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RESUMEN

PARTICIPACION DE LA CICLINA B EN LA MADURACION DE OVOCITOS DE
CERDO IN VITRO |

Los ovocitos de los mamiferos quedan detenidos en la profase de la primera division meidtica
durante la gestacion. El reinicio de la meiosis ocurre después de la pubertad y es
desencadenado antes de la ovulacion por sefiales hormonales que actian sobre las células
foliculares que rodean al ovocito y lo inducen al avance de la meiosis hasta la metafase II. En
este proceso de maduracion actua de manera fundamental un complejo protéico conocido como
Factor Promotor de la Maduracion (FPM), que puede ser "transplantado” de ovocitos en
maduracidon a ovocitos inmaduros, e inducir en éstos el reinicio de la meiosis. El FPM esta
constituido por una cinasa, p34°d2, cuyos niveles permanecen constantes a lo largo del ciclo
celular, y una proteina reguladora, ciclina B, cuya concentracion es variable, alcanza su maximo
durante la division celular y modula de este modo los niveles de actividad del factor. El FPM
produce la fosforilacion directa o indirecta de diversas proteinas relacionadas con la division
celular y su participacién en la maduraciéon del ovocito ha sido ampliamente estudiada en
almejas, estrellas de mar y anfibios, mientras que en los mamiferos su caracterizacion se limita a
algunas especies de roedores y bovinos, y a células somaticas humanas. Restan por aclarar
muchos puntos acerca de la participacion de sus componentes durante el proceso de
maduracion de ovocitos de mamifero. En este trabajo se muestra la participacion de la ciclina B
en la maduracién in vitro de ovocitos de cerdo.

Para madurar, los ovocitos extraidos de ovarios de cerdas recién sacrificadas se colocaron en
medio 199 suplementado con FSH, LH y estradiol por 24 0 48 h. La maduracién, medida por el
rompimiento de la vesicula germinal, se detecto a las 36 h en el 30% de los ovocitos, por lo que
se considera que a las 24 h los ovocitos son inmaduros, mientras que a las 48 h se presenta un

alto porcentaje de ovocitos maduros. Por medio de la técnica de Dot Blot, empleando un




anticuerpo anti-ciclina B humana que reconoce una secuencia altamente conservada en todas
las especies estudiadas a la fecha, se detecté una proteina homologa a la ciclina B en extractos
crudos de ovocitos de cerdo. La concentracion de esta proteina parece aumentar entre las 24 y
48 h de maduracion. Durante el proceso de maduracion in vitro del ovocito, se observo un
cambio en la localizacion intracelular de la ciclina. En los ovocitos inmaduros a las 24 h, la
sefial inmunofluorescente se detectd de forma difusa en todo el citoplasma, mientras que en los
maduros, después de las 48 h, la inmunofluorescencia se encontré asociada exclusivamente a la
cromatina, ya sea en forma de vesicula germinal o de cromosomas metaféasicos condensados.

Los cambios de localizacion que presenta esta proteina son semejantes a los reportados para las
células somaticas en division de otras especies. Estos cambios podrian dar como resultado una
fosforilacion diferencial de los sustratos del FPM y pueden estar asociados a los fenémenos que

ocurren durante la maduracion in vitro de los ovocitos de cerdo.




Abreviaturas empleadas

AMPc
CAK
CDK
fase M
FPM
FSH
G2
kDa
LH
MAP cinasas
PBS
PCNA
PKA
RVG
TBS
Tris

VG

Monofosfato de adenosina ciclico

cinasa activadora de cinasa

cinasa dependiente de ciclina

fase de division en el ciclo celular

Factor promotor de la maduracion o de la fase M
Hormona estimulante de los foliculos

fase G2 del ciclo celular

kilodaltones

Hormona Luteinizante

cinasas de proteinas activadas por mitégenos
solucién salina amortiguada con fosfatos
antigeno nuclear de proliferacion celular
cinasa de proteinas, dependiente de AMPc
Rompimiento de la vesicula germinal
solucion salina amortiguada con Tris

Tris (hidroximetil)-amino-metano

Vesicula Germinal
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I INTRODUCCION

1. Ovogénesis y maduracion de ovocitos.

1.1 Ovogénesis en mamiferos.

La gametogénesis en los mamiferos presenta caracteristicas particulares segun la especie y se produce
por una combinacién de divisiones mitéticas y meidticas (Wassarman y Albertini, 1994). En las primeras el
nimero cromosémico diploide caracteristico de la especie es mantenido, mientras que a través de la meiosis este
namero es reducido a la mitad para producir los gametos con un niimero cromosémico haploide.

En el caso de las hembras, las ovogomias (2n) se producen a partir de las células germinales
primordiales durante las primeras etapas del desarrollo embrionario y posteriormente inician la proliferacion
mitdtica para convertirse en ovocitos primarios. En este punto se inicia la primera division meidtica y, en la
mayoria de los mamiferos, ésta queda detenida en la profase I, en el estadio de diploteno, durante todo el
periodo fetal y hasta que la hembra alcanza la pubertad. En este largo periodo en profase 1 el nucleo del ovocito
es conocido como vesicula germinal (VG) y sus cromosomas en estado de diploteno difuso pueden inducir una
transcripcion activa que permite que los ovocitos primarios acumulen macromoléculas que requeriran durante
su desarrollo posterior. En este lapso el crecimiento del ovocito depende de que sean mantenidas las uniones
comunicantes entre el ovocito y las células somaticas acompafiantes, las células de la granulosa o foliculares.
Diversos estudios indican que éstas son también las responsables de mantener la detencion del ovocito en la
etapa de profase I (Jung et al, 1992; Eppig et al, 1993; Salustri et al, 1993).

Al inicio de la pubertad, la liberacién de hormona estimulante de los foliculos (FSH) induce la
maduracién de algunos de los foliculos que contienen a los ovocitos primarios. Al término del crecimiento
folicular, la ovulacion se produce por la accion de la hormona luteinizante (LH) sobre las células accesorias, que
por mecanismos parcialmente conocidos, liberan al ovocito de la detencién en profase 1 y le permiten continuar
a través del resto de la meiosis, hasta alcanzar 1a metafase II sin una interfase intermedia. El avance del ovocito
desde el estado de diploteno I hasta la metafase de la segunda division meitica se conoce como maduracion

meiotica y se caracteriza por el rompimiento de la vesicula germinal (RVG), la condensacién de la cromatina en




cromosomas bivalentes, la segregacion de los cromosomas homoélogos y la formacion del primer cuerpo polar.
Después de esto la meiosis queda detenida nuevamente con los cromosomas alineados en el huso de la segunda
metafase (Hunter, 1991; Phillips y Dryden, 1991; Eppig, 1993; Yazigi et al, 1993).

En el curso de este proceso de maduracion ocurren también los procesos citoplasmicos esenciales para
la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Sirard et al, 1989; Shalgi y Dekel, 1990; Van de Sandt et
al, 1990). Al término de la maduracién se produce la ovulacién y so6lo la unién con el espermatozoide
desencadena el proceso de activacion metabolica del ovocito que conduce a la terminacién de la segunda

divisién meidtica con la expulsion del segundo cuerpo polar (Mc Gaughey, 1978; Iritani, 1991)(Figura 1).
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Figura 1. Proceso de divisién meiética en ovocitos de mamifero.




1.2 Las células foliculares y su papel durante la gametogénesis.

Los foliculos primordiales de los ovarios de los mamiferos estan constituidos por un ovocito detenido
en la profase de la primera division meidtica y una capa aplanada de células de la granulosa en contacto intimo
con el primero (Salustri et al, 1993). Entre ambos tipos de células se establecen conexiones especializadas, las
uniones comunicantes, por medio de proyecciones citoplasmicas de las células foliculares hacia el ovocito. Al
final del periodo de crecimiento folicular el ovocito detiene su crecimiento y permanece rodeado de células de la
granulosa asociadas muy de cerca a €], conocidas a partir de este momento como células cimulo, formando el
complejo ovocito-células camulo (Eppig, 1991).

El contacto fisico y la comunicacion intercelular entre las células germinales y somaticas en este
complejo parecen ser necesarias para la supervivencia del ovocito y su desarrollo, ya que a través de las uniones
comunicantes se transficren sustancias de bajo peso molecular, principalmente nutrientes, como ¢l piruvato y
precursores metabolicos, como aminodcidos y nucledtidos, que ademas de permitirle crecer, en un momento
dado le permiten concluir con la primera division meidtica y adquirir la capacidad para ser fertilizado
exitosamente después de la ovulacién (De Loos et al, 1991). Después de que se produce una subida en los
niveles de LH, la sefial hormonal que induce la ovulacion, las uniones intercelularcs se interrumpen por la
produccion de 4cido hialurénico por parte de las células cimulo que ocasiona una dispersion de ellas en una
matriz viscosa. Aparentemente el ovocito es responsable de secretar un factor que induce la expansion de las
células cimulo (Eppig et al, 1993b).

Después de que las uniones se han roto, las células foliculares permanecen retenidas alrededor del
ovocito durante el periodo preovulatorio y hasta después de la ovulacion, lo que permite que factores que
difunden desde ellas hasta el ovocito induzcan las etapas finales de la maduracion, ademas de facilitar la captura
del complejo ovocito-células camulo por parte de las fimbrias del oviducto y la penetracion del ovocito durante

la fertilizacion( Hunter, 1991).

1.3 Efecto hormonal sobre l1a maduracién del ovocito.
En estudios in vitro se ha logrado la maduracion de ovocitos mediante el empleo de distintos medios de

cultivo suplementados con suero o adicionados de hormonas, principalmente LH, FSH y estradiol (Lindner et al,




1983; Funahashi y Day, 1993a,b). Los ovocitos completan la primera division meidtica y quedan detenidos en
metafase II, a semejanza de 1o que ocurre con el desarrollo del ovocito in vivo, indicando que estas hormonas
pueden ser las responsables de la sefial de maduracion de los ovocitos primarios . Sin embargo el ovocito carece
de receptores para estas hormonas, por lo que su mecanismo de accién debe estar mediado por las células
foliculares que rodean al ovocito(Chian et al, 1992).

El incremento preovulatorio de LH induce ¢l RVG in vivo, mientras que en cultivo lo hace s6lo con
foliculos intactos,por lo que es probable que la LH induzca el RVG por un mecanismo indirecto mediado por las
células de la granulosa. En anfibios la maduracion es inducida por la progesterona secretada por las células
foliculares circundantes, en respuesta a la accion de la LH sobre ellas (Smith, 1989; Minshull, 1993; Stephano,
1993). En los mamiferos la maduracion ocurre aparentemente por el desmantelamiento de las uniones
comunicantes entre ovocito y células de la granulosa, que interrumpe el flujo de las sustancias responsables de la
detencion de la meiosis (Oda et al, 1990; Sirard y Bilodeau, 1990).

En el caso de 1a FSH, ademas de su participacion en el crecimiento folicular in vivo, esta hormona
estimula a las células de la granulosa a producir y secretar acido hialurénico que dispersa a las células cimulo
que circundan al ovocito, ademas de que se ha demostrado que es indispensable para la maduracion
citoplasmica del mismo (Vanderhyden, 1993).

Aunque se conoce poco acerca de los requerimientos de estradiol para la maduracion in vitro de
ovocitos de mamifero, ciertos estudios apuntan en el sentido de que algunos de ellos (estradiol y 17-oo OH
progesterona) parecen promover la maduracion citoplasmica y el desarrollo normal del promicleo masculino

(Lindner et al 1983).

1.4 Seiiales negativas que mantienen la detencion en la primera profase meiética.

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la detencién de la profase I. Los ovocitos de
mamifero, a diferencia de los ovocitos de equinodermos y anfibios, tienen la capacidad de madurar
espontaneamente cuando son liberados de los foliculos y cultivados in vitro, por lo que se propone a las células
foliculares como las responsables de esta detencion, a través de la produccién y liberacion de moléculas

especificas tales como AMPc o purinas como adenina e hipoxantina (Lindner et al, 1983; Eppig, 1993; Térnell




y Hillensjo, 1993). Las sefiales inhibitorias provenientes de las células de la granulosa pueden ser trasmitidas al
ovocito a través del fluido folicular (raton) o por las uniones comunicantes (rata) (Sirard y Bilodeau, 1990).

En el caso del AMPc se postula que niveles altos de €1, suministrado principalmente por las células
foliculares, permiten mantener la detencién del ovocito en la profase I'y que sélo es liberado de este efecto
inhibitorio cuando se interrumpe la comunicacién a través de las uniones comunicantes y los niveles de AMPc
disminuyen. Esta disminuci6n inactiva a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y a traves de una
cascada de eventos desconocida, esta inactivacion de la PKA permite a su vez la activacion de una fosfatasa que
defosforila al Factor Promotor de la Maduracion (FPM) (Goren y Dekel, 1994). Sin embargo en algunas
especies (criceto y oveja) no se ha detectado la disminucion de los niveles de AMPc que preceden al RVG (Jung
et al, 1992), y en el caso especifico de conejo y cerdo se ha mostrado que existe un incremento asociado a la
maduracion, que en este altimo parece actuar como una sefial positiva para la maduracion (Mattioli et al, 1994).

En el modelo propuesto para explicar la detencion de la profase I por la accién de las purinas se postula
que la adenosina estimula a la adenilato ciclasa del ovocito a través de un receptor en la membrana de éste, y
que la hipoxantina transferida desde las células de la granulosa por las uniones comunicantes previene la
hidrélisis del AMPc, ya que inhibe a la AMPc-fosfodiesterasa, y mantiene los niveles del nucledtido ciclico que

mantienen la detencién de 1a meiosis (Downs, 1993; Eppig, 1993).

1.5 Seiiales positivas para la induccién de la maduracién. 2 2 2 8 7 i)

Algunos estudios proponen la produccion de una sefial positiva de induccién de RVG, en particular
como respuesta a LH, mdas que por la sola interrupcién de la comunicacion intercelular (Salustri et al, 1993). La
sefial inductora no ha sido reconocida aiin, pero algunos trabajos apuntan a la participacion de los iones Ca™?
en este fenomeno (Homa et al, 1993; Carroll et al, 1994). El calcio actuaria por medio de una via dependiente de
calmodulina activando a la AMPc fosfodiesterasa y disminuyendo la concentracién de AMPc por debajo de los
niveles necesarios para mantener la detencion de la meiosis I e iniciar la cascada de eventos que finalmente
conducen al RVG (Guerrier, 1992; Eppig, 1993).

En ovocitos de Xenopus se propone también la participacién de la proteina cinasa C en la induccion de

la maduracion de los ovocitos, regulando negativamente a una fosfoproteina inhibidora de la meiosis (Smith,




1989). Esta cinasa se activa por la accion de diacilglicerol, como segundo mensajero producido en respuesta a la
accién de progesterona en la membrana del ovocito.

Recientemente se ha caracterizado a un esterol (C29), purificado a partir de liquido folicular, que activa
la meiosis in vitro en ratones, aun en ovocitos detenidos por hipoxantina y que se propone como la sefial
positiva que activa el reinicio de la meiosis (Byskov et al, 1995). Sin embargo se desconoce el posible

mecanismo de accion de este factor.

2. Factor Promotor de 1a Maduracion o de 1a Fase M (FPM)

La liberacion del ovocito de la detencion de la primera division meidtica ha sido estudiado en especies
tan diversas como anfibios, estrellas y erizos de mar, almejas v distintos mamiferos, ¢ independientemente del
sistema de sefializacion que inicia el RVG, la maduracién de los ovocitos requiere de la activacién de un
complejo proteico heterodimeérico conocido como factor promotor de la fase M o mitosis (FPM)(Nurse, 1990;
Kirschner, 1992). El FPM, descrito originalmente en ovocitos de anfibios, es un complejo proteico ampliamente
conservado desde el punto de vista evolutivo, ya que se han encontrado formas muy similares de él desde
levaduras hasta humanos, tanto en c€lulas germinales como somaticas (Maller et al, 1989). En ovocitos de
mamifero se ha determinado su presencia en distintas especies, entre ellas bovinos (Abeydeera et al, 1993),

raton (Sorensen et al, 1985), cerdo (Mattioli et al, 1991) y cabra (De Smedt et al, 1994).

2.1 Funcion del FPM en el ciclo celular.

El FPM es un complejo de dos componentes. El primero es una proteina de 34 kDa, producto del gen
cdc2 de Schizosaccharomyces pombe 'y del gen CDC28 de Saccharomyces cerevisiae, por lo que es conocida
como p34°d°? y tiene actividad de cinasa de serina/treonina, exhibiendo una marcada preferencia por la histona
H1 como sustrato. Es una proteina altamente conservada en los eucariontes, y en todas las especies de
protozoarios, plantas y animales analizadas a la fecha se han encontrado genes homoélogos de ella. Estudios
posteriores han mostrado que p34°42 pertencce a una gran familia de cinasas dependientes de ciclinas o CDK's,

encargadas de fosforilar sustratos especificos en distintos momentos del ciclo celular (Nigg, 1995).




El segundo componente es la ciclina B, proteina con un peso molecular de 45 kDa y que tiene un patrén de
sintesis y degradacion periddico: se sintetiza durante la interfase, es degradada al final de la mitosis y se
resintetiza durante la siguiente interfase, actuando como subunidad reguladora de la actividad del FPM
(Minshull, 1993). Se propone que s¢ debe acumular una cantidad de ciclina B mds alla de cierto umbral para
que la célula entre en mitosis nuevamente (King et al, 1994).

Al inicio de 1a mitosis, el complejo se acumula principalmente en el nucleo y en los centrosomas. En el
nucleo es capaz de fosforilar a la histona H1, 1aminas nucleares, nucleolinas y ARN polimerasa, mientras que en
¢l centrosoma lo hace con proteinas participantes en la polimerizacion de microtibulos. La fosforilacion de
todas estas proteinas inicia los cambios que ocurren en la mitosis y que se sabe que son inducidos por FPM.
Entre éstos se pueden mencionar cambios en la dindmica de los microtibulos, incluyendo la formacion del huso
mitdtico, la condensacion de los cromosomas, la inhibiciéon de la fusién de vesiculas y la desintegracion de la
envoltura nuclear y del sistema de endomembranas (Haas y Jost, 1993; Keryer et al, 1993, Moreno, 1992;
Norbury y Nurse, 1992).

Aparentemente la division celular estd asociada a una oscilacion acoplada de la actividad de FPM y la
concentracion de la ciclina B. En un sistema libre de células de ovocitos de Xeropus que reproduce los eventos
del ciclo celular, se ha mostrado que la sintesis de ciclina B es suficiente para llevar al inicio de la mitosis,

mientras que su degradacion es requerida para salir de esta fase del ciclo celular (Murray y Kirschner, 1991).

2.2 Participacién del FPM durante la division meiética.

El papel fundamental del FPM es desencadenar la transicion de las células desde G2 hacia M en el
ciclo celular, pero como los cambios ciclicos en la activacion del FPM son cruciales en la regulacion del ciclo
mitotico ordinario en las células somaticas, es muy probable que la maduracién de los ovocitos involucre
cambios ciclicos similares en la actividad del FPM. En la profase de la meiosis I, el DNA se ha replicado y es
transcrito activamente, la cubierta nuclear estd intacta y el huso mitdtico no se ha formado, por lo que se
asemeja notablemente a la fase G2 de un ciclo de divisién mitdtica ordinario (Van de Sandt et al, 1990).

Los ovocitos de ratéon en fase de VG no tienen una actividad detectable de FPM, pero ésta se

incrementa al tiempo del RVG y alcanza su maximo en el estadio de metafase I. La actividad vuelve a disminuir




al momento de la emision del segundo cuerpo polar y alcanza un nivel alto de nuevo en la metafase IT (Draetta y
Beach, 1989, Eppig, 1993).

Al final de la primera division meidtica la actividad del FPM decae, pero los cromosomas no se
descondensan, ni los microtibulos se rearreglan ni el niicleo se reforma, por lo que se sugiere la participacion de
otra cinasa diferente del FPM para este evento. Los candidatos mas viables para ello son las cinasas activadas
por mitogenos (MAP cinasas), que son capaces de fosforilar a sustratos semcjantes a los del FPM, y que
previenen que el ovocito entre en una interfase entre la meiosis Iy II (Murray y Hunt, 1993; Chesnel y Eppig,
1995) (figura 2). Como estas cinasas son activadas después de la activacién de p34°92 se propone que se
encuentren colocadas por debajo del FPM en la cascada de cinasas responsables de la division celular, ademas
de la posibilidad de que a semejanza de lo que ocurre con los anfibios, en los mamiferos una sefial comun sea
capaz de activar a ambos tipos de cinasas de forma paralela (Dekel, 1995).

Al término del rearreglo celular que produce la mitosis (citoesqueleto, condensacion de cromosomas,
etc.), el MPF activa ¢l sistema de degradacion de la ciclina B (King et al, 1994). El ovocito en este momento ya
ha sufrido la desaparicién de la vesicula germinal y la expulsion del primer cuerpo polar, signos que indican

una maduracién nuclear de la célula gamética (Rose y Bavister, 1992).

Figura 2. Modelo para la participacién de diversas cinasas durante la meiosis. Se impide el retorno de la célula
a la interfase por la participacion sincronizada de MAP cinasa y MPF. (Tomado de Murray y Hunt, 1993).
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2.3 Regulacion de la actividad de FPM.

El componente directamente responsable de la activacion del FPM no ha sido identificado, pero
algunos estudios sugieren una participacion, directa o indirecta, del producto del oncogen c-mos: p39™°, una
proteina citosolica soluble con actividad de cinasa de serina y treonina (Paules et al, 1989).

Por otro lado, tanto la subunidad catalitica como la reguladora del FPM, sufren una serie de reacciones
de fosforilacién/defosforilacion que determinan el estado de actividad de éste. En el caso de la ciclina se
desconoce ann la funcion que juega la fosforilacion, pero en el caso de la cinasa se han establecido con claridad
los sitios susceptibles de fosforilacion y el papel que desempefian en la activacion de la cinasa. Se han
determinado los sitios de fosforilacion que controlan la actividad de la cinasa tanto positiva como
negativamente, y en algunas otras de las CDK's se han encontrado residuos correspondientes a éstos. El gjemplo
mejor caracterizado de la regulacion de las CDK's por mecanismos de fosforilacion-defosforilacion, es el FPM.
La regulacion de la actividad catalitica de la p34°42 est4 dada por cambios en ¢l estado de fosforilacién de los
residuos de treonina 14 (T14), tirosina 15 (Y15) y treonina 161 (T161) (Doree et al, 1989; Norbury y Nurse,
1992; O'Connor et al, 1993). La fosforilacién de los residuos T14 y Y15, en el sitio de unién del ATP, regula
negativamente la actividad de la cinasa, ya que es necesaria su remocion al inicio de la transicion G2/M para
obtener la actividad catalitica (Sebastian et al, 1993). Los productos del gen de levadura weel o mikl, y sus
homologos en los mamiferos que también actiian como cinasas de tirosina, fosforilan el sitio Y 15 para ejercer el
efecto inhibitorio sobre la p34°d2 mientras que se desconoce hasta el momento la responsable de fosforilar a
T14. Para la activacion del FPM se requiere de la fosfatasa dual cdc25 que remueve a los fosfatos de T14 y Y15
previamente a la transicion de G2/M. Las actividades tanto de cdc25 como de weel/mik1 estan reguladas a su
vez por mecanismos de fosforilacion.(Clarke et al, 1993; Millar y Russell, 1992; Wu y Russell, 1993). Por otro
lado, 1a fosforilacién de la T161, localizada en un sitio que controla el acceso de los sustratos al sitio catalitico,

probablemente regula la unién de p34°42 con la ciclina B y al término de la anafase es defosforilada (Nurse,

1990). (figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de regulacién del FPM durante 1a division celular. Se observa como distintos eventos de
fosforilacion-defosforilacién regulan la actividad del complejo p34-ciclina B. Cuando éste se encuentra
fosforilado en la Thr161 se vuelve activo y es capaz de fosforilar a distintos sustratos que participan en la
division celular.

La fosforilacion de este residuo, T161, es llevada a cabo por una cinasa activadora de cinasa (CAK).
Esta tiene como subunidad catalitica a una cinasa originalmente denominada MO15, que al determinarse que
guarda estrecha relacion con la familia de las CDK's se rebautizo como CDK7. La CAK humana presenta dos
subunidades mds, una de las cuales coresponde a la ciclina H con un peso de 36kDa y con cierta semejanza con
" la ciclina C. Los complejos ciclina E-CDK2 y ciclina D-CDK4 se fosforilan también en una Treonina por accién
de la CAK MO15/CDK7-cycH (Sherr, 1994).

Ademds de que la actividad del FPM estd regulada por un mecanismo de fosforilacion-defosforilacion,
se ha observado tambien que el disparo de su actividad requiere de la sintesis de ciclina (Sebastian et al, 1993).
También se ha observado que la activacion de p34°9°2 eg inducida también por la traslocacion al micleo de la

ciclina B (Nurse, 1990).
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Algunos trabajos muestran que se requiere de la degradacion de la ciclina para la inactivacién del FPM
y la salida de 1a mitosis (King et al, 1994). Aparentemente la degradacién de la ciclina al término de la mitosis
ocurre por el sistema de la ubiquitina (Sherwood et al, 1993). Aunque aun se desconocen los mecanismos que
regulan esta rapida degradacioén existen dos posibilidades. La primera de ellas implicaria que una ligasa de
ubiquitina especifica de ciclina fuera activada subitamente en la mitosis, mientras que en la segunda la ciclina
seria convertida a una forma susceptible a la accion de la ubiquitina ligasa constitutivamente activa (Hershko y
Ciechanover, 1992; Sherwood et al, 1993).

En afios recientes se han descrito una serie de proteinas que funcionan como represores de la actividad
de los complejos de CDK'/ciclinas ya sea por el bloqueo de la interaccion del complejo con sus sustratos o con la
CAK, aunque también se han descrito otras funciones fisiolégicas para estos inhibidores. Asi por ejemplo p21,
un inhibidor que se puede unir a diferentes complejos CDK/ciclina, se encuentra también como una proteina
finamente regulada en las células senescentes o un producto génico inducido por el conocido supresor de
tumores p53. También puede interactuar con la subunidad & de la DNA polimerasa ¢ inhibir la replicacion del
DNA(Nigg, 1995) (cuadro 1). Estos inhibidores generalemente se encuentran ausentes en las células

transformadas, por lo que se cree que pueden actuar como supresores de tumores (Hunter y Pines, 1994).

Cuadro 1. Inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas (CDK's).
(Modificado de Nigg, 1995)

Inhibidor*  CDK blanco Papel fisiologico®
p21 Diferentes CDK's Gen responsivo a p53; diferenciacidn terminal
plé CDK4/6 Transicion G1/S
pls CDK4/6 Respuesta a TGF-
p27 CDK2 Respuesta a TGF-f3; inhibicién por contacto

"La mayoria de los inhibidores han recibido nombres multiples. Los nombres alternativos son: para p21:CIP1, WAF1,
CAP20 y SDI1; para p16: INK4, MTS1 y CDK4I, para p15: INK4B y MTS2; para p27: KIP1.
bNo se ha establecido el total de las funciones para la mayoria de los inhibidores.

QO™
;,zsf.-g{‘.d‘j { J
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2.4 Sustratos de FPM.

Los complejos CDK/ciclina actaan sobre residuos de Serina o Treonina seguidos de un residuo de
Prolina, y de acuerdo con la combinacién de CDK o ciclina presentan distintas especificidades de sustrato. Se
conoce poco acerca de los verdaderos blancos fisiologicos del FPM, pero se han realizado diversos estudios que
identifican a una serie de sustratos que pueden ser fosforilados in vitro (cuadro 2)(Murray y Hunt, 1993).
Algunos de ellos presentan cierta relevancia fisiologica durante la transicién G2/M lo que los hace candidatos
viables a ser fosforilados in vivo por FPM durante dicha transicion (cuadro 3)(Moreno y Nurse, 1990; Nigg,

1995).

Cuadro 2. Sustratos fosforilados por MPF in vitro. Se presentan las secuencias consenso que contienen una Sex
o Treonina seguida de una Pro, acompafiadas de cerca por aminodcidos basicos (Modificado de Murray y Hunt,
1993).

Proteina Secuencia fosforilada
Lamina nuclear PLSPTR.. SPSPTS
Histona H1 SPKK, TPAK, TPKK
Receptor de lamina B1 TPEK
pp60 C-SCI QTPNKT, RTPSRS, SSPQRA
nucleolina TPAK, TPGK, SPKK
Antigeno T de SV40 TPPKK
RNA polimerasa YTPTSPSY
Cadena ligera de miosina RATSNVF
Rab-4 SPRR
Ciclina A ASPMVV
Ciclina B PSPVPM

Cuadro 3. Sustratos posibles del FPM durante 1a transiciéon G2/M y la fase M (Modificado de Moreno y Nurse,
1990 y Nigg, 1995).

1. Componentes de cromatina Histora H1; HMG 1, Y, P1; Nucleolina

2. Proteinas nucleolares Nucleolina, No38

3. Proteinas de citoesqueleto Laminas nucleares, vimentina, cadena reguladora
ligera de la miosina, caldesmon

4, Proteinas asociadas a microtubulos MAP4/MAPIB

5. Proteinas motoras CENP-E

6. Factores de transcripcion y traduccion SWI, ¢-myb, Subunidades de EF-1

7. Cinasas y fosfatasas de proteinas p60STC, CK 11 (o y B), CDC25, PTP1B

8. Proteinas G y sus reguladores RablAp/Rab4Ap, RaplGAP

9. Proteinas diversas Antigeno t medio del polioma, Estatmina
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2.5 Otras cinasas semejantes a p34¢dc2,

El paso de una célula a través de las distintas fases del ciclo celular es debida a 1a activacién sucesiva y
secuencial de diferentes CDK's, que son controladas por la asociacion transitoria con subunidades reguladoras
de ciclina, péptidos inhibitorios o por reacciones reversibles de fosforilacién. El complejo ciclina-CDK fosforila
a un grupo unico de sustratos que son esenciales en un evento determinado del ciclo celular (Heichman y
Roberts, 1994). Los primeros miembros reconocidos de esta familia de cinasas estn codificados por los genes
homologos a cde2 de la levadura Schizosaccharomyces pombe con un peso de 34 kDa (también conocido como
CDK1). En los organismos multicelulares esta cinasa es la subunidad catalitica del factor inductor de la fase M
o FPM, y se han identificado subsecuentemente una seric de CDK's que participan en la regulacién del ciclo
celnlar (revisado en Nigg, 1995, Cuadro 4) Las subunidades reguladoras positivas de las cinasas, las ciclinas,
constituyen una familia numerosa y creciente, y aunque originalmente se les llamé asi por su patrén
caracteristico de sintesis y destruccion dependiente del ciclo celular, algunas de las que se han identificado mas
recientemente s¢ expresan continnamente a niveles constantes y s¢ les incluye en esta familia en base a criterios
funcionales y estructurales. (Watson et al, 1992; Minshull, 1993) (cuadro 5).

Tanto las ciclinas como los CDK's pueden experimentar cambios de localizacion intracelular a lo largo del ciclo
de vida de la célula, que les permiten regular la activacion del complejo y determinar la especificidad de los

sustratos que se han de fosforilar en cierto evento del ciclo (Inagaki et al, 1994).

2.6 Otras ciclinas que participan en el ciclo celular.

Las ciclinas son proteinas que actdan como subunidades reguladoras de proteina cinasas, como p34°d¢2
o CDK's, y que en combinacion con ellas regulan la transicion en puntos criticos del ciclo celular (Guerrier,
1992; Moreno, 1992). La sintesis y degradacion programadas de las ciclinas permiten la activaciéon de las
cinasas en una secuencia temporal apropiada y se supone que pueden ser también responsables de impartir la
especificidad de cada una de las cinasas por sus sustratos particulares, mediante una localizacion intracelular
especifica de las ciclinas en distintos momentos del ciclo celular (Norbury y Nurse, 1992; Connel-Crowley et al,

1993; Sebastian, 1993).
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Cuadro 4. Cinasas dependientes de ciclina presentes en vertebrados y levaduras.

(Modificado de Nigg, 1995)

Cinasa Subunidad(es) reguladoras Funcién

Vertebrados

CDC2(=CDK1) Ciclinas A, B1, B2, B3 Transicion G2/M

CDK2 Ciclinas A, E, D1, (D2,D3?)  Transiciéon G2/M y fase S

CDK3 ? Transicion G1/S

CDK4 Ciclinas D1, (D27), D3 Transiciones Go/G1 y (G1/8?)

CDK5 p352, ciclinas D1, (D27), D3 Fosforilacion de neurofilamentos®

CDK6 Ciclinas D1, (D2, D37) Transiciones Go/G1 y (G1/S?)

CDK7 Ciclina H, p36°© Requerida para la activacién de CDK 1-6
Levaduras

CDC28 (S. cerevisiae)
PHOS5 (S. cerevisiae)

cdc2 (S. pombe)

CLN1-3, CLB1-6
PHOS80, PCL 1 (HCS26),

PCL2 (ORFD)

cdcl3, cigl,2, (pucl, cycl7?)

Distintas transiciones en el ciclo celular
Control nutricional de G1 (7)

Distintas transiciones en el ciclo celular

2p35 es un activador especifico de CDKS5 en el cerebro; su estructura primaria no muestra similitudes con las ciclinas.

bNo se ha demostrado la participacion de CDKS en el control del ciclo celular, sin embargo, se ha visto que esta cinasa
fosforila a los neurofilamentos en las neuronas postmitéticas.

“La estructura primaria de p36 no muestra similitudes con ninguna de las ciclinas.

Cuadro 5. Ciclinas descritas en vertebrados.

(Tomado de Nigg, 1995)

Nombre  Actua en fase: CDK compaiiera Niveles de expresion® Localizacion
intracelular

A Sy GaM CDC2/CDK2 Maximo en G2/M*© Nuclear

B1 G2M CDC2 Miximo en G2/M¢® Citoplasmicad

B2 G2/M CDC2 Miximo en G2/M¢® Citoplasmica¥

B32 G2/M (y S7) CDC2/CDK2 Maximo en G2/M¢ Nuclear

C ? ? ? ?

D1 Gl CDK4/6y Principalmente en G1 Nuclear

CDK2/5¢

D2 Gl ? ? Nuclear (?)

D3 Gl CDK4/6 Constante Nuclear

E 7G1/S CDK2 Maximo en G2/M Nuclear

F ? ? Méximo en G2/M Nuclear/citoplasmica

G ? ? ? ?

H Distintas fases CDK7 ? ?

3L a ciclina B3 ha sido descrita solo en aves.
bDeterminado por cantidad de proteina.

€La ciclina A aparece un poco antes que las ciclinas B1/B2/B3; también desaparece antes que ellas en la mitosis.
dAlgunas ciclinas de tipo B se traslocan al nucleo al inicio de la mitosis.
€Las CDK4 y 6 parecen ser las principales parejas de la ciclina D.
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2.6.1 Ciclinas mitéticas.

Las ciclinas mit6ticas, A y B, regulan la transicion G2/M y la fase M y presentan en el extremo N
terminal la secuencia reconocida para la ubiquitinacion (RTALGDIGN para cycBl, y RTVLGVIGD para
cycA), la caja de destruccidn, que se activa al término de la divisién celular y que es requerida para la
ubiquitinacién de la ciclina (King et al, 1994; Murray y Hunt, 1993).

La ciclina A es requerida para el inicio de 1a mitosis, 1a transicién G2/M y para conducir el avance en
la fase S y se puede asociar tanto con cdc2 como con cdk2 (con CDK2 en fase S). Por otro lado, el complejo
cdk2/ciclina A parece jugar un papel importante también en la transformacion oncogénica por virus tumorales
de DNA (Sherr, 1993). Se localiza en los sitios de replicacion de DNA en 1a fase S (Inagaki et al, 1994).

La ciclina B fue descubierta por primera vez en ovocitos de erizo de mar fertilizados, como una
proteina que era sintetizada durante la interfase, y después degradada subitamente al final de la metafase
(Draetta y Beach, 1989). Originalmente se describieron las ciclinas B1 y B2 en células sométicas humanas, pero
recientemente se ha descrito una ciclina denominada B3 con un patrén de expresion semejante al de la ciclina
B2 pero que parece compartir funciones con las ciclinas A y B (Gallant y Nigg, 1994), ya que se¢ localiza en el
nicleo a lo largo del ciclo celular, y parece ser capaz de asociarse con p34¢9c? y p33°2 in vivo. El complejo

ciclina B-cdc2 inhibe la expresion de las ciclinas de G1 y el ensamble de los complejos de inicio de replicacion.

2.6.2. Ciclinas de G1.

Se han identificado tres tipos de ciclinas, C, D y E, que regulan la transicion de G1 a S en las células
de mamifero, por lo que se conocen como ciclinas de G1 (Sherr, 1993).

La ciclina C fue originalmente descrita en levaduras, y sus niveles oscilan minimamente a lo largo del
ciclo, con un ligero incremento al inicio de G1. Se desconoce a ciencia cierta su participacién durante el ciclo
celular.

La ciclina D se encuentra sobreexpresada en ciertos tumores, 1o que sugiere que se trate de un oncogén.
Su participacidn precisa en el ciclo celular no se conoce, pero el hecho de que se asocia con diferentes cdk's,
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y otras proteinas sugieren diversas funciones para clia

(Buchou et al, 1993). La expresion de esta ciclina es inducida durante la fase G1 del ciclo en respuesta a factores
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de crecimiento especificos (Palmero et al, 1993) y se propone que pudiera actuar como sensor a dichos factores
(Hunter y Pines, 1994; Sherr, 1993). Esta ciclina tiene una vida media corta, de aproximadamente 30 min. Se
han descrito tres subclases de ciclina D: D1, D2 y D3 que se asocian con CDK4 o CDK®6.

La ciclina E forma un complejo con la cinasa cdk2 y tiene una actividad maxima durante la transiciéon
G1/S, en la que es importante en el inicio de la replicacion del DNA (Hunter y Pines, 1994), y que declina a
medida que progresa la fase S (Connell-Crowley et al, 1993). La ciclina E se asocia con CDK2 en la fase G1
tardia.

La sobreexpresion de las ciclinas D y E se asocia con una disminucion en la duracién de G1 y del ciclo

celular total, y con la reduccion de la dependencia de antigenos (Sherr, 1994).

Los experimentos en levaduras y ovocitos de Xenopus, en los que se ha descrito a profundidad la
participacion del complejo p34°©2ciclina B en el control de la fase M, proveen un elegante marco de referencia
para el estudio del ciclo celular. Ademas, 1a mayoria de los componentes de la maquinaria reguladora del ciclo
celular se ha conservado ampliamente a lo largo de la evolucion lo que permite ¢l intercambio de sus
componentes entre las distintas especies y la informacidn recopilada hasta el momento acerca de las funciones
de los complejos CDDK/ciclina proviene de organismos tan diversos como levaduras, almejas, erizos, embriones
de mosca, anfibios y cultivos celulares de mamifero (Murray y Hunt, 1993). Sin embargo no es posible hablar en
forma genérica de la regulacion del ciclo celular, por 1o que se debe tener muy presente que los mecanismos
individuales que lo regulan, dependen no sélo del organismo bajo estudio, sino también del estado de desarrollo
de una célula dentro de un organismo dado, por lo que no resulta claro que estas conclusiones puedan

extrapolarse por completo a todos los organismos.
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IL JUSTIFICACION

Se han reportado multiples estudios en relacion con la actividad del FPM durante la maduracion de
ovocitos de especies tan diversas como erizos y estrellas de mar y anfibios, principalmente Xenopus. En estos
animales se ha observado que los cambios de actividad se relacionan con modificaciones intracelulares del
complejo, ya sea por reacciones de fosforilacion-defosforilacion o por traslocaciones especificas entre diferentes
compartimentos celulares. Sin embargo en los ovocitos de mamifero estos estudios se ven seriamente limitados
por la falta de disponibilidad de un modelo animal que permita contar con un niimero suficiente de ovocitos que
puedan ser estudiados a lo largo del proceso de maduracion. En roedores, bovinos y cerdos se ha podido
determinar la presencia de este factor a través de la medicion de la actividad de histona H1, sin embargo no se
han realizado estudios para determinar la localizacién intracelular de los componentes del FPM. En células
somaticas de mamifero se ha demostrado que se presentan cambios de localizacion asociados a las distintas fases
del ciclo celular y se propone que éstos puedan jugar un papel importante tanto en la activaciéon como en la
determinacion de los sustratos sobre los que ha de actuar. En el presente trabajo se pretende montar un sistema
experimental que permita la cuantificacion de uno de los componentes del FPM, la ciclina B, asi como también

la localizacion intracelular de esta proteina durante el proceso de maduracidn in vitro.

1il. HIPOTESIS

Se ha demostrado la participacion del FPM en la maduracién de ovocitos de distintas especies, y ya que
este factor esta compuesto de dos subunidades, la sintesis o localizacion de ellos en distintos tiempos del ciclo
celular determinaria la activacion del FPM y por lo tanto del reinicio de la meiosis. En los ovocitos de cerdo se
han detectado cambios en la actividad del FPM coincidentes con las distintas etapas de maduracién in vitro, por
lo que es posible que se presenten cambios de localizacion o concentracién de la ciclina B, la subunidad

reguladora del FPM, durante la maduracion in vitro
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo General.

Determinar la participacion de la ciclina B durante la maduracion in vitro de ovocitos de cerdo, atendiendo a los

cambios de localizacién o concentracion que se presenten durante este proceso.

1.1 Objetivos Particulares.

A) Optimizar la técnica de maduracion de ovocitos de cerdo in vitro.

B) Determinar la presencia de ciclina B en distintas etapas de la maduracién del ovocito in vitro entre 0

v 48 horas, por métodos inmunocitogquimicos.

C) Cuantificacién de los niveles de ciclina B en ovocitos de cerdo durante su maduracion in vitro.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Reactivos v Materiales.

El medio de cultivo 199 (sin bicarbonato) se comprd de Microlab, México. Para suplementar el medio
de cultivo se empled Yectamicina (Schering, Méx.) con una concentracion de 1 mg/ml de gentamicina, y
Pergonal (Laboratorios Serono, Méx.) en presentacion de 10 000 U/ml de FSH y LH. El estradiol y el suero de
caballo de la linea Hybrimax se adquirieron de Sigma Chem., St. Louis, Mo. El anticuerpo primario empleado
fue un anticuerpo monoclonal producido en ratén y dirigido contra ciclina Bl humana, de la casa Pharmingen,
California, EU. El anticuerpo secundario fue un anticuerpo policlonal desarrollado en cabra, dirigido contra IgG
de raton y conjugado con isotiocianato de fluoresceina de la compafiia Sigma Chem. El material de cultivo
empleado (cajas de Petri, tubos de centrifuga y cajas de cultivo de 4 pozos) se adquirieron de la compafiia Nunc
(Dinamarca). El Triton X-100, Tween-20, Tris-HCI, cloronaftol y el HEPES se obtuvieron de Sigma Chem. El

resto de los reactivos empleados fueron de grado reactivo de la casa J. T. Baker, México.

2. Colecta de ovocitos vy maduracion in vitro.

Para el cultivo y maduracioén in vitro de un gran namero de ovocitos de cerdo, se emplearon las
técnicas descritas por Yoshida et al (1990) y Betancourt et al (1993) con algunas modificaciones. Los ovarios se
colectaron de cerdos hembra recién sacrificadas en el rastro y se transportaron al laboratorio en NaCl 0.9% a 35
°C aproximadamente. Los ovarios s¢ lavaron tres veces con solucion salina y se extrajeron los ovocitos con
liquido folicular de foliculos de 2-5 mm de diAmetro, empleando una jeringa estéril. Se dejo sedimentar en un
tubo de centrifuga durante 15 min. Se recuperaron los ovocitos y se lavaron dos veces con medio de maduracién
(Medio 199 suplementado con suero de caballo 10%, Glucosa 1 mg/ml, piruvato de sodio 0.25 mM, LH 2UI/ml,
FSH 2Ul/ml, Gentamicina 10pug/ml, estradiol 1 pg/ml; pH 7.4, 280-290 mOsm). Se seleccionaron sélo aquellos
OvOcitos quc presentaron una masa compacta de células camulo.

Los ovocitos seleccionados se transfirieron a una microgota de 500 pl de medio de maduracién contenida en una

caja de cultivo de 4 pozos . Se colocaron 20 0 mds ovocitos por pozo. Se cultivaron por 48 h a 37°C con
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humedad a saturacion y 5% de COz2. Al término de este periodo la mayoria de los ovocitos mostraron una clara

expansion en la capa de células camulo.

3. Analisis de 1a maduracion.

Se aplicé la técnica de Tarkowski (1966) modificada. Los ovocitos se colectaron del medio de
maduracién y se lavaron en una solucion salina, haciéndolos pasar a través de una pipeta Pasteur adelgazada
para desprender completamente las células ciimulo. Se incubaron con solucién hipoténica (citrato de sodio
0.75%) durante 3 a 4 minutos. Se retir6 completamente la sol. hipotdénica e inmediatamente se agregaron 3
gotas de fijador de Carnoy (metanol - ac. acético, 3:1). Se dej6 evaporar a sequedad y se tifieron con orceina
acética al 2% durante 5 min. Los ovocitos inmaduros se reconocen por la presencia de la vesicula germinal
mientras que los maduros presentan cromosomas metafisicos, de la primera o segunda metafase meiotica, y en

ocasiones el primer cuerpo polar.

4. Cuantificacién de Ia ciclina B.

4.1 Preparacién de extracto de ovocitos .

Se realizé un extracto crudo de ovocitos de cerdo empleando 1a téenica de Sorensen et al (1985) con
algunas modificaciones. Al término del periodo de maduracion, los ovocitos se lavaron con solucion salina
(NaCl 0,9%) para retirar por completo las células foliculares. Se colocaron de 100 a 400 ovocitos en un tubo
capilar sellado por uno de sus extremos con 5 ul de PBS y se congelaron a -70 °C al menos por 48 h. Se
centrifugaron a 5600 x g durante 5 min. Se resuspendieron las células dentro del capilar y se centrifugaron por
10 min a 5600 x g. Se colectd el sobrenandante vy se empleé como extracto crudo de proteinas totales de ovocito

para Dot Blot.

4.2. Dot Blot.
Para la cuantificacion de la ciclina B en los extractos de ovocitos se empled una técnica de
inmunotransferencia desarrollada por Hawkes et al (1982). Se sumergié un papel de nitrocelulosa en agua

destilada por 2 a 5 min, hasta que se mojé completamente. Se dejé secar a temperatura ambiente y se coloco el

20




extracto de ovocitos obtenido por el método descrito previamente. Se dejé secar al aire y el papel de
nitrocelulosa se bloqued con una solucion de leche en polvo al 5% en solucién amortiguadora TBS (Tris 10mM,
NaCl 0.9%; pH 7.4) durante toda la noche, manteniendo en agitacion suave. Se retir¢ la solucion bloqueadora y
se incubd por una noche con una solucién de anticuerpo primario en dilucién 1:500 en TBS con 0.1% de Tween
20 y leche al 1%. Posteriormente se lavd con TBS-Tween 20 durante media hora haciendo 4 o 5 cambios. Se
incubd por 2 h con una solucién de anticuerpo secundario diluido 1:500 en TBS-Tween 20 con leche al 1%. Se
repiti6 el lavado con TBS-Tween 20 y se revel6 con una solucion fresca de cloronaftol-H,O, hasta la aparicion
de manchas de color violeta oscuro. Se enjuagd con agua corriente y s¢ dejo secar al aire. Para la preparacion de
Ia solucién de revelado se disolvieron 60 mg de cloronaftol en 20 ml de metanol absoluto, se agregaron 100 ml
de TBS y se mezclo perfectamente. Al final se agregaron 200 ul de una soluciéon comercial (aprox. 30%) de

H202 .

5. Localizacion intracelular de la ciclina B.

5.1. Inmunocitoquimica.

Para la deteccidn intracelular de la ciclina B se adapt6 1a técnica descrita por Sherwood et al (1993) y
Kung et al (1993) para células somaticas. Los ovocitos se lavaron en solucion salina, haciéndolos pasar a través
de una pipeta Pasteur de punta fina, para retirar las células foliculares. Se fijaron en paraformaldehido al 2% a
4°C durante 2 horas. Se lavaron 2 veces con solucion salina y se permeabilizaron con una solucion de Triton X-
100 0.9%, HEPES 1 mM, NaCl 150 mM, suero 4% (pH 7.4) por 10 min. a temperatura ambiente. Se lavaron
nuevamente y se incubaron con 30 ul de anticuerpo primario, anti-ciclina Bl humana, en dilucion 1:30 por 2
horas a 37 °C. Los controles negativos se incubaron con una solucion salina con suero al 4%. Se repitio el
lavado con solucién salina y se incubaron con 30 pl de anticuerpo secundario, en dilucién 1:500 por 30 min. a
37°C. Finalmente se lavaron dos veces con solucion salina, y se montaron con una gota de glicerol-PBS (9:1) y

se sellaron con barniz de ufias. Se revisaron bajo el microsocopio de fluorescencia.
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5.2. Solucion de paraformaldehido.

Ya que los ovocitos de cerdo no pueden ser preparados adecuadamente con los fijadores comunes para
inmunofluorescencia (ver resultados), se describe la técnica empleada para la preparacion de la solucién de
paraformaldehido. Se disolvieron 4 g de paraformaldehido en 85 ml de PBS (pH 7.3), calentando a 70 °C con
agitacién. Se agregaron 5 ml de CaCl,) 0.001M frio y se filtr6 en papel Whatman #1, y al final se agregaron 10
ml mds de PBS. La solucion es estable por 1 a 2 semanas a 4 °C y debe ser diluida el dia de uso a la

concentracion requerida con PBS.
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VL RESULTADOS.

1. Colecta y cultivo de ovocitos.

Los ovocitos empleados en el presente trabajo se obtuvieron puncionando los foliculos de ovarios de
cerdas que habian sido sacrificadas no mas de 2 horas antes. Se escogieron aquellos foliculos con un tamafio que
fluctud entre 3 v 5 mm de didmetro, ya que aquellos con un tamafio menor contenian ovocitos muy pequefios
que indicaban que no se habia alcanzado el maximo crecimiento folicular. Por otro lado los foliculos mayores
del tamafio mencionado se descartaron para evitar la posibilidad de que se encontraran a punto de la ovulacién,
y que por lo tanto los ovocitos estuvieran estimulados previamente para madurar por efecto de la elevacion de
los niveles de LH in vivo.

Después de lavarse en medio de maduracién se seleccion6 sélo a aquellos ovocitos que presentaron una capa
compacta de células foliculares de al menos 3 células de grosor, y que ademds presentaban un tamafio cercano o
igual a 120 pm, que corresponde al miximo que puede alcanzar un ovocito durante el desatrollo folicular.
Durante los ensayos preliminares para el montaje de la técnica de maduracion in vitro se obtuvo un nimero
promedio de 4 a 5 ovocitos por ovario, pero posteriormente éste se incrementd hasta obtener un promedio de 10
ovocitos de buena calidad por cada ovario empleado.

Durante una sesién de trabajo normal de alrededor de 3 horas se puncionaban entre 35 y 40 ovarios, llegando a
obtener un maximo de 500 ovocitos.

De acuerdo al niimero total de ovocitos obtenido, se colocaron de 30 a 40 de cllos en 500 ul de medio de
maduracién recién suplementado. En algunos experimentos se colocaron hasta 50 ovocitos por pozo, sin que se

vieran alterados los porcentajes de maduracion.

2, Maduracién in vitro.

Después de 30 horas o mas de cuitivo se observd una expansion de las células camulo que se
desprendieron con mayor dificultad por la presencia de una matriz gelatinosa en la que se encontraban

embebidas. La expansion puede ser considerada como un indicio de la maduracién in vitro del ovocito; sin
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embargo el fenémeno no se present6 en todos los caso, y aiin en ovocitos que no mostraron la expansion se pudo
determinar que habjan madurado por medio de la técnica de tincion, por lo que no hay correlacién directa entre
el grado de expansion y el estado de maduracién.

El estado de maduracion de los ovocitos se evalud por medio de la tincién con orceina acética. Aquellos en los
que se observo la VG intacta fueron considerados como inmaduros, mientras que en los que se observaron

cromosomas metafasicos, independientemente de que se tratara de la metafase I o IL, se consideraron como

maduros (Figura 4).

Figura 4. Analisis de la maduracion por tincidn con orceina acética. A) En los ovocitos inmaduros se observa la

presencia de la vesicula germinal (1000X). B) en los ovocitos maduros se nota la condensacion de la cromatina
en cromosomas metafasicos (1000X).
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Con esta metodologia se determiné la cinética de maduracion tomando muestras de ovocitos a diferentes
tiempos de cultivo entre 0y 72 horas . Originalmente las muestras se tomaron cada 24 horas entre las 0 y las 72,
pero al observar que el inicio de la maduracién ocurria antes de las 48 horas, se decidi6 tomar muestras a
intervalos mds cortos entre las 24 y las 48 horas, con el objeto de determinar el tiempo preciso de inicio de la
maduracion. En la Figura 5 se muestra el compendio de los resultados obtenidos. Con esto se pudo determinar
que antes de las 30 horas la mayoria de los ovocitos se encontraron inmaduros, mientras que a las 36 horas ya se
observa un porcentaje importante de ovocitos maduros (25%), para alcanzar el maximo (60%) a las 72 horas.
Con este resultado se determind considerar a los ovocitos con 24 horas de cultivo como inmaduros y a los de 48

horas como maduros para el resto de los experimentos.
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Figura 5. Porcentaje de maduracién de ovocitos durante la maduracion in vitro. Se consideré como inmaduros a
aquellos que presentaron vesicula germinal y maduros a aquellos con cromosomas metafésicos. Los circulos
oscuros representan los valores de la mediana obtenido para cada tiempo, y los circulos claros la dispersion de
los datos obtenidos en todos los experimentos.
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3. Cuantificacién de la ciclina B durante la maduracién in vitro.

Para detectar la presencia de la ciclina B y cuantificarla por los métodos de inmunocitoquimica y "Dot
Blot" respectivamente, en el presente trabajo se empled un anticuerpo monoclonal comercial que reconoce un
epitope localizado entre los aminoacidos 1 a 21 de la ciclina B1 humana de 62 kDa de peso molecular, y es
capaz de reconocer las ciclinas B homdlogas de rata y ratén.
Previo a su uso, se hizo un ensayo en el que se determind la capacidad de este anticuerpo para reconocer a la
proteina homologa en las células de cerdo por medio de "Dot Blot" empleando un extracto de ovocitos, recién
obtenidos, y ciclina B humana recombinante como control. El resultado de este ensayo fue positivo, por lo que
este anticuerpo fue empleado en el resto de los experimentos.
Para hacer una estimacion de la cantidad de ciclina B presente en los ovocitos durante 1a maduracion, se realiz6
un extracto crudo utilizando dos lotes de 350 ovocitos c/u, con 24 y 48 horas de cultivo respectivamente. Los
extractos obtenidos se colocaron en papel de nitrocelulosa y se realizd la técnica de Dot Blot ya descrita. En
ambos extractos se detecto la presencia de la ciclina B, y se puede notar un ligero aumento en el extracto de 48.

horas en comparacion con el de las 24 horas (Figura 6).

‘@ 24 H
& sH

Figura 6. Dot Blot de extractos de ovocitos de cerdo a distintos tiempos de maduracion. En cada tiempo se tiene
el extracto correspondiente a 350 ovocitos y se observa un ligero aumento en la concentracién en los ovocitos
maduros (48 h) en comparacién con los maduros (24 h).
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4. Localizacién intracelular de la ciclina B durante la maduracién in vitro.

Para realizar los estudios de localizacién intracelular de la ciclina B por el método de
inmunofluorescencia se ensayaron distintos métodos de fijacion, comenzando por los mas comunmente
empleados: formol, etanol, glutaraldehido, pero con todos cllos se pudo obscrvar una intensa fluorescencia aiin
en los ovocitos control sin anticuerpo especifico. Esto se debi a una marca fluorescente inespecifica producida
por el proceso de fijacién, por lo que posteriormente se ensay con el fijador de Carnoy (metanol - dcido acético)
y con paraformaldehido al 2%. Con el primero de éstos s¢ obtuvo una fluorescencia inespecifica minima,
mientras que en cl segundo esta scfial no se observd de manera significativa, por lo que se tomd al
paraformaldehido como fijador de eleccién.

Se intentd hacer una contratincion empleando el colorante fluorescente bisbenzimida (Hoescht 33342),
especifico para DNA. Sin embargo éste fluoresce en una longitud de onda semejante a la que lo hace la
fluoresceina por los filtros del microscopio de fluorescencia empleados para el analisis de las muestras, y por lo
tanto no se pudo discernir entre la marca de Hoescht y fluoresceina, por esta razén no se empleo la
contratincién. Sin embargo, las estructuras tefiidas tanto por orceina como con anticuerpo fluorescente
resultaron en todos los casos ser muy semejantes y al comparar los porcentajes de ovocitos maduros evaluados
con orceina contra los porcentajes de aquellos que presentaban la marca fluorescente, ambos coincidieron en su
totalidad.

Empleando el anticuerpo monoclonal especifico para ciclina Bl humana se determiné la ubicacion de esta
proteina durante el proceso de maduracion in vitro de los ovocitos de cerdo. En los ovocitos recién colectados, a
las cero horas de cultivo, se observé una marca fluorescente dispersa en todo el citoplasma entre los globulos de
lipidos de reserva de la célula, sin que notara asociacion especifica de esta proteina con la vesicula germinal o
con alguna estructura intracelular (Figura 7A y 7B).

En los ovocitos inmaduros con 24 horas de cultivo desaparece la marca previamente localizada en el citoplasma
y se observa la fluorescencia concentrada en el sitio correspondiente a la vesicula germinal (Figura 7C y 7D).
Los ovocitos con 48 horas de cultivo, ya maduros en un alto porcentaje, mostraron la marca fluorescente de la

ciclina B en el sitio correspondiente al de los cromosomas metafésicos, tomando la forma y estructura de éstos
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(Figura 7E y 7F). En estos ovocitos tampoco se present6 la marca fluorescente del citoplasma que se presento en

los ovocitos recién colectados.

Figura 7. Localizacion intracelular de la ciclina B por inmunofluorescencia indirecta durante la maduracion in
vitro de ovocitos de cerdo.

Ovocitos inmaduros recién obtenidos: A) Campo claro, B) Inmunofluorescencia (400x). Ovocitos inmaduros
después de 24 h de cultivo: C) Campo claro, D) Inmunofluorescencia (1000x).




Figura 7 (cont.). Localizacién intracelular de la ciclina B por inmunofluorescencia indirecta durante la
maduracién in vitro de ovocitos de cerdo.

Ovocitos maduros después de 48 h de cultivo: E) Campo claro, F) Inmunofluorescencia (1000x).
Control, negativo sin anticuerpo primario; G) Campo claro, H) Inmunofluorescencia (250x).




VII DISCUSION

El proceso de meiosis es un proceso de division celular con caracteristicas muy especiales. Esta division
ocurre sélo en las células germinales y no se producen dos células hijas idénticas, sino que se reduce el
complemento cromosémico a la mitad ademas de sufrir previamente procesos de recombinacion entre
cromosomas homoélogos. En el caso de las células germinales femeninas solo se produce un gameto funcional, y
el proceso es excepcional, ya que la meiosis procede de manera discontinua, y al llegar a la primera profase
meiética se produce una detencién muy prolongada que en algunas especies puede durar varios afios. Después
de 1a pubertad algunos ovocitos son seleccionados para completar la meiosis y se induce la progresion de la
primera a la segunda metafase meidtica sin una fase de sintesis de DNA intermedia, para concluir nuevamente
en una detencion en la metafase 11, de la que se libera solo después de la fertilizacién (Eppig, 1993, Wassarman
y Albertini, 1994).

Para estudiar los mecanismos que regulan este proceso de division tan singular en mamiferos, se han
empleado diversas metodologias (Yoshida et al, 1990; Funahashi y Day, 1993) que involucran la maduracion de
ovocitos, tanto in vivo como in vitro, bajo condiciones experimentales con distinto grado de éxito dependiendo
de la especie de que se trate.

Se ha observado que las células foliculares son las principales responsables de la detencion de la
meiosis I en los mamiferos y que, durante el proceso de ovulacion, la LH al ejercer su accion sobre dichas
células permite al ovocito reanudar la meiosis (Plachot y Mandelbaum, 1990). Sin embargo por efecto de la
FSH, las células foliculares también son capaces de secretar factores que estimulan el reinicio de la meiosis en el
ovocito y favorecen la maduracion citopldsmica en éste (Ding y Foxcroft, 1994a y b).

Para el caso particular del cerdo se han empleado distintos sistemas de cultivo para Ilevar a cabo la
maduracion in vitro, pero en todos los casos se necesita de LH y FSH como componentes bdsicos para una
efectiva maduracién. Normalmente se trabaja con pequefios voliimenes (aprox. 200-250 ul), con un nimero
reducido de ovocitos (10-20 ovocitos por pozo) y siempre cubriendo al medio de cultivo bajo aceite de parafina
(Funahashi y Day, 1993a y b; Yoshida et al, 1990; Betancourt et al, 1993). En todos estos estudios el fin

perseguido es generalmente la utilizacion de los ovocitos madurados in vitro para continuar posteriormente con
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la fertilizacion, también in vitro, por lo que se trata de sistemas experimentales que involucran un pequeiio
niimero de ovocitos en cultivo. Sin embargo para el estudio de los factores moleculares que desencadenan el
reinicio de la meiosis, es importante contar con un sistema que permita trabajar con un numero suficiente de
células para poder discernir mas ficilmente la participacion de dichos factores .

Empleando al cerdo como modelo experimental, en el presente estudio se emple6 un sistema de cultivo
que permitié llevar a cabo la maduracion simultanea del doble de ovocitos acostumbrado, obteniendo
porcentajes de maduracién mas altos del 60% a las 72 h. Antes de las 30 h de cultivo la mayor parte de los
ovocitos se encontraron inmaduros, pero a las 36 h se produjo un incremento notable en la cantidad de ovocitos
maduros. Estos resultados son coincidentes con los trabajos reportados por otros autores, en los que con un
sistema de maduracion in vitro a escala menor, se ha podido establecer los tiempo en que ocurren los eventos
mds importantes de la maduracion de los ovocitos de cerdo (Motlik y Fulka, 1976; Inoue et al, 1995; Kalous et
al, 1993; Jung et al, 1992). El intervalo entre él inicio de la maduracién, generalmente considerado como el
inicio del cultivo en el medio suplementado con LH, hasta el RVG toma alrededor de 20 h, y la progresion a lo
largo de la metafase I toma de 6 a 8 h mas. Después de esto ocurre una rapida transicion anafase/telofase y al
cabo de 30 h de cultivo se puede obtener una alta proporcion de ovocitos maduros, generalmente mas all de la

metafases I.

En diversos modelos animales que se han empleado para el estudio de la meiosis se ha identificado al
FPM como el responsable de la transicidn de los ovocitos de la fase G2 a la fase M, a semejanza de lo que ocurre
con las células somaticas al inicio de la mitosis. E1 FPM se encuentra presente en el citoplasma de ovocitos de
anfibios (Rana, Xenopus y Ambystoma) y estrellas de mar y ratones, asi como también en blastémeros de anfibio
y células HeLa y CHO en mitosis (Sorensen et al, 1985). En los ovocitos dé bovino se ha determinado la
participacion de este factor en la formacion del promticleo masculino después de la fertilizacion (Abeydeera et al,
1993). Los trabajos de Petr et al (1994), en los que emplean la fusién celular entre ovocitos maduros e
inmaduros, muestran la presencia del FPM en el citoplasma de ovocitos de cerdo completamente desarrollados.

Aunque ¢l FPM se encuentra muy conservado evolutivamente, su activacion parece estar regulada de

modo distinto entre los vertebrados, y en particular entre los mamiferos. En las especies de largo tiempo de
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maduracién in vitro como la cerda, la vaca y la borrega, se requicre de una sintesis proteica para que el FPM
alcance su maximo de actividad e induzca el RVG, mientras que en los de corto tiempo como el ratén esta
sintesis no es indispensable (Kalous et al, 1993). En ovocitos de cerdo se observa una primera subida en la
actividad del FPM entre las 26 y 29 h de cultivo, coincidente con la etapa de metafase 1 y declina durante la
transicion Anafase/Telofase I, para volver a aumentar alrededor de las 35 h y permanecer asi durante el resto de
la maduracién (Mattioli et al, 1991, Naito y Toyoda, 1991). Estos resultados son semejantes a los reportados
para los ovocitos de Xenopus y de estrella de mar, y se supone que existen grandes cantidades de FPM
preformado desde antes del inicio de la metafase I. Esto ha sido confirmado en el raton, en el que el FPM se
encuentra presente ain antes del RVG (Sorensen et al, 1985). Otros puntos en la regulacion de la actividad del
FPM estan dados por las modificaciones intramoleculares a las que se encuentra sujeto dicho factor, ya que se ha
determinado que estd compuesto por dos subunidades que requieren estar unidas para su activacion, al mismo
tiempo que sufre distintos eventos de fosforilacion-defosforilacién que .determinan el momento exacto de la
actividad; también es posible que la localizacion intracelular y cantidad de sus componentes jueguen un papel
muy importante para la regulacion de su funcionamiento in vivo (Lewin, 1990; Dekel, 1995). Por esto se hace
necesario determinar la presencia y localizacién de los componentes del FPM durante la maduracion in vitro, y
tratar de asociar dichos cambios con los incrementos y descensos de la actividad que dicho factor muestra en el

reinicio de la meiosis.

El andlisis de la concentracion de la ciclina en los extractos de ovocitos obtenidos a diferentes tiempos
de maduracion, muestran que la ciclina B se encuentra en ellos desde el inicio de la maduracién, v se produce
un ligero aumento de concentracién de ésta durante el proceso (Fig. 6). Con estos resultados no es posible
determinar si se requiere de la sintesis de la ciclina B para regular la activacion del FPM y el reinicio de la
meiosis. Sin embargo al tomarlos en conjunto con los de Mattioli et al (1991), Naito y Toyoda (1991), parece
evidente que en ¢l cerdo se requiere de una sintesis de ciclina B para desencadenar el reinicio de la meiosis en
los ovocitos.

En otras especies animales se ha analizado la concentracion de los componentes del FPM, tratando de

hacer una correlacién con su actividad. Los ovocitos inmaduros de pez dorado contienen p34°de2, pero no ciclina
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B. Esta ultima aparece antes del RVG, por sintesis de novo y se une con p3 4cd¢2 para que la cinasa sea activada
por fosforilacién. En contraste, los ovocitos de Xenopus tienen la cantidad necesaria de ciclina B unida a p34cde2
y la activacién del FPM se da por defosforilacion. Se supone que en mamiferos y estrellas de mar la activacion
del FPM es similar a la de Xenopus: la ciclina B y p34°4°2 se encuentran presentes desde antes del inicio de la
maduracion formando un complejo inactivo. En la almeja Spisula, los ovocitos inmaduros contienen tanto
p34°92 como ciclina B, pero no se unen hasta el inicio de 1a maduracion (Yamashita et al, 1995).

Los estudios realizados por Chapman y Wolgemuth (1992, 1993) muestran que en el raton debe ocurrir
algo semejante a lo que ocurre en Xeropus, ya que detectan transcritos de la ciclina B en ovocitos localizados en
foliculos en crecimiento y en ovocitos crecidos a término, sin embargo los transcritos s¢ acumulan
progresivamente, ya que no se les detecta en los ovocitos de foliculos en reposo, antes de la estimulacion por
FSH. Sin embargo parece que en el raton existe un punto critico durante la maduraciéon meiética de los ovocitos
, que ocurre alrededor del tiempo del RVG, en cuanto a la activacién de la cinasa de histona H1 (FPM) (O'Kecfe
et al, 1991; Hampl y Eppig, 1995). La progresion mds alla de este punto requiere de la sintesis de novo de
proteinas, y parece que la ciclina es uno de los candidatos mas viables, ya que alrededor de 1a metafase I esta
proteina alcanza niveles de 2.5 veces la concentracion de ella en la etapa de VG.

Trabajos recientes de Christman et al (1994) muestran que en los ovocitos de cerdo existe una cantidad
importante de ciclina B que no se modifica durante el crecimiento folicular, ya que se le encuentra por igual
tanto en ovocitos en crecimiento (<90 pm) como en ovocitos crecidos a término (120pm), sin embargo en este
caso no se excluye la posibilidad de que a pesar de que se encuentre presente en los ovocitos, esté secuestrada o

modificada de tal modo que la haga inaccesible a 1a maquinaria celular normal.

Los resultados del presente trabajo muestra que existen cambios de localizacion de Ia ciclina B durante
la maduraci6n in vitro de los ovocitos de cerdo, asociados temporalmente a los eventos importantes de la
maduracién.

Los ovocitos inmaduros recién colectados, muestran a Ia ciclina B distribuida por todo el citoplasma,
entre los glébulos de lipidos de reserva, sin que se aprecie asociacion con alguna estructura subcelular. Adn en

los ovocitos en los que se observa claramente la vesicula germinal, no se detecta una marca fluorescente
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asociada a ella, por lo que podemos considerar que a este tiempo la localizacién es por completo citopldsmica.
Después de 24 h de maduracién in vitro, tiempo previo a la RVG, la ciclina se localiza sélo en la vesicula
germinal, ya que la marca del citoplasma desaparece por completo. Después del RVG, alas 48 b de maduracion
in vitro, la ciclina B se localiza asociada directamente a los cromosomas que sc¢ han condensado para formar la
placa metafasica.

Los reportes acerca de la localizacion de los componentes del FPM durante la interfase han sido
contradictorios. En células de mamifero se ha reportado que p34°42 se localiza en el nucleo, en ¢l citoplasma o
en ambos; 1a ciclina B de anfibios se ha detectado solo en el citoplasma, en embriones de Drosophila se presenta
en ¢l citoplasma y algunos puntos intranucleares, mientras que en levaduras solo se detecta en el nicleo
(revisado en Ookata et al, 1992). Ademas de estas controversias falta aclarar la distribucion de los componentes
del complejo durante la transicion G2/M.

Los primeros trabajos que muestran cambios en la localizacién intracelular de la ciclina B asociados a
las fases del ciclo celular, en especial a la transicion G2/M durante la mitosis, se realizaron en fibroblastos
humanos y células HeLa (Pines y Hunter, 1991) y en fibroblastos de pollo (Gallant y Nigg, 1992). En estos tipos
celulares se observa que la ciclina B, que se encuentra asociada invariablemente con p34°d¢2, aparece al inicio
de la fase S con una localizacion perinuclear. Durante la fase G2 sigue acumulidndose y se asocia a los
microtiibulos. Al inicio de 1a profase mitética se produce una subita relocalizacion hacia el nicleo, antes del
rompimiento de la envoltura nuclear y del desensamble de la ldmina nuclear. Esta traslocacién parece ser
independiente de los microtiibulos, ya que los tratamientos que los desestabilizan no afectan la migracién de la
ciclina al nicleo. Por tltimo, en la metafase se asocia a los cromosomas y al huso mitdtico y al inicio de la
anafasc desaparece.

Sin embargo, las investigaciones para determinar si este fendmeno se produce de manera similar
durante la meiosis son muy €scasos.

En estudios realizados en ovocitos de estrella de mar (Ookata et al, 1992, 1993), se observa que la
ciclina B siempre se encuentra formando un complejo inactivo con p34°42 que se localiza en el citoplasma.
Después del reinicio de la meiosis parte de este complejo migra hacia la VG, otra parte se asocia con el huso, y

el resto permanece dispersa en el citoplasma.
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En una revision publicada por Moor et al (1992), se indica que en los ovocitos de cerdo se presenta un cambio
de localizacion de la ciclina B semejante al que reportan Pines y Hunter (1991) para las células somaticas, es
decir, 1a ciclina B que se encuentra asociada a microtibulos durante la interfase y se trasloca al nicleo antes del
rompimiento de la vesicula germinal y se asocia posteriormente a los cromosomas y al huso mitético. Sin
embargo en ¢l presente trabajo no se observa asociacion de la ciclina B con ninguna estructura celular distinta
de la cromatina, ya que antes del rompimicnto de la vesicula germinal se encuentra dispersa en el citoplasma y

migra a la VG, para después encontrarse exclusivamente en los cromosomas metafasicos.

En conclusion, los resultados del presente trabajo muestran que:

i) los ovocitos de cerdo pueden emplearse como un modelo muy adecuado para el estudio de la
regulacién de la maduracion meiética, debido a su disponibilidad y facilidad de obtenerlos en cantidades
relativamente grandes en comparacion con los ovocitos de otras especies de mamiferos, y su facilidad de cultivo;

ii) durante el proceso de maduraciéon in vitro, los ovocitos de cerdo exhiben cambios en la
concentracion y localizacion de la ciclina que se asocian temporalmente a los eventos de la maduracion

meidtica, por lo que la ciclina B tiene una participacion esencial en la regulacion del reinicio de la meiosis.
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