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Pregunta: Capture aqui el resumen de este informe

La calidad del ovocito impacta en gran medida en la sobrevivencia
embrionaria temprana y es adquirida durante la foliculogénesis, donde el
ovocito es capaz de regular su propio microambiente a través de la
comunicacion bidireccional que existe entre éste y las células
foliculares. Esta comunicacién se da por contacto celular directo y por
factores paracrinos secretados por el ovocito (OSFs). Estos ultimos
regulan funciones importantes en las células de la granulosa y cumulares
como: crecimiento, regulacion del metabolismo y expansion celular,
modulacion de la esteroidogénesis, asi como prevencion de muerte
celular. De estos factores de secrecion sdlo unos cuantos han sido
identificados en el bovino, como lo son GDF9 y BMP15; los cuales son
capaces de mejorar, de un 40% a un 60%, la capacidad de maduracién in
vitro del ovocito hasta llegar a blastocisto. Bajo la hipotesis de que
ademés de las proteinas GDF9 y BMP15 el ovocito secreta factores
paracrinos que promueven su madurez y competencia in vitro; el
objetivo general del trabajo ha sido identificar y caracterizar factores
paracrinos secretados por el ovocito, que mejoren la eficiencia del
proceso de maduracion in vitro (IVM), para lograr una competencia
ideal que permita aumentar el porcentaje de blastocitos in vitro. Para
cumplir con dicho objetivo se plantearon tres etapa: I. Identificacion de
genes candidatos que codifiquen para factores paracrinos de ovocitos
madurados in vivo; Il. Obtencion y caracterizacion de factores
paracrinos recombinantes, y Ill. Evaluacién del efecto de los factores
paracrinos recombinantes sobre células cumulares y ovocitos madurados
in vitro. El presente informe técnico muestra los resultados obtenidos
durante el afio 2014 que corresponden a los avances de las Etapas | y I11.
En la Etapa | con el fin de identificar proteinas de secrecion del ovocito
bovino, se realizd un analisis in silico que consistio de fases: 1)
Obtencion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas
provenientes de secuencias ESTs de ovocito bovino reportadas en el
base de dato del Genebank del NCBI, para el caso de ESTs que no
mostraran una secuencia de aminoacidos, la proteina se predijo a través
del servidor EMBOSS Transeq; 2) Prediccion de proteinas de secrecion
usando los programas SignallP, SecretomeP, TargetP y TMHMM; y 3)
Clasificacion de las proteinas de secrecion por medio de los programas
InterProScan, KEEG Brite, KEGG Pathway and BLASTP of NCBI. De
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las 2167 secuencias ESTs reportadas en NCBI de ovocito bovino se
obtuvieron 1237 secuencias diferentes de proteinas, de las cuales 87
fueron identificadas como proteinas de secrecion por la via clasica de
acuerdo al servidor SignalP, las 1150 restantes se analizaron SecretomeP
para predecir las proteinas de secrecion que siguen la via no clésica, las
cuales resultaron ser 89. Las proteinas de secrecion identificadas por
ambos servidores (176) fueron analizadas por TargetP para determinar
cuéles eran mitocondriales, 3 resultaron serlo, a 52 proteinas no se les
logré identificar su localizacion y 22 mas resultaron tener una
localizacion distinta a la mitocondrial; estas 77 proteinas fueron
removidas del conjunto de las 176 presuntas proteinas de secrecion y las
99 restantes se analizaron por TMHMM para la prediccion de proteinas
transmembranales, de las cuales 29 poseian uno o mas hélices
transmembranales. Un total de 70 proteinas fueron identificadas como
de secrecion por métodos computacionales (SignalP, SecretomeP,
TargetP y TMHMM), sin embargo se descartaron las predichas, por lo
que finalmente se obtuvieron 18 probables proteinas de secrecion, de las
cuales el 61.1% fueron proteinas de matrix extracelular, 27.8% fueron
proteinas de secrecion que al ser reconocidas por un receptor participan
activando un proceso de sefializacion y 11.11% fueron proteinas no
identificadas. Teniendo claro que lo que se pretendia es identificar
proteinas de secrecion que sean potenciales OSF¢s para ser utilizadas
como promotores de competencia en el cultivo de maduracion in vitro,
el criterio de seleccidn se baso en que dichas proteinas tenia que tener
una participacion en el proceso de maduracion del ovocito, es decir, que
participen en cualquier punto desde el momento en que se reanuda la
meiosis hasta la metafase Il. Para esto, fue necesario realizar una
revision de literatura exhaustiva de cada una de las 18 proteinas de
secrecion identificadas. Asi pues, después del analisis de revision de
literatura, se decidié que las proteinas TIMP-1, TNPAIP6, PTX3 y
PTGS2, INHBA son candidatos potenciales a usarse como promotores
de maduracion. Las proteinas TNPAIP6 y PTX3, son esenciales para se
forme la matrix extracelular que rodea al COC, ya que se unen al
hyalurano lo que ayuda a mantener la adecuada conformacion del COC
durante el proceso de maduracion. La proteina TIMP-1 inhibe la accion
de metaloproteinasas tipo MMP1 que actian degradando la matrix
extracelular, por lo que su presencia es indispensable para que la
conformacién del COC permanezca estable. PTGS2 estéa relacionada con
reactivacion de la meiosis en el ovocito inmaduro, dado que activa la
sintesis de PGE2. Por parte la proteina INHBA, su expresién se asocia
con la competencia del ovocito e incrementa la secrecion de FSH. Sin
embargo aln es necesario evaluar su expresion en diversos tejidos como
higado, bazo, rifién, ovario, ovocito, células cumulares y testiculo, para
constatar que la expresion de estos genes corresponda con lo reportado
en la literatura y asegurarnos que se estén expresando en el ovocito. En



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

CHIHUAHUA

la Etapa Ill, teniendo el antecedente de que en ratas el péptido
IMD/ADM2(1-47) actia como OSF y al ser adicionado al medio de
cultivo de maduracion in vitro, promueve la organizacién compacta del
COC, junto con un aumento de la concentracion del AMPc y una
disminucion de la apoptosis, se tuvo como objetivo evaluar la accién
como OSF del peptido IMD/ADM2(1-47) sobre la maduracion del
ovocito bovino, suplementando el medio de cultivo de maduracion con
1.5, 15 y 51 ng/ul de IMD/ADM2(1-47). Para lo cual, se aspiraron
foliculos de 2-8 mm de didmetro de ovarios de rastro, para obtener
complejos ovocito-cumulus (COCs). Los COCs fueron organizados en
grupos de 50 por tratamiento y se sometieron a maduracion in vitro
durante 24 h. Subsecuentemente, grupos de 25 COCs fueron usados para
evaluar el grado de expansion cumular (compacto, semicompacto y
expandido) y la capacidad de maduracion del ovocito, asi como su
accion antiapoptdtica. Los resultados mostraron que aunque no hubo
diferencia estadistica entre los tratamientos de IMD/ADM2(1-47)
utilizados, el porcentaje de COC¢s con una estructura compacta se
aumento con el incremento de la concentracion de IMD/ADM2 (64%
para 1.5ng/pl, 70% para 15 ng/ul y 88% para 51 ng/ul; P>0.05), de éstos
solamente el tratamiento de 51 ng/pl mostro diferencia significativa con
el tratamiento control sin IMD/ADM2(1-47) (88% vs 42%,
respectivamente; P<0.05). Para COCs con estructura expandida,
ninguno de los tratamientos probados mostré diferencia significativa
contra el tratamiento control (14% para 1.5 ng/ul, 13% para 15 ng/ul ,
8% para 51 ng/ul y 30% para control; P>0.05); sin embargo, la
tendencia mostré6 que la expansion celular disminuyo conforme se
aumenta la concentracion de IMD/ADMZ2(1-47). Estos resultados
concuerda con los obtenidos por Chang et al., (2011) quien mostr6 en
rata, que la suplementacion de IMD/ADM2(1-47) en el medio de
maduracion in vitro promovia la compactacion de los COCs. Con estos
resultados demostramos que la IMD/ADM(1-47) estimula el desarrollo
folicular manteniendo en los COCs una estructura tridimensional donde
existe una adecuada comunicacion bidireccional entre el ovocito y las
células cumulares. Un significativo incremento en el porcentaje de
ovocitos en el estado de metafase Il (MII) fue observado en COCs
suplementados con 15 ng/pl comparado con el tratamiento control (61%
vs 35% respectively, P<0.05) y contrariamente la adicion de 51 ng/ul de
IMD/ADM(1-47) disminuy6 el porcentaje de ovocitos MIl y no
presentd diferencia significativa con el tratamiento control (48% vs
35%, P>0.05). Por otro lado, tanto la suplementacion con 1.5 y 51 ng/ul
de IMD/ADM(1-47) no tuvo ninguna influencia en disminuir el
porcentaje de apoptosis en los ovocitos comparados con el cultivo
control (12% para 1.5 ng/ul, 11% para 51 ng/pl y 30% para control;
P<0.05), a diferencia de 15 ng/ul de IMD/ADM(1-47) que promovid
una disminucion de la apoptosis significativamente diferente al
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tratamiento control (2% vs 21%, respectivamente; P<0.05). En
conclusion la suplementacion al medio de maduracién in vitro con el
péptido AMD/ADMZ2(1-47), promueve la maduracion nuclear e inhibe
la presencia de apoptosis en el ovocito, ademas promueve una estructura
tridimensional compacta en los COC’s para que la comunicacion entre
el ovocito y las células cumulares se de manera adecuada.

Evalte el grado de cumplimiento de la(s) meta(s) y obtencion de
productos que usted propuso para esta etapa

La Etapa | se ha cumplido al 90%. Después del analisis de 2167
secuencias de cDNAs reportadas para el ovocito, se logré identificar 5
genes que codifican para proteinas de secrecion, las cuales cumplieron el
criterio de seleccion para ser potenciales OSFs a utlizarse mediante su
adicion como proteinas recombinantes in vitro en el cultivo de
maduracion de ovocitos (IVM). Para culminar la etapa faltaria analizar
su expresion en diversos tejidos para comprobar que realmente se
expresen en ovocito. La Etapa Il se ha cumplido al 5%. En este
momento nos encontramos clonado, en vectores de expresion, los 5
genes que se identificaron en la etapa I, una vez que estén clonados,
procederemos a obtenernos de manera recombinante para evaluar dichas
proteinas como OSF¢s en los protocolos de maduracion in vitro, tal y
como lo hemos estado realizando en la Etapa Il para el péptido
IMD/ADM21-47 La etapa 1l se ha cumplido en un 40%. Los resultados
obtenidos indican que la IMD/ADM21-47 promueve la compactacion
del COC para que la comunicacion bidireccional se dé de la mejor
manera, ademas promueve la maduracion nuclear del ovocito y tiene un
efecto antiapoptotico en esta célula. Por estos resultados, IMD/ADM21-
47 es un OSF que puede ser utilizado para mejorar los cultivos de
maduracion in vitro de ovocitos. Sin embargo ain falta demostrar que
tiene una influencia positiva en el desarrollo embrionario al aumentar el
porcentaje de blastocisto.

En caso de haber realizado modificaciones al Convenio de Asignacién
de Recursos, respecto de la distribucion de recursos financieros, sefiale
dichas modificaciones y las justificaciones correspondientes

No hubo ninguna modificacion en los recursos financieros

Reporte los alcances logrados respecto de: a) Productos académicos
y/o de divulgacion b) Formacion de recursos humanos especializados c)
Participacién en congresos y foros académicos -Se solicita anexar en
pdf la evidencia de los productos

Los resultados preliminares del analisis in silico, lo relacionado al
andlisis de las primeras 230 secuencias analizadas se presentaron en la
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XLI Reunion de la Asociacion Mexicana para la Produccién Animal y
Seguridad Alimentaria A.C. y la VII Reunion Nacional sobre Sistemas
Agro y Silvopastoriles, bajo el titulo: Identificacion de probables
factores de secrecion del ovocito en Bos Taurus mediante analisis
bioinformatico, cuya presentacion estuvo a cargo por la alumna de
maestria. Durante este afio 2015, del 18 al 22 de junio, los resultados
presentados en este informe técnico seran presentados en la 48th Annual
Meeting of the Society for the Study of Reproduccion, a través de la
participacion con dos trabajos: 1) ldentification of Probable Oocyte-
secreted Factors in Bos taurus through Bioinformatic Analysis,
presentado por la alumna Beatriz Elena Castro Valenzuela (Maestria) y
2) IMD/ADM2 Promotes the Cell Interaction in Cumulus-Oocyte
Complexes (COCs) and Enhances Oocyte Maturation to Develop
competence In Vitro, presentado por el alumno Jesls Garcia Hernandez
(Doctorado). En relacion a la formacion de recurso humano, actualmente
se encuentra participando en el desarrollo del proyecto, para obtener su
tesis, un alumno de doctorado y una de maestria, los cuales pertenecen a
los programas de Doctorado in Philosophia y Maestria en Ciencias en
reproduccion animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia, UACH. El
alumno de doctorado es Jesus Garcia Hernandez; mientras que la
alumna de Maestria es Beatriz Elena Castro Valenzuela.
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