efecto de la  subfracción P4 se debe a un factor o al efecto de 

un conjunto de varios de ellos. Estudios posteriores e:n donde se realice  una  mayor 

purificación de los componentes de la subfracción P4 podrían dar una respuesta a ésta 

interrogante. 



En el presente trabajo se logró obtener la fiacción de 0-100 kDa  del  líquido  folicular 

de cerdo mediante la  t6cnica de ultrafiltración. Así mismo, fb6 posible separar dsta fiacción 

en cuatro subfkacciones  utilizando  la  técnica de cromatografia de intercambio  iónico. 

Se demostró que el líquido  folicular de cerdo presenta diversos efectos sobre la 

maduración y fertilización  del ovocito. Algunos de &os efectos sólo se apreciaron cuando 

se fiaccionó el  líquido  folicular,  mientras que otros se mostraron cuando se utilizó el líquido 

folicular completo. Entre estos efectos se encontró que,  el líquido  folicular completo 

estimula  una  mayor  expansión de las  c6lulas  cúmulus durante la MIV de los ovocitos, tiene 

un efecto negativo sobre el progreso de la  meiosis y promueve la formación  del PN 

masculino. Mientras tanto, cuando se utilizaron  las fiacciones de < 100 kDa  del  líquido 

folicular durante la MIV de los ovocitos, se encontró una  fracción con efecto inhibitorio 

sobre la  fertilización, otra fracción que estimula  la  formación  del PN masculino,  así como 

también  una que lo inhibe. 

Así mismo,  en este estudio se demostró que el(1os) factor(es) del  líquido  folicular 

que promueve(n) la formación  del  pronúcleo  masculino son de naturaleza proteíca y que los 

métodos de fraccionamiento  del  líquido  folicular  utilizados  no  modificaron la actividad 

biológica del(1os) mismo(s). 
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1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

Demostrar si  la subfiacción P 1 afecta la unión de los espennatozoides con el ovocito. . .  

Determinar si  el efecto inhibitorio de la subfracción P3 sobre la formación  del PN 

masculino se debe la factor de baja M, ( 4 0  kDa) presente en  ella. 

Demostrar si  el(1os) factor(es) de la subfiacción P4 actúan en sinergia con las 

gonadotrofinas (LH y FSH) para  promover la formación  del PN masculino. 

Determinar si  el(1os) factor(es) de la subfiacción P4 actúan  a través de las  células 

cúmulus o directamente sobre el ovocito. 

Realizar  una caracterización mas  detallada de las ocho bandas de proteínas de la 

subfracción P4. 
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