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Resumen

1. RESUMEN

El sistema plasmindgeno-plasmina (PLG-PLA), mas conocido como sistema
fibrinolitico por su papel en la disolucion de los coagulos sanguineos, esta implicado en
procesos de remodelacion tisular y migracion celular, tales como la invasion de los tejidos
circundantes por las células patégenas o tumorales (Dang et al., 1985; Ossowski et al.,
1973), la angiogénesis (Rifkin et al., 1983) o la invasion del endometrio por el trofoblasto
(Sappino et al., 1989; Strickland et al., 1976). Se trata de un imbricado sistema en el que
participan distintos activadores e inhibidores que a su vez forman parte de diferentes

cascadas de sefializacion intracelular (Binder et al., 2007).

El sistema tiene como componente central al plasmindgeno (PLG), sintetizado en
forma de zimégeno inactivo principalmente en el higado (Raum et al., 1980), aunque
también se ha descrito en otros lugares como los tubulos seminiferos (Saksela y Vihko,
1986). El PLG se activa transformandose en plasmina (PLA) por rotura de un enlace
peptidico sencillo gracias a la acciéon de alguno de sus dos activadores, el activador del
plasmindgeno tipo tisular (tPA) o el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA),
ambos pertenecientes a la familia de las serin proteasas.

El tPA es sintetizado principalmente por las células endoteliales (Dang et al., 1985) y
abunda en el plasma de la especie humana (Collen, 1987). Se han descrito receptores
para tPA en la superficie de humerosos tipos celulares implicados en diversas funciones.
La mayoria de estos receptores unen también PLG, favoreciendo la formacién de PLA
mas eficientemente y de forma focalizada sobre la superficie celular. De esta forma
contribuyen a la regulacion de la fibrinolisis asi como a la degradacion de otras proteinas

tanto de la membrana como de la matriz extracelular (ECM).

El uPA, por su parte, es una proteina secretada por las células endoteliales y
epiteliales principalmente en los conductos excretores del organismo (como los tabulos
renales) y fue descrito inicialmente en cultivos de células de carcinoma ovarico (Astedt y
Holmberg, 1976). La unidon de uPA a su receptor de membrana, uPAR, aumenta sus
efectos biolégicos, sean éstos dependientes o no de la protedlisis (Andreasen et al., 1997;
Sabapathy et al., 1997; Shapiro et al., 1996).

Una vez formada la PLA por la activacion del PLG, ésta ejerce su efecto proteolitico
asociado a la superficie celular y en la sangre degrada con gran eficacia la fibrina (Collen

y Lijnen, 1995). Ademas, la PLA se une a una gran variedad de sustratos y es capaz de
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degradar diferentes moléculas que forman parte de la matriz extracelular (ECM) y de la
membrana basal, tales como la fibronectina, laminina, vitronectina, proteoglicanos y

colageno (Aguilar et al., 2004; Irigoyen et al., 1999).

La actividad proteolitica de todo este sistema estd controlada, principalmente, por
inhibidores de los activadores del plasminégeno (PAIs). Estos inhibidores pertenecen a la
familia de las serpinas (inhibidores de serin proteasas) y se conocen tres tipos, PAI-1,
PAI-2 y PAI-3.

En el aparato reproductor, uno de los aspectos mas estudiados del sistema PLG-PLA
ha sido su relacién con la ovulacion, ya que contribuye a la degradacion proteolitica de la
pared folicular para permitir la salida del complejo cumulus-ovocito (revisado por Liu,
2004). También se ha demostrado su relacion con la dispersion de la células del cumulus
(D'Alessandris et al., 2001), la espermatogénesis (Clermont, 1972; Vihko et al., 1984), la
motilidad espermética y la reaccion acrosomica (Hong et al., 1985; Taitzoglou et al., 2003;
Taitzoglou et al., 2004) o la implantacion (Fazleabas et al., 1983; Finlay et al., 1983).

Sin embargo, la relacion del sistema PLG-PLA con la fecundacion no estia hoy dia
clarificada. Aunque a lo largo de los afios se ha podido demostrar la presencia de algunos
de los componentes del sistema PLG-PLA en los gametos (Huarte et al., 1987a; Huarte et
al., 1985) y en el oviducto de los mamiferos (Kouba et al., 2000a) el papel concreto que
juega este sistema en la fecundacién, si es que juega alguno, esta por determinar. Por
ello, el objetivo principal del presente trabajo consistio en averiguar si el sistema PLG-PLA
afecta al proceso de fecundacion y, en el caso de que asi fuera, identificar los
componentes del sistema que participan en dicho efecto y el mecanismo mediante el que

actuan.

En la primera parte de nuestro trabajo experimental decidimos emplear la técnica de
fecundacion in vitro (FIV) para estudiar el efecto del PLG y la PLA sobre el proceso de
fecundaciéon, ya que ésta es la herramienta disponible que mas nos aproxima a la
fecundacion fisiolégica. Como modelos experimentales elegimos el bovino y el porcino.
Ambos son muy diferentes en cuanto a rendimiento en FIV ya que, mientras que en el
primero, el nUmero de espermatozoides que penetran cada ovocito suele estar proximo a
uno, el segundo se caracteriza por el alto indice de penetraciones polispérmicas que se
obtienen cuando se utiliza la FIV (Coy et al., 2008a). Por ello, decidimos emplear ambos

modelos paralelamente en aquellos casos en los que el experimento pudiera ofrecer
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alguna duda en relacién a que el efecto observado pudiera depender del nimero de

espermatozoides que penetraran cada ovocito.

A partir de ovarios recogidos en matadero, se procedié a la obtencidén y maduracion in
vitro de ovocitos bovinos y porcinos. Estos ovocitos fueron fecundados in vitro con
espermatozoides de toros y verracos de fertilidad probada que se sometieron previamente
a un proceso de seleccion mediante gradientes de densidad. Empleando PLG afiadido al
medio de cultivo, se realizaron estudios dosis-efecto (distintas concentraciones de PLG) y
tiempo-efecto (PLG afadido 30 minutos antes, 30 minutos después, o al mismo tiempo
gue se afadian los espermatozoides al medio que contenia los ovocitos) durante la FIV
bovina y porcina. Se evaluaron los resultados a las 18-20 horas del inicio del cultivo. Se
comprob6 que la adicion de PLG al medio dificultaba, en términos generales, la entrada
de espermatozoides al interior de los ovocitos y disminuia el nUmero de espermatozoides
qgue permanecian adheridos a la ZP tras ese tiempo. Este efecto era mas marcado si se
adicionaba el PLG 30 minutos después de afiadir los espermatozoides a la placa que
contenia los ovocitos que si se adicionaba 30 minutos antes. Ademas, el efecto era mas
evidente cuanto mayor era la dosis de PLG ensayada, y semejante al provocado cuando
se adicionaba directamente PLA en concentraciones similares. Por lo tanto, dedujimos
gue el PLG que nosotros afiadiamos al medio se estaba activando a PLA en nuestras
condiciones de trabajo y que ésta era, en ultimo término, la responsable del efecto

observado.

Dado que en el medio de cultivo empleado para la FIV no se habia afiadido ningun
activador del PLG, llegamos a la conclusién de que dichos activadores debian proceder
necesariamente de los gametos y que debian liberarse durante el tiempo que

permanecian en cultivo.

Una vez comprobamos que el sistema PLG-PLA tenia un papel en la fecundacion, en
la segunda parte de este estudio se emplearon técnicas de inmunofluorescencia indirecta
para detectar la presencia de PLG y de sus activadores (tPA y uPA) en los ovocitos
bovinos y porcinos. No se intentaron detectar dichos activadores en los espermatozoides
porque ya existen suficientes estudios previos que los han evidenciado (Huarte et al.,
1987a; Smokovitis et al., 1992). Sin embargo, en el caso del ovocito, s6lo habiamos
encontrado dos referencias en la bibliografia en las que se habia detectado su relacion
con el PLG: una en el ratdn, en el que Huarte et al. (Huarte et al., 1993) demostraron que
los ovocitos eran capaces de unir moléculas de PLG, y otra en el hamster, en el que
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Jiménez Diaz et al. (Jimenez-Diaz et al., 2002) detectaron la presencia de PLG en ZP y

membrana de ovocitos por técnicas de inmunofluorescencia indirecta.

Para la deteccién del PLG en los ovocitos se us6 una técnica indirecta en dos capas,
empleando un anticuerpo comercial policlonal anti-PLG producido en conejo como
anticuerpo primario y un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a TRITC
(isotiocianato de tetrametil rodamina) para poder visualizar el marcaje obtenido en el
microscopio confocal. Para la deteccion de los dos activadores del plasmindgeno se utilizé
también inmunofluorescencia indirecta pero en este caso en tres capas. Se emplearon
anticuerpos comerciales policlonales anti-tPA y anti-uPA producidos en cabra como
anticuerpos primarios. Posteriormente se empled un anticuerpo secundario anti-cabra

producido en conejo y un anticuerpo terciario anti-conejo conjugado de nuevo a TRITC.

Los resultados obtenidos demostraron que el PLG se localiza en la ZP y en las
proximidades del oolema de los ovocitos bovinos y porcinos, y que tanto tPA como uPA
estan presentes en ambas localizaciones antes de la fecundacion. Sin embargo, una vez
fecundados, los ovocitos pierden practicamente todo el PLG y gran parte de la sefial de
los activadores en las cercanias del oolema. En la ZP, también la sefial para el PLG y sus
activadores disminuye tras la fecundacién, quedando circunscrita hormalmente a los sitios
donde se observan espermatozoides unidos. Estos resultados indicaban que el sistema,
de alguna manera, se debia activar durante el proceso de interaccién espermatozoide-
ovocito y provocar el efecto que habiamos observado en la primera parte del estudio,

aungue gquedaba por averiguar de qué modo ejercia tal efecto.

Por ello, en la tercera parte del presente trabajo se realizaron diversos experimentos con
el fin de describir, al menos parcialmente, el mecanismo por el cual el sistema PLG-PLA
provocaba el efecto observado en la fecundacién. Para evaluar si este sistema, como se
habia sugerido (Zhang et al., 1992) estaba implicado en el endurecimiento de la ZP post-
fecundaciéon descrito en el ratén (Moller y Wassarman, 1989) procedimos a incubar los
ovocitos bovinos y porcinos en presencia o ausencia de PLG y de PLA. El endurecimiento
post-fecundacion se refiere al incremento de la resistencia de la ZP a la digestiéon en
pronasa y a la penetracién espermatica que se observa tras la fecundacion, al menos en
el raton (Moller y Wassarman, 1989). Tras la incubacion, evaluamos la resistencia de las
ZPs a ser digeridas en una solucion de pronasa, observando que ni el PLG ni la PLA
afectan a esta propiedad de la ZP. Por lo tanto, su posible papel en el endurecimiento
post-fecundacién de la ZP fue descartado.
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Empleando técnicas de citometria de flujo, procedimos a evaluar tres parametros
relacionados con la funcionalidad espermatica como son la viabilidad, la estabilidad del
acrosoma y el grado de desorden lipidico de las membranas. El estado del acrosoma se
evalu6é mediante una tincién simultanea con la lectina Arachis hypogaea agglutinin unida a
isotiocianato de fluoresceina (PNA-FITC) y yoduro de propidio (IP). En cuanto al grado de
desorden lipidico, se tifieron las muestras de espermatozoides simultineamente con
merocianina 540 (M540) y Yo-Pro 1 (YP1) siguiendo el protocolo descrito por Harrison et
al. (Harrison et al., 1996). Tanto en la especie bovina como en la porcina pudimos
observar que la incubacion de los espermatozoides con PLG o con PLA durante 30
minutos no tenia ningan efecto perjudicial sobre los tres parametros evaluados, por lo que
la disminucién de la penetracién y de la unién a la ZP no podia justificarse por fallos en la

funcionalidad espermatica.

Finalmente, realizamos un ensayo de union espermatozoide-ZP empleando zonas
pellcidas aisladas de vaca y cerda y espermatozoides de toro y verraco, respectivamente.
Pudimos comprobar que la PLA, afiadida al medio de cultivo 30 minutos después del inicio
del mismo, provocaba la liberacion de los espermatozoides que, antes de afadirla, se
habian unido a la ZP en ambas especies. Este resultado nos llevé a la conclusion de que
el mecanismo por el cual la PLA provocaba el efecto observado en la fecundacion
consistia en la rotura de las uniones espermatozoide-ZP previamente establecidas,
conclusion que pudimos corroborar empleando un sistema de observacion
videomicroscépica en tiempo real. Mediante este sistema, comprobamos que, en ovocitos
control, era practicamente imposible separar de la ZP los espermatozoides que estaban
firmemente unidos a ella. Sin embargo, cuando se vertia una solucion de PLA en las
proximidades de estos mismos espermatozoides, un ligero contacto con la pipeta de

microinyeccion los desprendia de su unién a la ZP.

El conjunto de evidencias experimentales obtenidas en el presente estudio junto a las
referencias bibliograficas consultadas nos permiti6 proponer un modelo biolégico para
explicar el papel del sistema PLG-PLA en la fecundacién. Este modelo supone que, ante
la llegada de los primeros espermatozoides a la ZP, la activacion del PLG de esta
microrregion y su posterior conversion en PLA facilitaria, mediante proteolisis focalizada,
el paso de los espermatozoides que llegaran mas tarde a través de la zona. En este
sentido, el sistema PLG-PLA facilitaria el proceso de fecundacion. Sin embargo, el
contacto del primer espermatozoide con el oolema provocaria una descarga masiva de
activadores de PLG procedentes del ovocito que, tras la correspondiente generacion de

PLA, provocarian la rotura de las uniones espermatozoide-ZP ya establecidas,
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disminuyendo de este modo la entrada de espermatozoides adicionales al espacio
perivitelino. Mediante este segundo mecanismo, por tanto, el papel del sistema PLG-PLA
en la fecundacion estaria relacionado con la regulacion de la polispermia. La identificacion
de los lugares especificos de corte para la PLA que mediarian uno y otro efecto, asi como
de los activadores concretos implicados en cada proceso constituiria el objeto de futuras

investigaciones.
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2. SUMMARY

The plasminogen system, better known as the fibrinolytic system for its role in the lysis
of the blood clots, is involved in processes of tissue remodelling and cellular migration
such as pathogen and tumour cell invasion (Dang et al., 1985; Ossowski et al., 1973),
angiogenesis (Rifkin et al., 1983), or trophoblast invasion (Sappino et al., 1989). It is an
overlapped system conformed by different activators and inhibitors participating, at the

same time, in different intracellular signaling cascades (Binder et al., 2007).

The central component of the system is the inactive zymogen plasminogen (PLG),
mainly synthesized in the liver (Raum et al., 1980), but described also in the seminiferous
tubules (Saksela and Vihko, 1986). PLG is activated into plasmin (PLA) by the cleavage of
a single peptidic bond by one of its activators, the tissue-type plasminogen activator (tPA)
or the urokinase-type plasminogen activator (UPA). Both of them belongs to the serin-
protease family.

The first activator, tPA, is mainly synthesized by the endothelial cells (Dang et al.,
1985) and it is abundant in human plasma (Collen, 1987). Receptors for tPA has been
described in the surface of a variety of cells involved in different functions. Most of these
receptors bind also PLG, enhancing its conversion into PLA in an efficient and focused
way on the cell surface. They then contribute to the regulation of fibrynolisis and

degradation of proteins either on the membrane or on the extracellular matrix (ECM).

The second activator, uPA, is a protein mainly secreted by endotelial and epithelial
cells in the excretory ducts of the body (such as the renal tubules) and was initially
described in ovarian carcinoma cell cultures (Astedt and Holmberg, 1976). The binding of
uPA to its membrane receptor, uUPAR, increases its biological effects, whether or not
dependent proteolysis (Andreasen et al., 1997; Sabapathy et al., 1997; Shapiro et al.,
1996).

Once the PLA is formed by the activation of PLG, it exerts its proteolytic effect
associated with the cell surface and, in the blood, degrades fibrin very efficiently (Collen
and Lijnen, 1995). In addition, the PLA attaches to a variety of substrates and is capable of
degrading different molecules that are part of the extracellular matrix (ECM) and basement
membrane, such as fibronectin, laminin, vitronectin, proteoglycans and collagen (Aguilar et
al., 2004; Irigoyen et al., 1999).
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The proteolytic activity of the entire system is controlled mainly by inhibiting
plasminogen activators (PAIls). These inhibitors belong to the family of serpins (serine

protease inhibitors) and three types, PAI-1, PAI-2 and PAI-3 are known.

In the reproductive system, one of the most studied aspects of PLG-PLA system has
been its relationship with ovulation, as it contributes to proteolytic degradation of the
follicular wall to permit the release of the cumulus-oocyte complex (revised by Liu, 2004). It
has also been showed its relationship to the dispersal of cumulus cells (D'Alessandris et
al., 2001), spermatogenesis (Clermont, 1972; Vihko et al., 1984), sperm motility and
acrosome reaction (Hong et al., 1985; Taitzoglou et al., 2003; Taitzoglou et al., 2004) or

implantation (Fazleabas et al., 1983; Finlay et al., 1983).

However, the ratio of PLG-PLA system with fertilization is not clarified today. Although
over the years it has been demonstrated the presence of some of the components of the
PLG-PLA in the gametes (Huarte et al., 1987a; Huarte et al., 1985) and in the mammalian
oviduct (Kouba et al., 2000a) the specific role this system plays in fertilization, if it plays
any, is to be determined. Therefore, the main objective of this study was to determine
whether PLG-PLA system affects the process of fertilization and, if so, identify system

components involved in this effect and the mechanism by which they operate .

In the first part of our experimental work we decided to use the technique of in vitro
fertilization (IVF) to study the effect of PLG and PLA on the fertilization process, as this is
the available tool closer to physiological fertilization. As experimental model we chose the
bovine and porcine species. Both are very different in IVF performance because, while in
the first, the number of sperm penetrating each oocyte is usually close to one, the second
is characterized by high polyspermy penetration rate obtained when using IVF (Coy et al.,
2008). Therefore, we decided to use both models in parallel in those cases in which the
experiment could provide some doubt concerning the observed effect might depend on the

number of sperm penetrated per oocyte.

From ovaries gathered in slaughter house, we proceed to the obtaining and in vitro
maturation of cow and pig oocytes. These oocytes were in vitro fertilized with spermatozoa
of bulls and boars of proven fertility that were selected by means of density gradients
previously. Using PLG addition to culture media, studies were realised dose-effect
(different concentrations of PLG) and time-effect (PLG addition 30 minutes before, 30
minutes later, or at the same time as the spermatozoa were added to the media that

contained the oocytes) during the bovine and porcine IVF. The results were evaluated after
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18-20 hours of the beginning of the culture. It was verified that the addition of PLG to the
culture medium made difficult, in general terms, the entrance of spermatozoa into the
oocytes and diminished the number of spermatozoa that remained attached to the ZP after
that time. This effect was more noticeable when PLG was added 30 minutes after adding
the spermatozoa to the plate containing the oocytes that if it was added 30 minutes before.
In addition, the effect was more evident the whichever greater one was the tried dose of
PLG, and resemblanced to the effect caused when PLA in similar concentrations was
added directly. Therefore, we deduced that the PLG added to the medium was activating
to PLA under our experimental conditions and that this PLA was, in last term, the

responsible factor for the observed effect.

Due to the fact that no PLG activator had been added in the culture medium employed
for IVF, we came to the conclusion that activators should proceed necessarily from the

gametes and that should be released during the time that they remained in culture.

Once we verified that PLG-PLA system had a role in the fertilization, techniques of
indirect immunofluorescence were used in the second part of this study to detect the
presence of PLG and their activators (tPA and uPA) in the bovine and porcine oocytes. We
did not try to detect these activators in the spermatozoa because sufficient previous
studies already existed demonstrating their presence (Huarte et al., 1987a; Smokovitis et
al., 1992). Nevertheless, in the case of the oocyte, we had only found two references in the
bibliography in which its relation with the PLG had been detected: one in the mouse, in
which Huarte et al. (Huarte et al., 1993) demonstrated that the ooocytes were able to bind
PLG molecules, and another one in hamster, in which Jiménez Diaz et al. (Jimenez-Diaz
et al., 2002) detected the presence of PLG in ZP and membrane of oocytes by indirect

immunofluorescence techniques.

For the detection of the PLG in the oocytes, an indirect technique in two layers was
used. A policlonal commercial antibody anti-PLG produced in rabbit was used as primary
antibody and a secondary anti-rabbit antibody conjugated to TRITC (isotiocianate of
tetramethil rodamin) was added to visualize the labelling in the confocal microscope. For
the detection of both PLG activators indirect immunofluorescence again, but in this
occasion in three layers, was used. Policlonal commercial antibodies anti-tPA and anti-
uPA produced in goat were used as primary antibodies. Later, a secondary anti-goat
antibody produced in rabbit and a tertiary anti-rabbit antibody conjugated again to TRITC

were used.
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The obtained results demonstrated that the PLG is located in the ZP and near oolema
of the bovine and porcine oocytes, and that both tPA and uPA are present in both locations
before the fertilization. Nevertheless, once fertilized, the ooocytes lost most of the signal
for PLG and the activators near oolema. In the ZP, also the signal for the PLG and their
activators fell after the fertilization, being circumscribed normally to the sites where bound
spermatozoa were observed. These results indicated that the system, somehow, should
be activated during the spermatozoon-oocyte interaction and should bring about the effect
that we had observed in the first part of the study, although was to find out how it exerted

such effect.

For this reason, in the third part of the present work, diverse experiments were realised
with the purpose of to describe, at least partially, the mechanism by which PLG-PLA
system brought about the effect observed in the fertilization. In order to evaluate if this
system, as it had been suggested (Zhang et al., 1992) was involved in the post-fertilization
ZP hardening described in the mouse (Moller and Wassarman, 1989), we came to
incubate bovine and porcine oocyes in presence or absence of PLG and PLA. The post-
fertilization hardening means the increase of the resistance of the ZP to pronase digestion
and to sperm penetration. This increase is observed after the fertilization, at least in the
mouse (Moller and Wassarman, 1989). After the incubation, we evaluated the resistance
of the ZPs to be digested in a pronase solution, observing that neither PLG nor PLA affect
this property of the ZP. Therefore, its possible role in the post-fertilization hardening of the

ZP was discarded.

Using flow cytometry, we came to evaluate three parameters related to the sperm
functionality as the viability, the acrosome stability and the degree of membrane lipidic
disorder. The acrosome was evaluated by means of a simultaneous staining with the lectin
Arachis hypogaea agglutinin together with fluorescein isotiocianate (PNA-FITC) and
propidium iodide (IP). As far as the degree of lipidic disorder, the samples of spermatozoa
were dyed simultaneously with merocianine (540 M540) and I-Pro 1 (YP1) following the
protocol described by Harrison et al. (Harrison et al., 1996). As much in the bovine species
as in the porcine one we could observe that the incubation of the spermatozoa with PLG or
PLA during 30 minutes did not have any detrimental effect on the three evaluated
parameters, reason why the decrease of the penetration and the ZP binding could not be
explained by failures in the sperm functionality.

Finally, we realised a sperm-ZP binding test using isolated ZPs from cow and pig and

spermatozoa from bull and boar, respectively. We could verify that the PLA, added to the
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medium 30 minutes after the beginning of the culture, brought about the release of the
spermatozoa that, before adding it, had been bound to the ZP in both species. This result
lead us to the conclusion that the mechanism by which the PLA brought about the effect
observed in the fertilization consisted of the breakage of the sperm-ZP bindings previously
established, conclusion that we could corroborate using a system of videomicroscopic
observation in real time. By means of this system, we verified that, in control oocytes, it
was almost impossible to separate the ZP from the spermatozoa that were firmly bound to
it. Nevertheless, when a solution of PLA near these same spermatozoa was spilled, a

slight contact with the microinjection pipette came off them to its binding to the ZP.

The set of experimental evidences in the present study together with the consulted
bibliographical references, allowed us to propose a biological model to explain the role of
the PLG-PLA system in the fertilization. This model supposes that, before the arrival of the
first spermatozoa to the ZP, the activation of the PLG in this microregion and its later
conversion into PLA would facilitate, by means of focused proteolisis, the passage of the
spermatozoa that arrived later through the zone. In this sense, PLG-PLA system would
facilitate the fertilization process. Nevertheless, the contact of the first spermatozoon with
oolema would cause a massive unloading of PLG activators coming from the oocyte that,
after the corresponding generation of PLA, would bring about the breakage of the sperm-
ZP bindings already established, diminishing in this way the entrance of additional
spermatozoa to the perivitelline space. By means of this second mechanism, therefore, the
role of the PLG-PLA system in the fertilization would be related to the regulation of
polispermy. The identification of the specific cleavage sites for the PLA that would mediate
both effects as well as of the specific activators implied in each process it would constitute

the objective for further research.
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3. INTRODUCCION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Al margen del indiscutible interés para la especie humana, la importancia del estudio
de la fecundacion en los animales se sustenta en la posibilidad de controlar, regular y
mejorar la produccion animal, la conservacion de especies en peligro de extincion y la
obtencion de animales modificados genéticamente. Como ejemplo de este Ultimo aspecto,
se suele considerar al cerdo la especie de eleccion para ser utilizado como potencial
donante de d6rganos en xenotrasplantes y a la vaca y pequefios rumiantes para la

produccién de proteinas de interés farmacéutico secretadas en la leche.

Para que pueda llevarse a cabo la fecundacién es necesario que los gametos
masculino y femenino completen una serie de etapas previas, que culminan con el ovocito
maduro y el espermatozoide capacitado (Austin, 1951; Chang, 1951) pero, a pesar de la
intensa investigacion en el tema, no se conocen por completo los mecanismos y las bases
moleculares implicadas en la interaccion espermatozoide-ovocito. Un mayor conocimiento
de dichos mecanismos nos permitiria mejorar el procedimiento de fecundacion in vitro
(FIV) y mejorar la calidad y los sistemas de produccién de embriones con el fin de ser
empleados en el campo de la investigacion basica y biomédica.

Entre otros problemas, uno de los que mas afecta al rendimiento de la técnica de
fecundacién in vitro en los mamiferos es la elevada incidencia de polispermia (Coy y
Avilés, 2010). En embriones de mamiferos, la polispermia supone una condicion letal
(Hunter, 1976) y aunque en la especie bovina ocurre entre un 10 y un 25% de los casos
(Coy et al., 2005; Iwasaki y Nakahara, 1990; Iwasaki et al., 1989; Kawarsky et al., 1996;
Wang et al., 1997a), en la especie porcina, el indice de polispermia puede alcanzar un
65% (Chen et al., 2007; Funahashi y Day, 1997; Funahashi y Romar, 2004; Wang et al.,
1998). Sin embargo, en condiciones fisiol6gicas, esta anomalia es mucho menos
frecuente y, en consecuencia, la identificacion precisa de los mecanismos moleculares
implicados en el control de la polispermia in vivo podria contribuir a la mejora de los

resultados de la fecundacion in vitro.

En la fecundacion in vivo, el bloqueo de la polispermia es regulado por al menos
cuatro mecanismos distintos descritos hasta ahora. El primero de ellos, que comienza con
la entrada de los espermatozoides en el tracto reproductor femenino, incluye un proceso
de seleccidon de los gametos masculinos en el Gtero hasta alcanzar la union Gtero-tubarica
(Hunter, 2005; Suarez, 2007). Una vez en el oviducto, las células epiteliales en la region

caudal del istmo retienen a los espermatozoides (Fléchon y Hunter, 1981; Hunter, 1981;
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Hunter y Wilmut, 1984; Suarez, 1998), disminuyendo sus movimientos y prolongando asi
su supervivencia (Fazeli et al., 2003; Suarez, 2008). Esto evita una llegada simultanea y

masiva de los espermatozoides a la ampolla oviductal, donde se encuentra el ovocito.

El segundo mecanismo empieza con el contacto entre espermatozoide y ovocito, tras
el que se produce un bloqueo o modificacion en la zona pelltcida (ZP) llamado reaccién de
zona. Este mecanismo, que ha sido estudiado ampliamente, es consecuencia de la
exocitosis del contenido de los granulos corticales del ovocito cuando es activado por el

espermatozoide (Barros y Yanagimachi, 1971; Braden et al., 1954)

Un tercer mecanismo, de importancia no aclarada en los mamiferos de interés
zootécnico, con la excepcion de la coneja (Austin y Braden, 1953), es también
consecuencia del contacto del espermatozoide con el ovocito, produciendo en este caso
un bloqueo a nivel del oolema que impide la fusion de espermatozoides adicionales
(Gardner y Evans, 2006).

Finalmente, un cuarto mecanismo, recientemente descrito, consiste en la modificacién
de la ZP por las secreciones oviductales, haciéndola mas resistente a la penetracion

espermatica (Coy et al., 2008).

Con el sistema de FIV, muchas de las condiciones que se dan in vivo no pueden
imitarse, de modo que no todos los mecanismos de bloqueo de la polispermia descritos
pueden actuar para impedirla. Asi, los medios de cultivo empleados en fecundacion in
vitro carecen de gran parte de las moléculas presentes en el fluido oviductal, las barreras
fisiologicas para regular el nimero de espermatozoides que llegan al ovocito no existen y
el numero de gametos masculinos que se suele emplear es muy elevado comparado con

los que llegan a la ampolla en condiciones fisiologicas.

Desde hace algunos afos, se ha venido sugiriendo que el sistema
plasmin6égeno/plasmina (PLG-PLA), mas conocido como sistema fibrinolitico, podria tener
algun papel en la fecundacién en mamiferos, aunque hasta la fecha dicho papel no ha
sido clarificado por completo. Estas sugerencias se basan en el hecho de que ambos
gametos parecen expresar actividades proteoliticas dependientes del plasminégeno:
existen datos que demuestran que los ovocitos contienen y secretan, al menos, activador
del plasminégeno tipo tisular (t-PA) (Huarte et al., 1993; Rekkas et al., 2002) y estudios
gue demuestran la presencia en los espermatozoides de tPA y de activador del

plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA) (Huarte et al., 1987a; Smokovitis et al., 1992).
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Ambos activadores son capaces de transformar el zimégeno inactivo plasmindgeno (PLG)
en la proteasa plasmina (PLA) cuyo papel en otras etapas del proceso reproductivo, como
la ovulacion, esta fehacientemente demostrado (Liu, 2004). Otro componente del sistema,
el inhibidor de los activadores tipo 1 (PAI-1), también ha sido identificado en los gametos
(Canipari et al., 1995; Liu, 2007). Dado que, ademas, el PLG es un componente habitual
del suero sanguineo y de otros fluidos extracelulares, y que ha sido detectado en diversas
regiones del aparato genital femenino como el Gtero o el ovario, la mayoria de los autores
asumen gue esta también presente en el fluido oviductal y, por lo tanto, seria interesante
averiguar si su presencia en los medios de cultivo empleados para la fecundacion in vitro
podria contribuir a mejorar su eficacia al acercarlos mas a las condiciones fisioldgicas.
Aunque existen ya algunos estudios en esta linea, ofrecen resultados contradictorios y no
han sido lo suficientemente profundos como para determinar con precision cual es el
papel del sistema PLG-PLA en la fecundacion y cual es su mecanismo de accion. En el
presente estudio nos proponemos averiguarlo, para lo cual planteamos la hipétesis y

objetivos que a continuacion se refieren.

Este trabajo parte de la hip6tesis de que el sistema plasmindgeno/plasmina tiene una
funcién aln no descrita en el proceso de fecundacioén, ya que existen datos cientificos que
han demostrado la presencia de varios de sus componentes (UPA, tPA, PAI, PLG, PLA)
en el lugar de la fecundacion y/o en las células que intervienen en ella. Proponemos
también que para que se lleve a cabo esta funcion es necesario que el plasmindgeno
presente en los propios gametos o en el ambiente que los rodea (fluido oviductal en
condiciones fisioldgicas o medio de cultivo en condiciones de laboratorio) se transforme
en plasmina. Ademas, sugerimos gue los activadores que intervendrian en la conversion
del plasmin6geno en plasmina en este escenario serian liberados por los gametos tras su

interaccion o activacion.

Para la comprobacion de estas hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Describir el papel del sistema plasmindgeno/plasmina en la fecundacion bovina y
porcina

2. Localizar al plasmindgeno y a sus activadores en los ovocitos bovinos y porcinos

3. ldentificar  parcialmente el mecanismo de accion del sistema

plasmindégeno/plasmina en la fecundacion
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Fecundacion

La fecundacion se define como el proceso mediante el cual dos células altamente
diferenciadas (ovocito y espermatozoide) con dotacion cromosémica haploide (n) van a
interaccionar, unirse y activarse mutuamente para producir un cigoto con dotacion
cromosomica diploide (2n). En el presente estudio, vamos a intentar aportar nuevos datos
relacionados con las moléculas que regulan o afectan a este proceso. Concretamente, se
pretende definir, como hemos comentado en el apartado anterior, el papel que juega el
llamado sistema fibrinolitico sobre la interaccién espermatozoide-ovocito. El sistema
fribrinolitico, presente en la sangre y oftros tejidos organicos, tiene como principales
componentes al zimégeno plasminégeno, a sus activadores e inhibidores y al producto de
su activacion, el enzima plasmina. Algunos de estos componentes han sido identificados
en el oviducto o en los gametos alrededor del momento de la fecundacién. Por este
motivo, la presente revisidbn se centrard en los acontecimientos que ocurren en esta
localizacién espacio-temporal, es decir en el oviducto de las especies objeto de estudio
(bovina y porcina) en el momento en que se produce la interaccion entre los gametos
masculino y femenino. No obstante, cuando sea necesario para una mejor comprensién
de los hechos, se haran breves referencias a etapas o situaciones anteriores que sean

determinantes para explicar los mecanismos objeto de revision.

4.1.1. El ovocito

En los mamiferos, el ovocito es una célula haploide, producida por el ovario, portadora

del material genético y apta para ser fecundada por un espermatozoide.

Es necesario conocer los cambios que se producen en el ovocito desde que es una
célula germinal hasta que alcanza el estadio de metafase Il (Mll) y adquiere la capacidad
de ser fecundado, para poder comprender los mecanismos fisiolégicos relacionados con

el proceso de fecundacién.

19



Revisién bibliografica

4.1.1.1. El ovocito en el foliculo preovulatorio

La relacion anatomica existente entre el foliculo y el ovocito en mamiferos se describid
por primera vez a mediados del siglo XIX pero no fue hasta principios del siglo XX cuando
se logro un avance significativo en el conocimiento de la fisiologia del ovario,
estableciéndose las relaciones entre el ovocito y el desarrollo folicular (Pincus, 1936). No
es el objetivo de nuestro estudio revisar en detalle los procesos de foliculogénesis y
ovogeénesis, por lo que nos limitaremos a mencionar algunas caracteristicas del ovocito ya
detenido en la profase | de la meosis, en el interior del foliculo en crecimiento. Para llegar
a este momento, las células germinales primordiales presentes en el ovario del embrion
se han dividido por mitosis hasta convertirse en ovogonias (2n). Estas células se dividen
por meiosis para convertirse en ovocitos primarios (n) quedando su nucleo detenido, como
hemos dicho, en estadio de diplotene difuso (dictiato) de la profase de la primera division
meidtica, en lo que se conoce como “primera detencién de la meiosis”. De este modo
permanecen en el interior de los foliculos primordiales (en un numero de cientos a miles,
dependiendo de la especie) de los ovarios de las hembras en el momento del nacimiento.
Como veremos a lo largo de esta revision, una vez alcanzada la pubertad, algunos de
estos foliculos seran reclutados para desarrollarse y finalmente ovular. De este modo, en
cada ciclo estral, se originaran ondas sucesivas de crecimiento y regresion de foliculos
antrales conduciendo a algunos de ellos a convertirse en foliculos dominantes y
posteriormente en preovulatorios, constituyendo este proceso lo que se define como

dinamica folicular (Fortune, 1994).

El foliculo es la unidad funcional del ovario y desempefa dos papeles importantes: el
de proveer el microambiente adecuado para el crecimiento y maduracion del ovocito y el
de la sintesis de hormonas esteroideas y proteicas. En algunas especies, existen
evidencias de que los estadios iniciales del crecimiento folicular ocurren de forma muy
lenta, mientras que los estadios después de la formacién del antro folicular son mucho
mas rapidos. Asi pues, segun la especie, existe un nimero de foliculos especifico que
sera seleccionado para crecer y llegar a ser foliculo dominante. En algunos animales
(rata, primates hembra y cerda) los foliculos dominantes se desarrollan sélo durante la
fase folicular del ciclo estral y éstos seran los destinados a la ovulacién. En otros animales
(vaca, oveja y yegua), el reclutamiento folicular, la seleccion y la dominancia folicular
ocurren a intervalos regulares durante todo el ciclo, pero sélo el foliculo dominante
presente durante la fase folicular del ciclo sera el que finalmente ovule (revisado por
Fortune, 1994). Solamente alrededor del 0.05% del numero inicial de foliculos antrales

alcanzan el estadio preovulatorio, el resto regresan y se atresian (Nuttinck et al., 1993).
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La seleccién de foliculos, que produciran ovocitos maduros listos para ovular en cada
ciclo estral, viene dada por la expresién de receptores de la hormona luteinizante (LH) en
las células de la teca y de la hormona foliculo estimulante (FSH) en las células de la
granulosa. Al inicio del desarrollo folicular, los receptores de la FSH sélo estan presentes
en las células de la granulosa y aumentan su nimero en la fase de crecimiento folicular.
Al final de esta fase, las célula de la granulosa adquieren también receptores para la LH
(Foxcroft y Hunter, 1985). La FSH actiua sobre las células de la granulosa
desencadenando la expresion de genes que codifican diferentes factores de crecimiento,
enzimas y proteinas involucradas en la esteroidogénesis y en la produccién de péptidos,
los cuales se van a sintetizar y acumular en el fluido folicular. Al mismo tiempo, y de
manera sincronizada, la LH estimula las células de la teca dando lugar a la produccion de
andrégenos que posteriormente seran transformados en estradiol por las células de la
granulosa. Estas células de la granulosa se diferencian en dos subpoblaciones: las células
de la granulosa que revisten la pared del foliculo y forman un epitelio estratificado en
contacto con la lamina basal, y las células del cumulus oophorus (CCO) que forman varias
capas de células cilindricas alrededor del ovocito permaneciendo asi hasta la ovulacion

(revisado por Canipari, 1994).

La descarga preovulatoria de LH se produce pocas horas antes de la ovulacion y es la
responsable de la maduracion ovocitaria. Para su mejor estudio, la maduracién se ha
dividido clasicamente en maduracion nuclear y maduracion citoplasmatica (Hyttel et al.,
1986). Durante estos procesos, el ovocito sufre todos los cambios nucleares,
citoplasmaticos y de membrana con el fin de prepararse para ser fecundado con éxito y
desarrollarse posteriormente. Estos cambios nucleares y citoplasmaticos ocurren, como

veremos, en periodos de tiempo distintos segun la especie.

En cuanto a la maduraciéon nuclear, como hemos comentado, los ovocitos
permanecen en arresto meidtico en el interior del foliculo hasta que son estimulados
durante la pubertad por el pico preovulatorio de la LH. Cho et al. (Cho et al., 1974) fueron
los primeros en proponer que la detencion meidtica dependia de altos niveles
intraovocitarios de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Posteriormente se descubriria
que el AMPc era sintetizado por las CCO vy transferido al ovocito via poros de unién o gap
junctions por lo que era posible que las CCO promovieran la sintesis de AMPc dentro del
ovocito (Dekel y Kraicer, 1978). Ademas de la reanudacion de la meiosis, el pico de LH
desencadena otras transformaciones dentro del foliculo, como son cambios en la
esteroidogénesis folicular y en el complejo cumulus-ovocito. La expansién o mucificacién

del cumulus (Eppig, 1979) conlleva una separacién entre las células, debido a la
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deposicion de acido hialurénico en la matriz intercelular (Salustri et al., 1992) y a los bajos
niveles del factor sérico inhibidor de la tripsina inter-a (Chen et al., 1994). Con la
expansion se reduce el numero de uniones intercelulares (gap junction) entre las células
granulosas y entre éstas y el ovocito originando una interrupcién del transporte de
nutrientes, productos del metabolismo e iones (Thibault et al., 1987). En la especie bovina,
la expansion del cumulus se inicia a las 10-12 horas del inicio de la maduracion y alcanza
su maximo a las 18 horas (Hyttel et al.,, 1986). En la especie porcina, la expansion se

inicia a las 16 horas del pico preovulatorio de gonadotropinas (Eppig, 1979).

La pérdida de gap junctions hace que el flujo de AMPc desde las CCO hacia el ovocito
descienda por debajo del umbral requerido para inhibir la activacion del factor promotor de
la maduracion o de la metafase (MPF) y el ovocito reanuda la meiosis. Asi pues, se
suceden las distintas fases meidticas y el caracteristico aspecto del nucleo en profase |
(vesicula germinal) desaparece. Sin embargo el ovocito no completara la meiosis, sino
que volvera a quedar detenido en estadio de metafase de la segunda division meiética, en
lo que conocemos como “segunda detencion de la meiosis”. Por tanto en la mayoria de
las especies, incluida la bovina y la porcina, el ovocito es ovulado en metafase con el

primer corpusculo polar (CP) extruido.

El tiempo necesario para completar la maduracién nuclear varia con la especie. En la
vaca, la ovulacién ocurre unas 18-24 horas después del pico de LH (Dieleman et al.,
1983) y, segun algunos autores, el ovocito completa en este periodo de tiempo su
maduracién, tanto nuclear como citoplasmatica (Kruip et al., 1983). De este modo, entre
las 3 y 6 horas del inicio de la maduracién comienzan los cambios en el nucleo del ovocito
que culminan con la desaparicion de la vesicula germinal (VG). A las 12-16 horas se
alcanza el estadio de metafase | (Xu et al., 1986) y entre las 19-24 horas se produce la
extrusion del primer CP al espacio perivitelino (EPV), llegando rapidamente al estadio de
metafase Il, donde se detiene nuclearmente la meiosis, en espera de que ocurra la
fecundacion (Hyttel et al., 1989; Hyttel et al., 1986; Sirard, 1989; Xu et al., 1986). Por su
parte, segun distintos autores, la ovulacion en la especie porcina ocurre a las 36-40 horas
(Geisert, 1999) 6 38-42 horas (Du Mesnil Du Buisson et al., 1970) del pico de LH. Segun
Motlik y Fulka (Motlik y Fulka, 1976), 20-24 horas después del pico de LH desaparece el
nucleolo, la cromatina se condensa formando una red de unidades bivalentes y se
produce la rotura de la VG. Estudios de fusion celular entre el nucleo y el citoplasma
realizados durante el periodo anterior a la VG sugieren que los factores relacionados con
la maduracion (MPF like factors) alcanzan sus maximos niveles en los ovocitos a las 8-16

horas después del inicio de la misma (Motlik y Fulka, 1976). El estadio de metafase | se
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alcanza aproximadamente a las 26-35 horas, completando la anafase y telofase | muy

rapidamente y alcanzando el estadio de metafase Il a las 36-40 horas del pico de LH.

Asi pues, la maduracién nuclear es un término claro y bien delimitado que abarca los
cambios nucleares que se inician en estadio de profase | y finalizan al alcanzar la
metafase Il. Sin embargo, la maduracién citoplasmatica en un término mas amplio, con
limites menos claros y que comprende toda una serie de acontecimientos, que no estan
directamente relacionados con la progresién de la meiosis, pero que preparan al ovocito
para la fecundacién y el desarrollo embrionario posteriores (Abeydeera, 2002). La
maduracion del citoplasma comprende principalmente cambios en las distintas organelas
ovocitarias como son el agrupamiento de las mitocondrias (Thibault et al.,, 1987), la
migracion de los granulos corticales hacia la periferia del ovocito y el agrupamiento del
reticulo endoplasmico liso y rugoso en cisternas de gran tamano (Cran y Cheng, 1985).
Igualmente, aparece una reordenacion de los microtubulos debido a la intensa actividad
cromosémica (Hyttel et al., 1986; Moor et al., 1990). Durante la maduracién
citoplasmatica, se ha descrito también la reprogramacion de la sintesis de proteinas como
el factor de crecimiento del pronucleo masculino (MPGF), que sera fundamental para la
formacion del pronucleo tras la fecundacion (Thibault et al., 1975). Segun algunos autores,
los cambios citoplasmicos en la especie bovina no se completan hasta las 30 horas del
inicio de la maduracién, aunque la maduracion nuclear finaliza a las 24 horas como ya
hemos indicado (Hyttel et al., 1989). Por su parte, la maduracién citoplasmatica del
ovocito porcino finaliza unas 36-40 horas después del pico de LH (Hunter, 1988). Todos
los cambios acontecidos en el ooplasma seran necesarios para el progreso de la

maduracion y el bloqueo de la polispermia (Thibault et al., 1987).

4.1.1.2. La ovulacion

La ovulacién se desencadena por el pico preovulatorio de LH, inducido a su vez por
los altos niveles de estradiol que se alcanzan en los foliculos preovulatorios. La LH
también estimula la luteinizacion de las células de la pared interna de los foliculos
ovulados transformando las células productoras de estrogenos a productoras de
progesterona, principal hormona esteroidea producida por el cuerpo luteo tras la

ovulacion.

Los bévidos son los unicos entre los animales domésticos en los que la hembra ovula

entre 10-12 horas después del final de la fase de reflejo de inmovilizacion, es decir unas
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30 después de iniciado el estro. En la especie porcina, la ovulacién dura entre 1-3 horas y
suele tener lugar 30-40 horas después del inicio del estro aunque algunos autores
sugieren que el comienzo de la ovulaciéon es posterior (38-42 horas), debido a que tanto el
inicio como la duracién de la ovulacién pueden variar ampliamente (Flowers y
Esbenshade, 1993).

En la vaca, el tamafo del foliculo dominante es de unos 12 mm llegando a los 15 mm
en el caso del foliculo preovulatorio (Mann et al., 2007). En la cerda los foliculos
preovulatorios tienen 7-11 mm de diametro (Hunter, 1967). Antes de la ovulacién, las
tensas paredes de los foliculos preovulatorios se tornan pendulantes y flacidas como
consecuencia de una disminucion de la presion intrafolicular. Con el avance del proceso
ovulatorio, las CCO se desligan de la pared folicular y finalmente los complejos cumulus-
ovocito (COCs) son liberados. El numero de COCs ovulado en cada ciclo es variable; en
la especie bovina la mayoria de ovulaciones son simples y sélo el 28% son dobles (Mann
et al., 2007). En la especie porcina el numero de foliculos ovulados varia entre 10-24
(Hunter, 1967). Como hemos comentado, en estas especies los ovocitos se ovulan en

estadio de MII, rodeados por las CCO y por un liquido folicular viscoso.

En cuanto a los mecanismos concretos por los que se produce la ovulacion, es sabido
que el pico de LH estimula los foliculos preovulatorios mediante una cascada de enzimas
proteoliticas incluyendo los activadores del plasminégeno (PAs), la plasmina (PLA) y
metaloproteasas de la matriz (MMP). Estas enzimas ocasionan una degradacion de la
matriz perifolicular, especialmente la desintegracion de la red de fibras de colageno que
proporciona la resistencia de la pared folicular. A mediados de los afios 70, se demostré
en ratas que los PAs eran los responsables de la rotura de la pared de los foliculos
durante la ovulacion (Beers, 1975; Strickland y Beers, 1976). Estudios posteriores
demostraron que las células de la granulosa de rata producen activador del plasmindgeno
tipo tisular (tPA) y activador del plasmindégeno tipo uroquinasa (uPA) (Ny et al., 1985) y
que, en las células de la granulosa, la actividad del tPA aumenta con el desarrollo
folicular, alcanzando su maximo antes de la ovulacién y disminuyendo después de la
misma (Liu et al., 1987b; Liu et al., 1991). Los cambios vasculares, como el aumento en el
flujo sanguineo folicular, y el marcado aumento en el volumen folicular, junto con las
actividades proteoliticas, culminan con la rotura de la pared del foliculo (Tsafriri y Reich,
1999).
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4.1.1.3. El ovocito en el oviducto

En los mamiferos, el oviducto proporciona el microambiente necesario para la captura,
transporte y maduracion de los ovocitos ovulados; el transporte, almacenamiento vy
capacitacion de los espermatozoides; la fecundacion y finalmente, las primeras divisiones
del embrién. Este microambiente propicio se debe a las caracteristicas especiales de la

superficie celular del oviducto y al fluido oviductal.

En el momento de la ovulacion, las fimbrias envuelven al ovario y el infundibulo
captura los ovocitos recién ovulados y rodeados de las CCO (Talbot y Dicarlantonio,
1983), recogiendo adicionalmente un pequefio volumen de fluido folicular denso y viscoso
(Leese, 1988). La captacién de los ovocitos se produce en virtud del movimiento de los
cilios y de la adhesién de las CCO al epitelio oviductal (Norwood et al., 1978). Los cilios
conducen a los COCs rumbo a la ampolla oviductal a través de la cual son transportados
hacia el lugar de fecundacion, en la unién ampular istmica, donde esperaran la llegada de
los espermatozoides. La meiosis del ovocito sélo se reanudard si se produce la
fecundacion, liberandose en ese momento el segundo CP, sefal de que las dos divisiones

del proceso meidtico se han completado.

4.1.1.3.1. Vida media y envejecimiento

La vida media del ovocito se define como el tiempo, tras la ovulaciéon y el paso a
través del oviducto, durante la cual el gameto femenino permanece con la capacidad de

poder ser fecundado por un espermatozoide y convertirse en un embrion viable.

Los ovocitos madurados in vivo se localizan en el oviducto poco después de la
ovulacion, ya que el intervalo entre la ovulacion y la fecundacion es un corto periodo de
tiempo (8-12 horas), pasado el cual los ovocitos pueden sufrir divisiones partenogenéticas
espontaneas (Hafez et al., 2002). Tras la ovulacion, y una vez en el oviducto, las CCO
desaparecen mas o menos rapidamente dependiendo de los casos: muy rapidamente en
la vaca y la cerda; después de varias horas en la coneja, pequefios roedores y primates; y
en mas de 24 horas (incluso después de la fecundacion) en la gata, indicando que in vivo
las CCO podrian tener un rol diferente dependiendo de la especie (Thibault y Levasseur,
1988). Segun Hunter (Hunter, 1982), los COCs bovinos tienen una vida limitada tras la
ovulacién de 20-24 horas, y deben de entrar en contacto con los espermatozoides
inmediatamente después de la misma o en las 10-12 horas siguientes a la ovulacién. Los

ovocitos porcinos comienzan a degenerar a las 6-8 horas postovulacion.
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El periodo de vida “funcional” o viabilidad del ovocito varia con el grado de madurez
del mismo en el momento de ser ovulado y con la composicion del fluido oviductal en la
luz del oviducto. Otros factores que influyen en la vida media del ovocito son de tipo
ambiental (estacion del ano, temperaturas ambientales, consideraciones nutricionales,
diversos factores de estrés), la raza o linaje del animal dentro de una especie y
modificaciones del ambiente hormonal como puede ser la sincronizacién artificial del ciclo

estral.

La calidad de los ovocitos se determina por el potencial de desarrollo del embrion
después de la fecundacion (Wang y Sun, 2006) y para que éste sea maximo los ovocitos
ovulados detenidos en estadio de MIl deben fecundarse en una ventana de tiempo 6ptima
que varia segun la especie (Austin, 1974). Si la fecundacion no ocurre dentro de este
tiempo, los ovocitos no fecundados se someteran a un tiempo de deterioro y pérdida de su
calidad, proceso conocido como “envejecimiento ovocitario”. Se ha comprobado que el
éxito reproductivo disminuye si transcurre un intervalo de tiempo prolongado entre la
ovulacién y la fecundacién. Esto es debido a que el envejecimiento provoca numerosas
alteraciones morfoldgicas y celulares, incluyendo cambios en la estructura del oolema, la
zona pelucida (ZP), el citoesqueleto y las mitocondrias, asi como la desalineacion de los
cromosomas, dispersion de material centrosomal, desplazamiento del primer CP e
internalizacién o exocitosis prematura de los granulos corticales (Diaz y Esponda, 2004;
Eichenlaub-Ritter et al., 1986; Schatten, 2008). Ademas, en los animales, la fecundacion
de ovocitos envejecidos disminuye la tasa de prefiez, el tamafio de camada y el peso de

los animales al nacimiento (Huhtinen et al., 1996; Tarin et al., 2000).

4.1.1.3.2. Transporte

Cuando se produce la ovulacion in vivo, el ovocito sale del foliculo y es recogido por
las fimbrias del oviducto. Desde la ampolla oviductal, los agregados formados entre los
COCs se transportan hacia la unién ampular istmica en unos 30-45 minutos en la cerda
(Hunter, 1989). Durante el transporte, y mientras llega el momento de la fecundacion, se
produce una maduracion final del ovocito secundario debido al cambio de microambiente
que experimenta al pasar del foliculo al oviducto y que incluye modificaciones en el

citoplasma, la ZP y el cumulus (Yang y Yanagimachi, 1989).
En el oviducto los COCs se denudan, es decir, pierden su revestimiento de CCO

mediante la propia accidbn mecanica de las contracciones musculares y, una vez

alcanzados por los espermatozoides, por la accion de proteinas con actividad
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hialuronidasa presentes en la cabeza espermatica, como veremos mas adelante.
Dependiendo de la especie, los ovocitos permanecen en el lugar de la fecundacién
durante 24-48 horas y aquellos que han sido fecundados pasaran al utero en estadio de
embriones tempranos. Se ha observado, que el transporte de los ovocitos no fecundados
y fecundados (cigotos) se realiza de forma diferente segun la especie. En la hembra de
hamster (Ortiz et al., 1986), rata (Villalén et al., 1982) y vaca (Holy et al., 1992), la mayoria
de los cigotos se transportan rapidamente hacia el utero mientras que los ovocitos no
fecundados permanecen en el oviducto donde degeneran, aunque un bajo porcentaje de
ellos puede llegar al utero. En el caso de la cerda (Mwanza et al.,, 2002), no se han
observado diferencias en el transporte oviductal y tanto los ovocitos no fecundados como
los cigotos entran al utero al mismo tiempo. La yegua es una de las hembras domésticas
mas selectivas en este aspecto: los ovocitos no fecundados son retenidos en el oviducto
donde se dividen por partenogénesis y no alcanzan el utero (Betteridge y Mitchell, 1974).
Parece estar claro que en el mecanismo responsable de este transporte diferenciado no
interviene el perfil hormonal de la hembra ni las caracteristicas fisicoquimicas del fluido
oviductal, sino que es el propio ovocito o cigoto el que desencadena las senales gracias a
la sintesis de moléculas derivadas de los acidos grasos poliinsaturados (Kubagawa et al.,
2006).

4.1.1.3.3. Maduracién zonal

La zona pelucida (ZP) es una estructura glicoproteica y porosa que, dependiendo de la
especie, es secretada por el ovocito y/o las CCO durante el desarrollo folicular. La ZP esta
compuesta por un 70% de proteinas (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4), un 20% de hexosas, un 3%
de &cido sidlico y un 2% de glicoproteinas sulfatadas (Elder y Dale, 2000). La integridad
de esta estructura durante la maduracion ovocitaria es vital ya que permite la
disponibilidad de nutrientes necesarios, principalmente piruvato y oxalacetato, para que el
proceso finalice con éxito (Brackett, 1985). La rotura prematura de la ZP conlleva la

muerte del ovocito, tal y como ocurre en aquellos ovocitos destinados a la atresia.

Se ha observado que, tras la ovulacion, la composicién de la ZP se modifica por la
adhesion de unas proteinas especificas que son sintetizadas por el epitelio oviductal,
conocidas como “oviductinas” (Robitaille et al., 1988). La sintesis y secrecion de algunas
de ellas esta controlada hormonalmente, siendo especificas de distintas fases del ciclo
estral (Buhi et al., 1989). Buhi et al. (Buhi et al., 1993) identificaron tres glicoproteinas

estrogeno-dependientes en la ZP, el EPV y el oolema de ovocitos porcinos. La adhesién a
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la ZP de estas glicoproteinas oviductales podria modificar los sitios de union del

espermatozoide, influyendo en el reconocimiento y union de los gametos.

Asi, recientemente se ha demostrado que en la cerda y en la vaca, la ZP experimenta
un endurecimiento en el oviducto que aumenta su resistencia a la digestion proteolitica y a
la entrada de espermatozoides. Este endurecimiento esta regulado por la glicoproteina
oviductina (OVGP1) secretada en el oviducto de forma especifica en las distintas fases del
ciclo estral (Coy et al., 2008a). Estos autores han descrito que la OVGP1 junto con la
heparina regula la interaccion del espermatozoide con la ZP y contribuye a la regulacion
de la polispermia en la especie porcina. Ademas de este reciente hallazgo, es evidente
que el oviducto ejerce un papel en la maduracion zonal del ovocito ya que son humerosos
los estudios que indican diferencias significativas entre la ZP de los ovocitos ovulados y
los madurados in vitro. Por ejemplo, el diametro y grosor de la ZP porcina es menor en
ovocitos madurados in vitro y su superficie externa es mas compacta y lisa y con mas

poros que la de ovocitos ovulados (Funahashi et al., 2000).

Ademas de estas observaciones, podrian existir otros cambios en la ZP que
contribuyan a su maduracion final pero que aun no hayan sido descritos ya que el
oviducto proporciona un ambiente dinamico y el fluido oviductal tiene una composicion
compleja y variable con el ciclo estral. Por ejemplo, se sabe que este fluido tiene actividad
enzimatica para distintas glicosidasas (Carrasco et al., 2008a; Carrasco et al., 2008b) que
podrian modificar azlcares que participan en la interaccion COC-células oviductales o

COC-espermatozoide.

4.1.2. El espermatozoide

En los mamiferos, el espermatozoide es la Unica célula disefiada para abandonar el
organismo y asi poder completar su funcién bioldgica de union al ovocito maduro durante
la fecundacion, dando lugar a un cigoto. Puesto que el presente trabajo se centra en el
proceso de fecundacion, iniciaremos la revision del gameto masculino una vez ha sido
eyaculado, obviando los procesos de espermatogénesis y maduracion espermatica en el

epididimo.
El espermatozoide maduro cuenta con tres regiones altamente especializadas: la

cabeza, involucrada en la interaccion espermatozoide-ovocito; la pieza intermedia,

encargada de la produccién de energia, y el flagelo, encargado de la motilidad. En la
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cabeza espermatica se distinguen a su vez cuatro regiones: apical, pre-ecuatorial,
ecuatorial y post-ecuatorial. El acrosoma, una gran vesicula secretora, se situa

apicalmente al nucleo (Figura 1.1 A).

4.1.2.1. Capacitacion espermatica (CA) y reaccion acrosémica (RA)

Los espermatozoides recién eyaculados no poseen la capacidad de fecundar al
ovocito, sino que para poder adquirir esta capacidad fecundante deben pasar un tiempo
en el tracto reproductor femenino y sufrir un conjunto de cambios que les permitan
culminar el proceso de fecundacién. Esta observacion fue descubierta en 1951, de forma
independiente, por Austin y Chang (Austin, 1951; Chang, 1951) y, un afio mas tarde,
Austin bautizé a este conjunto de cambios como capacitacién espermatica (CA) (Austin,
1952).

A las observaciones de Austin y Cran mencionadas, les siguieron numerosos
experimentos sobre los cambios que sufrian los espermatozoides de mamiferos durante la
CA (Bedford, 1970; Chang, 1957; Sidhu y Guraya, 1989). Aunque hoy dia los cambios
moleculares no son bien conocidos, se acepta que la CA es un proceso secuencial que
involucra numeros pasos como la desestabilizacion de la membrana plasmatica del
espermatozoide, alteraciones en las concentraciones intracelulares de iones, cambios en
el potencial de membrana y fosforilacién de proteinas; pero en el que el espermatozoide
no sufre cambios morfoldgicos (revisado por Vadnais et al., 2007). Una vez capacitado, el
espermatozoide que contacte con el ovocito sufrira la reaccién acrosémica (RA) que si
implica un cambio morfoldégico ya que, como veremos mas adelante, conlleva un proceso
de fusién de membranas por el que se libera el contenido acrosomal y el gameto
masculino pierde el acrosoma. Mientras que la CA es un proceso reversible, la RA no lo
es, por lo que una vez el espermatozoide inicia la RA, el acrosoma no puede restaurase
(Flesch y Gadella, 2000).

In vivo, la CA se produce durante el paso de los espermatozoides por el tracto genital
femenino y se sabe que aunque puede tener lugar en el utero (Austin, 1951), este proceso
se produce mas rapidamente cuando sucede en el oviducto (Bedford, 1969). Igualmente,
se ha descrito que la adquisicion del estado de “espermatozoide capacitado” ocurre mas
rapidamente in vivo que in vitro, posiblemente debido a las multiples interacciones
bioguimicas entre los espermatozoides y el tracto reproductor de la hembra (Dobrinski et
al., 1997).
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De entre todos los cambios descritos durante la CA, quizas uno de los mejor
estudiados es el cambio lipidico a nivel de membrana (Flesch y Gadella, 2000). Se sabe
que niveles bajos de bicarbonato (como los que aparecen en el epididimo, Rodriguez-
Martinez et al., 1990a) mantienen al espermatozoide en un estado “no capacitado”,
mientras que los niveles altos (como los que hay en el fluido oviductal (Vishwakarma,
1962) favorecen la CA. El HCO; actua activando la adenil ciclasa incrementando asi la
concentraciéon intracelular de AMPc quien, en ultima instancia, activa la cascada de
sefalizaciéon de la protein kinasa A (PKA). La PKA regula, entre otros, el metabolismo de
los lipidos y va a producir cambios a nivel de la composicién lipidica de la membrana
espermatica dando como resultado un aumento de la fluidez de la misma (Fraser y
Dandekar, 1973; Fraser et al., 2005). Entre estas alteraciones lipidicas es bien conocida la
del colesterol. Estudios in vitro han demostrado que durante la CA se pierde
aproximadamente el 30% del colesterol de la membrana espermatica y un porcentaje
similar de otros fosfolipidos, especialmente de fosfaditilcolina, debido principalmente a la
hidrélisis de fosfoglicéridos (Zanetti et al., 2010). De forma opuesta, si se aumenta el
colesterol presente en la membrana espermatica se puede inhibir la CA (Galantino-Homer
et al., 2006). Estos cambios lipidicos y de fluidez de membrana van a modificar el flujo de
iones a través de la misma y como consecuencia se altera el potencial de la membrana.
Asi pues, se sabe que la membrana de los espermatozoides de toro se vuelve mas
negativa conforme la célula pierde iones K* y esta hiperpolarizacion es necesaria para
transmitir las senales adecuadas que desencadenaran la reaccidon acrosdmica una vez el

espermatozoide haya contactado con la ZP (Zeng et al., 1995).

Es bien sabido que la CA es un proceso dependiente de Ca®" vy, tanto en la especie
bovina (Handrow et al.,, 1989) como en la porcina (Tardif et al., 2003), la concentracion
intracelular de este ibn aumenta en los espermatozoides capacitados. Esta entrada de
Ca?* activa la adenilciclasa con la consiguiente activaciéon de la PKA que a su vez va a
favorecer la fosforilacion de distintas proteinas espermaticas. En mamiferos, la correlacion
existente entre capacitacién y fosforilacion de tirosina de determinadas proteinas
espermaticas es ampliamente conocida (Leyton y Saling, 1989; Visconti et al., 1995a;
Visconti et al., 1995b). Esta cascada de activacion de distintas sefales celulares via AMPc
también va a modificar el metabolismo espermatico con el consiguiente aumento de la
motilidad de los espermatozoides capacitados en lo que se conoce como “hiperactivacion

espermatica” (revisado por Flesch y Gadella, 2000).

Una vez pasada la primera fase de CA, el espermatozoide capacitado (pero no

reaccionado) contacta con la ZP del ovocito iniciando la reaccién acrosémica (RA)
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(Yanagimachi, 1994a) que implica un proceso de fusion de membranas, tal y como se
describe en la figura 1.1., y que finaliza con la fragmentacién y pérdida del acrosoma
liberandose las enzimas hidroliticas y proteasas de su interior (Gliedt et al., 1996; Griffin y
Ojeda, 1992). Este proceso exocitético permitirda al espermatozoide atravesar la ZP vy
fecundar al ovocito. En el apartado 4.1.3.2 describiremos este proceso de forma mas
detallada haciendo referencia a la controversia que existe actualmente sobre si los

espermatozoides ya reaccionados tienen o no la capacidad de unirse a la ZP.
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Figura 1.1. Esquema grafico de los cambios sufridos durante la reaccion acrosémica.
Tomado de (Flesch y Gadella, 2000). A) Espermatozoide maduro donde se observa el
flagelo, la pieza intermedia y la cabeza con las distintas regiones. B) Tras la unién del
espermatozoide con el ovocito mediante la parte apical de la membrana plasmatica, ésta
se une con la membrana acrosomal externa en numerosos puntos. C) El contenido
acrosomal (enzimas hidroliticas) se secreta permitiendo la digestién de la ZP. D) Después
de la reaccidén acrosémica, la membrana acrosomal interna queda expuesta formando un
continuo con la membrana plasmatica. Esta estructura en forma de horquilla sera la
responsable de la unién primaria entre el espermatozide y el oolema del ovocito.

1. membrana plasmatica; 2. membrana acrosomal externa; 3: contenido acrosomal; 4:
membrana acrosomal interna; 5: envoltura nuclear; 6: nucleo con ADN altamente
empaquetado; 7: anillo posterior; 8: pieza intermedia; 9: mitocondrias; 10: anillo anular; 11:
flagelo; 12: vesicula mezclada (membrana plasmatica fusionada con membrana

acrosomal externa); 13: contenido acrosomal; 14: estructura en horquilla.
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4.1.2.2. Etapas finales de la capacitacién en el reservorio espermatico

Durante el coito, millones de espermatozoides son eyaculados, pero sélo unos pocos
llegan al oviducto constituyendo un reservorio espermatico. La formacion del reservorio
espermatico se ha observado en el oviducto de oveja (Hunter y Nichol, 1983), ratona
(Suarez, 1987), hamster (Smith y Yanagimachi, 1991), vaca (Hunter, 1991; Hunter y
Wilmut, 1984), cerda (Fléchon y Hunter, 1981; Hunter, 1981) y mujer (Baillie et al., 1997;
Pacey et al., 1995). Una vez en el oviducto, los espermatozoides son almacenados en la
porcién caudal del istmo hasta momentos antes de la ovulacién (Hunter y Wilmut, 1984).
El istmo, por lo tanto, es el reservorio espermatico funcional (Du Mesnil Du Boisson y
Dauzier, 1955). En la cerda, de los miles de millones de espermatozoides depositados
durante la cubricion, s6lo de cien a doscientos mil colonizan el reservorio de la unién
uterotubarica en 1-2 horas. Hunter y Wilmut (Hunter y Wilmut, 1984) sefialan que el
tiempo de llegada hasta el lugar de la fecundacién es muy variable y, en concreto, los
espermatozoides de toro se pueden encontrar en dicho lugar a los 2-13 minutos tras el
coito. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el lugar de deposicion del semen durante
la cubricion, caracteristico de cada especie, condiciona el momento del inicio de la CA asi
como el tiempo requerido para completarla, que oscila de 1 a 7 horas (revisado por
Vadnais et al., 2007). En especies de deposicidon uterina (porcina y murina), la
capacitacion y el almacenamiento espermatico se produce en el istmo oviductal (Dobrinski
et al., 1997). En especies de deposicién vaginal (ovina, caprina y cunicola, entre otras) la
CA comienza con el contacto de los espermatozoides con el moco cervical. En estos
animales, las criptas presentes en el tracto cervical suponen un reservorio de
espermatozoides con capacidad fecundante (Hunter et al., 1980; Hunter, 1982). Se acepta
que los espermatozoides requieren como media 2-4 horas en el tracto genital para sufrir la

CA (Davis, 1981) y en el caso del verraco 5-6 horas (Hunter y Hall, 1974).

Los espermatozoides permanecen adheridos al epitelio oviductal hasta que los COCs
ovulados se adhieren a los cilios del infundibulo y se deslizan hasta la ampolla (Talbot et
al.,, 1999). En el momento de la ovulacién, los espermatozoides capacitados e
hiperactivados migran hasta la ampolla, donde se encuentran los COCs, por lo que inicio y
la finalizacion de la CA deben estar sincronizadas con la ovulacién (Suarez, 2002). De
acuerdo con esto, los cambios asociados con la CA espermatica varian segun el perfil
hormonal de la hembra y, en la mayoria de mamiferos, altos niveles de estrogenos
plasmaticos la favorecen mientras que concentraciones elevadas de progesterona la
inhiben (Foresta et al., 1992).
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Una vez en el reservorio istmico, los espermatozoides contactan con los cilios por su
region apical, permaneciendo la mayoria de ellos viables (Murray y Smith, 1997;
Rodriguez-Martinez et al., 1990b). La detencion de los espermatozoides en el reservorio
se ve favorecida por la presencia de una gran cantidad de secreciones mucosas muy
viscosas, ricas en mucopolisacaridos y glicoproteinas especificas, conjuntamente con una
reduccidon de la luz del oviducto en la union uterotubarica y el istmo provocada por el
edema de la lamina propia (Hunter y Wilmut, 1984). Ademas, parece que existe una unién
selectiva de espermatozoides al epitelio oviductal (Murray y Smith, 1997), teniendo mayor
afinidad por la unién aquéllos que no estan capacitados (Fazeli et al., 1999). Este contacto
intimo espermatozoides no capacitados-células epiteliales del oviducto es necesario
precisamente para no inducir una CA prematura, prolongando asi la viabilidad
espermatica. De hecho, se sabe que mientras los espermatozoides permanecen en el
reservorio, se produce una disminucion de su metabolismo, y por tanto de su motilidad,
debido a las especiales condiciones fisico-quimicas que se dan en este lugar (Smith,
1998). Igualmente, gracias a esta unidn los espermatozoides mantienen concentraciones
bajas de Ca®* manteniendo un estado “no favorecedor” de la CA (Dobrinski et al., 1997).
En respuesta a su reconocimiento en el lugar de almacenamiento, el espermatozoide
modula la expresion génica del oviducto y por lo tanto el proteoma de secrecién (Fazeli et
al., 2004; Georgiou et al., 2005).

Las moléculas que median en la adhesion espermatozoide-oviducto no son del todo
conocidas aunque se cree que algunas especies pueden compartir mecanismos similares.
Las especies porcina y bovina son las mas estudiadas al respecto y en ellas se
encuentran dos grandes familias de proteinas, las espermadhesinas (Topfer-Petersen et
al., 1998) y las proteinas del plasma seminal bovino (BSP) (Desnoyers y Manjunath, 1992;
Gwathmey et al., 2003; Ignotz et al., 2001), que han mostrado tener capacidad de unién a
carbohidratos y heparina, quienes a su vez parecen estar implicados en la adhesién de los
espermatozoides al epitelio oviductal (Manaskova et al., 2007). En la especie bovina, se
ha identificado al trisacarido Lewis-a como el principal receptor oviductal para los
espermatozoides (Suarez et al., 1998) y a la proteina PDC-109 (también conocida como
BSP-A1/A2) como la proteina de union a fucosa que media la unién del espermatozoide al

oviducto (Gwathmey et al., 2003).

Esta bien estudiado el papel de las células epiteliales sobre la CA, pero no se puede
obviar el papel de las propias secreciones oviductales sobre los gametos masculinos ya
que en el momento del estro se secretan proteinas especificas que afectan a la funcion

espermatica modulando el proceso de CA (revisado por Holt y Fazeli, 2010). Numerosos
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estudios han valorado el efecto de las secreciones oviductales sobre la CA. King et al.
(King et al., 1994) sefialaron que en el momento del estro se secreta en el oviducto una
proteina que favorece la CA del espermatozoide bovino y Topper et al. (Topper et al.,
1999) comprobaron que la incubacion de espermatozoides de toro con fluido oviductal
aumenta los indices de CA. Entre las proteinas especificas con un efecto sobre la CA
estan las glicoproteinas, tanto las de alto peso molecular, como la glicoproteina especifica
del oviducto (OVGP1; McCauley et al., 2003), como las de bajo peso molecular tipo
glicodelinas (Yeung et al., 2009), o las proteinas tipo chaperona como la heat shock de 70
kDa (Lloyd et al., 2009). Ademas, estudios recientes han demostrado que las fracciones
de alto y bajo peso molecular del fluido oviductal pueden tener efectos complementarios
sobre la CA (Coy et al., 2010).

Una vez que se han establecido depdsitos adecuados de espermatozoides dentro del
aparato reproductor, y bajo una delicada y especifica regulacion hormonal, las células
espermaticas son liberadas gracias a la hiperactivacién adquirida tras la CA (Ho y Suarez,
2001), a la actividad contractil del miometro y mesosalpinx y a que los cambios sufridos en
la cabeza espermatica debidos a la CA reducen la afinidad de la union espermatozoide-
células oviductales (Fazeli et al., 1999). Clasicamente, esta liberacion espermatica se ha
descrito como un acontecimiento “gradual” (revisado por Suarez, 2008), pero
recientemente Kolle et al. (Kdlle et al., 2009) observaron en la vaca que tan pronto como
los COCs entran en la ampolla los espermatozoides se liberan de forma “explosiva” del

epitelio migrando hacia el ovocito.

Ademas, existen evidencias de que en el fluido oviductal hay moléculas, como los
glicoconjugados sulfatados y agentes reductores-disulfuro, que son capaces de liberar
espermatozoides unidos a las células epiteliales oviductales (Gualtieri et al., 2009; Talevi y
Gualtieri, 2001; Talevi et al., 2007). Se cree que tanto la CA como el transito a través de
las diferentes regiones del tracto genital femenino y la estancia en los reservorios
espermaticos sirven para regular el niumero de espermatozoides que llega hasta el sitio de
la fecundacioén (Suarez, 1998; Yanagimachi, 1994b). En el cerdo ademas, el contacto de
los gametos con las células epiteliales del oviducto y/o a las secreciones oviductales

puede reducir la polispermia (Hunter, 1991; Wang et al., 2003).

Como hemos comentado, cuando ocurra la ovulacion, se producira la activacion del
movimiento espermatico (hiperactivacién), la liberacion progresiva de los espermatozoides
de la mucosa del istmo y el ascenso de los mismos de forma intermitente con alternancia

de periodos de adhesién (Smith y Yanagimachi, 1991; Suarez, 1987) hacia la ampolla del
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oviducto. Estos ultimos deben haber sido capacitados a lo largo de la fase de transporte

para poder sufrir la RA una vez contacten con el ovocito y posteriormente penetrarlo.

Resumiendo, se puede decir que la CA se inicia después de la eliminacién o
modificacion de factores adquiridos por el espermatozoide durante su contacto con el
plasma seminal, continda durante su paso a través del tracto reproductor femenino y
finaliza cuando los espermatozoides interactian con la ZP del ovocito experimentando la
RA (De Jonge, 2005) que se ve favorecida por el perfil hormonal postovulatorio, con
predominancia de progesterona sobre estrégenos (revisado por Witte y Schafer-Somi,

2007). En el siguiente apartado estudiaremos mas detenidamente esta interaccion.

4.1.3. Interaccion espermatozoide-ovocito y fecundacién

La fecundacion es el acontecimiento fundamental para el inicio de la vida y consiste en
la unién de un ovocito con un espermatozoide. En los mamiferos, esta unién es el
principio de una secuencia coordinada de interacciones celulares entre los gametos
haploides que conduce a la formacion del cigoto diploide, iniciando asi el desarrollo

embrionario.

Una vez que los espermatozoides capacitados alcanzan el lugar de fecundacion, éstos
tienen que atravesar las barreras que presenta el ovocito, entre las que se encuentran las

células del cumulus que le rodean, la ZP y la membrana plasmatica.

4.1.3.1. El espermatozoide a través de las células del cumulus oophorus

El cumulus oophorus estda formado por un conjunto de células y una matriz
extracelular (ECM) que une a las células entre si. La ECM es rica en acido hialurénico
(Salustri et al., 1992) y numerosas proteinas han sido identificadas como componentes de
la misma, incluyendo el inhibidor de inter-a-tripsina, un proteinglicano sulfatado, y la
proteina pentraxina 3 (Relucenti et al., 2005). Como hemos mencionado, el cumulus que
recubre a la ZP esta presente en diferente medida en el momento de la fecundaciéon en

los mamiferos (Thibault y Levasseur, 1988).

Para poder atravesar las células del cumulus, los espermatozoides deben estar

parcialmente capacitados y no reaccionados (acrosoma intacto) ya que se ha observado

36



Revisién bibliografica

en varias especies que aquéllos no capacitados y los que ya han sufrido la reaccién
acrosomica, aunque pueden unirse a la superficie de las células del cumulus, no pueden
atravesarlo y unicamente los capacitados tienen capacidad para desplazarse libremente
dentro del cumulus (Myles y Primakoff, 1997). Esta observacion se contradice con la
creencia inicial que suponia que el espermatozoide utilizaria las enzimas hidroliticas de su
acrosoma, liberadas tras la reaccién acrosomica, para digerir el acido hialurénico de la
matriz extracelular del cumulus (McClean y Rowlands, 1942). Actualmente se ha descrito
en la superficie del espermatozoide una proteina con actividad hialuronidasa, denominada
PH-20 o SPAM-1, que seria capaz de hidrolizar el acido hialurénico ayudando al gameto
masculino a atravesar la densa capa de células del cumulus, junto al movimiento

hiperactivo (Myles y Primakoff, 1997).

4.1.3.2. Unién del espermatozoide a la zona pelucida (ZP)

Una vez atravesadas las células del cumulus, el espermatozoide tiene que unirse y
atravesar la ZP. La ZP esta formada por tres o cuatro glicoproteinas cuya nomenclatura
(letras o numeros) ha cambiado con el tiempo. La ZP de ovocitos de mujer (Lefievre et al.,
2004) y rata (Hoodbhoy et al., 2005) contiene cuatro glicoproteinas (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4)
mientras que la ZP de ovocitos de cerda y vaca contiene tres (ZP2, ZP3 y ZP4) que se
corresponden con ZPA, ZPC y ZPB respectivamente en la antigua nomenclatura (Harris et
al,, 1994). La ZP murina también tiene tres glicoproteinas (ZP1, ZP2 y ZP3) (Bleil y
Wassarman, 1980a). Asi pues, la ZP de la especie porcina, bovina y murina tienen en
comun la ZP2 y ZP3 mientras que la ZP1 y la ZP4 son producto de distintos genes
(Hughes y Barratt, 1999). Las glicoproteinas tienen pesos moleculares distintos (Sacco et
al., 1986) y diferente distribucion (Hedrick y Wardrip, 1986). Estas glicoproteinas estan
altamente glicosiladas, lo que es muy importante para conferir a la ZP sus funciones

biolégicas especificas.

La union espermatozoide-ZP esta mediada por la interaccion entre moléculas con gran
afinidad presentes en la superficie tanto del espermatozoide como del ovocito. Existen dos
tipos de uniones, la primaria y la secundaria. En la unién primaria, considerada
relativamente especifica de especie, la glicoproteina ZP3 de la zona pellcida de la ratona
(o la equivalente segun la especie) se une a proteinas presentes en la membrana
plasmatica del espermatozoide capacitado y no reaccionado. La uniéon secundaria
acontece tras la reacciéon acrosomica. En ella, el espermatozoide reaccionado permanece

unido a la ZP2 gracias al enzima proacrosina que se encuentra anclada a la membrana
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acrosomal interna. Los espermatozoides que no reconozcan y se unan a las
glicoproteinas de la ZP sufriendo la reaccién acrosémica no fecundaran al ovocito (Topfer-
Petersen et al., 2000). Aunque hoy en dia existe cierta controversia con respecto a la
capacidad de los espermatozoides reaccionados para fecundar, esta es la teoria mas

aceptada todavia (Wassarman, 2009).

A pesar de las numerosas investigaciones llevadas a cabo para conocer las bases
moleculares de la unidén espermatozoide-ZP, no existe un modelo unico aceptado para los
mamiferos (Dean, 2004; Rankin et al., 2003). En el ratén, uno de los modelos mas
estudiados, se aceptaba hasta hace poco que los oligosacaridos de la ZP3 eran los
responsables de la unién del espermatozoide (Bleil y Wassarman, 1980b). Sin embargo,
recientemente, se han aportado datos utilizando ovocitos de ratonas mutantes para ZP2 y
ZP3 observandose que, a diferencia de lo previsto, los espermatozoides penetran los
ovocitos de animales mutantes con ZP3 desprovistos de oligosacaridos (Gahlay et al.,
2010). Por tanto, estos autores sugieren que el reconocimiento espermatozoide-ovocito
depende del estatus de fragmentacién de ZP2 y que la union del espermatozoide a la

superficie de la ZP no es suficiente para inducir la reaccién acrosémica.

En el cerdo (Yonezawa et al., 2001; Yurewicz et al., 1998) y en la vaca (Yonezawa et
al., 2001; Yurewicz et al., 1998) hay evidencias de que la ZPB (ortélogo de la ZP1 de
ratén) se une al espermatozoide. Sin embargo, otros estudios evidencian el papel de las
cadenas de oligosacaridos N-unidas en la unién del espermatozoide de toro y verraco a la
ZP (Amari et al., 2001; Nakano y Yonezawa, 2001; Yonezawa et al., 2001). Ademas, en el
caso de la especie bovina se ha demostrado la implicacién del acido sialico en la union del
espermatozoide a la ZP (Velasquez et al., 2007), aunque todavia se desconoce el tipo de
glicoproteina al que esta unido ese acido sidlico. Actualmente se cuestionan los modelos
que proponen a los oligosacaridos como responsables de la union del espermatozoide a
la ZP, en vista de los resultados contradictorios que han sido obtenidos en la ultima
década al respecto. Alternativamente se plantea que la funcién de los oligosacaridos en el
proceso de union espermatozoide-ZP quedaria restringida al establecimiento de la

especificadad de especie (Clark y Dell, 2006).

El modelo descrito por el grupo del Dr. Jurrien Dean propone que es la estructura
supramolecular de las proteinas la que determina la unién del espermatozoide a la ZP, la
cual es modificada por una proteasa liberada desde los granulos corticales. Este modelo
supramolecular se propone a raiz de los resultados obtenidos por Rankin et al. utilizando

animales transgénicos en los que se han introducido los genes de ZP2 y ZP3 humanos
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(Rankin et al., 2003; Rankin et al., 1998). Los resultados demuestran que, aunque ZP2 y
ZP3 humana se expresan en ovocitos de ratona, los espermatozoides humanos no se
unen a la ZP y los de ratén si, incluso después de haberse producido la reaccion cortical.
Segun este modelo la ZP, formada por ZP2 y ZP3 con una disposicion tridimensional
especifica, seria responsable de la capacidad de uniéon del espermatozoide y tras la
extrusion del contenido de los granulos corticales, se produciria una protedlisis o cleavage
de la ZP2 modificando la estructura supramolecular y provocando un cambio en la
conformacion espacial que impediria la union de mas espermatozoides, tal y como han
descrito diferentes autores (Barros y Yanagimachi, 1971; Wolf y Hamada, 1977). En este
modelo, aunque no se descarta la participacion de los carbohidratos, no seria necesaria
su modificacion tras la fecundacion. Este modelo supramolecular explicaria los resultados
obtenidos con ovocitos de ratona que no poseen ZP1 y cuya ZP esta compuesta
unicamente de ZP2 y ZP3 la cual, aunque estructuralmente es defectuosa, continda
teniendo la capacidad de unir espermatozoides, siendo los ratones knockout para ZP1
fértiles (Rankin et al., 1999). Sin embargo, como hemos comentado, se ha descrito
recientemente que es el estado de fragmentacion de ZP2 el que determina la capacidad
del ovocito para unir espermatozoides a su ZP aun en el caso de que los granulos
corticales hayan sido extruidos, y no ninguna otra de las causas mencionadas (Gahlay et
al., 2010).

4.1.3.3. Fusion de las membranas plasmaticas

Tras la reaccion acrosomica (RA) y la unién secundaria a la ZP, el espermatozoide
atraviesa el espesor de la ZP para alcanzar el EPV. Tan pronto como la cabeza
espermatica se adhiere firmemente a la superficie del ovocito, la motilidad residual del
flagelo fuerza a éste a rotar dentro de la zona hasta que se incorpora totalmente al EPV,
momento en que la motilidad disminuye bruscamente y la rotacién cesa (Gaddum-Rosse,
1985). Segun la hipétesis propuesta por O'Rand et al. (O'Rand et al.,, 1986), la
penetracion de la ZP se conseguiria mediante la accién coordinada de las enzimas
acrosomales liberadas durante la RA y la potente fuerza de empuje desarrollada por el
movimiento del espermatozoide, que agita el flagelo espermatico de lado a lado y la

cabeza de delante a atras.
Una vez en el EPV, la porcion de membrana plasméatica del segmento ecuatorial del
espermatozoide se une al oolema y en este punto se inicia la fusion entre las membranas

de ambos gametos (Gaddum-Rosse, 1985). Asi pues, la fusion de membranas queda
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restringida a regiones especificas en cada gameto, lo que podria reflejar una composicién

proteica, organizacién de lipidos o morfologia de membrana determinada para esa region.

El proceso de fusién de membranas puede ser dividido en tres eventos claves. El
primero consiste en el reconocimiento de membranas que implica un contacto inicial entre
ambas mediado por uniones tipo proteina-proteina o proteina-carbohidrato. El segundo
paso es la aposicidon de las membranas donde, gracias a la actividad fusogénica de las
proteinas, las dos membranas realizan un contacto intimo y se produce la adhesion y
unién fisica de ambas a través de interacciones proteina-lipido o proteina-proteina. En
este punto se produce un cambio de conformacion irreversible en el que las proteinas se
pliegan sobre si mismas. El tercer evento corresponde a la mezcla de lipidos que se
produce una vez las membranas entran en contacto dando como resultado una bicapa

que permite la continuidad citoplasmatica entre las dos células (Jahn y Grubmuller, 2002).

En el proceso de fusion esta implicada una proteina presente en la membrana
plasmatica del espermatozoide, la fertilina (Myles y Primakoff, 1997), aunque numerosos
estudios implican a varias moléculas a nivel espermatico y ovocitario como responsables
de la interaccion. Durante los ultimos quince anos, se ha desarrollado un modelo que
sugiere que la union membrana espermatica-oolema es el resultado de la adhesion entre
las integrinas existentes a nivel ovocitario y los ligandos de estas integrinas presentes en
el espermatozoide. La identificacion de las proteinas especificas implicadas en este
proceso es uno de los principales objetivos de numerosos proyectos de investigaciéon

(revisado por Evans, 2009).

El espermatozoide se incorpora en su totalidad (segun la especie) dentro del
ooplasma, la porcién anterior de la cabeza se engloba por fagocitosis y la posterior junto
con el flagelo se internalizan mediante fusion de membranas (Gaddum-Rosse, 1985). Las
mitocondrias presentes en el flagelo espermatico son degradadas por lo que sélo las
mitocondrias maternas pasaran a la siguiente generacién. Aunque la fusion del
espermatozoide al oolema puede producirse en posicion perpendicular o paralela,
generalmente siempre se produce en la regidén central de la membrana plasmatica, en la
proximidad o a nivel de la regién ecuatorial (Gaddum-Rosse, 1985). A nivel del oolema, se
observa la presencia de microvellosidades en la mayoria de la superficie aunque en
roedores, el oolema cercano a la placa metafasica no presenta microvellosidades y la
fusién raramente ocurre a este nivel. La fusibn de membranas entre ambos gametos

desencadenara la activacion del ovocito.
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4.2. Bloqueo de la polispermia

La penetracion polispérmica, es decir la entrada en el ovocito de mas de un
espermatozoide, es un fenédmeno andmalo en los mamiferos que origina embriones

poliploides que normalmente mueren en un estadio temprano de desarrollo.

Los ovocitos de la mayoria de mamiferos han desarrollado mecanismos para prevenir
la polispermia durante su desarrollo y maduracién (Ducibella y Buetow, 1994;
Yanagimachi, 1994b). A groso modo, y para su mejor estudio, podriamos decir que los
mecanismos para evitar la polispermia se establecen a dos grandes niveles: aquellos que
se instauran antes de que se produzca la unidon espermatozoide-ovocito (por ejemplo
durante el transito de gametos en el tracto genital) y los que aparecen una vez los
gametos se han fusionado. En los siguientes apartados abordaremos los distintos

mecanismos explicando el peso especifico que cada uno de ellos tiene en cada especie.

4.2.1. Mecanismos previos a la uniéon espermatozoide-ovocito

4.2.1.1. Regulacién por el aparato genital femenino del numero de

espermatozoides que alcanzan el lugar de la fecundacion

Existen mecanismos en el aparato genital de la hembra, anteriores al encuentro
espermatozoide-ovocito, que contribuyen al control de la polispermia. Entre estos
mecanismos previos a la fecundacioén, esta ampliamente demostrado que el nimero de
espermatozoides depositados en el utero o la vagina se ve reducido varias veces
conforme se progresa a lo largo del tracto genital femenino. De este modo, los
espermatozoides menos aptos van siendo eliminados por los leucocitos (Hunter, 1990;
Hunter, 1991). Finalmente, una gran parte de los espermatozoides que consiguen
atravesar la barrera que supone la union utero-tubarica quedan retenidos en el istmo del

oviducto formando un reservorio tal y como hemos descrito en el apartado 4.1.2.2.

Hemos comentado que los carbohidratos presentes en la membrana apical de las
células oviductales y las moléculas tipo lectina en la superficie rostral del espermatozoide
son las responsables de la adhesién espermatica al epitelio oviductal de una manera
especie-especifica. Estos espermatozoides son liberados de una manera gradual y en un

numero reducido momentos antes de la ovulacion. En especies politocas, la proporcién de
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espermatozoides:ovocito al inicio de la fecundacion puede estar proxima a 1:1 segun
algunos trabajos (Hunter, 1993). Sin embargo, se sabe muy poco sobre las moléculas
especificas involucradas en esta liberacién espermatica, aunque deberian ser moléculas
descritas en el fluido oviductal y que aumenten su concentracidon durante el estro.
Unicamente en la especie bovina se han observado in vitro evidencias directas de que
moléculas presentes en el fluido oviductal tipo glicoconjugados sulfatados como la
heparina, el fucoidano y el dextran sulfato, asi como agentes reductores de puentes
disulfuro como Ila penicilamina, son potentes inductores de la liberacion de
espermatozoides unidos a cultivos de células oviductales (Gualtieri et al., 2010; Talevi y
Gualtieri, 2001). En la especie porcina aun no se han descrito moléculas especificas, pero
distintos trabajos han sugerido un papel del hialuronano (Briissow et al., 2008), diferentes
glicosidasas oviductales (Carrasco et al., 2008b), la progesterona (Hunter, 2008) e incluso

cambios en el proteoma inducido por los propios gametos (Georgiou et al., 2005).

4.2.1.2. Cambios del ovocito en el oviducto

En algunas especies, como la bovina y la porcina, esta descrito que la ZP se modifica
duarante el contacto del ovocito con las secreciones oviductales (Broermann et al., 1989;
Kim et al., 1996). El contenido proteico del EPV también se ve modificado durante el paso
del ovocito por el oviducto. Entre otros procesos, esta descrito que la glicoproteina
especifica del oviducto OVGP1, también conocida como oviductina, se incorpora al EPV
(Buhi, 2002). La implicacion de las proteinas oviductales en la fecundacion se ha
confirmado tras la localizacién de éstas en la ZP, EPV y oolema de ovocitos porcinos
obtenidos del oviducto (Brown y Cheng, 1986; Buhi et al., 1993; Wang et al., 2003). Para
explicar la mayor incidencia de monospermia durante la fecundacién de ovocitos
oviductales que foliculares, se ha propuesto que estas glicoproteinas regulan la exocitosis
sincronizada de los granulos corticales y/o incrementan la sensibilidad de la ZP al
contenido de los mismos (Hunter, 1991; Kim et al., 1996). Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que el papel de la OVGP1 sobre el control de la polispermia no esta
relacionado con la exocitosis de los granulos corticales, ya que la unién de esta
glicoproteina a la ZP se produce una vez el ovocito contacta con el fluido oviductal,

incluso en ausencia de espermatozoides (Coy et al., 2008a).
Las modificaciones que se han observado en la ZP de ovocitos oviductales incluyen
un aumento de la resistencia a la digestion proteolitica y a la penetracion espermatica.

Este efecto se ha denominado endurecimiento de la ZP pre-fecundacion y se ha
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comprobado que participa en la regulacion de la polispermia (Coy y Avilés, 2010; Coy et
al., 2008b). Se han identificado la OVGP1 y los glicosaminoglicanos sulfatados tipo
heparina como las moléculas presentes en el fluido oviductal que se adhieren a la ZP y
provocan el endurecimiento pre-fecundacion. Este endurecimiento conduce a una
disminucion del numero de espermatozoides unidos a la ZP vy, por tanto, a un aumento de
la monospermia. La participacién de estas modificaciones en el proceso de seleccién

espermatica es objeto de estudio en la actualidad.

4.2.2. Mecanismos posteriores a la unién espermatozoide-ovocito

En el momento de la fecundacién, la polispermia es prevenida por modificaciones a

nivel de dos estructuras ovocitarias: el oolema y la ZP (revisado por Wang et al., 2003).

4.2.2.1. Bloqueo a nivel de membrana plasmatica

En cuanto al bloqueo de la polispermia a nivel del oolema, éste es muy controvertido
(Horvath et al., 1993a; Tatone et al., 1994; Wolf y Hamada, 1977) y se sabe muy poco
sobre el mecanismo que actia a este nivel en ovocitos de mamiferos, aunque lo que si
parece claro es su participacion en conjunto con la ZP (Gardner y Evans, 2006).
Concretamente, el bloqueo a este nivel se ha asociado con la pérdida de receptores
localizados en el oolema, con capacidad fusogénica y que participan en la unién del
espermatozoide (Blobel et al., 1992; Zuccotti et al., 1991) . Algunos autores han propuesto
que las diferencias entre la membrana de ovocitos fecundados y no fecundados radican
en los cambios en los lipidos y en su fluidez (Wolf et al., 1981). Mas recientemente se ha
propuesto que los cambios producidos durante el bloqueo de membrana estan regulados
por mecanismos dependientes e independientes de Ca?* ya que ovocitos de hamster
libres de ZP, tratados con drogas que inhiben o atentan los flujos intracelulares de Ca*",
presentan ausencia o disminucioén en el bloqueo de membrana comparados con ovocitos
sin tratar (Gardner et al., 2007).

El bloqueo de membrana difiere significativamente entre ovocitos de mamiferos y de
no mamiferos. En animales no mamiferos, como los erizos de mar y ranas (dos de los
modelos mas estudiados), el bloqueo de membrana implica una despolarizacién rapida y
transitoria del oolema para que la entrada de espermatozoides al ooplasma no se vea

favorecida, aunque tampoco del todo inhibida (Jaffe y Cross, 1986). La despolarizacion
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post-fertilizacion de la membrana plasmatica ocurre apenas unos segundos después de la
fecundacion, conociéndose por ello como “bloqueo rapido”, aunque dura varios minutos y
se puede observar en ovocitos de erizo de mar, estrella de mar, gusano marino Urechis,
algunos ascidios, moluscos, anélidos y anfibios anuros (Jaffe y Cross, 1986). Por el
contrario, no se ha observado una despolarizacién significativa del oolema en ovocitos de
ratona, hamster o coneja (Igusa et al., 1983; Jaffe et al., 1982; McCulloh et al., 1983;
Miyazaki y Igusa, 1981). Asi pues, en mamiferos, el mecanismo del bloqueo de la
polispermia a nivel del oolema no parece deberse a un cambio en el potencial de
membrana. Hay que sefialar que, en mamiferos, el bloqueo de la membrana plasmatica
se establece aproximadamente en el mismo periodo de tiempo que el bloqueo de la ZP
(30-60 minutos), mientras que en no mamiferos el bloqueo del oolema se produce en
cuestion de segundos tras la fecundacioén y el de la ZP tarda desde 30-60 segundos (erizo
de mar) a varios minutos (rana) (Jaffe y Cross, 1986). Por lo tanto, en mamiferos, el
bloqueo de la polispermia (a nivel de membrana o ZP) es espacialmente distinguible,
mientras que en los no mamiferos el bloqueo es espacial y temporalmente (rapido o lento)

diferenciable.

Como hemos comentado, poco se sabe acerca de las bases moleculares o del
mecanismo del bloqueo de membrana en ovocitos de mamiferos, aunque la evidencia de
su existencia proviene de varios hallazgos que datan de varias décadas. Los estudios
clasicos de los ovocitos monospérmicos, recuperados del apareamiento natural, han
revelado la existencia de espermatozoides adicionales en el EPV (entre la ZP y la
membrana plasmatica) que aparentemente son incapaces de fecundar al ovocito, a pesar
de estar justo al lado de la membrana (Austin, 1961; Odor y Blandau, 1949). El nimero
de espermatozoides que se han encontrado en el EPV varian segun la especie. Asi pues,
en ovocitos de coneja, pika y topo, donde se observan decenas o cientos de
espermatozoides en el EPV, el bloqueo de membrana es altamente eficaz, siendo menos
importante el bloqueo en la ZP. Sin embargo, en ovocitos de perra, oveja y ratéon de
campo, no se observan espermatozoides adicionales en el EPV ya que aqui el bloqueo de
ZP es muy eficaz. En cualquier caso, en la mayoria de animales (ratona, mujer, rata,
cobaya, gata, hurona, cerda y vaca) parecen existir ambos tipos de bloqueo para evitar la
polispermia, por lo que en estos ovocitos se encuentran aproximadamente 1-10
espermatozoides en el EPV sugiriendo un efectivo bloqueo tanto a nivel de oolema como
ZP limitando asi el numero de espermatozoides que entran al EPV (Austin, 1961; Hunter
et al.,, 1998; Odor y Blandau, 1949; Sengoku et al., 1995b). En cuanto a los ovocitos de
mujer existen datos clinicos obtenidos tras inseminaciones subzonales concluyendo que

carecen de bloqueo a nivel de oolema (Wolf y Hamada, 1979), aunque otros estudios
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proporcionan pruebas convincentes de que experimentan un bloqueo tanto a nivel de

membrana como de ZP (Sengoku et al., 1995a).

Para intentar clarificar las controversias observadas en los diferentes estudios, los
datos sobre trabajos de fecundacion in vivo se complementaron con experimentos
realizados in vitro utilizando ovocitos libres de ZP, permitiendo asi una distincion clara
entre las respuestas observadas a nivel de ZP y de membrana plasmatica. Se hicieron
estudios con ovocitos de diferentes mamiferos (ratona, hamster y mujer) demostrando que
los ovocitos libres de ZP inseminados eran penetrados por unos pocos espermatozoides,
mientras que cuando estos ovocitos eran reinseminados, los espermatozoides fueron
incapaces de penetrar los ovocitos fecundados, sugiriendo asi que el oolema del ovocito
fecundado difiere del oolema del ovocito sin fecundar (Horvath et al., 1993b; Maluchnik y
Borsuk, 1994; Sengoku et al., 1995a; Wolf, 1978b; Zuccaotti et al., 1991). Por otra parte, el
numero de espermatozoides que se fusionan con los ovocitos libres de ZP no aumenta
proporcionalmente cuando los ovocitos se inseminan con concentraciones espermaticas
crecientes, por lo que se ha sugerido que el bloqueo a nivel de oolema se estableceria
como una respuesta a la activacion ovocitaria (Binor et al., 1982; McAvey et al., 2002;
Wolf, 1978a).

4.2.2.2. Bloqueo a nivel de ZP y reaccion cortical

El bloqueo de la polispermia a nivel de la ZP se ha estudiado extensamente tanto en
mamiferos como en no mamiferos, se denomina “bloqueo lento" y esta asociado a la
exocitosis del contenido de los granulos corticales hacia el EPV (Barros y Yanagimachi,
1971). Como ahora explicaremos, las distintas proteinas liberadas tras la exocitosis de los
GCs (“reaccion cortical’) van a modificar las caracteristicas fisicoquimicas de la ZP
haciéndola refractaria a la unién y entrada de nuevos espermatozoides en lo que se
conoce como “reaccion de zona” (Braden et al., 1954). La reaccién cortical se produce
como respuesta al contacto del primer espermatozoide con el oolema. Este proceso de
exocitosis es dependiente de una sefial de Ca** proveniente de depdsitos intracelulares
que se libera en respuesta a la entrada del espermatozoide (Jones, 2005). El incremento
de Ca*' intracelular se produce cerca del sitio donde se ha producido la fusién del
espermatozoide y se extiende como una onda a través del citoplasma en unos pocos
segundos. A continuacién se producen picos transitorios en los niveles de Ca?, a
intervalos regulares, que duran hasta el momento en el que se visualizan los pronucleos

(Nakano et al., 1997). Estas oscilaciones de Ca?* son necesarias y suficientes para
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provocar la mayoria de eventos de la activacion del ovocito, incluyendo la reaccién cortical

y la reanudacién del ciclo celular (White et al., 2010).

Los granulos corticales (CGs) son las principales vesiculas secretoras de los ovocitos
de mamifero y la primera publicacién que recoge su presencia data de mediados del siglo
XX (Austin, 1951). Los CGs difieren de las vesiculas secretoras de las células somaticas
en que, una vez producida la reaccidén cortical, el contenido liberado no vuelve a
resintetizarse por lo que el ovocito queda desprovisto de ellos (Wessel et al., 2001). En
ovocitos de mamiferos, estas organelas estan limitadas por una membrana bien definida,
con un didmetro de 0.2-0.6 ym. En la especie porcina su diametro aproximado es de 0.16
um (Wang et al., 1997b). Los GCs se forman a partir del complejo de Golgi y del reticulo
endoplasmatico rugoso en un proceso continuo hasta que se produce la ovulacion,
después de la cual este proceso de sintesis se detiene (Anderson, 1968). Estas organelas
migran durante el crecimiento y maduracién del ovocito (Ducibella et al., 1994; Hoodbhoy
y Talbot, 1994). En ovocitos porcinos maduros, la mayoria de los GCs se localizan dentro
de los primeros 4 uym del ooplasma cortical dispuestos en forma rectilinea o hilera, a modo
de monocapa, justo por debajo del oolema, aunque también se pueden encontrar algunos
de ellos distribuidos en el citoplasma (Cran, 1985). En la especie bovina la disposicion es
muy diferente ya que los GCs migran en grupos disponiéndose por todo el ooplasma
(Hosoe y Shioya, 1997). La localizacion de los GCs en el ovocito maduro es fundamental
ya que la proximidad al oolema asegura una rapida exocitosis de estas organelas que
tiene lugar en segundos, como en el erizo de mar (Abbott y Ducibella, 2001), o minutos
como en el hamster (Stewart-Savage y Bavister, 1991) y el ratén (Tahara et al., 1996)

aunque en este ultimo pueda prolongarse hasta 1 hora.

Sobre el contenido de los GCs se sabe que en los mamiferos poseen distintas
enzimas como ovoperoxidasa (Gulyas y Schmell, 1980), N-acetilglucosaminidasa (Miller et
al., 1993a), enzimas tipo tripsina y proteinasas (Moller y Wassarman, 1989), calreticulina
(Mufoz-Gotera et al., 2001), tPA (Rekkas et al., 2002) y varias proteinas de distinto peso
molecular conocidas como p75, p62, p56 (Hoodbhoy y Talbot, 2001) y p32 (Gross et al.,
2000). En cuanto a los cambios especificos que podrian ejercer estas moléculas sobre la
ZP tras la reaccion cortical, s6lo para [B-N-acetilglucosaminidasa, ovoperoxidasa y
proteinasas se ha podido atribuir una funcién concreta en el bloqueo de la polispermia de

ovocitos de mamifero.

Asi pues, se ha demostrado que tras la fecundacion, la B-N-acetilglucosaminidasa

cortical elimina el sitio de union espermatico B-1, 4-galactosiltransferasa (receptor del
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espermatozoide caracterizado para ZP3) de modo que los espermatozoides ya no pueden
iniciar la uniéon a la ZP (Miller et al.,, 1993b). Sin embargo, esta teoria ha sido
recientemente refutada al demostrar que ovocitos procedentes de ratones ZP3 mutantes
carentes de O-glicanos, implicados en la unién espermatica, pueden ser fecundados
(Gahlay et al., 2010). Por su parte, la ovoperoxidasa produce un endurecimiento de la ZP
protegiendo al ovocito de cambios bioquimicos y mecanicos, asi como de la entrada de
mas de un espermatozoide (Gulyas y Schmell, 1980; Heinecke y Shapiro, 1990). La
ovoperoxidasa también ha sido descrita en GCs de ovocitos de estrella de mar
provocando igualmente un endurecimiento de la envoltura vitelina (Deits et al., 1984;
Foerder y Shapiro, 1977; Hall, 1978). Por ultimo, quizas el papel de las proteinasas sobre
el bloqueo de la polispermia a nivel de la ZP haya sido el mas estudiado. Hace décadas
se observd que en ovocitos de ratona activados con iénoforo de Ca?* se libera una
proteinasa tras la reaccion cortical que hidroliza la ZP2 a su forma ZP2f, impidiendo que
los espermatozoides reaccionados puedan penetrar el ovocito y estableciendo la reaccién
de zona en esta especie (Moller y Wassarman, 1989). Hoy se sabe que esta hidrélisis es
la responsable del bloqueo a la unidén de espermatozoides adicionales (Gahlay et al.,

2010) aunque esta proteinasa aun no ha sido caracterizada.

Aunque no todas han sido identificadas, el contenido de los GCs ha sido asociado
reiteradamente con proteasas diferentes al observarse que tras la FIV de ovocitos de
ratona activados en presencia de inhibidores de proteasas tipo tripsina y serina se
aumenta el nivel de polispermia (Tawia y Lopata, 1992). Proteasas tipo serina, como el
tPA se han localizado en el EPV de ovocitos de ratona fecundados o activados
artificialmente, sugiriendo que es liberado a partir de los GCs (Zhang et al., 1992a). La
localizacion de tPA en GCs ha sido muy controvertida. Por un lado el hecho de que las
células de la granulosa secreten tPA en presencia de la hormona LH (Canipari y
Strickland, 1985a) abre la posibilidad de que el tPA pueda ser asociado con el ovocito a
través las células de la granulosa mediante uniones tipo gap y, por otro lado, no existen
pruebas histoquimicas o citoquimicas que sitien al tPA directamente en los GCs. Sin
embargo, la localizacion de tPA en el ooplasma de ovocitos de ratona (Bicsak y Hsueh,
1989), cerda (Kim y Menino, 1995) y en el extracto de GCs de ovocitos de vaca (Rekkas
et al., 2002) mantienen la posibilidad de que los GCs contengan tPA.

Como hemos mencionado, una vez liberadas, las proteasas corticales modifican las

carateristicas de la ZP favoreciendo el bloqueo de la polispermia a este nivel. Sin

embargo, después de la fecundacién se ha comprobado un aumento de la solubilidad de
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la ZP cuando se adiciona plasmina al medio de cultivo de embriones ovinos favoreciendo

la eclosion del embrion (Menino et al., 1989).

Entre las proteasas de GCs, nosotros hemos elegido para nuestro estudio el sistema
plasmindégeno-plasmina por ser un sistema proteolitico ampliamente descrito en procesos
fisioldgicos tan importantes como la fibrindlisis. Ademas, como hemos ido mencionando a
lo largo de esta revisidn, a pesar de que la informacién respecto a este sistema en los
GCs es confusa, se sabe que esta implicado en importantes procesos reproductivos como
la maduracion in vitro, la fecundacién in vitro y el desarrollo embrionario temprano

(Papanikolaou et al., 2008a).

4.3 El sistema plasminégeno-plasmina

La mayoria de las enzimas proteoliticas extracelulares pertenecen a una de estas dos
grandes familias: las serin proteasas, en particular el sistema de activacion del
plasmindgeno, o las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) (Mignatti y Rifkin,
1996). El sistema plasmindégeno-plasmina esta involucrado en diversos procesos
bioldégicos que requieren la regeneracion tisular y/o la migracion celular tales como la
ovulacion (Strickland y Beers, 1976) y el desarrollo embrionario (Strickland et al., 1976;
Valinsky et al., 1981). Este sistema se caracteriza porque el zimogeno inactivo
plasminégeno (PLG) es un precursor de enzima que, proteolizado mediante sus
activadores especificos, da lugar a la forma activa y proteolitica, la plasmina (PLA) (Collen
y Lijnen, 1991).

La diversidad y complejidad de este sistema se debe a la existencia de dos tipos de
activadores que, aunque comparten la habilidad de activar el PLG, presentan
caracteristicas estructurales y funcionales distintas (Blasi et al., 1987). Por un lado, el
activador tisular del plasminégeno (tPA) actia como el principal enzima de activacion
intravascular dependiente de fibrina, mientras que el activador del plasminégeno tipo
uroquinasa (uPA) depende de la unién a un receptor de membrana (UPAR) y no requiere
fibrina (Chapman, 1997). La PLA es la enzima central de este sistema. En condiciones
normales circula por el plasma en forma de proenzima, el PLG. La actividad proteolitica de
la PLA formada mediante el proceso de activacion del PLG estda ademas regulada por la

accion de la a,-antiplasmina (a>-APLA), su principal inhibidor fisioldgico y, en menor

medida, por la a,-macroglobulina (a>-M). Ademas, la regulacion inhibidora del sistema se
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produce mediante los inhibidores tipo 1, 2 y 3 de los activadores del plasminégeno (PAI-1,
PAI-2 y PAI-3). Adicionalmente, la fibrina es un fuerte estimulador de la actividad del tPA.
Se piensa que los receptores de superficie UPAR y anexina A2 aumentan la eficiencia
catalitica de la generacién de PLA (Hajjar y Krishnan, 1999). Otros componentes de este
intrincado sistema son los productos que aparecen tras la degradacién de la fibrina
(Mosher, 1990).

En la figura 4.1 se representan los distintos elementos que participan en el sistema

fibrinolitico plasmindgeno-plasmina y en los siguientes apartados describiremos en detalle

los distintos componentes del mismo.
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Figura 4.1. Esquema del sistema fibrinolitico plasminégeno-plasmina. Modificado de
Collen y Lijnen (Collen y Lijnen, 1991). a2-APLA: a2-antiplasmina. o2-M: o2-
macroglobulina. FDP: productos de degradacion de la fibrina. MMP: metaloproteinasas de
la matriz extracelular. PAI-1, PAI-2 y PAI-3: inhibidores tipo 1, 2 y 3 de los activadores del
plasminégeno. PLA: plasmina. PLG: plasminégeno. PLGR: receptor de plasmindgeno.
Pro-MMP: pro-metaloproteinasas de la matriz extracelular. Pro-uPA: uPA latente. sc-tPA:
tPA de cadena simple. SAK: estafiloquinasa. STK: estreptoquinasa. tc-tPA: tPA de
cadena doble. tc-uPA: uPA de cadena docle. TGF-B: factor de crecimiento transformante.
TIMP: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas. tPA: activador de plasmindgeno tipo
tisular. uPA: activador de plasmindgeno tipo uroquinasa. uPAR: receptor de uPA.
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4.3.1. Componentes del sistema plasminégeno-plasmina

4.3.1.1. Plasminégeno (PLG)

El zimogeno plasmindgeno (PLG) es una proteina ubicua sintetizada principalmente en
el higado (Raum et al., 1980) aunque también se ha descrito en otros lugares como los

tubulos seminiferos (Saksela y Vihko, 1986).

Se caracteriza por ser una proteina con un peso molecular aproximado de 90 kDa que
contiene aproximadamente un 2% de carbohidratos y tiene dos cadenas peptidicas (ay B)
unidas entre ellas por dos puentes disulfuro. En su cadena a, la molécula de PLG
presenta un dominio de unién a lisinas que media su interaccion con proteinas que
presentan lisinas C-terminales y que explica la baja especificidad de unién del PLG. En el
extremo C-terminal de la cadena B contiene el dominio tipico serina proteasa que es
responsable de su actividad catalitica (Redlitz y Plow, 1995). Ademas, posee 24 puentes
disulfuro y 6 dominios estructurales, cada uno con diferentes propiedades (Figura 4.2;
Henkin et al., 1991).

En la especie bovina, la molécula de PLG posee 812 aminoacidos (Berglund et al.,
1995) y en la especie porcina 809 (Chen et al., 2006) estructurandose la molécula en 7
dominios (Figura 4.2), (Henkin et al., 1991). El PLG tiene un dominio tipo PAN/APPLE,
cinco dominios tipo Kringle y un dominio serin proteasa. El dominio PAN/APPLE consiste
en una secuencia consenso de 90 aminoacidos que, gracias a la formacién de puentes
disulfuro, hace que durante su plegamiento la proteina tome una forma caracteristica de
manzana. Este dominio PAN/APPLE lo comparten otras serin proteasas como las
proteinas plasmaticas tipo kalikreina y los factores de coagulacién. Los dominios
pertenecientes a la subfamilia PAN/APPLE se sitian en el extremo N-terminal de la
proteina y ejercen funciones biolégicas diversas entre las que se encuentra la mediacion
en las interacciones proteina-proteina o proteina-carbohidrato (Tordai et al., 1999). Los
dominios tipo Kringle son estructurales y normalmente se encuentran en un numero
variable de copias (cinco en el caso de la molécula de PLG). Aparecen en las proteinas

fibrinoliticas, las proteinas plasmaticas y algunas serin proteasas.
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Figura 4.2. Dominios dentro de la molécula de PLG bovino y porcino. Tomado de (Henkin et al., 1991). PAN_AP: dominio PAN/APPLE. KR:

dominios Kringle. Tryp_SPc: dominio serin proteasa tipo tripsina.
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Los dominios Kringle del PLG poseen afinidad por las lisinas libres y por los péptidos
que contengan lisinas. Por ultimo, el dominio serin proteasa tipo tripsina es el centro
activo de la molécula de PLG. Normalmente este dominio es sintetizado de forma inactiva

o de precursor (zimogeno) y gracias a una protedlisis limitada se libera en su forma activa.

En condiciones normales, tan solo el 20% del PLG se encuentra circulante de forma
libre en el plasma y el 80% restante estd unido a proteinas plasmaticas. Entre estas
proteinas se encuentran el fibrinbgeno y la fibrina, a las que se une el 15% del PLG total.
El 50% del PLG forma un complejo disociable con la glicoproteina rica en histidina y
alrededor de un 15% forma complejos disociables con la a,-APLA. De forma natural, el
PLG puede presentarse en dos formas dependiendo de que en su extremo amino-terminal
posea un acido glutamico (Glu-plasminégeno) o una lisina (Lis-plasminégeno) (Saksela,
1985; Verstraete y Collen, 1986; Wallén y Wiman, 1972). Mediante una protedlisis
limitada, el Glu-plasminogeno se transforma facilmente en las formas que contienen en su
extremo amino terminal lisina, valina, metionina, etc. (Collen, 1980). La activacién por
protedlisis limitada del Lis-plasminégeno a PLA se realiza por rotura de un enlace
peptidico sencillo entre los aminoacidos Arg560-Val561 y es llevada a cabo por los
activadores de plasminégeno, tPA o uPA (Collen, 1980; Takada et al., 1989; Verstraete y
Collen, 1986). EI PLG también puede unirse a la ECM de una manera especifica,
saturable y reversible. Cuando se une a la ECM, este PLG se convierte en un buen
sustrato para ser activado por el tPA o uPA y la PLA que se forma en consecuencia se

dirige a la propia ECM protegida por un inhibidor especifico y abundante como es la a,-

APLA (Knudsen et al., 1986). Por lo tanto, la union del PLG a la ECM parece tener una

funcién fisioldgica en la regulacion de la formacién y actividad de la PLA.

Existe una conformacién cerrada del Glu-plasminégeno que se extiende al enlazar
residuos de lisina en una superficie de fibrina. Se cree que un cambio similar es el que
tiene lugar cuando el Glu-plasmindégeno se transforma en Lis-plasmindgeno. El papel
fisiolégico de estos cambios de conformacién es desconocido, aunque el efecto general
es que se crea una mayor tasa de activacion del PLG catalizada por el tPA (Fredenburgh
y Nesheim, 1992; Wu et al., 1990).

Los niveles de PLG en el plasma humano son relativamente constantes, no variando
excesivamente con la edad ni el sexo, siendo la concentracion normal de 2.2 umol/l. La
vida media del PLG es de 2.2 dias para el Glu-plasminégeno y de 0.8 dias para el Lis-

plasminoégeno (Malinowski et al., 1984).
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4.3.1.2. Plasmina (PLA)

Como ya hemos comentado, la PLA es la enzima principal del sistema PLG-PLA. Es
una serin proteasa de 85 kDa que desempefia un papel central en la disolucién de los
coagulos sanguineos (fibrindlisis), en la remodelacion de los tejidos y en la protedlisis
pericelular estando implicada directa o indirectamente a través de la activacion de factores
de crecimiento y otras proteinasas. La molécula de PLA esta compuesta por dos cadenas:
una cadena a, 0 cadena pesada, originada por el fragmento correspondiente al extremo
amino terminal (N-) del PLG; y una cadena B, o cadena ligera, que contiene la parte

carboxi-terminal (C-) y el centro activo de la molécula (Wallén y Wiman, 1972).

En condiciones normales circula en el plasma bajo la forma de su proenzima, el PLG.

La PLA se une a la a,-APLA por los lugares de unidn a lisina y por el centro activo. Por

ello, cuando la PLA esta unida a la fibrina o asociada a la superficie celular, no se inactiva
convirtiéndose en un eficaz fibrinolitico que degrada muy eficientemente la fibrina por lo
que su papel en la fibrindlisis esta claramente establecido (Collen y Lijnen, 1995). A través
también de estos lugares de union a la lisina, el PLG y la PLA son capaces de interactuar
con los receptores del plasmindgeno (PLGR) que existen en la superficie de las células
endoteliales y de otras células (Plow et al., 1991), tal y como se observa en la figura 4.1.
Como también se observa en la figura, la PLA no es una protesa especifica, sino que
presenta un amplio espectro de sustrato y se sabe que es capaz de degradar gran
variedad de moléculas que forman parte de la ECM y de la membrana basal, tales como
fibronectina, laminina, vitronectina, proteoglicanos y colageno (lrigoyen et al., 1999).
Ademas es capaz de activar las formas latentes del factor de crecimiento fibroblastico
(FGF) y del factor de crecimiento transformante (TFG-f8), asi como de las MMP (Falcone
et al., 1993; Taipale et al., 1992). A nivel extracelular, la PLA también puede actuar sobre
la cadena sencilla de Pro-uPA y sobre uPA (Stephens et al., 1989), tal y como se observa

en la figura 4.1.

Junto al uPA, la PLA posee capacidad de activar y liberar factores de crecimiento
unidos a la matriz extracelular o a la superficie celular. Se ha descrito que la unién del
uPA a su receptor (UPAR), no sélo activa al PLG, sino que también desencadena una
cascada de sefiales celulares que regulan los procesos de migracion celular en
condiciones fisiolégicas y patolégicas, como es el caso de la implantacion embrionaria
(Aflalo et al., 2004; Aflalo et al., 2005).
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4.3.1.3. Activadores del plasminégeno (PAs)

Los activadores del plasminégeno (PAs) se producen y secretan en las células en
forma de proenzimas transformandose en la enzima activa por una rotura proteolitica
especifica (Mayer, 1990). Los PAs pueden ser endégenos (tipo tisular y tipo uroquinasa)
estando presentes en la sangre y otros fluidos corporales, o exdgenos como la
estreptoquinasa (Reddy y Markus, 1972) y la estafiloquinasa (Sakai et al., 1989) como

se observa en la figura 4.1.

El activador de plasmindgeno tipo tisular (tPA) y el tipo uroquinasa (UPA) catalizan la
reaccion especifica, es decir la conversiéon de PLG en PLA, por la rotura de un enlace
peptidico Unico. Ambas enzimas forman también complejos inactivos con inhibidores
especificos. Estos complejos pueden disociarse para regenerar la actividad enzimatica.
No obstante, el tPA difiere del uPA en el peso molecular, la especificidad inmunolégica y
propiedades cinéticas; ademas, las enzimas son codificadas por genes diferentes. Los

detalles del proceso de activacion del PLG se examinan en las secciones siguientes.

4.3.1.3.1. Activador tisular del plasminogeno (tPA)

El tPA (Figura 4.3) es una serin proteasa de 70 kDa que contiene 530 aminoacidos,
entre 7-13% de carbohidratos y abunda en el plasma humano (Collen, 1987). La
concentracion fisiolégica de tPA en plasma humano es de 5-7 ng/ml donde tiene una vida
media de 2.5-5 minutos y el 95% esta unido a su inhibidor especifico (PAI-1) mientras que
el otro 5% se encuentra en forma libre (Rijken et al., 1983). Se sintetiza principalmente por
las células endoteliales (Dang et al., 1985) y se secreta como un polipéptido de cadena
sencilla (sc-tPA) que puede procesarse in vivo a la forma de doble cadena (tc-tPA)
mediante protedlisis de un puente polipeptidico sencillo (Irigoyen et al., 1999). El tPA se
expresa de forma fisioldgica en lugares donde existe un estrecho contacto con los
coagulos de fibrina (ej.: células endoteliales vasculares) (Kooistra et al., 1994) pero su
expresion aumenta en situaciones causadas o propensas a la trombosis, tales como la
isquemia (Schneiderman et al.,, 1991), heridas (Grgndahl-Hansen et al., 1988) y la

ovulacion (Deutinger et al., 1988).
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Figura 4.3. Modelo estructural de la conformacion de la molécula de tPA. La espiral roja
representa la cadena a mientras que las flechas verdes, azules y marrones indican

regiones de la cadena B (Agnelli, 1993).

El tPA tiene una elevada afinidad por la fibrina y se activa por la unién a ésta, por lo
que la funcién biolégica principal de tPA esta asociada con la fibrindlisis (Lijnen y Collen,
1982). El tPA puede unirse al extremo N-terminal de la fibronectina y al C-terminal de la
laminina (Moser et al., 1993; Salonen et al., 1985). Estas proteinas también unen PLG,
por lo que actian como superficie de reaccion para su activacion eficiente en la ECM. A
pesar de que la fibronectina no aumenta la activacion del PLG catalizada por tPA, los
fragmentos derivados de la protedlisis de la fibronectina constituyen potentes activadores
de tPA (Stack y Pizzo, 1993). La union de tPA a fibrina da como resultado un aumento de
la afinidad de tPA por el PLG, favoreciendo la activacién de éste sobre la superficie de los
coagulos sanguineos y evitando la activacién del PLG libre circulante (Aguilar et al.,
2004).

4.3.1.3.2. Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA)
El uPA es una proteina secretada por las ceélulas endoteliales y epiteliales
principalmente en los conductos excretores del organismo (como los tubulos renales).

Esta serin proteasa tiene un peso molecular de 53 kDa (Glnzler et al., 1982) y fue
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descrita inicialmente en cultivos de células de carcinoma ovarico (Astedt y Holmberg,
1976). Al igual que el tPA, el uPA (Figura 4.4) esta formado por dos cadenas peptidicas (a
y B) unidas por puentes disulfuro y presentan dos partes completamente independientes:
la cadena catalitica carboxi-terminal y la cadena no catalitica amino-terminal, donde se
sitla el dominio responsable de la interaccién especifica con el receptor de uPA (UPAR)

(Appella et al., 1987) que se expresa en diferentes tipos celulares (Behrendt et al., 1990).

Figura 4.4. Modelo estructural de la conformacioén de la molécula de uPA. Los cilindros
rojos representan dominios de a-hélice y las flechas amarillas indican regiones de la
cadena B (Agnelli, 1993).

Cuando es secretado, el Pro-uPA es una molécula de una sola cadena polipeptidica
(sc-uPA) (Gunzler et al., 1982). Tras la protedlisis, por parte de la PLA o la calicreina, del
puente peptidico K'® -1"° (Dang et al., 1985), la molécula se convierte en la forma de
doble cadena (tc-uPA) denominada también uPA de alto peso molecular (HMW-uPA). La
scu-PA actua directamente sobre el PLG generando PLA y esta PLA convierte el sc-uPA
en tc-uPA quien dirige finalmente la rapida activacién del PLG. Por otro lado, el tc-uPA no
tiene especificidad por la fibrina activando el PLG libre o unido a fibrina
indiscriminadamente, mientras que el sc-uPA tiene una marcada especificidad por la

fibrina. La concentracion de sc-uPA en plasma humano no esta bien establecida, variando
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entre 2-20 ng/ml mientras que su vida media es muy corta, del orden de 5-8 minutos
(Lijnen et al., 1986).

Se sabe que el uPA modula el proceso proteolitico pericelular de la ECM y la via del
uPA juega, en general, un papel importante en la fisiologia uterina, mas concretamente en
el inicio de la menstruacién (Tabibzadeh, 1996). La expresion de uPA esta regulada por
mecanismos paracrinos y factores esteroideos (Casslén et al., 1992; Schatz y Lockwood,
1993). Asi pues, en cultivos de células endometriales estromales se ha observado que la
progesterona inactiva el uPA debido a un aumento de la expresion de PAI-1 en la
superficie celular (Casslén et al., 1995). Como hemos comentado, el uPA se une con gran
afinidad a su receptor. Esta unién activa al uPA limitando la actividad proteolitica en la
superficie celular. Los componentes de la ECM son degradados por la PLA, facilitando la
migracion celular y la angiogénesis. La vitronectina interacciona con el uPAR activando la

cascada de sefial intracelular (Seiffert et al., 1991).

La generacién controlada de PLA unida a la superficie de las células puede modular
su capacidad de migracion e invasion de tejidos al regular las interacciones entre las
células, la membrana basal y la ECM (Roldan et al., 1990). La cascada proteolitica
dependiente de uPA regula la adhesion y migracion celular y estd envuelta en los
mecanismos de proliferacion celular y regeneracion tisular (Casslén et al., 1995; Dang et
al., 1985). Ademas el uPA es capaz de degradar la ECM en ausencia de PLG (revisado
por Laiho y Keski-Oja, 1989) si como la fibronectina y su propio inhibidor, el PAI-1 (Keski-
Oja y Vaheri, 1982; Nielsen et al., 1986).

4.3.1.4. Control de la expresion de tPA y uPA

La expresion de tPA y uPA esta regulada a nivel transcripcional por varios factores. El
promotor de tPA contiene multiples secuencias reguladoras que le confieren la capacidad
de ser estimulado por ésteres de forbol (Fisher y Grant, 1985), hormonas esteroideas
naturales, dexametasona, acido retinoico y vitamina A (Bulens et al., 1995; Bulens et al.,
1997) y AMPc (Rickles et al., 1988). Por su parte, la heparina inhibe la transcripcion de
tPA de manera selectiva (Au et al., 1994). El estudio del promotor de tPA se ha centrado
preferentemente en los sistemas endoteliales, donde es sabido que existe un promotor
localizado al inicio de transcripcion que se activa por glucocorticoides, progesterona,
andrégenos y mineralocorticoides (Bulens et al., 1995; Bulens et al., 1997). En cuanto al

uPA, su expresion se ve favorecida por las prostaglandinas, el AMPc, factores de
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crecimiento, promotores tumorales, oncogenes, retinoides y por la luz UV (Dang et al.,
1985).

4.3.1.5. Estreptoquinasa (STK) y estafiloquinasa (SAK)

Como hemos comentado, la STK y la SAK son activadores exogenos del
plasmindégeno procedentes de microorganismos patdgenos, tipo estreptococo o estafiloco
respectivamente, y en la especie humana estan bien estudiados. Aunque no son enzimas
por si solas, forman un complejo bimolecular 1:1 con la PLA o el PLG que en ultima
instancia cataliza la conversion de PLG libre en PLA (Reddy y Markus, 1972; Sakai et al.,
1989). Aunque ambos activadores poseen similitudes en cuanto a su funcién como
cofactores, difieren en su mecanismo de accién para activar al PLG. Mientras que la STK
forma un complejo activo tanto con el PLG como con la PLA, la SAK es estrictamente
dependiente de la PLA (Reddy y Markus, 1972; Sakai et al., 1989).

4.3.1.6. Receptores de tPA (tPAR)

Los receptores del tPA se pueden dividir en dos grupos principales: 1) los receptores
implicados en la eliminacion fisioldgica del tPA o de los complejos formados con sus
inhibidores y 2) los receptores de tPA situados en la superficie celular. Los primeros son
intracelulares, estdan asociados a la maquinaria endocitica de la célula y, en ultima
instancia, degradan el tPA en los lisosomas permitiendo el “aclaramiento” (clearance) de
tPA. Por ello, estos receptores sirven de reguladores negativos de la fibrindlisis vascular.
Por otro lado, los receptores que localizan tPA en la superficie celular promueven la
activacion del PLG (Redlitz y Plow, 1995).

Ademas de los receptores de “aclaramiento”, numerosas células presentan tPAR en
su superficie celular implicados en otras funciones. La mayoria de estos receptores unen
también PLG, favoreciendo la formacion de PLA mas eficientemente y de forma focalizada
sobre la superficie celular. De esta forma contribuyen a la regulacion de la fibrindlisis asi
como a la degradacion de otras proteinas tanto de la membrana como de la ECM.
Ademas, no se descarta que la interaccidn de tPA con receptores de superficie celular
pueda activar directamente sefales intracelulares. En las células endoteliales, se ha

identificado la anexina A2 como el principal tPAR (Cesarman et al., 1994; Hajjar et al.,
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1994), siendo unos de los receptores mejor caracterizados por su revelante papel durante

la fibrindlisis vascular.

4.3.1.7. Receptores de uPA (uPAR)

Los efectos biolégicos del uPA, sean o no dependientes de la protedlisis, aumentan
cuando se une a su receptor de membrana, uPAR (Andreasen et al., 1997; Sabapathy et
al.,, 1997; Shapiro et al., 1996). Este receptor es una glicoproteina anclada en la
membrana por un enlace glicosil fosfatidil inositol con un dominio de unién a uPA y dos
dominios de unién a vitronectina. EI uPAR también se puede unir a integrinas en sitios

diferentes de los que emplea para unirse a vitronectina (lrigoyen et al., 1999).

A nivel celular, el uPA se une especificamente a su receptor expresado en diferentes
tipos celulares (Behrendt et al., 1990). Este receptor de superficie parece jugar un papel
central en la regulacion de la protedlisis extracelular (Mizukami et al., 1995; Pyke et al.,
1993). La unién del uPA a uPAR esta implicada en diferentes procesos bioldgicos como la
migracion celular y la regeneracion tisular. Los complejos uPA:uPAR son susceptibles de
ser inhibidos por los inhibidores de los activadores de PLG, lo que podria jugar un papel

importante en el control de la activacion del PLG a nivel tisular y la protedlisis de la ECM.

4.3.1.8. Inhibidores de los activadores del plasminégeno (PAls)

La actividad prematura, incontrolada o en sitios inapropiados de los PAs puede
provocar efectos dafinos. Del mismo modo, la actividad PLA recién generada tiene que
ser estrictamente regulada para prevenir asi una protedlisis no controlada. Por tanto, es
necesario que los inhibidores potentes y especificos de los PAs y de la PLA estén
presentes en las células, en el plasma y en otros compartimentos extracelulares. La
principal funciéon de estos inhibidores es regular las actividades cataliticas entre las

enzimas y los activadores del PLG.

Se han descrito tres PAls con actividad inhibitoria sobre la activacion del PLG, todos
pertenecientes a la superfamilia de las serpinas (inhibidores de serin proteasas). El
inhibidor de activadores de PLG tipo 1 (PAI-1 o endotelial) (Loskutoff et al., 1983; van
Meijer y Pannekoek, 1995), el tipo 2 (PAI-2 o placentario) (Bachmann, 1995), y el tipo 3
(PAI-3), idéntico al inhibidor de la proteina C (Espafia et al., 1989; Suzuki et al., 1983).
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En la especie humana, el PAI-1, también conocido como serpinal, es una
glicoproteina de 50 kDa que inhibe rapidamente las formas de doble cadena de ambos
PAs (tc-tPA y tc-uPA) (Andreasen et al., 1997; Loskutoff et al., 1989). El PAI-1 (Figura 4.5)

se encuentra en el plasma a una concentracion baja, 1.000 veces inferior a la GZ-APLA,

pero 3 6 4 veces superior a la concentracion de tPA. Asi pues, la concentracion normal y

el rango de actividad de PAI-1 en plasma es de 5-40 ug/l y 0-40 Ul/ml, respectivamente.

Figura 4.5. Modelo estructural de la conformacion de la molécula de PAI-1 en estado
latente. Las espirales grises indican dominios de a-hélice y las flechas azules, moradas y

rojas indican regiones de la cadena 3 (Tucker et al., 1995).

Estudios de homologia demuestran que PAI-1 forma parte de la superfamilia de los
inhibidores de las serin-proteasas o serpinas (Dawson y Henney, 1992; Kruithof, 1988;
Loskutoff et al., 1987) y es una proteina relativamente termoestable cuando se encuentra
depositada sobre la matriz subendotelial (Mimuro et al., 1987). La principal causa de este
incremento de estabilidad es la presencia en la matriz subendotelial de una glicoproteina,

la vitronectina, que es capaz de unir PAI-1 estabilizandolo (Tucker et al., 1995).
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La sangre contiene dos grandes reservorios de PAI-1. Por un lado las plaquetas, que
constituyen la principal reserva de PAI-1, contienen de 4.000-8.000 moléculas por célula
(100-200 ng/ml de sangre) (Kruithof et al., 1986) y, por otro lado, el plasma, que tiene un
menor contenido de PAI-1 (alrededor de 10 ng/ml), (Lund et al., 1988; Wohlwend et al.,
1987). Las células endoteliales del higado, los vasos y las plaquetas parecen ser las

principales fuentes de este inhibidor en el cuerpo (revisado por Kruithof, 1988).

La actividad de la PLA, regulada por el nivel de inhibidores, determinara la protedlisis
de las proteinas de la ECM, la activacién de procolagenasas y la degradacion de diversos
componentes de la membrana basal. La progesterona produce una disminucién de la
actividad fibrinolitica del endometrio mediante el estimulo de la degradacién de uPA y el
aumento de PAI-1 y uPAR (Casslén et al., 1995).

El PAI-2 (Figura 4.6), también conocido como serpina B2, fue descubierto en placenta
humana a finales de los afios 60 al purificar una fraccion proteica que poseia la capacidad
de inhibir a uPA. Posteriormente, se detecté su presencia en monocitos y macrofagos
(Golder y Stephens, 1983) y comenzé a conocerse su secuencia aminoacidica (Kruithof et
al., 1986). La homologia de secuencia con muchas otras serpinas revel6 que este
inhibidor del activador del plasmindégeno pertenecia a esta superfamilia. El PAI-2 se
secreta como una glicoproteina de 60-70 kDa, aunque también existe una forma
intracelular no glicosilada de 47 kDa (Genton et al., 1987) que tiene una mayor afinidad
por uPA que por tPA. El PAI-2 es capaz de inhibir al tPA y al uPA de la misma manera
que hace el PAI-1. Sin embargo, no se han detectado complejos tPA:PAI-2 en plasma, ni
siquiera durante la gestacion, cuando la concentracion plasmatica de PAI-2 supera a la de
PAI-1 (Estellés et al., 1989; Kruithof et al., 1995). Por ello, la funcién fisioloégica del PAI-2

sigue siendo tema de controversia.

Por ultimo, el PAI-3 también conocido como serpina 5, es un inhibidor no especifico
que actia sobre muchas serin-proteasas como la proteina C activada, el uPA y la
proteasa del espermatozoide acrosina, por lo que este PAI se ha visto relacionado con la
fertilidad (Uhrin et al., 2000). Se ha comprobado que PAI-3 es inmunolégica y
funcionalmente idéntico a uno de los inhibidores de la proteina C activada (Suzuki et al.,
1983), por lo que se le denomina también inhibidor de la proteina C, y puede formar
complejos dependientes de heparina (Espana et al., 1989; Espafia y Griffin, 1989; Heeb et
al., 1987). Inicialmente, este inhibidor se identifico en plasma y orina humanos, donde su
capacidad de inhibicion de uPA es 1.000 veces menor que la de PAI-1, por lo que su

importancia fisiolégica es mucho menor (Stump et al., 1986).
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Figura 4.6. Modelo estructural de la confromacion de la molécula de PAI-2 en estado
latente. Las espirales violetas indican dominios de a-hélice y las flechas rojas, verdes y

azules indican regiones de la cadena 3 (Bachmann, 1995).

Estudios in vivo, han encontrado complejos PAI-3:uPA y PAI-3:tPA en orina y semen
(Espana et al.,, 1993; Espana et al., 1991; Espafa et al., 1999) y durante la terapia
trombolitica con uPA (Geiger et al., 1989) y tPA (Espafia et al., 1993). A pesar de que la
concentracidon plasmatica de PAI-3 es considerablemente mayor que la de otros PAls, su

actividad inhibitoria sobre el sistema fibrinolitico en plasma es inferior.

4.3.1.9. Inhibidores de la plasmina

La a,-antiplasmina (a>-APLA) es el principal inhibidor fisiologico de la PLA

garantizando una vida corta de la misma tanto en la sangre como en los tejidos (Collen,
1980). En la especie humana, la a,-APLA es una glicoproteina de cadena simple con un
peso molecular aproximado de 70 kDa y aproximadamente con un 13% de carbohidratos.
La forma nativa de la proteina presenta dos lugares de interaccién con el PLG, el centro
activo del inhibidor y el extremo C-terminal que se une a los dominios Kringle del PLG
(Sasaki et al., 1986). El mecanismo de inhibicion de la a,-APLA consiste en la formacién

de un complejo estequiométrico 1:1 con el centro activo de la PLA. La reaccion, que es
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muy rapida, depende de la disponibilidad de lugares de unién a lisina en el PLG. Una vez
que el PLG se une a la fibrina, la reaccién con la a,-APLA es 100 veces inferior (Wiman y
Collen, 1978).

Otros inhibidores de la PLA, como la a,-macroglobulina (a,-M) actidan como una

segunda linea de defensa. La a,-M es el unico inhibidor que no pertenece a la familia de

las serpinas y forma complejos covalentes con la PLA y otras serin-proteasas (Van
Leuven et al., 1978). La a,-M es un inhibidor mas lento de la PLA que la a,-APLA y parece
tener como mision neutralizar el exceso de PLA, una vez la capacidad inhibidora de la a.-
APLA ha sido sobrepasada. Asi pues, cuando el PLG plasmatico (en concentracion entre
1.5-2 uyM) es activado, la PLA formada seria neutralizada inicialmente por la a,-APLA
(concentracion aproximada de 1 uM), hasta su saturacién. A partir de este momento, el

exceso seria neutralizado por la a,-M. Otro inhibidor de la PLA es la a_-antitripsina (a,-AT)

que también inhibe a un amplio espectro de proteasas (Rijken et al., 1983).

4.3.2. Localizacién y funcién de los componentes del sistema plasminégeno-

plasmina en el tracto reproductor de los mamiferos domésticos

Como ya hemos comentado, el PLG esta presente en muchos fluidos extracelulares
incluyendo el plasma seminal (Liu et al., 1996; Zaneveld et al., 1973), el fluido uterino
(Bruse et al., 1998; Fazleabas et al., 1983; Finlay et al., 1983), el fluido folicular ovarico
(Beers, 1975; Colgin y Murdoch, 1997; Reinthaller et al., 1990) y el fluido peritoneal
(Padilla et al., 1986), habiéndose descrito también la existencia de PLG en la ZP y oolema

de ovocitos de hamster (Jimenez-Diaz et al., 2002).

Por otra parte se ha detectado actividad PLA en procesos fisiolégicos como la
ovulacion (Liu, 2004), la expansion de las células del cumulus (Liu, 2004; Liu et al., 1986),
la maduracion del ovocito (Dow et al., 2002; Liu et al., 1986), la fecundacion (Huarte et al.,
1993; Sa et al., 2006; Smokovitis et al., 1992), la reacciéon de zona (Cannon y Menino,
1998; Rekkas et al., 2002; Zhang et al., 1992a) y la eclosién embrionaria (Kaaekuahiwi y
Menino, 1990; Menino y Williams, 1987).

A continuacion se exponen los principales datos que se tienen hasta la fecha sobre la

localizacién y funciones de los distintos componentes del sistema PLG-PLA en el aparato

reproductor de distintos mamiferos.
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4.3.2.1. Papel del sistema plasmindgeno-plasmina en la maduracion del ovocito y

la expansién del cumulus

Se ha demostrado que los ovocitos de rata y ratona unen PLG y secretan tPA (Huarte
et al., 1993). Concretamente, en los ovocitos de ratona se produce tPA espontaneamente
durante la maduracién meiética in vitro (Huarte et al., 1985) y su concentracion ovocitaria
in vivo parece estar influida por el ambiente endocrino dentro del foliculo (Bicsak y Hsueh,
1989; Hsueh et al., 1988).

In vitro, la produccién de tPA y uPA se ha descrito durante el cultivo de COCs de rata
(Karakji y Tsang, 1995a; Karakji y Tsang, 1995b; Karakji y Tsang, 1995c) y cerdas (Kim y
Menino, 1995). En ratas, la FSH y la GnRH estimulan la sintesis de tPA, pero no de uPA,
en los COCs (Liu et al.,, 1986; Ny et al.,, 1987). Cuando el ovocito se encuentra en el
interior del foliculo, no presenta actividad tPA ya que las células de la granulosa que lo
rodean expresan inhibina. Conforme avanza el desarrollo folicular, la inhibina va
disminuyendo y comienza a sintetizarse tPA, que participa en la maduracién ovocitaria y la
expansion de las células del cumulus (Liu, 2004). La FSH, la GnRH vy el péptido intestinal
vasoactivo estimulan la actividad tPA. Dicha actividad es detectada en los COCs, pero no
en ovocitos decumulados, indicando asi que la actividad tPA en ovocitos es regulada

hormonalmente via células del cumulus (Liu, 2004).

En ovocitos de rata y ratona existe una relacion entre la expresion de la inhibina en las
células de la granulosa y la traduccion del ARNm del tPA que puede desempefar un
papel regulador esencial en el desarrollo folicular, ya que se ha demostrado que la
produccién de la inhibina en las células de la granulosa tiene una correlacion negativa con

la expresion de la actividad del tPA en los ovocitos (Yan et al., 1999).

Por otra parte, en ratas, se ha estudiado la capacidad de secrecion de PAI-1 en
cultivos de células de la granulosa, pared folicular, células del cumulus, células luteales y
ovocitos aislados, detectandose que la mayoria de la actividad PAI-1 en el ovario se
produce en pared folicular y que esta actividad aumenta después de la ovulacion (Liu,
1988; Liu et al., 1987b; Liu et al., 1991).

Los primeros en identificar los PAs en ovocitos fueron Huarte et al. (Huarte et al.,
1985) quienes descubrieron que los ovocitos de rata y ratona soélo producen tPA durante
la reanudacion de la meiosis. Luego siguieron publicandose nuevos estudios en los que

se observoé que los ovocitos producen tPA y uPA tanto in vivo como in vitro como
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resultado de la maduracion meidtica (Bicsak et al., 1989a; Huarte et al., 1987b; Liu et al.,
1987a; Liu et al., 1986; Rekkas et al., 2002; Strickland et al., 1988). En ovocitos de rata, la
sintesis de tPA aumenta durante la maduraciéon in vivo (Bicsak et al., 1989a),
detectandose tanto en el ooplasma (Strickland et al., 1988) como en el exudado de

ovocitos de rata activados con ionéforo de Ca?* (Zhang et al., 1992b).

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad tPA es detectada en el COC pero
no en ovocitos decumulados. D’Alessandris et al. (D'Alessandris et al., 2001) llevaron a
cabo un estudio en ratas sobre la integridad de los COCs antes y después de la ovulacion,
estudiando la sintesis de PAs durante la expansion del cumulus y su relacion con la
disgregacioén de la ECM. Para ello, cultivaron in vitro COCs y analizaron la secrecion de
los PAs a diferentes tiempos de cultivo. Los resultados mostraron que la secrecion de tPA
y UPA por las células del cumulus y los ovocitos no varia durante la expansion del
cumulus, pero aumenta dramaticamente después de la misma. Ademas, analizaron la
actividad PA en el medio en el que habian estado los COCs observandose que el patron
de sintesis de PAs coincide con la desintegracion de la matriz del cumulus. Los mismos
patrones temporales de sintesis de PAs se observaron en COCs in vivo. El hecho de que
la degradacién de la ECM ocurre en paralelo al aumento en la sintesis y secrecion de PAs
apoya la hipétesis de que estas enzimas podrian desestabilizar la matriz de acido

hialurénico depositada durante la expansion del cumulus.

4.3.2.2. Papel del sistema plasmindgeno-plasmina en la ovulacién

La ovulacion implica una serie de procesos fisiolégicos, bioquimicos y morfolégicos
que afectan al ovario. Para que este proceso tenga lugar, se requiere una degradacioén de
la matriz ovarica y una remodelacién de los tejidos de la pared folicular que permita la
liberacion de los COCs del ambiente folicular. La existencia de actividad PA a nivel
ovarico se decribié hace décadas (Albrechtsen, 1957) e igualmente se ha demostrado que
el fluido folicular tiene actividad PA (Smokovitis et al., 1988). Asi pues, estos activadores
de PLG aparecen durante el proceso de remodelacion tisular del ovario participando en la
conversion del PLG en PLA, quien sera la responsable de la disrupcion de la pared
folicular (Beers et al., 1975). Puesto que los PAs se sintetizaban solo en los foliculos
cercanos al momento de la ovulacion (Beers et al., 1975; Reich et al., 1985; Strickland y
Beers, 1976), y su actividad aumentaba en el momento preovulatorio, distintos autores
asociaron a los PAs, y por ende al sistema PLG-PLA, con el desarrollo de la ovulacién
(Beers, 1975; Beers et al., 1975; D'Alessandris et al., 2001; Smokovitis et al., 1988).
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La sintesis de tPA y uPA esta regulada por células especificas reguladas a su vez por
hormonas, factores de crecimiento y citoquinas (Saksela y Rifkin, 1988; Vassalli et al.,
1991). Los dos tipos de PAs se han descrito en las células de la granulosa de foliculos
preovulatorios de mamiferos (Macchione et al., 2000), aunque su secrecion varia segun la
especie. Como ya hemos comentado, en ovarios de rata existen tanto el tPA como el uPA
(Canipari y Strickland, 1985a; Canipari y Strickland, 1986; Galway et al., 1990), en el
ovario de cerda predomina el tPA (Politis et al., 1990a) y, por otro lado, el uPA predomina
en la células de la granulosa de ovarios de ratona y gallina (Canipari et al., 1987;
Hagglund et al., 1996; Lafrance et al., 1993).

Se ha demostrado que las interacciones entre el tPA, producido por las células de la
granulosa, y el PAI-1 pueden ser importantes en la ovulacion (Liu, 1988) de tal modo que
la expresiéon coordinada de tPA y PA-1 en el ovario, especificamente en el momento
periovulatorio, es de vital importancia para la regulacion del ciclo ovarico (Liu et al., 2004;
Liu et al., 1991). Esta sintesis estda mediada por gonadotropinas, de tal modo que el
maximo nivel de actividad tPA en las células de la granulosa se alcanza justo antes de la
ovulacién, por lo que esta actividad proteolitica localizada en la superficie del ovario
favorece la ruptura de la pared folicular. Por su parte, la actividad PAI-1 alcanza su
maximo nivel justo después de la ovulacién asegurando asi la inhibicién de la actividad
proteolitica en el ovario, que seria perjudicial si continuara en el tiempo (Liu et al., 1987b;
Liu et al., 1991; Peng et al., 1993).

Muchos autores han encontrado una relacion evidente entre la ovulacién folicular y la
produccion de PAs por las células de la granulosa en el interior del foliculo (Beers vy
Strickland, 1978; Beers et al.,, 1975; Canipari y Strickland, 1985a; Reich et al., 1985;
Strickland y Beers, 1976; Wang y Leung, 1983). Como ya hemos comentado, in vitro las
células de la granulosa sintetizan PAs y éstos también estan presentes en el fluido
folicular (Cajander et al., 1989; Epifano et al., 1994; Jones et al., 1989; O'Connell et al.,
1987; Politis et al., 1990b; Reich et al., 1986; Wang et al., 1993). Ademas, en la yegua y la
vaca, se ha podido confirmar que el liquido folicular de los foliculos preovulatorios
alcanzan los mayores niveles de PAs y de PLG iniciando una cascada proteolitica que da
lugar a la formacién de PLA, quien activando a su vez a la colagenasa a nivel local de la
pared folicular facilita la ruptura del foliculo (Yamada y Gentry, 1995; Yamada et al.,
1996).
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La regulacién de la activacion del PLG para producir PLA en el ovario y facilitar la
ruptura del foliculo es un complejo sistema que involucra tanto a los PAs como a los
inhibidores del tPA (Beers, 1975; Beers et al., 1975; LaPolt et al., 1989; Reich et al., 1985;
Strickland y Beers, 1976). Tras la activacion por el tPA, la PLA disminuye la resistencia a
la traccion de la pared del foliculo preovulatorio, lo que sugiere un efecto directo sobre la
ovulacion (Beers, 1975). En ratas hipofisectomizadas, el tPA expresado en las células de
la granulosa aumenta su actividad en los foliculos preovulatorios, pero no en los mas
pequenos, justo antes de la ovulaciéon inducida por la LH, hCG, FSH y GnRH (Galway et
al., 1990; Hsueh et al., 1988; LaPolt et al., 1989) lo que indica que en la seleccion del

foliculo(s) dominante(s) intervienen factores que regulan la secrecion de tPA.

En definitiva, la bibliografia consultada demuestra la hipdtesis de que los PAs
producidos por las células de la granulosa, en respuesta a la estimulacién por las
gonadotropinas, activan el PLG que se encuentra en el fluido para formar PLA. Esta PLA
generada podria digerir los componentes de la ECM dando lugar a una cascada
proteolitica que finalizaria degradando la pared del foliculo (Strickland y Beers, 1976;
Werb et al., 1977). Sin embargo, la protedlisis extracelular mediada por los PAs no se
asocia unicamente con la ovulacion, sino también con procesos como la luteolisis (Feng et
al., 1993; Liu et al., 1995). En la rata, el incremento en la expresion de tPA y PAI-1 en los
ultimos estadios del cuerpo luteo (cuando las células de la granulosa y de la teca estan
completamente luteinizadas), esta relacionado con una disminucién de la produccién de
progesterona por el mismo, por lo que se ha sugerido un importante papel del tPA y el
PAI-1 en la regresién de esta estructura ovarica, mientras que el uPA jugaria un papel

mas importante en el crecimiento folicular (Liu 2004).

4.3.2.3. Papel del sistema plasminégeno-plasmina en la motilidad y capacitacion

espermatica

La secrecion de PAs ha sido documentada en distintas especies durante la
espermatogénesis (Lacroix et al., 1977; Vihko et al.,, 1984), la liberacion de
espermatozoides en los tubulos seminiferos (Fritz y Karmally, 1983; Lacroix et al., 1981),
en extractos de espermatozoides (Rekkas et al., 1991; Rekkas et al., 2000), en el plasma
seminal (Smokovitis et al., 1987; Zaneveld et al., 1973), en el acrosoma (Smokovitis et al.,

1992; Taitzoglou et al., 2004; Taitzoglou et al., 1996) y en espermatozoides eyaculados.
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En la especie humana, los PAs favorecen la motilidad espermatica y la reaccién
acrosémica (Hong et al., 1985; Taitzoglou et al., 2003; Taitzoglou et al., 2004). En la
especie bovina, la PLA favorece la motilidad espermatica y la reaccion acrosémica de los
espermatozoides ya capacitados (Hong et al., 1985; Taitzoglou et al., 2003; Taitzoglou et
al., 2004). El mecanismo por el que la PLA podria favorecer la capacitacién espermatica, y
posterior reaccion acrosémica parece estar basado en la protedlisis y la generacion de
sustancias fusogénicas. Por un lado, se ha sugerido que las modificaciones que tienen
lugar en la superficie espermatica durante la capacitacion requieren de una protedlisis
limitada (Talbot y Chacon, 1981; Talbot y Franklin, 1978) y que las proteasas tipo tripsina
pueden ejercer esta funcidon estimulando la capacitaciéon y/o reaccidon acrosémica (Meizel,
1985). Por otro lado, la PLA favorece la activacion de la fosfolipasa A2, enzima
dependiente de calcio, presente en los espermatozoides (Guérette et al., 1988). Esta
fosfolipasa es un potente favorecedor de la reaccion acrosémica en los espermatozoides
de mamifero (Llanos et al.,, 1982). De la activacion de esta enzima se obtiene como
producto la aparicion de ciertos lisolipidos (como el LPC o acidos grasos cis-insaturados)
que son conocidos por su actividad fusogénica y su capacidad de acelerar la reaccién
acrosémica en presencia de calcio (Yanagimachi y Suzuki, 1985). Como vemos, la
generacion de PLA acaba favoreciendo la capacitacién y/o reaccion acrosémica por su

poder de activar otras enzimas presentes en el espermatozoide.

4.3.2.4. Papel del sistema plasmindgeno-plasmina en la fecundacion y en el

bloqueo de la polispermia

Puesto que el proceso de fecundacion tiene lugar en el oviducto, es importante en
primer lugar revisar las referencias existentes relacionadas con la presencia de

componentes del sistema PLG-PLA en esta region.

En el oviducto bovino, se ha demostrado mediante RT-PCR la presencia o actividad
de los PAs y de la PLA, observandose un alto contenido de ARNm para uPA justo antes
de la ovulacién y un marcado descenso del mismo justo después de la ovulacion (Finlay et
al., 1983; Gabler et al., 2001). Por el contrario, la expresion de PAI-1 se mantuvo estable
durante todo el ciclo estral. Al realizar zimogramas con el contenido obtenido de realizar el
lavado de los oviductos, se observaron zonas caseinoliticas conteniendo PLG de
aproximadamente 28 y 50 kDa, mientras que el ensayo de actividad uPA revelé que la
mayor actividad se encuentra en la fase luteal temprana y media (Finlay et al., 1983;

Gabler et al., 2001). Sin embargo, en este mismo estudio se observé un aumento en la
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concentracion de ARNm para las MMP en el momento cercano a la ovulacion y de los
transcritos en la fase luteal temprana-media. Ademas, los zimogramas de los lavados
oviductales revelaron que la actividad proteasa de 70 kDa es maxima en los momentos
previos a la ovulacion. La observacion de que varios componentes de la ECM estan
regulados de forma diferente en los oviductos bovinos indica que las interacciones locales
entre estos componentes, factores de crecimiento, gametos y embriones son posibles y
que ademas podrian influenciar el proceso de fecundacion y el desarrollo embrionario
temprano (Finlay et al., 1983; Gabler et al., 2001).

Igualmente, se ha identificado el ARNm de PAI-1 en el tejido oviductal de la especie
porcina (Kouba et al., 2000b). El inhibidor PAI-1 es de los principales que sintetiza y
secreta la porcién istmica del oviducto porcino pudiendo participar en la fase temprana del
desarrollo embrionario (Buhi et al., 1996; Kouba et al., 2000a). La expresion de esta
proteina sugiere interacciones fisiolégicamente importantes con los gametos en el
momento de la fecundacién y con los embriones al comienzo de la division embrionaria. El
uPA y el PAI-1 también se encuentran en oviductos de la especie bovina durante todo el

ciclo estral y protegen a la ZP embrionaria de la degradacién (Gabler et al., 2001).

Igualmente, se ha observado actividad de los PAs tanto en el fluido oviductal como en
la fraccion de membrana del tejido oviductal de hembras de hamster superovuladas
(Jimenez Diaz et al., 2000).

Todas estas evidencias sugieren que el sistema PLG-PLA ha de tener algun rol de
importancia en el proceso de fecundacién planteandose algunas hipotesis relacionadas
con el control de la polispermia (Axelrod, 1985; Huarte et al., 1993; Menino y Williams,
1987; Queenan et al., 1987; Zhang et al., 1992a) que aun no han sido totalmente
confirmadas. Por ejemplo, ha sido descrito que tPA participa en el endurecimiento la ZP
(Zhang et al., 1991; Zhang et al., 1992a) y que se encuentra presente en los GCs de

ovocitos bovinos (Rekkas et al., 2002).

A mediados de los afios 90 se sugirid6 que una de las familias de proteasas que
pudieran estar implicadas en la modificacion proteolitica de la ZP era el propio sistema
PLG-PLA (Hajjar, 1995). Investigaciones previas ya habian sugerido que el
endurecimiento de la ZP de ovocitos de rata se debia a la participacion del tPA (Zhang et
al., 1992a), mientras que el uPA participaria en la eclosion del blastocisto (Menino et al.,
1989). Cannon y Menino (Cannon y Menino, 1998) indicaron que la PLA, a

concentraciones fisioldgicas, es capaz de alterar el perfil polipeptidico y la integridad
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estructural de la ZP en la especie bovina. En ratonas, los ovocitos ovulados contienen y
secretan tPA y el esperma eyaculado contiene uPA (Huarte et al., 1987a). Por lo tanto,
ambos gametos poseen los componentes necesarios para activar al PLG y producir PLA.
Huarte et al. (Huarte et al., 1993) describieron en ratén que la adicion de PLG al medio de
fecundacion aumenta el numero de espermatozoides unidos a la ZP y el porcentaje de
ovocitos fecundados. Por el contrario, la adicién de anticuerpos anti-activadores disminuye
la union de los espermatozoides a la ZP y por tanto la fecundacion (Benau y Storey, 1987;
Benau y Storey, 1988; Saling, 1981).

En su estudio, Zhang et al. (Zhang et al., 1992a) indicaron la presencia de tPA en el
exudado recogido de ovocitos de rata tras ser activados, ya fuera mediante tratamiento
con ionodforo de calcio o penetracion espermatica. lgualmente, estos autores activaron
ovocitos con ionéforo en presencia y ausencia de un anticuerpo anti-tPA. Observaron que
en presencia de anti-tPA, la resistencia de la ZP a la digestion proteolitica disminuia por lo
que indicaron que la la ZP podria ser modificada por los componentes del sistema PLG-
PLA, y mas concretamente que el tPA podria ser liberado de los GCs y actuar sobre la ZP
produciendo un endurecimiento de la misma. Asi pues, la modificacion proteolitica de la
ZP por los PAs, la PLA y/o sus inhibidores podria participar en eventos relacionados con
la fecundacion, tales como la unién de los espermatozoides a la ZP, el endurecimiento de

la zona o la penetracidén espermatica.

Por su parte, Huarte et al. (Huarte et al., 1985) demostraron en ratas y ratonas que
tanto los ovocitos secundarios como los fecundados presentan actividad tPA. En los
ovocitos secundarios la actividad se localizdé a nivel intracelular, mientras que en los
fecundados fue a nivel extracelular. Los resultados de estos experimentos mostraron que
en el ovocito fecundado la mayoria de la actividad tPA no esta asociada con la ZP. Este
mismo grupo reporté mas tarde en el ratén que la adicion de PLG al medio de fecundacion
incrementa el numero de numero de espermatozoides unidos a la ZP y el de ovocitos

fecundados, indicando que también aumento la actividad PLA (Huarte et al., 1993).

Sin embargo, existe cierta controversia sobre el papel del sistema PLG-PLA en la
regulacién de la penetracion espermatica, ya que distintos trabajos han demostrado tanto
un efecto favorecedor de la penetracion (Huarte et al., 1993) como inhibidor de la misma o
favorecedor de la monospermia (Zhang et al., 1992a), incluso ausencia de efecto sobre
este parametro (Kim et al., 2009; Papanikolaou et al., 2008b).

4.3.2.5. Papel del sistema plasmindgeno-plasmina en la implantacién del embrion
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El descubrimiento del papel del sistema PLG-PLA en la implantacién se basa en las
evidencias que han demostrado la presencia de sus diversos componentes en el utero en
las primeras etapas de la gestacion. Por ejemplo, en la especie porcina, se ha detectado
presencia de PAs en el fluido uterino recogido in vivo de cerdas gestantes y estos
activadores aumentan su concentracién de manera tiempo-dependiente en el medio de
cultivo in vitro donde se han mantenido los embriones porcinos (Fazleabas et al., 1983;
Finlay et al., 1983). In vivo, la aparicion de PAs a nivel uterino es bifasica. Existe una
primera fase de sintesis (dias 10-12 de gestacioén), coincidiendo con el estadio de
elongacién embrionaria, y una segunda fase de liberacion (dias 14-16) coincidiendo con el

momento en el que el contenido de ADN de los blastocistos aumenta de forma marcada.

Igualmente, se ha detectado el sustrato de los PAs, es decir el PLG, en el fluido
uterino de cerdas gestantes (Fazleabas et al., 1983; Finlay et al., 1983). Este PLG uterino,
que probablemente procede de un trasudado de suero, alcanza su concentracion maxima
en el dia 12 de gestacién. Asi pues, se ha sugerido que el blastocisto tiene la capacidad
de generar PLA dentro del lumen uterino. Sin embargo, en este mismo periodo, el
endometrio uterino secreta inhibidores de PLA. En cerdas gestantes, la actividad
inhibitoria sobre la PLA aumenta unas 7 veces entre los dias 10.5 y 12 de gestacién y
sobre el dia 12 cada cuerno uterino contiene alrededor de 3-4 mg de inhibidores de PLA.
Este aumento en la liberacién de inhibidores de PLA también se puede provocar en
cerdas prepuberes tras una administracion exdgena de estradiol, por lo que se ha
sugerido que el comienzo en la sintesis de estrogenos por parte del blastocisto elongado
desencadenaria la liberacién de inhibidores de PLA por parte del endometrio materno.
Estos inhibidores servirian para prevenir la cascada de reacciones proteoliticas iniciciadas
por los PAs secretados por los blastocistos que, de otra manera, podrian dafar el epitelio

uterino (Fazleabas et al., 1983; Finlay et al., 1983)

En la especie humana, se ha comprobado que la produccion de hCG por parte del
embrion inhibe parcialmente la produccién de urokinasa y proteasas por el trofoblasto,
regulando de esta manera su proliferacion celular y desarrollo, a fin de no invadir de
manera incontrolada el organismo materno (Zhang et al.,, 2002). Igualmente se ha
observado en ratas que el trofoblasto produce uPA y posee receptores para el mismo,
originando un efecto proteolitico justo en el frente de la zona de avance del trofoblasto
(Aflalo et al., 2004; Aflalo et al., 2005).

Se ha descrito actividad PA en embriones de rata (Liedholm y Astedt, 1975), ratona
(Sherman et al., 1976; Strickland et al., 1976), coneja (Grobner y Menino, 1994), cerda
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(Fazleabas et al., 1983; Mullins et al., 1980), oveja (Menino et al., 1989) y vaca (Menino y
Williams, 1987). Igualmente se ha demostrado que, durante la eclosion, el embridn
preimplantatorio produce uPA (Berg y Menino, 1992; Harvey et al., 1995; Menino vy
Williams, 1987; Zhang et al., 1994) y tPA (Carroll et al., 1993; Zhang et al., 1992a)
acelerando el crecimiento embrionario. Estos PAs estan involucrados en la reparacion de
los tejidos y la migracién celular durante la embriogénesis (Bode y Dziadek, 1979;
Fazleabas et al., 1983), en el desarrollo embrionario temprano (Axelrod, 1985; Marotti et
al., 1982; Strickland et al., 1976) y la fase de eclosién del blastocisto (Bartlett y Menino,
1993; Dyk y Menino, 1991; Menino et al., 1989; Whiteside et al., 2001; Zhang et al.,
1992a).

El mecanismo por el que los PAs favorecerian la implantacién supone que los
blastocistos liberan los PAs al medio y puesto que el fluido uterino contiene PLG, la
conversion del mismo a PLA permitiria que esta enzima proteolitica remodelara el
endometrio uterino favoreciendo/permitiendo la implantacién. Como ya hemos comentado,
se ha demostrado que esta liberacion embrionaria de PAs es bifasica (Sherman et al.,
1976; Strickland et al., 1976) y alcanza sus maximos durante los dias en los que los
blastocistos han de implantarse (Fazleabas et al., 1983). Curiosamente, también durante
estos dias cercanos a la implantacién, las propias células endometriales aumentan la
sintesis de inhibidores de la PLA que, a su vez, son incorporados por el trofectodermo
embrionario (Fazleabas et al., 1982). Asi pues, como podemos observar, una vez mas el
control de este complejo sistema proteolitico estaria garantizado, evitandose asi una
protedlisis descontrolada o excesiva que provocara dafios en el endometrio o el propio

embrion.

A lo largo de esta revison hemos podido comprobar que el sistema PLG-PLA es un
sistema imbricado, complejo, ubicuo, con importantes funciones fisioldgicas en el
organismo y una compleja regulacion en la que participan activadores, inhibidores e
inhibidores de los activadores. Se trata de un sistema en el que distintos actores
participan “activando” y “desactivando” toda una cascada de reacciones de las que aun se
desconocen algunas de sus funciones. Sin embargo, como hemos descrito, existen
numerosas referencias e indicios de que este peculiar sistema, tan ampliamente estudiado
y conocido en procesos como la fibrindlisis, podria jugar un importante papel en el
proceso de la fecundacion. Con el objetivo de arrojar algo de luz sobre el sistema PLG-
PLA y su papel en la fecundacion nos hemos planteado los objetivos y experimentos de la

presente Tesis Doctoral.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Recogiday transporte de ovarios

Los ovarios bovinos utilizados en este estudio se obtuvieron de hembras bovinas de
aptitud carnica (Asturiana, Charolés, Limousine) y mixta (Simmental), de edades
comprendidas entre los 12-18 meses sacrificadas en el matadero de Orihuela (Alicante,

Espafa).

Los ovarios de hembras porcinas prepuberes hibridas comerciales (Large White x
Landrace) de 90-100 kg de peso se obtuvieron en el matadero de la empresa “El Pozo”

situado en Alhama de Murcia (Murcia, Espafia).

Ambos tipos de ovarios se recogieron inmediatamente después del sacrificio de los
animales y se transportaron en un termo con solucidn salina fisiolégica (SSF) (0.9% w/v
de NaCl, Sigma S-9888) suplementada con 100 mg/l de sulfato de kanamicina (Sigma K-
1377) a 38.5°C. La llegada de los ovarios hasta el laboratorio del Departamento de
Fisiologia de la Facultad de Veterinaria de Murcia se realizd dentro de un plazo maximo

de 3 horas desde el sacrificio de los animales.

Una vez en el laboratorio, los medios utilizados para el lavado de los ovarios fueron

los siguientes:

Solucién de cetrimida (Cetab, bromuro de hexadecil-trimetilamonio, Sigma H-5882)

al 0.04% (w/v): se empled para el lavado de los ovarios antes de introducirlos en SSF.

Solucién salina fisiolégica: la misma utilizada para el transporte de ovarios desde el

matadero.
Ambas soluciones fueron preparadas con agua bidestilada y se mantuvieron a

temperatura ambiente. Para el transporte y lavado de ovarios las soluciones fueron

atemperadas a 38.5°C.
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5.2. Obtencidon y maduraciéon de ovocitos

Los medios utilizados para la obtencién de ovocitos de fueron los siguientes:

Medio de recogida de ovocitos bovinos (OCM): consistié en medio TCM-199 con L-
Glutamina y sales de Hanks (Sigma M-0393) suplementado con 1% de alcohol polivinilico
(PVA, Sigma, P-8136), 4.2 mM de bicarbonato sodico (Sigma S-5761) y 10 mM de Hepes
(Sigma H-4034) (Edwards y Hansen, 1996). En el dia de su uso, el medio se suplementé
con 2 mM de glutamina (Sigma G-8540), 50 Ul/ml de penicilina (Sigma P-3032) y 50 ug/ml
de estreptomicina (Sigma S-9137).

Medio de recogida de ovocitos porcinos (PBSD): este medio se preparé con
tampén fosfato salino de Dulbecco (Sigma D-8662) suplementado con 1 mg/ml de PVA
(Sigma P-8136) y 0.005 mg/I de rojo fenol (Sigma P-3532) como indicador de pH.

5.2.1. Maduracién in vitro de ovocitos bovinos

Los complejos células del cumulus oophorus-ovocito (COCs) de los ovarios bovinos se
aspiraron de foliculos no atrésicos (2 a 6 mm de diametro). Para ello, se utilizé una aguja
de 18G unida a una jeringa de 10 ml. El contenido folicular se depositd en placas de Petri.
Bajo el estereomicroscopio (Nikon® SMZ-10A) se seleccionaron aquellos ovocitos
considerados aptos para ser madurados, que fueron los que presentaban su citoplasma

homogéneo y tres 0 mas capas de células del cumulus.

Una vez seleccionados, los COCs se lavaron en Medio de maduracién de ovocitos
bovinos (OMM). Este medio consistié en una solucion stock de TCM-199 con sales de
Earle y L-Glutamina (Sigma, M-5017) a la que se anadié 26.20 mM de bicarbonato sédico
(Sigma, S-5761) (Edwards y Hansen, 1996). Tras su preparacion, el OMM stock se filtré
(0.22 ym) y se conservé a 4°C hasta el dia de su uso. Antes de su utilizacion para la MIV
de ovocitos, el medio OMM stock se suplementdé con suero fetal bovino (SFB)
(AntibodyBcen S.L., Barcelona, Espafia), L-Glutamina, gentamicina, piruvato soddico,
gonadotropina sérica equina (PMSG; Foligon, Intervet B.V. internacional, Boxmeer,
Holanda) y gonadotropina coridonica humana (hCG; Veterin corion, Divasa Farmauvic,
Barcelona, Espana) segun se describe en la tabla 5.1. Tanto este medio como todos los

utilizados en este estudio para el cultivo de gametos se equilibraron para ajustar el pH
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hasta 7.4 en un incubador al 5% de CO,, 38.5°C y atmdsfera saturada de humedad

durante un minimo de 3 horas antes de su uso.

Tabla 5.1. Suplementacion del medio OMM para MIV bovina (Edwards y Hansen, 1996).

oo comnsn |

SFB 10% (v/v)
Gentamicina (Sigma G-1272) 50.0 pg/ml
PMSG 10 Ul/ml
hCG 10 Ul/ml
Piruvato sdédico (Sigma P-2256) 0.2 mM
L-Glutamina (Sigma G-8540) 2mM

Finalmente, los COCs bovinos seleccionados se introdujeron en el medio OMM en
atmosfera saturada de humedad a 38.5°C y 5% CO, durante 22-24 h a razén de 1 COC
por cada 10 pl de medio, en grupos de 50 COCs (Coy et al., 2005).

5.2.2. Maduracién in vitro de ovocitos porcinos

Los ovocitos se obtuvieron mediante la aspiracion, con aguja de 18G unida a una
jeringa de 10 ml, de foliculos ovaricos con un diametro entre 3-6 mm. El contenido folicular
se recogié en tubos estériles y se dejé sedimentar aproximadamente durante 5 min.
Pasado este tiempo, se tomé el sedimento diluyéndose con PBSD y depositandolo en
placas de Petri. Bajo el estereomicroscopio, se seleccionaron aquellos COCs rodeados
por tres 0 mas capas de células del cumulus, con un aspecto compacto y un citoplasma

homogéneo y granulado.

Los COCs seleccionados se lavaron una vez en PBSD atemperado y dos veces en
medio NCSU-37 previamente equilibrado. Dicho medio se preparé en el laboratorio
afiadiendo por orden los diferentes componentes que se especifican en la tabla 5.2. Este

medio se conservo en condiciones estériles a 4°C durante un maximo de dos semanas.
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Tabla 5.2. Composicion del medio NCSU-37 stock (Petters y Wells, 1993).

e mcaniw |

NaCl (Sigma S-9888) 108.73
NaHCO; (Sigma S-5761) 25.07
KCI (Sigma S-5405) 4.78
KH,PO, (Sigma P-5655) 1.19
MgSO,e7H,0 (Sigma M-1880) 1.19
CacCl,e2H,0 (Sigma C-7902) 1.70
Glucosa (Sigma G-7021) 5.55
D-Sorbitol (Sigma S-1876) 12.00
Penicilina (Sigma P-3032) 0.18
Estreptomicina (Sigma S-9137) 39.00 Ul/ml

Para la MIV, el medio NCSU-37 stock se suplementd con cisteina, -mercaptoetanol,
insulina, dibutiril AMP ciclico (dbAMPc), fluido folicular porcino (PFF), PMSG y hCG a las
concentraciones indicadas en la tabla 5.3 (Funahashi et al., 1997). El cultivo se llevo a
cabo a razon de 1 ovocito por cada 10 yl de medio cultivandose en grupos de 50 COCs.
Pasadas 20-22 h de cultivo, los COCs fueron transferidos a medio NCSU-37 libre de
PMSG, hCG y dbAMPc donde se lavaron dos veces y se cultivaron durante 20-22 h mas
(Funahashiy Day, 1993).

El PFF se obtuvo tras la aspiracion de foliculos ovaricos de 3-6 mm de diametro,

centrifugaciéon (800 g, 30 min, 4°C) y filtrado por 0.22 um. Las alicuotas de 1 ml se

conservaron a -20°C hasta su uso.

79



Material y Métodos

Tabla 5.3. Suplementos del medio NCSU-37 para MIV de ovocitos porcinos (Funahashi et

al., 1997).

Cisteina (Sigma C-7352) 0.57 mM
B-mercaptoetanol (Sigma M-7522) 5.00 uM
Insulina (Sigma 1-6634) 5.00 mg/I
dbAMPc (Fluka 34988) 1.00 mM
PFF 10% (v/v)
PMSG 10 Ul/ml
hCG 10 Ul/ml

5.3. Obtencidn y procesado de espermatozoides.

5.3.1. Espermatozoides bovinos.

Las muestras de espermatozoides bovinos procedieron de dosis congeladas de
machos adultos de la raza autéctona “Asturiana de los Valles”, cedidas por la Asociaciéon
de Criadores de esta misma raza (ASEAVA, Gijon, Espafia). El semen se conservo en

nitrégeno liquido en pajuelas de 0.25 ml.

Para su utilizaciéon en los diferentes experimentos, las pajuelas de semen fueron
descongeladas en un bafo atemperado a 38°C durante 45 segundos y su contenido se
depositd en tubos Falcon sobre un gradiente de Percoll® (GE Helthcare, Piscataway,
EEUU) 90% y 45% previamente atemperado (Parrish et al., 1989). La preparacion de los
gradientes de Percoll se describe en la tabla 5.4 y la composicién del medio SPERM-
TALP en la tabla 5.5.

Los espermatozoides depositados sobre el gradiente fueron seleccionados por
centrifugacién a 900 g, durante 10 minutos. El precipitado fue resuspendido en medio
SPERM-TALP suplementado, centrifugado (300 g, 8 minutos) y finalmente resuspendido
en 350 yl de medio FIV-TALPb suplementado (tabla 5.6). Se evalué la motilidad y se

determiné la concentracion espermatica antes de su uso en FIV.
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Tabla 5.4. Composicién y preparacién del gradiente de Percoll®.

Solucién 10X stock

Componente Concentracién (mM)
NaCl (Sigma S-9888) 799.96
KCI (Sigma S-5405) 30.85
NaH,PO,eH,0 (Sigma S-9638) 28.98
Hepes (Sigma H-4034) 99.87

Percoll 90%

Componente Concentracion (mM)
Solucion 10X stock 20 ml
NaHCO; (Sigma S-5761) 25.00
Lactato sddico (Sigma L-7900) 43.57
Percoll® 180.00 ml
MgCl,e6H,0 (Sigma M-2393) 0.395

CacCl, 2 H, (Sigma C-7902) 1.95

Percoll 45%

Componente Volumen (ml)
Percoll 90% 5.00
Medio SPERM-TALP suplementado 5.00
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Tabla 5.5. Composicion del medio SPERM-TALP (Parrish et al., 1989).

NaCl (Sigma S-9888)

KCI (Sigma S-5405)
NaH,PO4eH,0 (Sigma S-9638)
Lactato sodico (Sigma L-7900)
CaCl,#2H,0 (Sigma C-7902)
MgCl,e6H,0 (Sigma M-2393)
Hepes (Sigma H-6147)
NaHCO; (Sigma S-5761)

100.00
3.20
0.30

21.50
2.00
0.40

10.00

25.00

BSA (Sigma A-9647)

Piruvato soédico (Sigma P-2256)

Gentamicina (Sigma G-1272)

0.60 %
1.00 mM
50.00 pg/ml
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Tabla 5.6. Composicion del medio FIV-TALPb (Parrish et al., 1989).

NaCl (Sigma S-9888)

KCI (Sigma S-5405)
NaH,PO,eH,0 (Sigma S-9638)
Lactato sddico (Sigma L-7900)
CaCl,#2H,0 (Sigma C-7902)
MgCl,e6H,0 (Sigma M-2393)
NaHCO; (Sigma S-5761)

114.00
3.20
0.30

10.00
2.00
0.50

25.00

BSA (Sigma A-6003)

Piruvato sodico (Sigma P-2256)
Heparina (Sigma H-3349)
Gentamicina (Sigma G-1272)

0.60 % (w/v)
0.20 mM
1.75 Ul
50 pg/ml

5.3.2. Espermatozoides porcinos

Los espermatozoides porcinos se obtuvieron recogiendo el semen de verracos de

fertilidad probada mediante el método manual (King y Macpherson, 1973). La primera

fraccion del eyaculado (concentracién baja de espermatozoides) fue eliminada y la

fraccion rica en espermatozoides fue recogida en un termo estéril precalentado a 37°C y

fitrada mediante gasas estériles para descartar las secreciones de las glandulas de

Cowper. Inmediatamente tras la recogida de la fraccion rica, el semen fue diluido 1:1 (v/v)

en medio BTS (Beltsville Thawing Solution) precalentado a 37°C, cuya composicion se

describe en la tabla 5.7. Las muestras diluidas fueron transportadas hasta el laboratorio

donde el semen se diluyé de nuevo en medio BTS en una proporcién de 1:10 (v/v). De

este modo fueron conservadas a 15°C hasta su uso.
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Tabla 5.7. Diluyente BTS para procesado de espermatozoides de verraco (Pursel y
Johnson, 1975).

e o |

Glucosa (Sigma G-7021) 0.0002
Na,EDTAe2H,0 (Sigma E-4884) 36.36
NaHCO; (Sigma S-5761) 15.00
Citrato-Naze2H,0 (Sigma S-4641) 20.00
KCI (Sigma P-5405) 5.00

Para su uso en los experimentos, las muestras de semen se centrifugaron a 800 g
durante 10 min a 25°C. Seguidamente, se elimind el sobrenadante y se resuspendié 1 ml
de la muestra de semen en una columna de gradientes de Percoll 45/90 cuya composicion
fue la misma descrita para la especie bovina (tabla 5.4) Tras una centrifugaciéon a 2500 g
durante 30 min, el sedimento constituido por los espermatozoides que atravesaron los
gradientes se recuperd y se lavo en TALPp suplementado (Tabla 5.8) mediante una nueva
centrifugacion (2500 g, 10 min). El sobrenadante se elimind y el sedimento se resuspendid
en medio TALPp de nuevo. Se evalu6 la motilidad una vez acabado el procesado de los
espermatozoides y se calculd la concentracion espermatica final mediante un analizador
automatico SpermaCue® (Minitiib-lbérica, Tarragona, Espafia). Finalmente, se ajustd la

concentracién a la deseada para su uso en FIV.
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Tabla 5.8. Composicion del medio TALPp (Rath et al., 1999).

NaCl (Sigma S-9888) 114.00
NaHCO; (Sigma S-5761) 25.07
KCI (Sigma S-5405) 3.20
NaH,PO,eH,0 (Sigma S-9638) 0.35
MgCl,e6H,0 (Sigma M-2393) 0.50
Lactato Cae5H,0 (Sigma C-8356) 8.00
Lactato sodico (Sigma L-7900) 10.00
Glucosa (Sigma G-7021) 5.00
Cafeina (Sigma C-0750) 2.00
Kanamicina (Sigma K-1377) 0.17
Rojo fenol (Sigma P-3532) 0.003
PVA (Sigma P-8136) 1.00 mg/ml
BSA (Sigma A-9647) 0.30 % (w/v)
Piruvato sodico (Sigma P-2256) 0.12 mg/ml

5.4. Fecundacioén in vitro (FIV)

5.4.1. FIV en la especie bovina

La FIV fue realizada a una concentracién final de 10° espermatozoides/ml. Treinta
minutos antes de ser fecundados, se afiadieron 25 ul de una solucion penicilamina-
epinefrina-heparina (PHE, tabla 5.9) a cada pocillo conteniendo 50 COCs maduros en 500
pl del medio FIV-TALPb suplementado. El cocultivo de gametos se realizdé durante 18-20

horas en el incubador.
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Tabla 5.9. Preparacion y composicion de la solucion PHE (Parrish et al., 1989).

Solucion salina fisiolégica 10.00 ml

Penicilamina (Sigma P-5000) 2.00 mM

Solucion salina fisiolégica 10.00 ml

Hipotaurina (Sigma H-1384) 1.00 mM

PBSD (Sigma D-5652) 50.00 ml
Lactato sodico (Sigma L-7900) 29.43 mM
Metabisulfito sédico (Sigma S-1516) 5.29 mM

Solucién lactato-metabisulfito 40.00 ml

Epinefrina (Sigma E-4250) 0.25 mM

PBSD (Sigma D-5652) 16.00 ml
Solucién P 10.00 ml
Solucién H 10.00 ml
Solucién E 4.00 mi

La solucién PHE se filtré (0.22 um) y se conservé en alicuotas a -20°C hasta su uso

en FIV bovina.

5.4.2. FIV en la especie porcina

Los COCs madurados in vitro se decumularon parcialmente y se dispusieron en
grupos de 50 en 500 pl de medio de fecundacion TALPp suplementado. Posteriormente,
se les afiadieron los espermatozoides a una concentracién de 10° espermatozoides/ml. El
cocultivo se mantuvo durante 18-20 horas en un incubador al 5% de CO,, 38.5°C y

atmosfera saturada de humedad.
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5.4.3. Fijacién, tincién y valoracion microscoépica de los ovocitos fecundados in

vitro

A las 18-20 horas post FIV, los ovocitos se lavaron mediante repetido pipeteo en
medio PBSD con el objetivo de eliminar espermatozoides adheridos a la ZP y restos de
células del cumulus. Posteriormente fueron fijados durante 30 minutos en glutaraldehido
al 0.5% (v/v) en PBSD. Tras la fijacion, los ovocitos fueron lavados nuevamente en PBSD
y tefidos durante 15 minutos con una solucion de 1 mg/ml de Hoescht 33342 (Sigma B-
2261) en PBSD. Transcurrido este tiempo, los ovocitos fueron transferidos a un
portaobjetos en microgotas de 5 ul de medio de montaje consistente en una solucion de 1
mg/ml Hoescht en PBS vy glicerol (1:1 v/v). Los ovocitos fueron evaluados bajo
microscopio de fluorescencia (Leica® modelo DMLS) a 410 nm de excitacién y observados
a 200 y 400 aumentos (Coy et al., 2008b).

Se determinaron para cada ovocito las siguientes variables:

e Porcentaje de ovocitos penetrados (Penetracién): numero de ovocitos, por cada
100 ovocitos maduros en MII, que presenta al menos un espermatozoide (en forma
descondensada o de pronucleo masculino) en el interior del ooplasma.

o Porcentaje de monospermia (Monospermia): nimero de ovocitos, por cada 100
ovocitos penetrados, que presenta un Unico espermatozoide (en forma
descondensada o de pronucleo masculino) en el interior del ooplasma.

o Porcentaje de formacién de pronucleo masculino (Prontcleo masculino): nimero
de ovocitos, por cada 100 ovocitos penetrados, que presentan al menos un
espermatozoide en forma de pronucleo masculino.

¢ Numero medio de espermatozoides por ovocito (Esp/Ovocito): niumero medio de
espermatozoides (en forma descondensada o pronuclear) por ovocito penetrado.

e Numero medio de pronucleos masculinos por ovocito penetrado (Pronucleos
masculinos).

e Numero medio de espermatozoides descondensados por ovocito penetrado
(Descondensados).

o Numero medio de espermatozoides adheridos a la ZP del ovocito (Esp/ZP):
numero medio de espermatozoides que permanecen adheridos a la ZP de los

ovocitos penetrados después del lavado.

5.4.4. Fecundacion in vitro con plasminégeno (PLG) o plasmina (PLA)
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Se utilizé6 PLG bovino comercial (Sigma P-9156) y se prepararon alicuotas siguiendo
las recomendaciones del fabricante conteniendo 0.5 U (76.92 ug/ml) en un volumen de 10
Jl. Para los experimentos de FIV con PLA, se prepararon igualmente soluciones alicuotas
a partir de PLA humana (Sigma P-1867) conteniendo 0.4 U (136.36 pg/ml) en un volumen

de 5 pl. Las alicuotas de PLG y PLA se conservaron a -20°C hasta su uso.

Los COCs madurados in vitro fueron incubados en 500 pl de medio de TALPb
(especie bovina) o TALPp (especie porcina) con PLG o PLA afadidos a distintos tiempos
y concentraciones segun se describe en el disefio experimental. En todos los
experimentos fue utilizado un grupo control de COCs incubados en medio de fecundacion
sin PLG ni PLA. Para la FIV, los COCs porcinos fueron denudados suavemente con una
pipeta hasta eliminar parcialmente las células del cumulus mientras que los COCs bovinos
se fecundaron sin denudar. Este protocolo es que el que utilizamos rutinariamente en

nuestro laboratorio para conseguir los mejores resultados de FIV en ambas especies.

5.5. Digestion de la zona pelucida (ZP)

Para la digestion de la ZP, los COCs madurados in vitro libres del cumulus se
distribuyeron en 50 pl de una soluciéon de pronasa de Streptomyces griseus (Sigma P-
8811) al 0.5% en PBSD (Coy et al, 2002). La digestion de la ZP fue observada
continuamente a 200 aumentos en un estereomicroscopio equipado con una placa
calefactora a 38.5°C. El tiempo de digestiéon en pronasa se defini6 como el tiempo
transcurrido desde la colocacion de los ovocitos en la solucion de pronasa hasta la

desaparicion completa de la ZP.

5.6. Deteccion mediante inmunocitoquimica de los componentes del sistema PLG-

PLA en ovocitos bovinos y porcinos

Tras la MIV, los ovocitos se decumularon de forma mecanica en PBS libre de Ca®"y
Mg?" (Sigma D-5773) (PBSD-sin-Ca-Mg). En los casos en los que se pretendia observar
el oolema, la ZP se elimin6 utilizando pronasa al 3% en PBSD-sin-Ca-Mg. Tras dos
lavados en PBSD-sin-Ca-Mg para eliminar los restos de pronasa, los ovocitos se fijaron en
paraformaldehido (Sigma P-6148) al 2% (w/v) en PBSD-sin-Ca-Mg durante 30 min a

temperatura ambiente. Pasado este tiempo, los ovocitos se lavaron dos veces en PBSD-
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sin-Ca-Mg y durante 15 minutos en PBSD-sin-Ca-Mg suplementado con 1% glicina
(Sigma G-8001). A continuacién, los ovocitos se lavaron tres veces en PBSD-sin-Ca-Mg y
se permeabilizaron durante 10 min con Triton X-100 (Sigma T-8787) al 0.1% (v/v) en
PBSD-sin-Ca-Mg para ser posteriormente lavados dos veces mas en PBSD-sin-Ca-Mg.
Una vez permeabilizados, los ovocitos se incubaron 1 hora en camara humeda y
protegidos de la luz en microgotas que contenian el anticuerpo primario anti-PLG (BP750),
anti-tPA (AP02244SU-N) o anti-uPA (AP02255SU-S), todos ellos anticuerpos policlonales
de Acris-antibodies (Herford, Alemania) diluidos en PBSD-sin-Ca-Mg suplementado con

1% BSA tal y como se refleja en la tabla 5.10.

Este fue el protocolo convencional seguido en nuestro estudio (digestion de ZP con
pronasa y permeabilizacién con ftritdbn), aunque se hicieron pruebas preliminares en
algunos ovocitos sin permeabilizar comprobando que los resultados de inmunomarcaje
eran similares. Igualmente, cuando la ZP era digerida con solucién acida de Tyrodes

(Sigma T-1788) los resultados eran similares a los observados con pronasa.

Para la deteccion del PLG se usd una técnica indirecta en dos capas. Tras la
incubacién en el anticuerpo primario los ovocitos se lavaron 3 veces en PBSD-sin-Ca-Mg
y se incubaron nuevamente durante 1 h con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
producido en cabra y conjugado a TRITC (isotiocianato de tetrametil rodamina) (Sigma T-
6778).

Para la deteccion de los dos activadores del plasminégeno (tPA y uPA) se utilizé una
técnica indirecta en tres capas. Tras la incubacion en el anticuerpo primario, los ovocitos
se lavaron 3 veces en PBSD-sin-Ca-Mg y se incubaron durante 1 hora en el anticuerpo
secundario anti-lgG de cabra producido en conejo (Sigma G-5518). A continuacion los
ovocitos se lavaron tres veces en PBSD-sin-Ca-Mg y se incubaron en el anticuerpo
terciario anti-IgG de conejo producido en cabra y conjugado a TRITC (Sigma T-6778) en

las mismas condiciones que el secundario usado para el PLG.
Se realizaron controles con el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a TRITC para

descartar su union inespecifica a los ovocitos tanto madurados in vitro como fecundados

in vitro.
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Tabla 5.10. Concentracién de lectinas y anticuerpos utilizados para determinar PLG y PAs

mediante inmunocitoquimica en ovocitos porcinos y bovinos.

Dilucion o

Tipo de anticuerpo EOEERTEEET

Anticuerpo primario anti-PLG porcino producido en conejo 1:100

(policlonal) anti-tPA humano producido en cabra 1:100

anti-uPA humano producido en cabra 1:50

Anticuerpo secundario  anti-IgG de cabra producido en conejo 1:400

Anticuerpo terciario anti-lgG de conejo-TRITC 1:50
Arachis hypogaea agglutinin (PNA) 10 pg/mi

Lectinas-FITC
Lens culinaris agglutinin (LCA) 50 pg/ml

En algunos casos, para identificar con mayor precision la localizacién de los PAs y el
PLG en los ovocitos se realizd una doble tincién. En primer lugar, los ovocitos se
incubaron con los anticuerpos especificos y, posteriormente, con lectinas conjugadas a
FITC (isotiocianato de fluoresceina) que indican la localizacion de los GCs. De este modo,
al capturar la imagen en el microscopio confocal, se podria observar la coincidencia en
una misma region ovocitaria de la tincion de color rojo (TRITC), correspondiente al
marcaje de los anticuerpos especificos, con la verde (FITC) correspondiente al marcaje de
los GCs, dando un color anaranjado que podria indicar la localizacién cercana de los PAs
y el PLG en la zona cortical de los ovocitos. Asi pues, para el marcaje de los GCs con las
lectinas especificas de cada especie, los ovocitos porcinos se incubaron 30 min
protegidos de la luz con la lectina PNA (Arachis hypogaea agglutinin, Sigma L-7381)
(Yoshida et al., 1993) y los bovinos con lectina LCA (Lens culinaris agglutinin, Sigma L-
9262) (Hosoe y Shioya, 1997) a la concentracion descrita en la tabla 5.10. La técnica de
tincién de GCs con estas lectinas se utiliza de forma rutinaria en nuestro laboratorio (Coy
et al., 2002; Coy et al., 2005; Romar et al., 2005).

Después del tratamiento con anticuerpos y/o lectina, los ovocitos se lavaron en PBSD-
sin-Ca-Mg y se colocaron sobre un portaobjetos con medio de montaje (Slow Fade,
Antifade Kit, Invitrogen, Eugen, Oregon, EEUU). Las muestras se almacenaron a 4°C en

oscuridad hasta su estudio en un plazo maximo de 2 semanas.
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Todas las muestras de inmunocitoquimica se visualizaron en un microscopio confocal
TCS NT (Leica) equipado con un laser de Krypto-Argon y Helio-Nedn para la excitacion de
la fluoresceina (FITC) y la rodamina (TRITC) respectivamente. Las imagenes se
obtuvieron utilizando un objetivo de inmersién Leica PL APO UV 63.5X 1.32NA vy se

grabaron digitalmente a nivel del ecuador del ovocito.

5.7. Evaluacién de la capacitacion y reaccién acrosémica de espermatozoides

bovinos y porcinos mediante citometria de flujo

Para realizar el estudio del efecto del sistema PLG-PLA sobre las variables
seleccionadas para valorar la funcionalidad de los espermatozoides bovinos y porcinos se
utilizé un citdbmetro Coulter Epics XL (Beckman Coulter Inc., Miami, Florida, EEUU)
equipado con un laser de plasma de Argdn refrigerado por aire de 488 nm y 15 mW de

potencia.

En cada proceso de analisis se evaluaron un total de 10.000 células y se registraron 4
mediciones por muestra. Los datos medidos por el citdmetro fueron analizados usando el

programa Expo32ADC (Beckman Coulter Inc.).

Inicialmente se hizo una seleccidén primaria basada en el tamano y complejidad de la
superficie celular para excluir particulas contaminantes, aglutinaciones, células somaticas,
etc., de manera que se seleccionaron solo las particulas con un tamafno (Forward Scatter,
FS) y complejidad de la superficie (Side Scatter, SC) compatible con las células

espermaticas (Figura 5.1).

La intensidad de fluorescencia que presentaban los espermatozoides fue analizada
mediante el registro de fluorescencia verde (FL1), recogido a través de un filtro de 525
nm, mientras que el registro de fluorescencia roja (FL3) se realiz6 a través de un filtro de
575 nm.
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Figura 5.1. Imagen obtenida del citometro de flujo donde se observa una poblacion de

células seleccionadas como espermatozoides.
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5.7.1. Evaluacion de la capacitacién espermatica (CA)

Para evaluar el proceso de CA se utiliz6 como indicador el grado de desorden lipidico
de las membranas de los espermatozoides (Harrison et al., 1996). Para ello, las muestras
fueron tefiidas simultaneamente con Merocianina 540 (M540, Sigma 323756) y Yo-Pro 1
(YP1, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EEUU) siguiendo el protocolo descrito por

Harrison et al. (Harrison et al., 1996).

M540 es un colorante hidrofébico que tifie con mayor intensidad (rojo) las membranas
celulares que presenta un alto grado de desorden lipidico, como es el caso de los
espermatozoides capacitados, mientras que YP1 es un colorante (verde) que permite

evaluar la viabilidad celular.

En primer lugar, se prepararon soluciones stock de M540 (1 mM) y Yo-Pro 1 (25 uM)
en DMSO (Sigma D-2650). A continuacion, se afadieron 2.7 pl de solucion stock de M540
(concentracién final 2.7 yM) y 1 ul de Yo-Pro (concentracion final 25 nM) por cada ml de
muestra de semen diluida (conteniendo 5-10 x 10° células). Posteriormente las muestras
se evaluaron en el citbmetro de flujp como hemos descrito anteriormente. Al utilizar
conjuntamente dos colorantes fue posible distinguir las cuatro subpoblaciones

espermaticas que se describen a continuacion: 1) Espermatozoides vivos y con alteracion
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de los lipidos de membrana o capacitados (Unicamente fluorescencia roja, grupo A1); 2)
Espermatozoides muertos con alteracion de los lipidos de membrana (fluorescencia verde
y roja, grupo A2); 3) Espermatozoides vivos y sin desorden lipidico en su membrana
(ningun signo de fluorescencia, grupo A-3) y 4) Espermatozoides muertos y con reducido

desorden lipidico (fluorescencia verde, grupo A4).

Para facilitar la interpretacion de los resultados, decidimos agrupar todos los

espermatozoides muertos en una Unica categoria (A2+A4).

Figura 5.2. Imagen tomada del citdmetro de flujo representando la lectura de una muestra
problema con las cuatro subpoblaciones espermaticas analizadas. A1: vivos capacitados;
A2: muertos capacitados; A3: vivos no capacitados; A4: muertos no capacitados. Se

indican los porcentajes para cada una de las subpoblaciones.
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5.7.2. Evaluacién de lareaccién acrosémica (RA)

El estado del acrosoma se evalué mediante una tincién simultanea con la lectina
Arachis hypogaea agglutinin conjugada a FITC (PNA-FITC, Sigma L-7381) y yoduro de
propidio (IP, Sigma P-4170). La lectina se une selectivamente al contenido acrosomal y al
estar conjugada a FITC, que emite fluorescencia verde, detecta los acrosomas con
membrana alterada. Por otra parte, el IP permite evaluar la viabilidad espermatica y emite

fluorescencia roja.

Las muestras de semen (1 ml, 5-10 x 10° células) se incubaron en presencia de 2 pl de
PNA-FITC (100 mg/ml) y 5 ul de una solucién 500 mg/ml de IP a temperatura ambiente
durante 10 min en la oscuridad y posteriormente se evaluaron en el citdmetro de flujo
como hemos descrito anteriormente. Tal y como se representa graficamente en la figura
5.3 se valoraron tres subpoblaciones espermaticas: 1) Espermatozoides vivos con
acrosoma intacto (ausencia de sefial de Pl y PNA-FITC); 2) Espermatozoides vivos con
acrosoma dafado (sefial verde de PNA-FITC) y 3) Espermatozoides muertos (marcados

con IP) con o sin acrosoma intacto.

Figura 5.3. Representacion grafica de las subpoblaciones espermaticas tras la tincién

conjunta con IP y PNA-FITC para valorar el estado del acrosoma.
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5.8. Ensayo de unién espermatozoides-ZP

Para la obtencion de ZPs, grupos de 50 ovocitos fueron lavados dos veces en PBSD
tras la MIV y se hicieron pasar sucesivas veces a través de una pipeta Pasteur
adelgazada por calor hasta conseguir un diametro de poro inferior al tamafio de los
ovocitos. De este modo, se rompian los ovocitos y el contenido del ooplasma se liberaba

al medio pudiendo aspirar las ZPs vacias. Estas se lavaron 3 veces en PBSD vy se
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transfirieron al medio de fecundacion correspondiente, donde fueron incubadas distintos
tiempos con los espermatozoides siguiendo los protocolos ya explicados tanto para la

especie bovina como para la especie porcina.

5.9. Visualizacién en tiempo real del efecto de la plasmina sobre la unién

espermatozoides-ZP en la especie porcina

Los ovocitos porcinos, incubados con espermatozoides durante 2 horas segun los
protocolos de FIV descritos anteriormente, fueron denudados por sucesivos pases a
través de una pipeta automatica ajustada a un volumen de 200 ul, permitiendo desprender
las células del cumulus y el exceso de espermatozoides adheridos sin romper las ZPs.
Una vez denudados, los ovocitos se colocaron individualmente sobre microgotas de 4 ul
de PBSD suplementado con SFB al 10% (v/v) y cubiertas con aceite mineral en una placa
de Petri (Falcon® Petri dish 50x9mm).

Los ovocitos se visualizaron con un objetivo de contraste Hoffman a 200 aumentos
sobre un microscopio invertido Nikon (Diaphot 300, Tokio, Japdn) dotado de platina
calefactada a 38.5°C (Tokai-Hit, Shizuoka, Japén). Con la ayuda de un micromanipulador
TransferMan NK (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y un microinyector CellTram Air
(Eppendorf) cada ovocito fue inmovilizado mediante una micropipeta de sujecion
(Eppendorf Sterile VacuTips con diametro interno 15 um, longitud 100 um y angulo 30°) y
colocado de modo que se pudieran visualizar los espermatozoides adheridos a la ZP. Una
vez que el ovocito fue inmovilizado, se realizaron repetidos intentos de desprender los
espermatozoides de la ZP mecanicamente mediante una micropipeta de inyeccion
(Eppendorf® Sterile VacuTips con diametro interno 8 um, longitud 400 ym y angulo 30°)
conectada a un segundo micromanipulador CellTram Oil (Eppendorf). Para ello se incidi6
con el extremo libre de la micropipeta directamente sobre la zona de unién entre el
espermatozoide y la ZP. A continuacion, y una vez comprobada la firme unién entre el
espermatozoide y la ZP, se aspird con la pipeta de microinyeccién un volumen de 0.00002
ul (2x10° pl) de la solucién de PLA (0.4 U) de una microgota previamente preparada en la
misma placa de Petri donde se estaba trabajando con los ovocitos y se volvié a situar la
micropipeta sobre el mismo ovocito y en la misma posicion en la que se habia intentado

desprender al espermatozoide adherido a la ZP.

El volumen de PLA aspirado es una estimacion realizada a partir del calculo del

volumen del cilindro que es la pipeta de microinyeccion y que tiene un diametro interno de
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8 um y una longitud hasta el codo de 400 ym. Asi pues el volumen del cilindro es
aproximadamente de 20096 pm® dato que transformamos a pl (2x10° ul). La PLA
aspirada se expulso directamente sobre la ZP y tras dejarla actuar durante 30 segundos
se procedié de nuevo a intentar desprender el espermatozoide adherido del mismo modo
que se habia realizado anteriormente. Las imagenes de video correspondientes fueron
capturadas mediante una camara analégica (Sony SCC-E458P, Sony Espafa S.A.,
Madrid, Espafia) acoplada al microscopio y conectada a un monitor (Philips 221T, Philips
Ibérica, S.A., Madrid, Espafna) y a un reproductor-grabador (LG Electronics, Madrid,

Espafa).

5.10. Disefio experimental

La concentracion de PLG en el plasma humano es de unos 200 pg/ml (Leipnitz et al.,
1988) 6 2.4 uyM (Wohl et al., 1982). En el cerdo y en la vaca, no se encontraron datos
precisos en la bibliografia sobre los niveles plasmaticos de PLG. Por lo tanto, partiendo
del dato de la especie humana, y utilizando PLG de plasma bovino, se anadié al medio de
fecundacion (500 ul) una alicuota de 10 pl conteniendo 0.5 U (76.92 ug/ml de PLG) de
modo que la concentracion final de PLG fue de 1 U (153.84 ug/ml). Sabiendo que ademas
era posible que existiera PLG adicional en los COCs, la concentracion final en el sistema

de FIV podria estar cerca de los 200 ug/ml del plasma humano.

Nuestra hipdtesis de trabajo, como ya se ha mencionado, suponia que el sistema
PLG-PLA estaba implicado en la fecundacion en las especies bovina y porcina. Su funcion
se evidenciaria como consecuencia de la conversion del PLG del medio de FIV (afiadido
por nosotros y/o presente en los gametos) en PLA mediante los activadores tPA o uPA.
Estos PAs podrian estar presentes en el ovocito, en el espermatozoide o en ambos

gametos.

Para conseguir el Objetivo 1 (describir el papel del sistema PLG-PLA en la

fecundacion bovina y porcina) se disefiaron los experimentos 1, 2 y 3.
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5.10.1. Experimento 1. Efecto del PLG afladido al medio de cultivo a distintos

tiempos sobre los resultados de FIV en las especies bovinay porcina

Este experimento se disend para determinar el efecto del plasminégeno afiadido a
diferentes tiempos sobre los resultados de FIV. Para ello, se fecundaron in vitro ovocitos
bovinos y porcinos en el medio de FIV convencional (grupo control) y en el medio de FIV
suplementado con 1 U (153.84 ug/ml) de PLG a 3 tiempos diferentes: 30 minutos antes de
la adicion de los espermatozoides (30" pre-FIV), al mismo tiempo que la adicién de los
espermatozoides (0'-FIV) y 30 minutos después (30 post-FIV). Se realizaron 4 replicados
con 50-60 ovocitos por grupo para cada una de las especies estudiadas. Se evaluaron las
variables Penetracion, Monospermia, Pronucleo masculino, Esp/Ovocito, Pronucleos

masculinos, Descondensados y Esp/ZP.

5.10.2. Experimento 2. Efecto del PLG afiadido al medio de cultivo a diferentes

concentraciones sobre los resultados de FIV en las especies bovinay porcina

Una vez comprobado que el PLG en el medio de FIV tenia efecto sobre los resultados,
se decidio investigar si el efecto era dosis-dependiente y si las dosis con efecto
significativo sobre los resultados podrian ser menores a la empleada en el experimento 1.
Para ello se fecundaron in vitro ovocitos en medio de FIV control, en medio de FIV
suplementado con 0.25 U (38.46 pg/ml) 6 0.5 U (76.92 ug/ml) de PLG, en ambos casos 30
minutos después de la adicién de los espermatozoides. Se realizaron 3 replicados con 50-
60 ovocitos por grupo y se evaluaron las variables Penetracion, Monospermia, Pronucleo

masculino, Esp/Ovocito, Pronucleos masculinos, Descondensados y Esp/ZP.

5.10.3. Experimento 3. Efecto de la adicion de PLA al medio de cultivo sobre los

resultados de FIV en las especies bovinay porcina

El experimento 3 se disefid para determinar si la adicion de PLG 100% activado a PLA
al medio de fecundacién, es decir la adicién directa de PLA, producia un efecto semejante
al del PLG sobre los resultados de FIV, lo que podria ser un primer indicio de que el efecto
mediado por el PLG era debido a su activaciéon a PLA por posibles activadores presentes
en los gametos. Para ello, se fecundaron in vitro ovocitos bovinos y porcinos en 500 pl de
medio FIV al que se afiadieron, 30 minutos después de la adicién de los espermatozoides,

0.4 U de PLA (136.36 pg/ml), o no se afiadié nada (grupo control). Se realizaron 3
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replicados con 50-60 ovocitos por grupo y se evaluaron las variables Penetracion,
Monospermia, Pronucleo masculino, Esp/Ovocito, Pronucleos masculinos,

Descondensados y Esp/ZP.

Para conseguir el Objetivo 2 (localizar al PLG y los PAs en los ovocitos bovinos y

porcinos) se disefd el experimento 4.

5.10.4. Experimento 4. Inmunolocalizacién del PLG y sus activadores en

ovocitos madurados in vitro bovinos y porcinos antes y después de ser fecundados

Una vez comprobado que el sistema PLG-PLA afectaba a los resultados de
fecundacion, y dado que la presencia de PAs en las células espermaticas estaba mas
claramente demostrado que en los ovocitos, se disefidé un experimento con el objetivo de
localizar el PLG y los PAs, mediante técnicas de inmunocitoquimica y microscopia
confocal, en los ovocitos bovinos y porcinos. En el experimento 4.1 se procesaron
ovocitos de ambas especies madurados in vitro y después de haber sido fecundados in
vitro, para determinar si el PLG se localizaban en la ZP, en el oolema o en el ooplasma y
si esta localizacion variaba tras la fecundacion. En los experimentos 4.2 y 4.3 se sigui6 el
mismo protocolo de inmunocitoquimica pero empleando los anticuerpos anti-tPA y anti-

uPA, en lugar del anti-PLG, respectivamente.

Una vez comprobada que la adicion de PLG al medio de FIV tenia efecto y que el PLG
y sus activadores estaban presentes en los ovocitos, los experimentos 5, 6, 7, 8 y 9 se
disefiaron para intentar describir, al menos parcialmente, el posible mecanismo de accion

del sistema y de este modo conseguir el objetivo 3.

5.10.5. Experimento 5. Efecto del PLG sobre la resistencia de la ZP de ovocitos

bovinos y porcinos ala digestién en pronasa

Puesto que una de las vias por las que se regula la entrada del espermatozoide en el
interior del ovocito es el incremento de la resistencia de la ZP a la digestion en pronasa,

en el experimento 5 se evalud dicha resistencia en ovocitos incubados en TALP con
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ausencia o presencia de 1 U de PLG durante 30 minutos. Se emplearon grupos de 10-15
ovocitos en ambas especies y se realizaron 6 replicados en la especie bovina y 5 en la

especie porcina.

5.10.6. Experimento 6. Efecto de la PLA sobre la resistencia de la ZP de ovocitos

porcinos ala digestion en pronasa

Una vez comprobado que el zimégeno PLG no ejercia efecto sobre el endurecimiento
de la ZP, a pesar de haber confirmado la presencia de PAs en el ovocito, nos planteamos
si la adicion directa de PLG activado (es decir de PLA) provocaba un aumento de la
resistencia de la ZP a la digestion con pronasa. Se evalué dicha resistencia en ovocitos
porcinos incubados en medio TALPp con ausencia o presencia de PLA (0.4 U) durante 30
minutos. Se emplearon grupos de 15 ovocitos y se realizaron 4 replicados. No se
considerd necesario repetir el experimento con ovocitos bovinos porque consideramos

que el efecto observado habria sido similar para ambas especies.

5.10.7. Experimento 7. Efecto del PLG y la PLA sobre la viabilidad, capacitacion

y estabilidad acrosomal de los espermatozoides bovinos y porcinos

Otro posible mecanismo de accion que explicara el efecto del PLG sobre los
resultados de FIV podria ser la disminucion de la viabilidad de los espermatozoides o los
posibles efectos sobre la capacitacion espermatica o la reaccidon acrosdmica. Para
comprobar esta hipétesis, se incubaron espermatozoides procesados del mismo modo
descrito para los experimentos de FIV en medio TALP durante 30 minutos en presencia o
no de 0.5 U PLG y 0.4 U PLA y se evaluo la viabilidad, capacitacion (Experimento 7.1) y
estabilidad del acrosoma (Experimento 7.2) en el grupo control y los grupos

experimentales mediante citometria de flujo.

5.10.8. Experimento 8. Efecto de la PLA sobre la union espermatozoide-ZP en las

especies bovinay porcina

Este experimento tuvo como objetivo averiguar si el PLG anadido al medio de FIV, al ir

activandose y transformandose en PLA, podria “cortar’, mediante su efecto proteolitico,
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las uniones primarias espermatozoide-ZP, explicando de este modo los resultados del
experimento 1. En dicho experimento se habia observado que cuanto mas tarde se
afiadia el PLG, menor era el nimero de espermatozoides unidos a la ZP, lo cual era dificil
de entender si tenemos en cuenta que el mayor nimero de uniones espermatozoide-ZP
en el sistema de FIV empleado, se produce en los primeros 5-15 minutos, y el PLG en uno
de los grupos, se adicioné 30 minutos después de afadir los espermatozoides. Por ello,
se obtuvieron ZPs de ovocitos bovinos y porcinos madurados in vitro y se incubaron con
espermatozoides siguiendo los protocolos de FIV descritos. Se evalué el numero medio

de espermatozoides adheridos por ZP en cinco grupos de muestras:

- Grupo control 15": correspondiente a ZPs incubadas con espermatozoides durante

15 minutos. Sirvié para evaluar la adhesioén inicial del espermatozoide a la ZP.

- Grupo control 3 horas: correspondiente a ZPs incubadas con espermatozoides
durante 3 horas. Sirvid6 para evaluar el niumero de espermatozoides que, una vez

adheridos, se desprenderian de su union a ZP espontaneamente a las 3 horas.

- Grupo control 24 horas: correspondiente a ZPs incubadas con espermatozoides
durante 24 horas. Sirvié para evaluar lo mismo que en el grupo anterior pero a las 24

horas.

- Grupo PLA 3 horas: correspondiente a ZPs incubadas con espermatozoides durante
3 horas a las que se habia afadido 0.4 U PLA (136.36 ug/ml) a los 30 minutos del inicio
de la incubacion. Sirvio para evaluar la posibilidad de que la PLA pudiera haber roto

algunas de las uniones espermatozoide-ZP a las 3 horas de incubacién.

- Grupo PLA 24 horas: sirvid para evaluar el nUmero de uniones rotas por la PLA a las
24 horas.

Se realizaron 3 replicados con un total de 40 ZPs por grupo en cada replicado.
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5.10.9. Experimento 9. Visualizacion en tiempo real del efecto de la adicion de

PLA sobre ovocitos fecundados

Se comprobd el efecto en tiempo real de la adicién de PLA a los ovocitos fecundados
sobre la union espermatozoide-ZP segun la metodologia descrita en el apartado 5.9. Se

grabaron un total de 10 videos realizados sobre 10 ovocitos diferentes.

5.11. Andlisis estadistico

En los experimentos 1, 2, 3, 5, 6, 7 y 8, los resultados de las variables estudiadas se
expresaron como media = error estandar de la media (SEM). Todos los porcentajes
(Penetracion, Monospermia, Pronucleo masculino, Espermatozoides vivos reaccionados,
Espermatozoides vivos intactos, Espermatozoides muertos) fueron modelados acorde con
el modelo binomial de variables. En estos experimentos los datos se analizaron con el
programa SPSS version 12. Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una via con el
tratamiento aplicado en cada experimento como factor fijo. Para identificar las posibles
diferencias significativas entre grupos se consider6 p<0.05 como valor limite de corte.
Cuando el ANOVA revel6 un efecto significativo los valores fueron comparados por el test

post hoc de Tukey.
En los experimentos 4 y 9 no se realizé analisis estadistico y unicamente se valoré la

presencia o ausencia de marcaje con los anticuerpos empleados o si la adicion de PLA

rompia la unién de los espermatozoides a la ZP, respectivamente.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1. El efecto del PLG afiadido al medio de cultivo sobre los
resultados de FIV en las especies bovina y porcina es dependiente del momento en

el que se afiade

En la especie bovina, la adicién de plasmindgeno (PLG) al medio de FIV en cualquiera
de los tres tiempos estudiados tuvo un efecto significativo sobre la mayoria de los
parametros evaluados (Tablas 6.1 y 6.2). En lineas generales, se observd una
disminucion del porcentaje de penetraciéon y del niumero medio de espermatozoides
penetrados por ovocito. Esto conllevd un aumento en los porcentajes de monospermia. El
efecto fue mas marcado cuanto mas tarde se afiadié el PLG. El numero medio de
espermatozoides unidos a la ZP fue menor en el grupo al que se afadié el PLG 30
minutos después de la FIV (30" post-FIV) que en los otros dos grupos experimentales.
También en este grupo el porcentaje de formacion de pronucleo masculino fue mas bajo

que en el resto.

Tabla 6.1. Efecto del plasmindgeno (1 U) afadido al medio de fecundacién a distintos
tiempos sobre los porcentajes de penetracion, monospermia y formacién de pronucleo

masculino tras la fecundacion in vitro en la especie bovina.

[ Tratamiento  N°ovocitos  Penetracion  Monospermia  Pronlcleo |
Masculino
Control 225 94.22+1.56° 71.7043.10° 98.58+0.81°
30" pre-FIV 218 42.20+3.35° 90.22+3.11° 93.48+2.59°
0"-FIV 222 33.78+3.18" 92.00+3.15° 81.3344.53°
30" post-FIV 212 24.53+3.18° 93.88+3.46" 68.33+6.05°

2% en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 6.2. Efecto del plasmindgeno (1 U) afiadido al medio de fecundacién a distintos
tiempos sobre el nimero y grado de descondensacion de los espermatozoides en el
interior de los ovocitos y el numero de espermatozoides unidos a la ZP tras la fecundacién

in vitro en la especie bovina.

[ Tratamiento Esp/Ovocito  Pronlcleos  Descondensados  Esp/ZP |
Masculinos
Control 1.40+0.05° 1.34+0.05° 0.06+0.02° 2.14+0.32%
30" pre-FIV 1.11+0.04° 1.03+0.04° 0.08+0.037 2.64+0.39°
0’-FIV 1.09+0.04° 0.85+0.05"° 0.24+0.06° 2.76x0.31°
30 post-FIV 1.06+0.03° 0.65+0.08° 0.41£0.07° 0.96+0.27°

Y ________________________________________|
2% en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

En la especie porcina, los resultados fueron muy similares (Tablas 6.3 y 6.4). Los
porcentajes de penetracion y el numero medio de espermatozoides por ovocito
disminuyeron en los grupos experimentales con respecto al grupo control, en mayor
medida cuanto mas tarde se adicion6é el PLG al medio. Ademas, en esta especie se
observd la misma tendencia para el nimero de espermatozoides unidos a la ZP. Los
porcentajes de monospermia aumentaron también significativamente, en mayor medida
cuanto mas tarde se adicioné el PLG al medio. Los porcentajes de formacion de

pronucleos masculinos no se vieron modificados por el tratamiento.
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Tabla 6.3. Efecto del plasmindgeno (1 U) afiadido al medio de fecundacién a distintos
tiempos sobre los porcentajes de penetracion, monospermia y formacién de pronucleo

masculino tras la fecundacion in vitro en la especie porcina.

[Tratamiento  N°ovocitos Penetracion Monospermia Prontcleo Masculino |
Control 177 94.35+1.74°  19.16+3.06° 96.40+1.44
30" pre-FIV 197 61.42+3.48"  33.88+4.32% 97.52+1.42
0°-FIV 184 59.784+3.63°  41.82+4.73" 98.18+1.28
30° post-FIV 199 43.72£3.53°  50.57+5.39° 97.70+1.62

%" ¢en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6.4. Efecto del plasmindgeno (1 U) afnadido al medio de fecundacién a distintos
tiempos sobre el numero y grado de descondensacion de los espermatozoides en el
interior de los ovocitos y el numero de espermatozoides unidos a la ZP tras la fecundacion

in vitro en la especie porcina.

[Tratamiento  Esp/Ovocito  Pronitcleos  Descondensados  Esp/ZP |
Masculinos
Control 3.94+0.22° 2.82+0.14° 1.12+0.15° 23.58+1.84°
30" pre-FIV 2.31+0.11° 2.06+0.10° 0.25+0.06° 16.45+1.19"
0’-FIV 2.26+0.13° 2.06+0.11° 0.20£0.05° 12.02+1.14"
30" post-FIV 1.7940.12° 1.68+0.09° 0.11+0.07° 6.51+0.82°
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6.2. Experimento 2. El efecto del PLG afiadido al medio de fecundacién sobre los

resultados de FIV en las especies bovinay porcina depende de la dosis empleada

Cuando la dosis de PLG afadida al medio de fecundacion se redujo a la mitad (0.5 U)
y a la cuarta parte (0.25 U) de la utilizada en el experimento 1 (1 U), los resultados
indicaron diferencias entre grupos. En la especie bovina, la tendencia fue la misma que la
observada en el experimento 1, observandose menores porcentajes de penetracion y
numero medio de espermatozoides por ovocito en los grupos con PLG afiadido que en el
grupo control (Tablas 6.5 y 6.6). En esta ocasion, el nimero medio de espermatozoides
unidos a la ZP también disminuy6é al anadir PLG. Los porcentajes de formacién de

pronucleos masculinos disminuyeron ligeramente por efecto del tratamiento.

En la especie porcina, de nuevo los datos fueron muy semejantes a los obtenidos en
la especie bovina, corroborando que el PLG produce una disminucién en el numero de
espermatozoides que se unen a la ZP y que son capaces de penetrar los ovocitos,
aumentando por tanto los porcentajes de monospermia (Tablas 6.7 y 6.8). Este efecto fue

claramente dosis-dependiente.

Tabla 6.5. Efecto del plasminégeno anadido al medio de fecundacion a diferentes
concentraciones (0.25 U y 0.5 U) sobre los porcentajes de penetracion, monospermia y

formacion de pronucleo masculino tras la fecundacién in vitro en la especie bovina.

[Tratamiento ~ N°ovocitos Penetracion ~ Monospermia  PronGcleo |
Masculino
Control 156 93.59+1.97° 82.88+3.13° 100.0£0.0°
PLG (0.25 U) 154 60.39+3.95" 91.40+2.92% 97.85+1.51%
PLG (0.5 U) 152 37.50+3.94° 100.0+0.00° 94.74+2.98°

2" en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 6.6. Efecto del plasminégeno anadido al medio de fecundacion a diferentes
concentraciones (0.25 U y 0.5 U) sobre el numero y grado de descondensacién de los
espermatozoides en el interior de los ovocitos y el nimero de espermatozoides unidos a la

ZP tras la fecundacion in vitro en la especie bovina.

Tratamiento Esp/Ovocito Pronucleos Descondensados Esp/zP
Masculinos

Control 1.27+0.05° 1.2340.05° 0.04+0.02 2.81+0.26°

PLG (0.25U) 1.12+0.04%° 1.1+0.05% 0.02+0.02 1.56+0.14°

PLG (0.5 U) 1.0+0.0° 0.95+0.03° 0.05+0.03 0.99+0.10°

°en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6.7. Efecto del plasminégeno afiadido al medio de fecundacion a diferentes
concentraciones (0.25 U y 0.5 U) sobre los porcentajes de penetracion, monospermia y

formacion de pronucleo masculino tras la fecundacion in vitro en la especie porcina.

Tratamiento N° ovocitos  Penetracion Monospermia Pronucleo
Masculino
Control 132 94.70+1.96° 0° 94.70+2.25
PLG (0.25 U) 131 85.50+3.10%" 0.89+0.89° 100.00
PLG (0.5 U) 128 73.44£3.91° 39.36+5.07° 95.74+2.09

*®en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 6.8. Efecto del plasminégeno anadido al medio de fecundacion a diferentes
concentraciones (0.25 U y 5 U) sobre el numero y grado de descondensaciéon de los
espermatozoides en el interior de los ovocitos y el nimero de espermatozoides unidos a la

ZP tras la fecundacion in vitro en la especie porcina.

[Tratamiento  Esp/Ovocito  Prontcleos  Descondensados  Esp/ZP |
Masculinos
Control 21.54+0.45° 5.46+0.14° 16.03+0.36° 84.73+1.59°
PLG (2.5 U) 10.18+0.53° 2.91+0.88° 7.27+0.50° 36.10+1.89°
PLG (5 U) 2.33+0.16° 1.95+0.10° 0.38+0.10° 16.85+0.83°

2" %@an la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

6.3. Experimento 3. La adicién de PLA (0.4 U) al medio de cultivo afecta a los

resultados de FIV en las especies bovinay porcina

En la especie bovina, cuando se adicioné plasmina (PLA) (forma activa del
plasminégeno) al medio de fecundacion 30 minutos después de afadir los
espermatozoides, se observd una disminucién del porcentaje de penetracion (Tabla 6.9),
al igual que habia ocurrido en los experimentos 1 y 2 con la adicion de plasminégeno. Sin
embargo, al contrario de lo ocurrido en estos mismos experimentos, no se observaron

diferencias significativas en el resto de parametros evaluados (Tabla 6.10).

En la especie porcina, los resultados fueron similares a los obtenidos con
plasminégeno en los experimentos 1 y 2, pero el aumento de la monospermia fue
especialmente marcado, suponiendo una diferencia del 63% con respecto al grupo
control, en el que en esta ocasion todos los ovocitos penetrados fueron polispérmicos
(Tabla 6.11). Esto se debio al elevado niumero medio de espermatozoides que se unieron
a la ZP y que penetraron en cada ovocito en el grupo control, en comparacion con el

grupo tratado con plasmina (Tabla 6.12).

108



Resultados

Tabla 6.9. Efecto de la plasmina anadida al medio de fecundacion (0.4 U) sobre los
porcentajes de penetracion, monospermia y formacion de pronucleo masculino tras la

fecundacion in vitro en la especie bovina.

Tratamiento  N°ovocitos Penetracién Monospermia Pronucleo Masculino

Control 136 94.85+1.90° 84.5+3.19 100

PLA (0.4 U) 137 72.99+3.8° 87.0+3.38 100

'”en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6.10. Efecto de la plasmina afnadida al medio de fecundacion (0.4 U) sobre el
numero y grado de descondensacion de los espermatozoides en el interior de los ovocitos

y el numero de espermatozoides unidos a la ZP tras la fecundacion in vitro en la especie

bovina.
Tratamiento  Esp/Ovocito Pronucleos Descondensados Esp/zP
Masculinos
Control 1.24+0.05 1.21+0.05 0.03+0.02 2.57+0.26
PLA (0.4 U) 1.15+0.04 1.15+0.04 0 2.08+0.17

%P en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 6.11. Efecto de la plasmina afiadida al medio de fecundacion (0.4 U) sobre los
porcentajes de penetracion, monospermia y formacion de pronucleo masculino tras la

fecundacion in vitro en la especie porcina.

Tratamiento N° ovocitos  Penetracion Monospermia Pronucleo
Masculino

Control 117 94.02+2.20° 0® 97.02+2.20

PLA (0.4 U) 116 61.21+4.54° 63.385.75" 100

?
%P en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 6.12. Efecto de la plasmina afnadida al medio de fecundacion (0.4 U) sobre el
numero y grado de descondensacién de los espermatozoides en el interior de los ovocitos

y el nimero de espermatozoides unidos a la ZP tras la fecundacién in vitro en la especie

porcina.

Tratamiento Esp/Ovocito Pronucleos Descondensados Esp/zP
Masculinos

Control 21.11£0.48° 5.30+0.142 15.75+0.39° 86.03+1.67°

PLA (0.4 U) 1.61+0.11° 1.55+0.09° 0.07+0.03° 5.19+0.34°

" en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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6.4. Experimento 4. La inmunolocalizacion del PLG y sus activadores en ovocitos

madurados in vitro bovinos y porcinos se ve afectada por la fecundacion

6.4.1. Experimento 4.1 Inmunolocalizacién del PLG

Los controles realizados incubando ovocitos unicamente con el anticuerpo (Ac)
secundario anti-lgG de conejo-TRITC demostraron que este Ac, en ausencia del Ac
primario, no se une a los ovocitos bovinos ni porcinos ya estén madurados o fecundados e
independientemente de que estuviera presente o no la ZP. Como resumen de estos
resultados mostramos la ausencia de fluorescencia en distintos tipos de ovocitos bovinos
(Figura 6.1).

La incubacion de las muestras se realizd con un anticuerpo primario anti-PLG y un
secundario anti-lgG de conejo-TRITC. En ovocitos bovinos madurados in vitro, el marcaje
con anticuerpo anti-PLG y TRITC revel6 la presencia de plasmindgeno en la periferia del
ooplasma y proximidades de la membrana plasmatica (Figura 6.2) y también en la ZP
(Figura 6.3). Con la lectina LCA, se observd el patron de distribucion de GCs
caracteristico de los ovocitos en MIl, que aparecieron como un punteado disperso por

todo el citoplasma (Figura 6.2 Ay D)
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Figura 6.1. Ovocitos bovinos madurados y fecundados in vitro incubados Unicamente con
Ac anti-IgG de conejo-TRITC. A-A’) Ovocito madurado in vitro procesado con ZP. B-B’)
Ovocitos madurados in vitro procesados sin ZP. C-C’) Ovocito madurado y fecundado in

vitro procesado con ZP. D-D’) Ovocitos madurados y fecundados in vitro procesados sin

ZP.
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Figura 6.2. Ovocitos bovinos madurados in vitro marcados con Ac anti-PLG tras eliminar

la ZP con pronasa y observados en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a
los ovocitos marcados con LCA-FITC. B) Marcaje con anti-PLG y TRITC. C) Imagen de
luz transmitida de los mismos ovocitos. D) Resultado de la superposicién de las tres

imagenes anteriores.
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Figura 6.3. Ovocitos bovinos madurados in vitro marcados con Ac anti-PLG, sin eliminar

la ZP y observados en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a ovocitos
marcados con anti-PLG y TRITC. B) Resultado de la superposicion de la imagen A con la

imagen de luz transmitida del mismo ovocito.

Tras la fecundaciéon no se observé marcaje del anticuerpo anti-PLG en la periferia del
ooplasma de los ovocitos bovinos (Figura 6.4), mientras que en la ZP se evidencié una

leve sefal (Figura 6.5).
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Figura 6.4. Ovocito bovino madurado in vitro y posteriormente fecundado, marcado con

Ac anti-PLG, tras eliminar la ZP con pronasa y observado en microscopio confocal. A)

Imagen correspondiente al ovocito marcado con anti-PLG y TRITC. B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.

Figura 6.5. Ovocito bovino madurado in vitro y posteriormente fecundado, marcado con

Ac anti-PLG, sin eliminar la ZP y observado en microscopio confocal. A) Imagen

correspondiente al ovocito marcado con anti-PLG y TRITC B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.
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Con los ovocitos porcinos, el marcaje con anti-PLG antes de la fecundaciéon se
observod claramente tanto en la ZP como en la periferia del ooplasma y proximidades de la
membrana plasmatica (Figura 6.6). Cuando se marcaron simultaneamente los ovocitos
con anti-PLG vy lectina PNA para localizar la zona ocupada por granulos corticales, se
observé que la region marcada por esta lectina esta cercana a la zona marcada con el Ac
anti-plasminégeno (Figura 6.7). Puesto que la captura de las imagenes no se realizé de
modo secuencial, no pudimos calcular los indices de colocalizacion que nos habrian

permitido discernir al cien por cien la coincidencia del marcaje de los dos fluorocromos.

Figura 6.6. Ovocitos porcinos madurados in vitro, marcados con Ac anti-PLG vy

observados en microscopio confocal. Se han montado sobre el mismo portaobjetos
ovocitos con y sin ZP eliminada con pronasa. A) Marcaje con anti-PLG y TRITC. B)

Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo

ovocito.
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Figura 6.7. Ovocitos porcinos madurados in vitro, marcados simultaneamente con Ac anti-

PLG y PNA-FITC tras eliminar la ZP con pronasa y observados en microscopio confocal.

A) Imagen correspondiente a dos ovocitos marcados con PNA-FITC. B) Marcaje con anti-
PLG y TRITC. C) Imagen de luz transmitida de los mismos ovocitos. D) Resultado de la

superposicion de las tres imagenes anteriores.
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Tras la fecundacion, el marcaje con anti-PLG no fue visible en la region del oolema de
la mayoria (75%) de los ovocitos, aunque en algunos de ellos (25%) continué
observandose (Figura 6.8). En cuanto a la ZP, el marcaje con anti-PLG-TRITC continué
siendo levemente visible en la misma tras la fecundacién, aunque aparecioé circunscrito a
los lugares donde aparecian espermatozoides adheridos (Figura 6.9), con un patrén muy
diferente al que habiamos observado en los ovocitos no fecundados (Figura 6.6). En los
ovocitos fecundados también se observd marcaje con PNA en el exterior de la ZP debido
a la presencia de contenido acrosomal sobre la misma, pero se observa ausencia de
marcaje de GCs ya que los ovocitos estan fecundados y ya se ha producido la reaccién

cortical.

Figura 6.8. Ovocitos porcinos madurados y fecundados in vitro, marcados con Ac anti-

PLG tras eliminar la ZP con pronasa y observados en microscopio confocal. A) Marcaje

con anti-PLG y TRITC. B). Resultado de la superposicidon de la imagen anterior y la de luz

transmitida de los mismos ovocitos.
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Figura 6.9. Ovocitos porcinos madurados in vitro y posteriormente fecundados, marcados

simultdneamente con Ac anti-plasminégeno y PNA-FITC sin eliminar la ZP y observados

en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a dos ovocitos marcados con PNA-
FITC. B) Marcaje con anti-PLG y TRITC de los mismos ovocitos. C) Imagen de luz
transmitida de los mismos ovocitos. D) Resultado de la superposicion de las tres

imagenes anteriores.

119



Resultados

6.4.2. Experimento 4.2. Inmunolocalizacién de tPA

En los ovocitos bovinos madurados in vitro, el tPA se inmunolocalizé en la region que
podria corresponder a la membrana plasmatica (Figura 6.10) y en todo el espesor de la
ZP, con intensidad creciente desde el interior hacia el exterior de la misma (Figura 6.11)
antes de la fecundacion. Esta localizaciéon no se evidencié claramente en la zona préoxima
al corpusculo polar en aquellas imagenes que, por su posicion espacial, permitieron su

observacion en el ovocito (Figura 6.10).

Tras la fecundacion, el marcaje de anti-tPA desaparecié por completo de la proximidad
de la membrana plasmatica (Figura 6.12) y en la ZP disminuyé marcadamente (Figura

6.13) en comparacién con el marcaje en ZP de ovocitos no fecundados.

Figura 6.10. Ovocitos bovinos madurados in vitro marcados con anticuerpo anti-tPA tras

eliminar la ZP con pronasa y observados en microscopio confocal. A) Imagen

correspondiente a los ovocitos marcados con anti-tPA y TRITC. En el ovocito situado
abajo a la derecha se observa como el marcaje del anticuerpo desaparece en la zona

correspondiente al lugar de extrusion del corpusculo polar. B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida de los mismos ovocitos.
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Figura 6.11. Ovocitos bovinos madurados in vitro marcados con anticuerpo anti-tPA sin

eliminar la ZP y observados en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a los
ovocitos marcados con anti-tPA y TRITC, en la que la sefial se observa en la region mas
externa de la ZP. B) Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz

transmitida de los mismos ovocitos.

Figura 6.12. Ovocitos bovinos madurados in vitro y posteriormente fecundados in vitro,

marcados con anticuerpo anti-tPA tras eliminar la ZP con pronasa y observados en

microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a los ovocitos marcados con anti-tPA y
TRITC. B) Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida

de los mismos ovocitos.
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Figura 6.13. Ovocitos bovinos madurados in vitro y posteriormente fecundados in vitro,

marcados con anticuerpo anti-tPA sin eliminar la ZP y observados en microscopio

confocal. A) Imagen correspondiente a los ovocitos marcados con anti-tPA y TRITC. B)
Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo

ovocito.

En los ovocitos porcinos madurados in vitro el tPA se inmunolocalizd, al igual que en la
especie bovina, en la regidon que podria corresponder a la membrana plasmatica. En
algunos tramos, el marcaje anti-tPA coincidié espacialmente, en las proximidades del
oolema, con el de la lectina PNA, que en el cerdo se considera especifica para granulos
corticales (Figura 6.14), aunque serian necesarios estudios de colocalizacién para
conocer con exactitud si ambos fluorocromos coinciden en la misma zona. Cuando los
ovocitos se procesaron con la ZP, también se observd marcaje del anticuerpo anti-tPA en

la parte mas externa de la misma (Figura 6.15).
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Figura 6.14. Ovocitos porcinos madurados in vitro marcados simultdneamente con

anticuerpo anti-tPA y PNA-FITC tras eliminar la ZP con pronasa y observados en

microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a ovocitos marcados con PNA-FITC. B)

Marcaje con anti-tPA y TRITC. C) Imagen de luz transmitida de los mismos ovocitos. D)

Resultado de la superposicion de las tres imagenes anteriores.
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Figura 6.15. Ovocito porcino madurado in vitro marcado con anticuerpo anti-tPA sin
eliminar la ZP y observado en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a un

ovocito marcado con anti-tPA y TRITC. B) Resultado de la superposicion de la imagen A

con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.

Tras la fecundacion, el marcaje con tPA desaparecié parcialmente de la membrana
plasmatica de los ovocitos porcinos (Figura 6.16), observandose que este marcaje era
menos intenso que el de los ovocitos no fecundados (Figura 6.14). Ademas, gracias al
marcaje simultaneo de los ovocitos fecundados con PNA-FITC y anti-tPA-TRITC,
podemos observar en la misma figura 6.16 que la desaparicién gradual del marcaje anti-
tPA ocurre en los ovocitos fecundados (ausencia de granulos corticales y por tanto de
marcaje PNA-FITC), mientras que en los ovocitos no fecundados (presencia de granulos

corticales y por tanto de marcaje PNA-FITC) la senal de tPA no desaparece.

Cuando los ovocitos porcinos fecundados se procesaron con la ZP se observé marcaje
anti-tPA en la ZP coincidiendo con la localizacién de los espermatozoides adheridos a la

misma (Figura 6.17).
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Figura 6.16. Ovocitos porcinos madurados in vitro y posteriormente fecundados in vitro,

marcados simultaneamente con anticuerpo anti-tPA y PNA-FITC tras eliminar la ZP con

pronasa y observados en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a ovocitos
marcados con PNA-FITC. B) Marcaje con anti-tPA y TRITC. C) Imagen de luz transmitida

de los mismos ovocitos. D) Resultado de la superposicion de las tres imagenes anteriores.
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Figura 6.17. Ovocitos porcinos madurados in vitro y posteriormente fecundados in vitro,

marcados con anticuerpo anti-tPA sin eliminar la ZP y observados en microscopio

confocal. A) Imagen correspondiente a los ovocitos marcados con anti-tPA y TRITC. B)

Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida de los

Mmismos ovocitos.

6.4.3. Experimento 4.3. Inmunolocalizacion de uPA

En los ovocitos bovinos madurados in vitro el uPA se inmunolocalizd, de modo similar
a lo observado en el caso del tPA, en la region que podria corresponder a la membrana
plasmatica (Figura 6.18). Cuando la ZP no se elimind, el marcaje del anticuerpo anti-uPA

también se observé en la parte exterior de la misma (Figura 6.19).

Sin embargo, tras la fecundacion, el marcaje con el anticuerpo anti uPA no fue visible
en el oolema (Figura 6.20) aunque si en la ZP (Figura 6.21), donde se puede observar a
mayores aumentos que el marcaje quedd circunscrito a los espermatozoides adheridos a

la misma (Figura 6.22).
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Figura 6.18. Ovocito bovino madurado in vitro marcado con anticuerpo anti-uPA tras

eliminar la ZP con pronasa y observado en microscopio confocal. A) Imagen

correspondiente al ovocito marcado con anti-uPA y TRITC. B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.

Figura 6.19. Ovocitos bovinos madurados in vitro marcados con anticuerpo anti-uPA sin

eliminar la ZP y observado en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a los
ovocitos marcado con anti-uPA y TRITC. B) Resultado de la superposicién de la imagen A

con la imagen de luz transmitida de los mismos ovocitos.
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Figura 6.20. Ovocito bovino madurado in vitro y posteriormente fecundado, marcado con

anticuerpo anti-uPA tras eliminar la ZP con pronasa y observado en microscopio confocal.

A) Imagen correspondiente al ovocito marcado con anti-uPA y TRITC. B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.

Figura 6.21. Ovocito bovino madurado in vitro y posteriormente fecundado, marcado con

anticuerpo anti-uPA sin eliminar la ZP y observado en microscopio confocal. A) Imagen

correspondiente al ovocito marcado con anti-uPA y TRITC. B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.
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Figura 6.22. Detalle de un espermatozoide bovino adherido a la ZP de un ovocito
madurado in vitro y posteriormente fecundado, marcado con anticuerpo anti-uPA vy
observado en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente al marcaje con anti-uPA 'y

TRITC. B) Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida

de la misma region.

En los ovocitos porcinos madurados in vitro, el marcaje con anticuerpo anti-uPA antes
de la fecundacion fue evidente en las proximidades del oolema (Figura 6.23), cercano al
area marcada por PNA-FITC. También en la ZP se observé marcaje con el anticuerpo
anti-uPA (Figura 6.24).

Tras la fecundacién, el marcaje anti-uPA desaparecié parcialmente de las
proximidades del oolema (Figura 6.25) presentando una menor intensidad que en los
ovocitos no fecundados (Figura 6.23). En la parte mas externa de la ZP de los ovocitos
fecundados se visualizé marcaje anti-uPA coincidiendo con las areas donde se

encontraban los espermatozoides adheridos (Figura 6.26).
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Figura 6.23. Ovocitos porcinos madurados in vitro marcados simultdneamente con

anticuerpo anti-uPA y PNA-FITC tras eliminar la ZP con pronasa y observados en

microscopio confocal. A) Imagen correspondiente a ovocitos marcados con PNA-FITC. B)
Marcaje con anti-tPA y TRITC. C) Imagen de luz transmitida de los mismos ovocitos. D)

Resultado de la superposicion de las tres imagenes anteriores.
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Figura 6.24. Ovocito porcino madurado in vitro marcado con anticuerpo anti-uPA sin

eliminar la ZP y observado en microscopio confocal. A) Imagen correspondiente al ovocito

marcado con anti-uPA y TRITC. B) Resultado de la superposicién de la imagen A con la

imagen de luz transmitida del mismo ovocito.

Figura 6.25. Ovocito porcino madurado in vitro y posteriormente fecundado, marcado con

anticuerpo anti-uPA, tras eliminar la ZP con pronasa y observado en microscopio confocal.

A) Imagen correspondiente al ovocito marcado con anti-uPA y TRITC. B) Resultado de la

superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida del mismo ovocito.
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Figura 6.26. Ovocitos porcinos madurados in vitro y posteriormente fecundados,

marcados con anticuerpo anti-uPA sin eliminar la ZP y observados en microscopio

confocal. A) Imagen correspondiente a los ovocitos marcados con anti-uPA y TRITC. B)

Resultado de la superposicion de la imagen A con la imagen de luz transmitida de los

Mmismos ovocitos.
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Para una mejor comprensién de los resultados de este apartado, se resume la

informacién obtenida en la Tabla 6.15.

Tabla 6.15. Resumen de los resultados de inmunolocalizacion de PLG, tPA y uPA en

ovocitos bovinos y porcinos antes y después de ser fecundados. — ausencia de

fluorescencia; +: fluorescencia; - (NF): se observé senal fluorescente menos intensa que

en el grupo no fecundado; -/+ (esperm): la fluorescencia se observé en la ZP con

espermatozoides adheridos.

PLG tPA uPA
Oolema + + +
Fig. 6.2 Fig. 6.10 Fig. 6.18
MIV
7P + + +
Fig. 6.3 Fig. 6.11 Fig. 6.19
VACA
Oolema - - -
Fig. 6.4 Fig. 6.12 Fig. 6.20
FIV
zZP - (NF) - (NF) - (NF)
Fig. 6.5 Fig. 6.13 Figs. 6.21y 6.22
Oolema + + +
Figs. 6.6 y 6.7 Fig. 6.14 Fig. 6.23
MIV
ZP + + +
Fig. 6.6 Fig. 6.15 Fig. 6.24
CERDA
Oolema - - (NF) - (NF)
Fig. 6.8 Fig. 6.16 Fig. 6.25
FIV
ZP -/+ (esperm) -/+ (esperm) -/+ (esperm)

Fig. 6.9

Fig. 6.17

Fig. 6.26
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6.5. Experimento 5. El PLG (1 U) no afecta a la resistencia de la ZP de ovocitos

bovinos y porcinos ala digestién en pronasa

Los ovocitos bovinos madurados in vitro e incubados en medio de FIV con
plasminégeno (1 U) durante 30 minutos no mostraron ningun incremento en la resistencia

de su ZP a la digestion en pronasa (Tabla 6.16).

Tabla 6.16. Efecto del plasmindgeno sobre la resistencia de la ZP de ovocitos bovinos a la

digestion en pronasa.

Tratamiento Ne Tiempo digestidn
ovocitos ovocitos en pronasa (s)
Control 70 124.17+5.86
PLG (1 U) 73 155.74+9.99

De igual modo, los ovocitos porcinos madurados in vitro e incubados en medio de FIV
con plasminégeno (1 U) durante 30 minutos tampoco mostraron ningun incremento en la

resistencia de su ZP a la digestion en pronasa (Tabla 6.17).

Tabla 6.17. Efecto del plasminégeno sobre la resistencia de la ZP de ovocitos porcinos a

la digestidn en pronasa.

Tratamiento N° Tiempo digestion
ovocitos ovocitos en pronasa (s)
Control 50 65.3814.90
PLG (1 U) 49 54.76+3.54
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6.6. Experimento 6. La PLA (0.4 U) no afecta a la resistencia de la ZP de ovocitos

porcinos ala digestion en pronasa

Al igual que habia ocurrido con el PLG, la incubacion con PLA durante 30 minutos de
los ovocitos porcinos madurados in vitro no mostré ningun incremento en la resistencia de

la ZP a la digestion en pronasa (Tabla 6.18).

Tabla 6.18. Efecto de la plasmina sobre la resistencia de la ZP de ovocitos porcinos a la

digestion en pronasa.

Tratamiento Ne° Tiempo digestién
ovocitos ovocitos en pronasa (s)
Control 58 84.3811.76
PLA (0.4) 60 76.4315.01
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6.7. Experimento 7. El PLG (0.5 U) y la PLA (0.4 U) no disminuyen la viabilidad,

capacitacion y estabilidad acrosomal de los espermatozoides bovinos y porcinos

6.7.1. Experimento 7.1. Resultados de viabilidad y capacitacion

El plasmindgeno, afadido a una concentracién de 76.92 ug/ml al medio de FIV, no
tuvo efecto significativo sobre la viabilidad de los espermatozoides bovinos cuando éstos
fueron incubados en el mismo durante 30 minutos (Figura 6.27). Tampoco el desorden
lipidico de las membranas espermaticas, indicativo del estado de capacitacion, se vio
afectado por la presencia de plasminégeno. En cuanto a la plasmina, el porcentaje total de
espermatozoides vivos (39.47+3.03) fue superior al del grupo control (25.78+2.67) tras 30

minutos de cultivo.

Figura 6.27. Efecto del plasminégeno (0.5 U) y la plasmina (0.4 U) sobre los porcentajes

de viabilidad y capacitacion de espermatozoides bovinos tras la incubacién durante 30

minutos en medio de fecundacién. * ° para el mismo parametro indican diferencias
significativas (p<0.05).
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En la especie porcina no se observé ningun efecto significativo del plasmindgeno o de

la plasmina sobre los parametros estudiados (Figura 6.28).

Figura 6.28. Efecto del plasminégeno (0.5 U) y la plasmina (0.4 U) sobre los porcentajes

de viabilidad y capacitacién de espermatozoides porcinos tras la incubacién durante 30

minutos en medio de fecundacion.
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6.7.2. Experimento 7.2. Resultados de viabilidad y reaccion acrosémica

La estabilidad del acrosoma no se vi6 afectada por el plasminégeno (Figura 6.29). En
cuanto a la plasmina, tanto el porcentaje de espermatozoides vivos con el acrosoma
intacto (41.9843.08) como el porcentaje total de espermatozoides vivos (44.63+2.99)

fueron superiores a los del grupo control (26.48+3.52 y 28.8+3.38, respectivamente).

Figura 6.29. Efecto del plasmindégeno (0.5 U) y la plasmina (0.4 U) sobre los porcentajes

de viabilidad y reaccion acrosémica espontdnea de espermatozoides bovinos tras la

a, b

incubacién durante 30 minutos en medio de fecundacion. para el mismo parametro

indican diferencias significativas (p<0.05).
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En la especie porcina, el plasminégeno afecté significativamente al porcentaje de

espermatozoides que experimentaron la reaccion acrosémica espontanea (0.73%0.06)

frente a los del grupo control (1.14+0.09), aunque no a la proporcion de espermatozoides

intactos vivos ni de vivos totales. (Figura 6.30). La plasmina no afecté a ninguno de los

parametros estudiados.

Figura 6.30. Efecto del plasmindégeno (0.5 U) y la plasmina (0.4 U) sobre los porcentajes

de viabilidad y reaccion acrosémica espontanea de espermatozoides porcinos tras la

incubacion durante 30 minutos en medio de fecundacién.  ® para el mismo parametro

indican diferencias significativas (p<0.05).
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6.8. Experimento 8. La PLA (0.4 U) desestabiliza la unién espermatozoide-ZP en las

especies bovinay porcina

En la especie bovina, la presencia de plasmina en el medio disminuyo el numero de
espermatozoides que permanecian adheridos a la ZP a las 3 horas del inicio del cocultivo
en comparacion con los que se habian adherido a los 15 minutos (Tabla 6.17). En el
grupo control, sin embargo, el numero de espermatozoides adheridos a los 15 minutos no
fue diferente del nUmero adherido a las 3 horas. A las 24 horas, los espermatozoides que
permanecian adheridos en el grupo control fueron iguales a los observados a las 3 horas

en este mismo grupo y lo mismo ocurrié con el grupo de ZPs tratadas con plasmina.

Tabla 6.17. Numero medio de espermatozoides unidos a ZPs bovinas en medio de FIV
con o sin plasmina (0.4 U) tras diferentes tiempos de cocultivo. Se indica la media + sem
de 120 zonas pelucidas por grupo y el nimero maximo y minimo de espermatozoides por

zona pelucida observados para cada grupo.

Grupo Control Control Plasmina Control Plasmina

15 min 3 horas 3 horas 24 horas 24 horas

Espermatozoides

, 3.97£0.18% 3.29+0.22°° 1.89+0.75° 2.81+0.11° 1.19+0.08°
/ZP (media £ sem)

Espermatozoides
/ZP (maximo- 1-9 1-9 1-4 1-6 0-3
minimo)

ab.¢hara el mismo parametro indican diferencias significativas (p<0.001).
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En la especie porcina, los resultados fueron similares a los observados en la especie
bovina, aunque en este caso la reduccion en el nimero medio de espermatozoides
adheridos a la ZP en el grupo tratado con plasmina se observé no sélo a las 3 horas sino

también a las 24 horas del inicio del cultivo (Tabla 6.18).

Tabla 6.18. Numero medio de espermatozoides unidos a ZP porcinas en medio de FIV
con o sin plasmina (0.4 U) tras diferentes tiempos de cocultivo. Se indica la media + sem
de 120 zonas pelucidas por grupo y el niumero maximo y minimo de espermatozoides por

zona pelucida observados para cada grupo.

Grupo Control Control Plasmina Control Plasmina

15 min 3 horas 3 horas 24 horas 24 horas

Espermatozoides
/ZP (media +  91.19+2.29° 88.32+2.10° 26.46+1.08" 84.09+1.61° 16.54+0.85°
sem)

Espermatozoides
/ZP (maximo- 30-135 39-135 5-55 39-120 2-40
minimo)

ab.¢nara el mismo parametro indican diferencias significativas (p<0.001).

6.9. Experimento 9. La adicion de PLA sobre ovocitos fecundados permite visualizar

en tiempo real la desestabilizacion de la unidon espermatozoide-ZP

Los videos obtenidos demostraron que tras 2 horas de contacto, la union de los
espermatozoides a la ZP porcina era lo suficientemente firme como para que los intentos
de romperla con la pipeta de microinyeccion resultaran infructuosos (Figura-Video 6.31).
Sin embargo, cuando se aplicaban 2x10° pl de la solucién de PLA (0.4 U) en las
cercanias del dicha union, ésta se tornaba mucho mas labil, y con apenas un leve

contacto de la pipeta, los espermatozoides se desprendian faciimente (Figura-Video 6.32).
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En los 10 videos realizados sobre ovocitos distintos el efecto observado fue el mismo en

el 100% de los casos: la adicion de PLA rompia la unién de los espermatozoides a la ZP.

Figura 6.31. Videoclip mostrando un ovocito porcino madurado y fecundado in vitro en el
que se intenta despegar sin éxito uno de los espermatozoides adheridos a la ZP

empleando una micropipeta de inyeccion.

Figura 6.32. Videoclip mostrando el mismo ovocito porcino madurado y fecundado in vitro
de la Figura 6.29 en el que se consigue despegar el mismo espermatozoide del videoclip
anterior empleando una micropipeta de inyeccién tras haber liberado 2x10™* ul de una

solucién de plasmina en las proximidades de la unién espermatozoide-ZP.
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7. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo confirman la hipétesis de partida, ya que
demuestran que el sistema plasmindgeno-plasmina esta implicado en el proceso de
fecundacion. El plasmindgeno esta presente en la ZP y en las cercanias de la membrana
plasmatica de los ovocitos bovinos y porcinos, como habia sido descrito en el hamster
(Jimenez-Diaz et al., 2002), y los activadores tPA y uPA se localizan también en ambas
micro-regiones antes de la fecundacion. Con la llegada del espermatozoide a la ZP y al
oolema, la sefial indicativa de la presencia de dichos activadores disminuye lo cual indica
que su actividad favorecedora de la conversion del plasminégeno en plasmina en ambas
localizaciones aumenta. La presencia de plasmina en la ZP provoca una rotura de las
uniones espermatozoide-ZP y por lo tanto regula la penetracién de gametos masculinos
adicionales al interior del ovocito. Sin embargo, el tratamiento con plasminégeno o
plasmina no afecta a la resistencia de la ZP a la digestion con pronasa, por lo que el
sistema no esta implicado en el proceso de endurecimiento post-fecundacion de la misma,
y tampoco afecta negativamente a la viabilidad de los espermatozoides ni a los procesos
de capacitacién y reaccion acrosdémica, por lo que la disminucién en la unién vy

penetracion al ovocito no puede ser achacada a fallos en la funcionalidad espermatica.

Para una mejor discusion de los resultados, este apartado se dividira en tres
subsecciones, correspondientes a cada uno de los tres objetivos planteados al inicio de

este estudio.

7.1. Papel del sistema plasminégeno-plasmina en la fecundacién bovina y porcina.

Los resultados de los ensayos de fecundacion in vitro realizados en las dos especies
estudiadas (bovina y porcina) demuestran que la adicién de PLG y/o PLA al medio de
coincubacion, a una concentracidén desde proxima hasta 3 veces menor a la detectada en
plasma humano, afecta significativamente a los parametros relacionados con la unién y

penetracion de los espermatozoides en el ovocito.

En el experimento 1 se utilizé un PLG comercial de Sigma extraido de plasma bovino a

una concentracion préxima a la detectada en plasma humano.

Este PLG provocd una marcada disminucion en los porcentajes de penetracién, que

llegaron a ser un 70% (especie bovina) o un 50% (especie porcina) inferiores a los del
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grupo control cuando la adicién se realizé media hora después de la introduccion de los
espermatozoides en el pocillo de fecundacién donde se encontraban los ovocitos. Como
consecuencia de esta disminucion de la penetracion, los porcentajes de monospermia
experimentaron un incremento proporcional, tanto mayor cuanto mas tarde se adicioné el
PLG al medio. Del mismo modo, se observd que el nimero medio de espermatozoides
que habian conseguido penetrar en el ovocito a las 18-20 horas post-inseminacion, y el
numero medio de espermatozoides que permanecian unidos a la ZP, disminuia
progresivamente en funcién del momento de adicion del PLG. Légicamente, esta
disminucion fue mucho mas marcada en la especie porcina, donde el numero medio de
espermatozoides que penetra en los ovocitos o que se unen a la ZP suele estar muy por

encima del referido para la especie bovina (Coy et al., 2008b).

La primera deduccion que se obtiene de estos datos nos lleva a pensar que el PLG
presente en el fluido oviductal, y ausente en los medios de fecundacion, pueda tener un
papel regulador en el control de la polispermia, o al menos en la regulacién de la
penetracion espermatica en los ovocitos, que hasta ahora no habia sido tenido en cuenta
en los sistemas de FIV en estas especies. Aunque, hasta donde llega nuestro
conocimiento, no se han encontrado referencias en la bibliografia sobre la presencia de
PLG en fluido oviductal y, por lo tanto, se desconoce a qué concentracion estaria esta
glicoproteina en el mismo, es evidente que debe estar presente, ya que existen
numerosos estudios que han identificado a distintos componentes del sistema PLG-PLA
en el oviducto. Asi, Huarte et al., en 1993 (Huarte et al., 1993), indicaron que la
concentracion de PLG en complejos cumulus-ovocitos obtenidos mediante diseccion de la
ampolla oviductal de ratonas fue de 200 ng/ml y supusieron que la mayoria de este PLG
debia ser de origen oviductal. Tanto el ARNm de uPA como la actividad enzimatica de
uPA y PAI-1 han sido detectados en células oviductales bovinas (Gabler et al., 2001),
siendo los niveles de expresion del ARNm para uPA tres veces mayores antes de la
ovulacién que después de ésta. Ademas, el PAI-1 es secretado por las células
oviductales, sobre todo a nivel del istmo en la especie porcina, y su sintesis es inhibida
por los estrégenos (Kouba et al., 2000a; Kouba et al., 2000b; Tsantarliotou et al., 2005), lo
que corrobora la posibilidad de que exista actividad PLA en la ampolla oviductal durante la
fecundacion, generada por los altos niveles de estrégenos. Por ultimo, en las células
oviductales de hamster se ha comprobado que existe actividad de los activadores del
plasmindgeno, siendo tPA responsable del 90% de dicha actividad y uPA responsable del
10% restante (Jimenez Diaz et al., 2000).
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Por lo tanto, volviendo a los resultados de nuestro estudio, con la idea en mente de
que el PLG esta presente en el fluido oviductal durante la fecundacién natural,
corresponderia interpretar la funcion de esta glicoproteina durante la interaccién de los
gametos empleando para ello los ensayos de laboratorio que mas nos puedan aproximar
a la realidad fisioldgica, que en este caso corresponden a los obtenidos mediante la
técnica de fecundacién in vitro. Estudios anteriores al nuestro han sugerido que el PLG
anadido al medio de FIV puede tener tanto un efecto estimulador como inhibidor de la

unién espermatozoide-ZP y de la penetracién.

Asi, Huarte et al. (Huarte et al., 1993) observaron un incremento en los porcentajes de
fecundacion de ovocitos de ratéon y en el numero de espermatozoides unidos a la ZP
cuando afnadieron PLG al medio de FIV, indicando que también aumentoé la actividad PLA.
Las concentraciones que emplearon variaron de 3 a 100 ug/ml, pero el incremento en los
porcentajes de fecundacion solo se observd hasta la concentracion de 30 pg/ml,
manteniéndose inalterable a partir de la misma. Estos autores demostraron que ambos
gametos y las células del cumulus son capaces de unir moléculas de PLG a su superficie
celular porque poseen sitios de unién para el mismo. Empleando PLG marcado con 1'%
demostraron también que las moléculas de PLG compiten entre si por los sitios de union
en los gametos. En el presente estudio, como hemos comentado, incluso a la
concentracion de PLG mas parecida a la empleada por Huarte et al. (Huarte et al., 1993),
que en nuestro caso fue de 38.46 pg/ml en el experimento 2, el efecto observado fue
contrario al descrito por estos autores, ya que obtuvimos una disminucion en los
porcentajes de penetracion tanto en la especie bovina, en la que bajaron del 93.59+£1.97%
del grupo control al 60.39+3.95% en el grupo tratado con PLG, como en la especie
porcina, en la que frente al 94.70+1.96% de penetracion en el grupo control se obtuvo un
85.501£3.1% en el grupo tratado con PLG.

Otros autores con resultados diferentes a los nuestros fueron Kim et al. (Kim et al.,
2009), los cuales, utilizando una concentraciéon de 50 ug/ml de PLG en el medio de
fecundacion en la especie porcina, observaron un aumento en el numero de
espermatozoides unidos a la ZP y en el porcentaje de formacién de pronucleos
masculinos en comparacion con un grupo control, sin encontrar diferencias en cuanto a
porcentajes de fecundacion o monospermia. Estos resultados, sin embargo, no son
comparables a los obtenidos en el presente estudio porque el medio de fecundacién
empleado por estos autores, el TBM, no permitié la formacion del prondcleo masculino en
los ovocitos del grupo control en niveles similares a los que obtuvimos nosotros

empleando el medio TALP para la FIV (51.4% para el caso de Kim et al. frente al 96-100%
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del presente trabajo). Esto indica que las condiciones de FIV elegidas por estos autores
de algun modo dificultaron la activacién completa del ovocito tras la penetracion y por
tanto la formacién de pronucleos masculinos. Por otro lado, resulta llamativo el hecho de
que, mientras que en nuestro caso observamos una disminucién en los porcentajes de
formacion de prondcleo masculino (aunque solo en la especie bovina y sélo cuando el
PLG se anadié en el momento de la FIV 6 30 minutos mas tarde), Kim et al. refieren un
aumento en este porcentaje desde el 51.4% ya comentado para el grupo control al 74.5%
cuando adicionaron 50 ug/ml de PLG al medio de fecundacion. Seria interesante disefar
algun experimento en el futuro que permitiera explicar las razones de esta discrepancia,
aunque insistimos en el hecho de que el grupo control del estudio de Kim et al. dist

mucho de ofrecer las mejores condiciones para la FIV porcina.

En la especie bovina, tampoco los resultados de experimentos similares a los nuestros
coinciden con los obtenidos, ya que Papanikolaou et al. (Papanikolaou et al., 2008) no
observaron ningun cambio en los resultados de FIV cuando anadieron PLG al medio, en
este caso en dosis 50 veces superiores a la empleada por nosotros. La explicacion para
tales diferencias podriamos encontrarla en la alta dosis de PLG empleada por estos
autores, que podria haber provocado en el ovocito un aumento en la secrecion de PAI
(Canipari et al., 1995) anulando la activacion de PLG afadido y la consecuente
generacion de PLA en el medio, al margen de que esta dosis se halle fuera del rango que

podriamos considerar fisiologico.

El caso contrario se refiere en los trabajos de Zhang et al. (Zhang et al., 1992). Estos
autores observaron que los ovocitos de rata liberaban al medio una sustancia de 70-72
kDa cuando eran activados por el espermatozoide o por ionéforo de calcio y que dicha
sustancia en presencia de PLG era capaz de lisar la fibrina, por lo que concluyeron que se
trataba de tPA. Ademas, si se neutralizaba la actividad de dicha sustancia con un
anticuerpo anti-tPA especifico que bloqueara su capacidad proteolitica, se observaba un
incremento en la penetracion de los ovocitos empleados en FIV con respecto a los
ovocitos no tratados con el anticuerpo. Debido a que en otro experimento, estos mismos
autores, observaron que en ovocitos de rata activados con ionéforo de calcio la resistencia
de la ZP a la digestién con quimotripsina disminuia significativamente (desde 10-12
minutos hasta 1 minuto) si se empleaba este mismo anticuerpo anti-tPA, concluyeron que
el tPA tenia un papel en el control de la polispermia, y que era liberado tras la activacién
de los ovocitos probablemente desde los GC, provocando el “endurecimiento” post-

fecundacion de la ZP.
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Por lo tanto, la conclusién de Zhang et al. (Zhang et al., 1992), en coherencia con
nuestros datos, fue que el sistema PLG-PLA interviene en la regulacién de la penetracién
disminuyendo la misma, probablemente participando en el “endurecimiento” de la ZP post-
fecundacion y posiblemente también mediante una liberacion de tPA desde los GCs que
provocaria la activacion del PLG y la protedlisis de la ZP por accién de la PLA, impidiendo

de este modo la entrada de espermatozoides adicionales al ovocito.

Si bien la primera de las suposiciones (el sistema PLG/PL participa en el
“endurecimiento” post-fecundacion de la ZP) no ha sido corrobarada fehacientemente en
trabajos posteriores como comentaremos en otro apartado de esta discusion, si lo fue la
segunda (tPA esta presente en extractos de GCs). Asi, Rekkas et al. (Rekkas et al., 2002)
demostraron la presencia de tPA en extractos de GCs de ovocitos bovinos, y que dicha
presencia aumentaba al ir aumentando el nimero de horas de maduracién de los mismos
desde 0 h hasta las 24 h usualmente empleadas en la MIV. En nuestra opinién, el hecho
de que detectaran tPA aspirando con una aguja de microinyeccion el contenido del ovocito
en la regién cortical no implica necesariamente que dicho tPA estuviera en el interior de
los GCs, como posteriormente razonaron Hoodbhoy y Talbot (Hoodbhoy y Talbot, 1994).
Sin embargo, coincidimos con estos ultimos autores en que tPA podria ser secretado por
los ovocitos no fecundados, de modo independiente a la exocitosis de los GC, tal y como
ha sido descrito para calreticulina en ovocitos de ratén (Tutuncu et al., 2004). Por lo tanto,
en este sentido, la posibilidad de que el sistema PLG-PLA participe en la regulacién de la
polispermia, activandose como consecuencia del contacto del ovocito con el

espermatozoide, sigue abierta.

Como puede deducirse de los parrafos anteriores, los resultados sobre el efecto de los
diferentes componentes del sistema PLG-PLA en la FIV no estan del todo aclarados,
aunque es evidente que su presencia afecta a este proceso. En nuestro caso, la adicién
de PLG al medio de FIV disminuyd, de un modo concentracion- y tiempo-dependiente,
como hemos visto en los experimentos 1y 2, la entrada de espermatozoides al ovocito y
la union de los mismos a la ZP, lo que coincidiria con las propuestas de Zhang et al.
(Zhang et al., 1992). Sin embargo, dadas las discrepancias en la bibliografia, nos
quedaron muchas dudas por aclarar tras la realizaciéon de estos experimentos. Asi,
quisimos comprobar que el efecto observado correspondia al que tendria lugar si
afadiéramos PLA activa directamente, sin necesidad de que el PLG se activara por la
posible presencia de tPA o uPA en los gametos. En el experimento 3, en el que afiadimos
PLA, pudimos comprobar que los resultados eran semejantes a los obtenidos tras la

adiciéon de PLG, salvando las diferencias debidas a la imposibilidad de ajustar
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exactamente las dosis de los dos compuestos comerciales, PLG y PLA, que resultaran en
el mismo nivel de actividad proteolitica (en el primer caso tras la activacion, y en el
segundo directamente). Tanto en la especie bovina como en la porcina, la penetraciéon
espermatica disminuyd significativamente cuando se adiciond PLA al medio de FIV, y
ademas en la especie porcina se observdo un marcado incremento de la monospermia y
una disminucién del numero de espermatozoides unidos a la ZP. Por tanto, concluimos
que el efecto observado en los experimentos 1 y 2 era debido a la actividad PLA generada
en nuestro sistema de FIV, y no a cualquier otra accion del PLG inactivo como un posible

impedimento estérico de la union espermatozoide-ZP.

Estos resultados nos convencieron de que, efectivamente, tanto el PLG como la PLA
no favorecen la penetracién sino que la regulan a la baja. No obstante, en el experimento
1, como ya se ha explicado, el efecto del PLG fue mas marcado cuanto mas tarde se
afadié al medio de fecundacion y esta diferencia merece ser analizada. El PLG afadido
30 minutos antes de afiadir los espermatozoides disminuyé la penetracion un 30% vy la
unién espermatozoide-ZP un 52% aproximadamente en la especie porcina, mientras que
el anadido 30 minutos después provoco una disminucion del 50% y el 87% en los mismos
parametros, respectivamente. El grupo de PLG afiadido en el momento de la inseminacién

presento valores intermedios entre ambos.

Los activadores responsables de la generacién de PLA en este experimento debian
proceder necesariamente de los gametos, como hemos comentado, ya que no se anadié
fluido oviductal. De hecho, ya Cannon y Menino (Cannon y Menino, 1998) sugirieron que
los espermatozoides podrian activar el PLG de origen oviductal presente en la superficie
celular mediante el uPA anclado a su receptor, dirigiendo en consecuencia la protedlisis
localizada, y mediada por PLA, de la ZP durante la penetracion. Por lo tanto, si aceptamos
que el efecto observado en nuestros 3 grupos experimentales es consecuencia de la
activacion del PLG a PLA por los activadores (tPA, uPA o ambos) liberados por los
gametos, el hecho de que los 3 grupos se comportaran de modo semejante indicaria que
a igual concentraciéon de PLG en el medio, e igual nimero de ovocitos y espermatozoides,
la capacidad de activacion de PLG en nuestro sistema es la misma. Es decir, el nimero
de sitios de unién para PLG en los gametos seria el mismo, y por tanto la cantidad final de
PLA producida en las proximidades de la ZP también seria equivalente. Como la
evaluacion se realiza a las 20 horas de la FIV, para ese momento, todo el PLG que
hubiera podido ser activado a PLA seria igual en los 3 grupos experimentales, aunque en
las primeras horas hubiera podido haber diferencias por haber afladido antes o después el

PLG. Sin embargo, como hemos visto, esto no fue asi y por lo tanto tuvimos que buscar
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argumentos que pudieran explicar el comportamiento dispar de los parametros analizados

entre los 3 grupos experimentales.

Como indicaron Miles y Plow (Miles y Plow, 1985), la union de PLG a la superficie de
las células, en su caso plaquetas, estimula su conversion en PLA, probablemente porque
favorece la proximidad entre el PLG y sus activadores (Huarte et al., 1993). Miles y Plow
demostraron también que la unién de PLG a las plaquetas fue aumentando con el tiempo
y que cuando se anadieron activadores (tPA y uPA), se detecté PLA preferentemente

asociada a las plaquetas, y no al sobrenadante del medio.

También Huarte et al. (Huarte et al., 1993) indicaron que la generacién de PLA y su
actividad por interaccion con los sitios de unidn da lugar a una protedlisis catalizada por
los activadores restringida a sitios concretos del ambiente pericelular mas que expresada
indiscriminadamente en el espacio extracelular (Huarte et al., 1993). De hecho, es bien
conocido en el mecanismo de fibrinolisis fisiologica que el tPA tiene una baja afinidad por

el PLG libre en el plasma, aunque presenta una alta afinidad por el PLG unido a fibrina.

Esto podria explicar las diferencias que encontramos entre nuestros grupos
experimentales. Cuando afiadimos PLG al medio de cultivo en presencia unicamente de
ovocitos (30 minutos antes de la inseminacién), el nimero de sitios de union para el
mismo fue obviamente menor que cuando se anadid en presencia de ovocitos y
espermatozoides (en el momento de la inseminacion o 30 minutos después). El PLG libre,
no unido a la matriz extracelular (ZP en nuestro caso) o a la superficie celular en un medio
acuoso, diluido por encima de su concentracion de almacenamiento, precipita
(comunicacién personal, David S. Ginsberg, Vicepresidente de Operaciones de Molecular
Innovations Inc. y observaciones propias) y en consecuencia ya no puede ser activado a
PLA ni ejercer ningun efecto. Esto podria explicar las diferencias encontradas entre el
primer grupo experimental de nuestro estudio (PLG afiadido 30 minutos antes de la FIV) y

los otros dos (PLG afiadido en el momento de la FIV o 30 minutos después).

Apoyando esta explicacion, y ayudandonos a interpretar las diferencias encontradas
entre los dos grupos que ya contaban con los ovocitos y espermatozoides en el medio de
cultivo cuando se afiadié el PLG (PLG anadido en el momento de la FIV 6 PLG afiadido
30 minutos después), encontramos el planteamiento de Jiménez Diaz et al. (Jimenez-Diaz
et al., 2002). Estos autores sugirieron que la presencia de activadores oviductales (o, en
nuestro caso, liberados por los gametos tras la inseminacion) activa los sitios especificos

de union del PLG presentes en la membrana del ovocito, permitiendo que el PLG unido a
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la ZP pueda traslocarse hacia el oolema. Recientemente, Andronicos et al. (Andronicos et
al.,, 2009) han descubierto un nuevo receptor para el PLG (PLG-RKT) en células
sanguineas que expone las lisinas C-terminales sobre la superficie celular y que
colocaliza ampliamente con el receptor del uPA. Los datos de estos autores sugieren que
el PLG-RKT también puede interactuar directamente con uPA y que promueve la
activacion del PLG de la superficie celular. Como esta demostrada la presencia de uPA en
la membrana plasmatica de los espermatozoides (Huarte et al., 1987a) y su secrecién por
parte de las células del cumulus (D'Alessandris et al., 2001), seria probable que la
activacion del PLG de la ZP por uPA y su posterior liberacion de los sitios de unién en
forma de PLA, dejando nuevos sitios libres para unir mas PLG, se viera aumentada a los
30 minutos de la interaccidon espermatozoide-ovocito, explicando las diferencias

encontradas en nuestros grupos experimentales.

Es decir, en nuestras condiciones, la adicion de PLG al medio de FIV cuando ya
hubieran empezado a liberarse sitios de unién en la ZP de los ovocitos (grupo PLG
afiadido 30 minutos después de la FIV) bien por traslocacién hacia la membrana
(Jimenez-Diaz et al., 2002) o bien por liberacion del PLG en forma de PLA por la accion
de los espermatozides sobre la ZP (Andronicos et al., 2009), seria mas efectiva que 30
minutos antes (grupo PLG anadido en el momento de la FIV), cuando el numero de sitios
de union seria menor y parte del PLG precipitaria en el medio. Los experimentos de
Jiménez Diaz et al. (Jimenez-Diaz et al., 2002) fueron realizados en el hamster, y hasta
donde hemos podido averiguar, la teoria de la traslocacion del PLG desde la ZP a la
membrana plasmatica del ovocito no se ha confirmado en otras especies, entre otras
razones porque no se han hecho estudios concretos de inmunolocalizaciéon del PLG en
ovocitos porcinos o bovinos antes y después de la fecundacion. Ademas, se desconoce si
el receptor descrito por Andronicos et al., (Andronicos et al., 2009) esta presente en los
ovocitos y tampoco existen estudios claros que demuestren la localizacién precisa de tPA
y UPA en los mismos. Por este motivo, y para conseguir el segundo de los obijetivos

planteados en nuestro estudio, se procedio a realizar el experimento 4.
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7.2. Inmunolocalizacion del plasmindégeno y sus activadores en ovocitos madurados

in vitro bovinos y porcinos antes y después de ser fecundados

7.2.1. Inmunolocalizacion de plasminégeno

Como se ha comentado en la revision bibliografica del presente estudio, el PLG se
sintetiza principalmente en el higado y esta presente en el plasma y en la mayoria de los
fluidos extracelulares. Entre estos fluidos, ha sido demostrada en diversas ocasiones la
presencia de PLG en el fluido uterino (Fazleabas et al., 1983; Finlay et al., 1983), al igual
que en el fluido folicular del ovario (Beers, 1975) o en el fluido peritoneal (Padilla et al.,
1986). Sin embargo, con la excepcion de los trabajos ya comentados de Huarte et al.
(Huarte et al., 1993) en el raton, indicando que los gametos son capaces de unir
moléculas de PLG, y los de Jiménez Diaz et al. (Jimenez-Diaz et al., 2002) en el hamster,
detectando la presencia de PLG en ZP y membrana de ovocitos por técnicas de
inmunofluorescencia indirecta, no hemos encontrado otras referencias en la bibliografia

sobre la presencia de PLG en ovocitos.

A pesar de ello, es evidente que la molécula de PLG, por sus caracteristicas y
ubicuidad, tiene muchas posibilidades de estar presente en los ovocitos. Ya hemos
indicado anteriormente que el PLG presenta en su cadena o un dominio de unién a lisinas
que media su interaccion con proteinas que presentan lisinas C-terminales y que esto
explica su baja especificidad de unién (Redlitz y Plow, 1995). Los receptores de PLG han
sido detectados practicamente en todos los tipos celulares testados y entre sus
caracteristicas destacan, ademas de su relativamente baja afinidad, su

extraordinariamente alta densidad en muchas células (Redlitz y Plow, 1995).

Por otra parte, también se ha demostrado ampliamente que el PLG se puede unir a la
matriz extracelular de manera especifica, saturable y reversible (Knudsen et al., 1986), y
que de este modo se facilita la generacién de PLA, que se desprende de los sitios de
unién y degrada dicha matriz. La ZP constituye por si misma una parte importante de la
matriz extracelular del ovocito, y el PLG esta presente en el fluido que bafia al ovocito en
el foliculo ovarico (Beers, 1975) por lo que la conclusién inmediata es que el ovocito es

capaz de unir moléculas de PLG.

En el experimento 4.1. de nuestro estudio observamos que los ovocitos de vaca
madurados in vitro presentaban marcaje positivo a la presencia de PLG tanto en una

localizacion que podriamos denominar peri-oolema como en la region mas externa de la
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ZP. Este hecho, a todas luces légico si pensamos que estos ovocitos han estado en
contacto con el fluido folicular antes de ser extraidos por nosotros, y que por lo tanto han
podido unir PLG procedente de este fluido, no por no resultar sorprendente es menos
novedoso, ya que en la vaca no se habia observado. Pero lo mas interesante, a nuestro
modo de ver, fue el resultado que obtuvimos cuando sometimos a los ovocitos de vaca al
mismo tratamiento de inmunolocalizacién de PLG tras haber sido fecundados in vitro, ya

qgue el marcaje desaparecio por completo del oolema y parcialmente de la ZP.

Este hecho nos hizo pensar que nuestra hipotesis de partida era acertada, y que tras
la activacion del ovocito por parte del espermatozoide, el PLG unido al oolema o a la ZP
es transformado en PLA, que seria la responsable ultima del efecto observado en los
resultados de fecundacion ya comentados. En nuestro estudio, al afadir PLG exdgeno,
como en condiciones fisiolégicas probablemente ocurra por el contacto del ovocito con el
fluido oviductal, lo que en ultima instancia se consiguié fue que, ademas del PLG de
origen folicular unido al ovocito, la ZP y el oolema continuaran uniendo moléculas de PLG
dentro del sistema dinamico establecido en el medio de cultivo, conforme dicho PLG iba
convirtiéendose en PLA durante la interaccion de los gametos. De ahi las diferencias
observadas en los resultados de fecundacion in vitro entre los ovocitos del grupo control,
que soélo contaban con el posible PLG unido de origen folicular, y los ovocitos de los
grupos experimentales, que fueron capaces de unir PLG adicional anadido por nosotros al

medio de cultivo.

Cuando repetimos este mismo experimento en la especie porcina, observamos algo
parecido. Los ovocitos de cerda madurados in vitro presentan PLG en la parte mas
externa de su ZP que, como en el caso de la vaca, podria tener origen en el fluido

folicular. También pudimos ver marcaje préximo al oolema.

Si pensamos en el modelo fisiolégico, al menos en algunas especies como la cerda o la
hembra de hamster, el paso del ovocito por el oviducto produce cambios en el oolema
entre los que podria encontrarse su capacidad para unir moléculas de PLG (Jimenez-Diaz
et al., 2002), o bien cambios en la ZP que permitan el paso de PLG desde ésta hacia el
oolema. En este sentido, cambios en las propiedades quimicas de la ZP de ovocitos
porcinos debidos a su paso por el oviducto ya han sido demostrados previamente por
nuestro grupo y otros, por ejemplo, el referido al aumento de la resistencia de esta
estructura a la digestion con pronasa mediado por la unién de la glicoproteina especifica
del oviducto, OVGP1 (Coy et al., 2008a; Kolbe y Holtz, 2005), a la ZP. Teniendo esto en

cuenta, seria interesante analizar si, en condiciones fisiolégicas, el paso de los ovocitos
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de vaca por el oviducto modifica de modo diferente al de la cerda su capacidad para unir o
traslocar PLG. Es sabido que la composicion de la ZP bovina y porcina no es exactamente
la misma, aunque presenten el mismo numero y tipo de glicoproteinas (Hedrick y Wardrip,
1986; Noguchi et al., 1994) y que la composicién del fluido oviductal, al menos en cuanto
a su efecto sobre la resistencia de la ZP a la degradacién proteolitica, es también
diferente (Avilés et al., 2010; Coy y Avilés, 2010; Coy et al., 2008a).

Si estas diferencias entre los ovocitos bovinos y porcinos pudieran comprobarse, y
asumiendo que el sistema PLG-PLA contribuye a disminuir la polispermia, seria
interesante averiguar si existe alguna relacion entre ambos hechos. Es posible que la
presencia de PLG en el oolema de los ovocitos bovinos madurados in vitro permita la
generacion de PLA en el sistema de FIV de un modo mas eficiente que en el caso de la
especie porcina, y que este hecho contribuya a la mejor regulacion de la polispermia

observada en la fecundacion in vitro bovina.

De hecho, tras la fecundacién, los ovocitos porcinos perdieron mayoritariamente su
marcaje positivo a la presencia de PLG unido a la membrana plasmatica. Sin embargo, en
algunos casos éste aun fue visible, a diferencia de lo observado en la vaca. La explicacién
mas plausible, en nuestra opinion, es que estos ovocitos no hubieran sido activados por
un espermatozoide y por tanto no hubieran liberado los activadores responsables de la
conversion del PLG en PLA. Dado que los porcentajes de fecundacion en la especie
porcina no alcanzaron el 100%, esta posibilidad no puede ser descartada.
Alternativamente, este resultado podria estar también relacionado con las diferencias en
los niveles de polispermia entre ambas especies, y seria debido a una reaccion

incompleta del PLG unido al oolema por una inadecuada activacién del mismo.

En cuanto a la ZP, tanto los ovocitos bovinos fecundados como los porcinos
conservaron parte de la sefial, pero siempre de menor intensidad que en el caso de los
ovocitos no fecundados y mayoritariamente relacionada con la presencia de los
espermatozoides unidos a la ZP. Dado que el numero medio de espermatozoides que se
unieron a la ZP bovina en nuestras condiciones experimentales varié entre 1 y 3, y que
dicho numero en la especie porcina llegd en ocasiones hasta 86, el marcaje del PLG en la

ZP tras la fecundacion fue mas evidente en la cerda que en la vaca.
Por lo tanto, nuestros resultados en las dos especies estudiadas fueron
mayoritariamente coincidentes con la hipétesis principal de este trabajo, y confirmaron la

posibilidad de que el PLG unido a los ovocitos y posteriormente activado a PLA como
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consecuencia de la interaccion con el espermatozoide, tuviera un efecto significativo en

los resultados de fecundacion.

7.2.2. Inmunolocalizacién de tPA

El siguiente paso consistio en averiguar si el tPA también podia ser localizado en la
membrana plasmatica y/o en la ZP de ovocitos bovinos y porcinos, para lo que realizamos
el experimento 4.2. Las referencias previas sobre la presencia de tPA en ovocitos, a
diferencia del caso del PLG, son bastante numerosas. De hecho, esta serin proteasa, al
margen de su importancia como marcador de riesgo de enfermedades cardiovasculares, y
su utilizacién terapéutica en el tratamiento del infarto de miocardio o la embolia pulmonar
aguda (Borisov et al., 2009), es objeto de numerosos estudios desde hace 30 afios por su
papel en la regulacién de la funciéon ovérica, y mas concretamente, del proceso de

ovulacion (Liu, 2004a).

Como hemos visto en los resultados del experimento 4.2., la presencia de tPA en la
region del oolema y en la ZP de los ovocitos de vaca y de cerda madurados in vitro fue
claramente evidenciada con el anticuerpo utilizado. En el oolema, resulté llamativo el
hecho de que, en uno de los ovocitos de vaca observados, no se detectara marcaje en las
proximidades del corpusculo polar, observandose aqui un dominio libre de tPA. Si bien
este tipo de dominios han sido descritos en ratén, por ejemplo, referentes a los dominios
libres de granulos corticales (Deng et al., 2003; Ducibella et al., 1988), y también, aunque
menos frecuentemente en la especie porcina (Sun et al., 2001), no hemos encontrado
datos similares en la especie bovina que nos pudieran ayudar a interpretar su significado
biolégico. Sin embargo, si aceptaramos que, como indicaron Rekkas et al. (Rekkas et al.,
2002), el tPA esta presente en el contenido de los granulos corticales de la especie
bovina, y supusiéramos que, aunque no haya sido descrito hasta ahora, existe el dominio
libre de granulos corticales en esta especie en las proximidades del huso meiético,
nuestros resultados se explicarian facilmente. Es mas, aun sin relacién alguna con los
GC, la existencia de una zona en el oolema libre de tPA también podria tener relevancia

fisiologica.

Observando con mayor detenimiento la ZP de ovocitos bovinos y porcinos pudimos
ver que presentd marcaje positivo de mayor intensidad cuanto mas hacia el exterior la
observaramos. La razon de esta intensidad creciente podemos encontrarla en el hecho de

que, al igual que el PLG, el tPA unido a la ZP de estos ovocitos podria tener un origen
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folicular. Han sido numerosos los trabajos que han demostrado que las células del
cumulus oophorus tienen capacidad para expresar el ARNm de tPA y sintetizar tPA, sobre
todo, aunque no exclusivamente, en respuesta a la FSH (Ny et al., 1985; Ny et al., 1987;
O'Connell et al.,, 1987). Bajo esta premisa, el tPA en la parte exterior de la ZP podria
proceder de las células foliculares, y por ello disminuiria en cantidad conforme nos
acercamos al espacio perivitelino, ya que cuanto mas nos alejaramos de las uniones entre
las células del cumulus y el borde exterior de la ZP menos intensa seria la sefal de tPA

que detectariamos.

En cuanto al tPA descrito en el oolema, y sin descartar que pudiera proceder de las
células foliculares, tenemos que indicar que existen referencias afirmando que los
ovocitos de rata, ratona, mona Rhesus y mujer tienen la capacidad de sintetizar tPA
(Huarte et al., 1985; Liu, 2004b; Liu et al., 1986), aunque en la mayoria de ellas no se
aclara si estan presentes o no las células del cumulus en los experimentos realizados y se
habla de ovocitos aislados o complejos cumulus-ovocito indistintamente. Quiza una
excepcion es el trabajo de Bicsak et al. (Bicsak et al., 1989b), en el que empleando la rata
como modelo animal, demostraron, en ovocitos libres de células del cumulus, que su
contenido en tPA aumentaba conforme avanzaba la maduracién meiética y que contenian
tPA ARNm.

Profundizando algo mas en esta idea, revisamos algunos trabajos relacionados, como
el de Huarte et al. (Huarte et al., 1987b). Estos autores localizaron altos niveles de ARNm
para tPA mediante Northern blot en ovocitos primarios de raton y bajos niveles en ovocitos
secundarios, desapareciendo totalmente la sefal en ovocitos fecundados.
Consecuentemente, sugirieron que el ARNm para tPA se degrada poco después de la
maduracion meidtica y que el gen para tPA no se transcribe en los embriones tempranos
en niveles detectables. En este sentido, Alizadeh et al. (Alizadeh et al., 2005) confirmaron
que el ARNm del tPA es uno de los transcritos de origen maternal en el raton que
experimentan una rapida degradacion después de la fecundacion porque, seglin estos

autores, no es necesario para el desarrollo embrionario temprano.

En otro estudio, Carroll et al. (Carroll et al., 1993) fueron capaces de detectar actividad
tPA en embriones en estadio de 4 células y mérula cuando éstos se recogieron
directamente del aparato reproductor de las ratonas mientras que dicha sefal era
inexistente cuando los embriones (en los mismos estadios) procedian de cultivos in vitro.
Estos resultados demostraron que el tPA en los embriones era adquirido durante el

transito por el oviducto, ya que en otros experimentos observaron que las células
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oviductales expresaban tPA y uPA y que el fluido oviductal contiene tPA (Carroll et al.,
1993). Finalmente, para aclarar si el tPA presente en ovocitos y embriones era de origen
extracelular o intracelular, realizaron otro experimento en el que trataron a los ovocitos y
embriones con pronasa, que como es sabido tiene la capacidad de degradar las proteinas
extracelulares, incluyendo la ZP. Confirmando los datos de Huarte et al. (Huarte et al.,
1987b) y los suyos propios, comprobaron que en los ovocitos secundarios la actividad tPA
no se vio afectada por el tratamiento con pronasa, mientras que en cigotos y embriones,
dicha actividad desaparecido o, lo que es lo mismo, el tPA detectado era de origen
extracelular en los embriones y de origen intracelular en los ovocitos primarios y

secundarios.

Tal y como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos, todos los ovocitos
empleados en nuestro estudio libres de ZP fueron pre-tratados con pronasa antes de
incubarlos con los correspondientes anticuerpos, pero también se hicieron controles
eliminando la ZP con acido Tyrodes y empleando ovocitos no permeabilizados,
obteniéndose la misma sefal. Por lo tanto, hemos de concluir, en principio, que el marcaje
positivo detectado con respecto a tPA (y como veremos posteriormente, también respecto
a uPA) en el oolema de los ovocitos estaria indicando la presencia extracelular,
posiblemente unido a algun receptor en la membrana, de este activador. En nuestra
opinion, el marcaje se deberia a la secrecion continua y discreta de tPA en los ovocitos
maduros para activar el PLG y contribuir a la fluidez del liquido extracelular (LEC) en
cualquier circunstancia (Vassalli et al., 1991), aspecto éste que discutiremos con mayor

detalle posteriormente.

Aun asi, serian necesarios estudios adicionales para confirmar si el tPA presente en
los ovocitos bovinos y porcinos detectados en nuestro estudio procede del sintetizado por
las células del cumulus o si los propios ovocitos pueden producirlo. Un estudio de Park et
al. (Park et al.,, 1999) con ovocitos bovinos en presencia y ausencia de células del
cumulus indico que hasta las 24 horas de cultivo in vitro no se detect6 actividad tPA en los
COCs, es decir, coincidiendo con la maduracion meidtica y la apariciéon del ovocito
secundario, lo que no coincide con los datos de Huarte (Huarte et al., 1987b) en ratén.
Ademas, estos autores indicaron que, inmediatamente tras la aspiracion de los COCs de
los foliculos ovaricos, la actividad de los PAs fue nula, y tras 24 horas del cultivo se
detectd actividad tPA en las células del cumulus pero no en los ovocitos aislados. No
hemos encontrado datos consistentes en la bibliografia sobre la capacidad de sintesis de
tPA en ovocitos denudados porcinos, aunque si se ha demostrado actividad tPA en

complejos cumulus-ovocito de esta especie (Kim y Menino, 1995).
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Al margen del origen del tPA, los estudios descritos anteriormente nos ofrecieron una
interesante pista para explicar el posible mecanismo por el que la PLA ejercia el efecto
que habiamos observado en nuestros experimentos de fecundacioén in vitro, reduciendo el

numero de espermatozoides unidos a la ZP y la penetracion.

En nuestros experimentos in vitro, y en ausencia de factores oviductales que pudieran
afectar los resultados, el desencadenante de la salida del tPA desde el ovocito secundario
podria ser el propio espermatozoide que, al activar al ovocito, provocaria la salida de tPA
al espacio extracelular o a la cara externa del oolema en cantidades mayores a las
necesarias para mantener el equilibrio proteolitico necesario para el control de la densidad
del LEC. Esta salida, independientemente de que el tPA estuviera en el interior de los
granulos corticales o no, seria la que contribuiria a la activacion del PLG unido a la
membrana y a la ZP para generar PLA, responsable en ultima instancia de la disminucion

de la union y penetracién al ovocito.

D’Alessandris et al. (D'Alessandris et al., 2001), sin embargo, tienen otra explicacién
para la ausencia de tPA en los ovocitos fecundados. Segun estos autores, tras la
expansion completa del cumulus, el ovocito de ratona promueve la degradacion de la
matriz extracelular rica en acido hialurénico que se encuentra entre estas células
secretando tPA. Este tPA seria también el factor no identificado que Nagyova et al.
(Nagyova et al., 2000) encontraron en ovocitos porcinos, el cual no permitié la
organizacioén del hialuronano en la matriz del cumulus murino. Lo que no explican estos
autores es cual seria la sefial desencadenante para la salida del tPA desde el ovocito, que
en nuestro caso, y para el modelo que proponemos, sugerimos es el espermatozoide.
Ademas, hemos de recordar que, aunque en la especie bovina las células del cumulus
estuvieron presentes durante los experimentos de fecundacién in vitro, en la especie
porcina los ovocitos estaban practicamente denudados, por lo que, en este caso, el origen
de la salida de tPA y activacion del PLG habria que buscarlo en los ovocitos y no en las

células del cumulus porcinas.

De hecho, observando nuestros resultados, esta idea adquiere todo su sentido. Los
ovocitos bovinos, tras la fecundacién, fueron claramente negativos al marcaje con el
anticuerpo anti-tPA en el oolema, lo que coincide con lo descrito por Huarte et al. (Huarte
et al., 1987b) y Carroll et al. (Carroll et al., 1993). En los ovocitos porcinos, el marcaje sin
embargo no desaparecié por completo en todos los casos. Algunos de los ovocitos que
empleamos, aun después de la fecundacion, presentaron sefial positiva a la presencia de

tPA en su oolema. Este hecho, que indica una salida incompleta de tPA al exterior,
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coincide con nuestra hipotesis que relaciona el contacto del espermatozoide con el
oolema y la activacion del ovocito con la salida de PAs. Asi, pudimos comprobar que en
los ovocitos donde se observaba sefal de tPA en forma de una linea continua alrededor
del oolema tras la fecundacion, también se observaba sefial de PNA, indicando una salida
incompleta de los GCs. Por el contrario, en ovocitos en los que se observo ausencia de
sefal para PNA (indicativa de la salida completa de los GCs), la sefal para tPA se

observd como una linea discontinua y difusa alrededor de la region del oolema.

En cuanto a la ZP, tanto en ovocitos bovinos como porcinos mantuvo restos de sefial
para tPA, aunque esta sefial siempre aparecié asociada a los lugares donde se
encontraban espermatozoides unidos y por lo tanto fue menos intensa en la vaca que en

la cerda.

De nuevo, como hemos sugerido para el PLG, una de las posibles razones de esta
diferencia entre los ovocitos bovinos y los porcinos podriamos encontrarla en los
diferentes niveles de polispermia que se obtienen tras la FIV en cada una de estas
especies. Si realmente el sistema PLG-PLA esta implicado en la regulacion de la entrada
del espermatozoide al ovocito, y si el mecanismo implica la salida de activadores (tPA en
este caso) desde el ovocito tras la activacion espermatica, entonces la permanencia del
activador en el oolema seria indicativa de una inadecuada o incompleta reaccion del
ovocito porcino, al contrario que el bovino, al contacto con el espermatozoide. La alta
presencia de tPA en las regiones de la ZP donde se encontraban espermatozoides unidos
también apoyaria nuestra hipotesis, relacionando la actividad focalizada de tPA con la

capacidad de los espermatozoides para atravesar la ZP.

Otro elemento que no podemos olvidar en nuestro analisis es el espermatozoide. Ya
hemos indicado que la presencia de tPA y uPA en los espermatozoides habia sido
previamente demostrada (Huarte et al., 1987a; Liu et al., 1996; Smokovitis et al., 1992).
Sin embargo, y puesto que no hemos realizado experimentos propios para localizar los
diferentes componentes del sistema PLG-PLA en el gameto masculino en el presente
trabajo, su papel en el complejo mecanismo que estamos intentando describir lo

analizaremos mas adelante.
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7.2.3. Inmunolocalizacién de uPA

De un modo similar, los resultados relativos a la localizacion de uPA en los ovocitos
bovinos y porcinos del experimento 4.3. contribuyeron a la construccién de nuestros
argumentos a favor de la hipétesis de este estudio. Tanto en la especie bovina como en la
porcina, UPA estuvo claramente presente en la regién del oolema de los ovocitos
madurados in vitro, al igual que en la ZP. De nuevo podemos remontarnos al origen
folicular de nuestros ovocitos para explicar la presencia de uPA en los mismos. Ya hemos
comentado que las células del cumulus incrementan dramaticamente la sintesis de uPA
tras la expansion y que se ha relacionado dicha sintesis con la degradacion de la matriz
extracelular y la dispersion de estas células (D'Alessandris et al., 2001). Aunque no
hemos encontrado datos sobre la sintesis de uPA en ovocitos de otras especies, Park et
al. (Park et al., 1999) detectaron actividad uPA en ovocitos bovinos madurados in vitro vy,
aunque no pudieron explicar el origen de dicha actividad, sugirieron varias alternativas: i)
que los ovocitos la adquirieran mediante el transporte de uPA desde las células del
cumulus via gap junctions; ii) que algunas sefales procedentes de estas células
estimularan la produccién de uPA por parte del ovocito, o iii) que el ovocito sintetizara una
forma inactiva de uPA que requiriera de las células del cumulus para convertirla en una
forma activa. Sea cual sea el mecanismo, los datos de estos autores coinciden con los
nuestros. A diferencia del tPA, no hemos encontrado datos sobre la presencia de uPA en

ovocitos porcinos.

Dado que en nuestros experimentos los ovocitos bovinos y porcinos sin ZP fueron
tratados con pronasa pero el resultado fue igual al observado en los controles con acido
Tyrodes, deberiamos concluir, al igual que en el caso del tPA, que el marcaje positivo de
uPA en el oolema de estos ovocitos se debe a la localizacion extracelular de este
activador. Para corroborarlo, serian necesarios estudios adicionales con técnicas de

microscopia electronica que actualmente estamos realizando.

Tras la fecundacion, pudimos observar que uPA desaparecia de la region de la
membrana plasmatica de los ovocitos bovinos y parcialmente de la de ovocitos porcinos,
mientras que continuaba siendo evidente en la ZP de ambas especies. El marcaje se
circunscribié mas especificamente a los lugares donde se observaban espermatozoides
unidos a la ZP. La especificidad de especie para los diferentes componentes del sistema
PLG-PLA en algunas de sus multiples acciones es algo que ya hemos observado en el
caso del PLG en el presente estudio y que otros autores han descrito, especialmente en

relacion con el diferente patron de expresién de los PAs en las células de la granulosa y
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de la teca en ratona y mujer, por citar un ejemplo (Canipari et al., 1987; Epifano et al.,
1994). Al igual que en el caso del tPA, podriamos asociar esta falta de pérdida completa
de sefial de uPA del ovocito porcino con una inadecuada activacion del mismo y por lo
tanto con una mayor incidencia de polispermia en esta especie. En cuanto al marcaje en
ZP tras la fecundacion, consideramos que pudo tener, mayoritariamente, un origen
espermatico, por lo que, como ya hemos comentado, lo discutiremos posteriormente. Sin
embargo, no podemos descartar la posibilidad de que las especies bovina y porcina
regulen de manera diferente la actividad del sistema PLG-PLA en el entorno de la

fecundacion.

En este punto, nos gustaria analizar separadamente lo que ocurre en las dos micro-
regiones que estamos observando a lo largo de este apartado, es decir, el oolema y la ZP.
Como es sabido, entre ambas se encuentra el espacio perivitelino (EPV), y como los PAs
pueden proceder del ovocito, punto de vista que estamos analizando hasta ahora, pero
también del espermatozoide o del fluido oviductal, creemos conveniente centrarnos en

cada una de ellas separadamente para entender mejor los resultados obtenidos.

En el oolema, el uPA de supuesto origen ovocitario, siguiendo nuestra hipotesis de
trabajo, seria “secretado” en respuesta al contacto del espermatozoide. Hemos visto en la
revision bibliografica que el receptor de uPA es una glicoproteina anclada a membrana
por un enlace glicosilfosfatidilinositol con un dominio de unién a uPA y dos dominios de
unién a vitronectina (Ploug et al., 1991). Ademas, se ha demostrado que el receptor de
uPA se puede unir a integrinas en sitios diferentes de los sitios de union a vitronectina
(Irigoyen et al., 1999). Por otra parte, en el ovocito, se ha sugerido que las integrinas,
ancladas en el oolema, actuan como receptores de las proteinas espermaticas ADAM
(Kaji y Kudo, 2004). Pero en el caso que nos ocupa, dichas integrinas podrian servir
también para la union del receptor de uPA, por lo que, existiendo el receptor en el oolema,
se justificaria plenamente la union del activador al mismo. Asi, seria factible que la unién
espermatozoide-oolema (o espermatozoide-integrina, en un lugar de union diferente al de
uPAR) desencadenara la liberacion del uPA intraovocitario (posiblemente mediante un
cambio conformacional en la integrina, (Binder et al., 2007) y que este uPA se uniera a su
receptor (unido a su vez a integrinas presentes en el oolema). Este modelo esta

representado en la Figura 7.1.
Como ya hemos comentado, el uPA se secreta como una proteina inactiva de cadena

sencilla, pero se convierte en la forma activa de doble cadena debido al procesamiento

proteolitico por parte de la PLA. Como en el oolema hemos demostrado previamente que
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existe PLG unido, y el uPA de cadena simple puede actuar sobre dicho PLG para generar
PLA, se formaria uPA de cadena doble en esta micro-regién. Finalmente, el uPA de doble
cadena dirigiria la rapida activacion del PLG unido al oolema, transformandolo en PLA,
que ejerceria el efecto que hemos comentado ampliamente en los experimentos 1 a 3

hasta que el PLG se agotara.

Otra opcion posible seria que el receptor para uPA procediera del espermatozoide.
Este modelo se representa en la figura 7.2. Aunque el espermatozoide que llega al
oolema ya ha sufrido, teéricamente, la reaccion acrosémica y por lo tanto habria perdido
el uPA unido a la membrana plasmatica descrito por Huarte et al. (Huarte et al., 1987a),
se ha descrito un receptor de uPA llamado SAMP14 que permanece en la membrana
acrosomal interna de los espermatozoides reaccionados (Shetty et al., 2003). Dado que
también se ha demostrado que uPA induce una respuesta quimiotactica en los
espermatozoides (Ding y Xiong, 2005) seria posible que la presencia de uPA en el oolema
atrajera a los espermatozoides tras atravesar la ZP y que la union de SAMP14
espermatico a uPA ovocitario (0 a integrinas, provocando secrecion de uPA)
desencadenara la activacion del PLG y la accidn de la PLA o mediara algun otro proceso
de senalizacion intracelular, como ocurre con uPA en el caso de la implantacién

embrionaria (Binder et al., 2007).

Las dos hipétesis planteadas vendrian avaladas por trabajos realizados en otros tipos
celulares, en los que se comprobé que uPAR es una molécula altamente multifuncional,
que participa en la adhesion celular interactuando y modulando la afinidad de las
integrinas con sus correspondientes ligandos, y que dicha interaccion influye en la

motilidad celular (Plesner et al., 1997).
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Figura 7.1. Posible modelo de accién de uPA en el ovocito. A) En el ovocito maduro,
UPAR esta unido a las integrinas ancladas en el oolema el cual, a su vez, presenta sitios
de unién a los que se fija el PLG. B) Cuando el espermatozoide contacta con el oolema,
posiblemente mediante su unién a integrinas, se produce la secrecion de uPA, que se une
a su receptor. C) El complejo uPAR-uPA en el oolema activa al PLG generando PLA, que
difunde y ejerce su efecto en el EPV o en la ZP.

A)

B)

Integrina@

C)

Integrina@
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Figura 7.2. Posible modelo de accion de uPA en el ovocito. A) Cuando el espermatozoide
contacta con la ZP (1), se inicia la reaccién acrosémica (2) y el receptor de uPA
denominado SAMP 14, situado en la membrana acrosomal interna del espermatozoide
queda expuesto, uniéndose a uPA del oolema (3). B) El complejo uPA-SAMP 14 se une al
PLG del oolema (4). C) El PLG se activa generando PLA (5), que difunde y ejerce su
efecto en el EPV o en la ZP.

A)

N SAMP14

B)

C)
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En cuanto a la ZP, el mecanismo podria ser algo diferente. En esta micro-region no se
encontrarian las integrinas o el receptor de uPA, por lo que la actividad biolégica de uPA
sobre el PLG seria menor. En contraposicion, el origen del uPA no seria, probablemente,
intraovocitario, sino que provendria de los espermatozoides unidos a la ZP, y esto, en
funcién del niumero de espermatozoides de que se trate, podria significar una mayor o
menor cantidad de uPA disponible. En células tumorales se ha demostrado que aquellas
que tienen uPA unido poseen una capacidad invasiva mucho mayor que las que no lo
tienen (Ossowski, 1988; Ossowski et al., 1991). En este sentido, seria interesante
comprobar si el numero de sitios de unién para uPA de los espermatozoides tiene alguna
relacion con su capacidad para atravesar la ZP. Ya indico Liu (Liu, 2007) que uPA, pero
no tPA, estimula la motilidad, induce la reaccion acrosémica y estimula la capacidad de
los espermatozoides de fecundar los ovocitos maduros, lo cual podria estar relacionado

con su capacidad para atravesar la ZP.

Resumiendo, si los experimentos 1 a 3 nos habian llevado a la deduccion de que el
sistema PLG-PLA tenia un papel en el proceso de fecundacion, reduciendo el nimero de
espermatozoides que se unian a la ZP y que penetraban el ovocito, el experimento 4 nos
confirmé que todos los actores necesarios para la conversién del PLG en PLA en nuestro
sistema de FIV estaban presentes en los ovocitos bovinos y porcinos madurados in vitro, y
que después de la fecundacion se producian cambios evidentes en la localizacién de
dichos actores (PLG, tPA y uPA), que desaparecian del ovocito en su mayoria. No
obstante, la visibn que hemos ido presentando hasta ahora, intentando facilitar la
comprension de los resultados, ha sido claramente parcial. No hemos comentado mas
que ligeramente el papel de los espermatozoides en nuestro sistema, y tampoco hemos
tenido en cuenta la presencia de los inhibidores de los PAs, especialmente del PAI-1,
cuya secrecion por parte de los ovocitos estda demostrada (Canipari et al., 1995). Es
evidente que no podemos abarcarlo todo en un unico estudio, y por lo tanto, intentaremos
cenirnos a los resultados obtenidos y a las evidencias que éstos nos aportan, aunque
irremediablemente, en el siguiente apartado, intentaremos ir ampliando la visién ofrecida
al discutir los experimentos 5 a 9, conducentes todos ellos a cumplir nuestro tercer
objetivo: identificar, al menos parcialmente, el mecanismo mediante el cual el sistema

PLG-PLA afecta a los resultados de fecundacion.
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7.3. Mecanismo de accién del sistema plasmindgeno/plasmina en la fecundacion

Una de las primeras opciones que barajamos para explicar el mecanismo mediante el
cual la PLA disminuia la penetracién fue que este enzima estuviera implicado en la
fragmentacion de la ZP2, es decir, que fuera la “ZP2 proteinasa” descrita por Moller y
Wassarman en ratén (Moller y Wassarman, 1989) que produce el endurecimiento post-
fecundacion de la ZP y es un elemento esencial en la reaccion de zona y el control de la
polispermia. Como es sabido, estos autores demostraron que la activacion del ovocito
producia la aparicién de un fragmento de ZP2 al que denominaron ZP2f, de un peso
molecular aparente entre 21 y 34 kDa. Mayores cantidades de ZP2f se correlacionaron
con aumentos en los tiempos de digestion de la ZP y por este motivo sugirieron que el
incremento de la resistencia de la ZP a la protedlisis podria estar causado por la
fragmentacion de ZP2 y la consecuente aparicion de ZP2f. Ya hemos comentado al inicio
de esta discusion que Zhang et al. (Zhang et al., 1992) propusieron al sistema PLG-PLA
como candidato a ser esta “ZP2 proteinasa” al observar un incremento en la resistencia de
la ZP cuando bloquearon la actividad tPA con un anticuerpo especifico. Sin embargo, este
hecho no ha podido ser confirmado ya que ni la aparicién de ZP2f ni el incremento de la
resistencia de la ZP a la protedlisis han podido relacionarse con la actividad PLA en
trabajos posteriores. De hecho, recientemente, incluso la relacion entre la aparicion de
ZP2f y el endurecimiento de la ZP en ratén ha sido desmentida en un brillante articulo

empleando ratones mutantes con ZP2 incapaz de fragmentarse (Gahlay et al., 2010) .

En nuestro caso, en los experimentos 5 y 6, no pudimos observar ningun incremento
en la resistencia de la ZP a la digestion proteolitica al tratar los ovocitos con PLG 6 PLA,
ni en la especie bovina ni en la porcina. Los tiempos de digestion no variaron. Este
resultado, no obstante, no nos causd ninguna sorpresa ya que en las dos especies
mencionadas, nosotros ya habiamos demostrado previamente que no se produce un
endurecimiento de la ZP como consecuencia de la activaciéon del ovocito por el
espermatozoide (Coy et al., 2008a), sino que este endurecimiento es previo y motivado
por el contacto del ovocito con el fluido oviductal. Sin embargo, y puesto que en el raton si
parece existir un endurecimiento post-fecundacion de la ZP, aun quedaria por corroborar
si el sistema PLG-PLA esta implicado en este proceso en esta especie. Nosotros lo
consideramos poco probable ya que otros autores han observado que la adicion de PLA o
de PLG activado mediante estreptoquinasa al medio de cultivo no sdélo no “endurece” la
ZP, en el sentido de que no la hace mas resistente a la degradacion proteolitica, sino que

produce el efecto contrario, es decir la “reblandece”, disminuyendo el tiempo que tarda en
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digerirse. Este ha sido el caso en el hamster (Jimenez-Diaz et al., 2002), en el cerdo (Sa

et al., 2006) o en la vaca (Cannon y Menino, 1998).

En cuanto a la participacion del sistema PLG-PLA en la aparicidon de la ZP2f, Cannon
y Menino (Cannon y Menino, 1998) observaron que de los 4 polipéptidos de 76, 65 23 y
22 kDa, respectivamente, obtenidos mediante SDS-PAGE en un grupo control de ZPs
bovinas, 3 fueron degradados por la adicion de PLA al medio de incubacién, y ademas
aparecio una nueva banda de 45 kDa como resultado de la degradacién del polipéptido de

76k Da, pero no relacionaron especificamente a la PLA con la fragmentacion de ZP2.

Por lo tanto, tras realizar este experimento, concluimos que el sistema PLG-PLA no
ejercia su efecto en la regulacion de la penetracion espermatica provocando un
“endurecimiento” de la ZP y decidimos investigar otros factores para explicar el
mecanismo mediante el que se producian los efectos observados. Entre estos factores,
pensamos que uno de los mas importantes eran los espermatozoides. Hasta el momento,
nos habiamos limitado a afadir PLG o PLA al medio de fecundaciéon y a analizar los
resultados a las 18-20 horas del contacto espermatozoide-ovocito, observando unos
cigotos o0 unos ovocitos polispérmicos morfolégicamente normales, capaces de formar
pronucleos, etc. Sin embargo, nada podia asegurarnos que la disminucién observada en
la penetracion y en la union espermatozoide-ZP no pudiera deberse a un efecto nocivo del
PLG o la PLA anadidos al medio sobre los espermatozoides, disminuyendo su viabilidad o
su funcionalidad. Por este motivo, disefiamos el experimento 7, y en él pudimos
comprobar que ni la PLA ni el PLG, a los 30 minutos de estar en contacto con los
espermatozoides, tenian ningun efecto perjudicial en su funcionalidad. Sabiamos que en
nuestro sistema de FIV la adhesion del espermatozoide a la ZP, al menos en la especie
porcina, se produce muy rapidamente, en unos pocos minutos, y por lo tanto
consideramos que 30 minutos eran suficientes para detectar cualquier problema que
hubiera podido afectar a los espermatozoides como consecuencia del tratamiento. Pero
tanto en la especie bovina como en la porcina, la adicion de PLG no perjudico en absoluto
a la capacitacion de los espermatozoides ni a su viabilidad, como observamos en el
experimento 7.1. Al contrario, la adicién de PLA incrementd en la especie bovina (aunque
no en la porcina) el porcentaje de espermatozoides capacitados y vivos. Esto, en
cualquier caso, podria haber aumentado el rendimiento de la fecundacién, pero no
disminuirlo, por lo que concluimos que los resultados obtenidos en los experimentos 1 a 3

no se explicaban por una alteracién en la funcionalidad espermatica.
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Los datos del experimento 7.2 nos confirmaron esta idea, ya que de nuevo
comprobamos que ni la adicion de PLG ni la de PLA al medio de FIV provocaron una
desestabilizacion del acrosoma mayor que la del grupo control. No sélo eso, sino que
ademas, en la especie bovina tanto el porcentaje de espermatozoides con acrosoma
intacto como el porcentaje total de espermatozoides vivos fueron superiores a los del
grupo control cuando se adicion6é PLA. Estos resultados podrian parecer contradictorios a
los obtenidos por Taitzoglou et al. (Taitzoglou et al., 2003) en la especie bovina o Sa et al.
(Sa et al., 2006) y Kim et al. (Kim et al., 2009) en la especie porcina, ya que estos autores
describen un aumento en el porcentaje de espermatozoides vivos y con el acrosoma
reaccionado tras el tratamiento con PLA. Sin embargo, en los articulos mencionados los
tiempos a los que se evalud el estatus acrosomal tras la incubacién con PLA variaron
desde 2 hasta 6 horas, y en nuestro caso, como hemos indicado, el tiempo de

permanencia de los espermatozoides con la solucién de PLA fue sélo de 30 minutos.

En nuestra opinién, y sabiendo que en 5-10 minutos ya existe un elevado porcentaje
de espermatozoides unidos a la ZP en nuestro sistema de FIV porcina, tiene mas sentido
evaluar el estatus acrosomal en periodos de tiempo mas cortos como el de 30 minutos,
puesto que la simple permanencia de los espermatozoides en un medio capacitante como
los que empleamos para la FIV ya induce reacciones acrosémicas espontaneas y muerte
de los gametos masculinos que podrian enmascarar los porcentajes de reacciones
acrosomicas verdaderas en los espermatozoides unidos o uniéndose a la ZP. Estas

Ultimas reacciones acrosdmicas son las que tienen interés real en nuestro estudio.

Por otra parte, el hecho de que la permanencia de los espermatozoides en un medio
con PLA durante periodos largos de tiempo induzca reaccién acrosémica, en ausencia de
ovocitos, puede deberse sin duda a la accién proteolitica de la PLA pero no tiene el
sentido biolégico que nosotros estamos intentando encontrar cuando incluimos ambos
gametos en el mismo medio de cultivo, en presencia de PLA, permitiendo la interaccion

entre ellos (en este caso, interaccion consistente en la union espermatozoide-ZP).

Estos resultados nos llevaron a suponer que en el oviducto, donde los
espermatozoides estarian expuestos a concentraciones teéricamente similares de PLG a
las empleadas por nosotros, y donde seria posible la generacién de PLA por parte de los
activadores, no ocurriria tampoco ninguna alteracion perjudicial para la funcionalidad
espermatica por efecto de este sistema, sino que su accidén tendria otros efectos
colaterales, relacionados con la adhesion al epitelio oviductal, la capacitacion, o la

facilitacion del desplazamiento a través del altamente viscoso fluido oviductal.
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En este sentido, Georgiou et al., (Georgiou et al., 2007) observaron que el fibrinégeno
en el fluido oviductal se sobreexpresa como consecuencia de la llegada de los
espermatozoides. Esto seria compatible con la idea de que los PAs de origen oviductal se
unieran a PLG unido a su vez a fibrina (tPA), libre en el fluido (uPA) o unido a las células
epiteliales (tPA, uPA) y estimularan la generacion local de PLA, la cual, en contacto con
los espermatozoides unidos a su vez al epitelio oviductal podria provocar una protedlisis
limitada sobre la superficie espermatica, compatible con las modificaciones de la
membrana que ocurren durante la capacitacion, tal y como sugirié Liu en 2007 (Liu, 2007).
También es posible que la actividad de los PAs en el fluido oviductal pudiera jugar un
papel en el mantenimiento de la fluidez del medio (Vassalli et al., 1991), facilitando el

desplazamiento de los espermatozoides y el encuentro de los gametos.

Otro aspecto que debemos tener en cuenta al intentar entender cémo podria afectar el
sistema PLG-PLA en el oviducto a los espermatozoides es la capacidad de las células
epiteliales del oviducto para secretar inhibidores de los activadores, concretamente PAI-1
(Gabler et al., 2001; Kouba et al., 2000a; Kouba et al., 2000b; Tsantarliotou et al., 2005),
como ya hemos comentado. Kouba et al. (Kouba et al., 2000a) demostraron que las
células epiteliales del istmo oviductal contienen granulos secretores de PAI-1 y que la
concentracion de dicho inhibidor en la ampolla es muy baja. Ademas, se sabe que la
sintesis de PAI-1 es regulada al alza por la progesterona, mientras que los estrégenos
antagonizan dicho efecto (Schatz y Lockwood, 1993). De esto se deduce que durante la
fase de predominio estrogénico, cuando los espermatozoides llegan al istmo, predomina
la actividad de los PAs frente a PAI-1, pero que tras la ovulacién, cuando los
espermatozoides deben abandonar el reservorio y llegar a la ampolla, la expresiéon de
PAI-1 comienza a aumentar. Es decir, la actividad proteolitica del sistema PLG-PLA se ve
reducida cuando el numero de espermatozoides capacitados, libres en el fluido oviductal

nadando hacia la ampolla, aumenta.

El aumento de PAI-1 también se ha relacionado con la prevencion de la implantacion y
adhesion prematura del cigoto-embrién al oviducto y con la proteccion de la ZP frente a la
digestién proteolitica (Kouba et al., 2000b), pero en nuestras condiciones experimentales

no es relevante.

Todas las posibles funciones del sistema PLG-PLA en el oviducto que acabamos de
comentar no contribuyen a aclarar el mecanismo que estamos intentando describir,
mediante el cual este sistema disminuye la fecundacién y la unién espermatozoide-ZP.

Por este motivo, disefiamos el experimento 8, en el que pretendimos averiguar si
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realmente la PLA evita que los espermatozoides se unan a la ZP, modificandola de alguna
manera antes de la interaccion (por ejemplo eliminando sitios de unién) o si lo que hace
es que, una vez que se han unido, la PLA los “desune” cortando los enlaces mediante los

cuales se ha producido la unién.

Esta ultima posibilidad se nos ocurrié intentando comprender la razén por la que
aparecian diferencias significativas en el parametro “niumero medio de espermatozoides
por ZP” entre grupos experimentales a los que se habia afadido la misma cantidad de
PLG con diferencias temporales entre si de 30 minutos (experimento 1). Por nuestra
experiencia previa sabiamos que tras 5-10 minutos de contacto, el numero de
espermatozoides unido a la ZP, al menos en la especie porcina, es ya muy elevado, y en
esa situacion, si la PLA evitaba las uniones, lo légico habria sido esperar un menor
numero de espermatozoides adheridos en el grupo en el que ya estaba presente el PLG
30 minutos antes de anadir los espermatozoides, y no en el grupo en el que el PLG se

afiadié 30 minutos después que los espermatozoides.

Partiendo de la base de que la velocidad de la reaccion de activacion de PLG a PLA en
ambos casos deberia ser la misma, la segunda de las opciones (una vez que se han
unido los espermatozoides a la ZP, la PLA los “desune” cortando de algun modo los
enlaces mediante los cuales se ha producido la unién) parecia mas probable y, de hecho,
se ajustaba mejor a los razonamientos que hemos expuesto en la discusion de los

experimentos 1 a 3.

Los resultados fueron concluyentes. Utilizando ZPs bovinas y porcinas para evitar la
presencia de activadores o inhibidores procedentes del ovocito y eliminar por tanto
factores que pudieran interferir con los resultados, los datos del experimento 8
demostraron que, efectivamente, tanto en la especie bovina como en la porcina, las ZPs
que a los 15 minutos ya tenian adheridos un numero elevado de espermatozoides
(proporcional a lo caracteristico para cada especie en nuestras condiciones
experimentales) los perdian parcialmente como consecuencia de la adicion de PLA. De
hecho, mientras que en las ZPs del grupo control este numero no variaba a las 3 horas de
la inseminacion en ninguna de las dos especies, y solo disminuia levemente a las 24
horas en la especie bovina, si se observaba una drastica disminucién tanto a las 3 como a

las 24 horas en presencia de PLA.

Estos resultados si que explicaban, al menos parcialmente, el mecanismo de accion

del sistema PLG-PLA en la fecundaciéon y ofrecian un componente novedoso no
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propuesto hasta ahora en la literatura: la accion de la PLA generada por la activacién del
PLG mediante activadores procedentes de los gametos provocaba una liberacion de los
espermatozoides unidos a la ZP, contribuyendo de este modo al control de la polispermia.
Para corroborar esta propuesta mas directamente, disefiamos el ultimo experimento del
presente trabajo, el experimento 9, en el que pretendimos observar en tiempo real este
efecto de la PLA sobre los espermatozoides unidos a la ZP. Los videos obtenidos
demostraron que, efectivamente, la PLA liberaba los espermatozoides unidos a la ZP, ya
que gametos que estaban firmemente unidos a la zona se desprendian facilmente de la
misma tras un leve toque de la pipeta de microinyeccidn si se afiadia PLA en las
proximidades. Este mecanismo de accion de la PLA era consistente con todos los datos
obtenidos en los experimentos anteriores, y nos permitié proponer un modelo biolégico en

dos etapas que describimos a continuacion.

7.4. Propuesta de modelos biolégicos compatibles con los resultados obtenidos

En una fase preliminar, anterior a la que hemos analizado en nuestro estudio, la
presencia de los diferentes componentes del sistema PLG-PLA en el oviducto podria tener
diferentes roles que contribuirian colateralmente al éxito de la fecundaciéon, como ya
hemos explicado, pero que no han sido el objetivo de nuestra investigacion. Entre ellos, se
incluiria su posible participacién en la capacitacion, en la disminucién de la viscosidad del

fluido oviductal, o en la interaccion espematozoide-célula epitelial.

En lo que ya denominariamos etapa 1 de nuestro estudio, analizariamos la situacién
desde la parte mas externa de la ZP, la de mayor diametro, cuando el espermatozoide la
alcanza y se adhiere a ella. En este momento, algunos de nuestros resultados

contribuirian a describir el mecanismo de accion del sistema PLG-PLA en la fecundacion.

Apoyandonos en nuestros datos y los descritos en la bibliografia, proponemos que la
generacion de PLA, mediante los activadores presentes en la membrana plasmatica de
los espermatozoides y el PLG que hemos comprobado que se une a la ZP, provocaria
una protedlisis focalizada que contribuiria a la degradacién controlada de la ZP y facilitaria
el paso de los espermatozoides a través de la misma. Durante este paso, los
espermatozoides experimentarian la reaccion acrosémica y en consecuencia perderian
los activadores de su membrana plasmatica en la region de la cabeza. Podriamos decir,
por tanto, que en esta fase el sistema PLG-PLA tendria una funcion “facilitadora” del

proceso de fecundacion y dependeria tan solo del PLG ya presente en la ZP cuando el
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ovocito ovula, que se corresponderia con el que hemos observado en las imagenes de
inmunofluorescencia del experimento 4.1. Este modelo se representa graficamente en la

figura 7.3.

En la etapa 2, cuando el espermatozoide ya reaccionado atraviesa el espacio
perivitelino (EPV) y alcanza la membrana plasmatica del ovocito, ha perdido los PAs. El
ovocito maduro, por su parte, libera al medio lentamente los activadores que contiene (al
menos tPA segun la bibliografia, pero también uPA segun nuestros datos) y su capacidad
de generaciéon de PLA existe pero ocurre a un ritmo muy bajo, suficiente para mantener
una protedlisis moderada y equilibrada en el espacio extracelular y una fluidez adecuada
del fluido en el EPV.

Sin embargo, cuando el espermatozoide reaccionado se une al oolema y provoca la
activacion del ovocito, se produce una rapida liberacion de los PAs desde el interior del
ovocito, que activan todo el PLG del oolema. La PLA generada a este nivel difunde a
través del espacio perivitelino hasta alcanzar la ZP junto con los PAs “en exceso”. El PLG
de origen folicular en la ZP, ya consumido en la etapa anterior, ha sido reemplazado por
PLG de origen oviductal y la PLA generada a este nivel ejerce ahora una protedlisis
efectiva sobre los sitios de union de los espermatozoides, desprendiéndolos de la ZP. En
este caso, el sistema PLG-PLA contribuiria a la regulacién de la polispermia. Este modelo

se representa en la figura 7.4.
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Figura 7.3. Etapa 1. Activacion del sistema PLG-PLA en la ZP. A) Los espermatozoides
contactan con la ZP. B) Al iniciarse la reaccién acrosémica, se liberan los PAs, activando
al PLG de la ZP. C) La PLA generada provoca microrregiones de protedlisis focalizada en

la ZP que facilitan el paso de los espermatozoides.
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Figura 7.4. Etapa 2. Activacion del sistema PLG-PLA en el oolema. A) El ovocito maduro,
en el oviducto, presenta PLG fijado a sus sitios de unién en el oolema, y esta en un

proceso de secrecidon moderada y en equilibrio de tPA, uPA y PAIL De este modo, la

generacion local de PLA esta controlada y provoca la protedlisis necesaria para mantener
la fluidez del EPV.
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Figura 7.4 (continuacién). Etapa 2. Activacion del sistema PLG-PLA en el oolema. B)
Con la llegada del espermatozoide, se produce una salida masiva de tPA y uPA que
provocan la activacion de todo el PLG unido al oolema y la produccion de PLA, que

difunde hacia la ZP.

B)
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Figura 7.4 (continuacién). Etapa 2. Activacion del sistema PLG-PLA en el oolema. C)
Los activadores liberados en exceso también difunden hacia la ZP, activando al PLG en
esta region. La PLA generada provoca el desprendimiento de los espermatozoides unidos
alaZP.

C)
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8. CONCLUSIONES

1. El plasminégeno, afiadido al medio de cultivo durante la fecundacion in vitro en
concentraciones proximas a la detectada en plasma humano, disminuye la penetracion y
el nimero medio de espermatozoides adheridos a la zona pellcida en las especies bovina

y porcina. Este efecto es dosis-dependiente y tiempo-dependiente.

2. La plasmina, afiadida al medio de fecundacién in vitro, tiene un efecto similar al

observado con el plasminégeno, mas evidente en la especie porcina que en la bovina.

3. La zona pellcida de los ovocitos bovinos y porcinos madurados in vitro es positiva al
marcaje con un anticuerpo anti-plasmindgeno. Tras la fecundacion, este marcaje
disminuye en intensidad quedando asociado a los espermatozoides unidos a la zona

pellcida.

4. La region del oolema de los ovocitos bovinos y porcinos madurados in vitro es positiva
al marcaje con un anticuerpo anti-plasminégeno. Dicho marcaje desaparece

completamente tras la fecundacion in vitro.

5. Los ovocitos bovinos y porcinos madurados in vitro son positivos al marcaje con los
anticuerpos anti-activadores del plasmindgeno (tipo tisular y tipo uroquinasa) en la zona
peltcida. Tras la fecundacion este marcaje disminuye en intensidad en comparacion con

los ovocitos no fecundados.

6. Los ovocitos bovinos y porcinos madurados in vitro son positivos al marcaje con los
anticuerpos anti-activadores del plasminégeno (tipo tisular y tipo uroquinasa) en la regién
del oolema. Tras la fecundacion, dicho marcaje desaparece completamente de los

ovocitos bovinos y parcialmente de los porcinos.

7. La incubacién de los ovocitos bovinos y porcinos en un medio de cultivo en presencia
de plasmindgeno o de plasmina no tiene ningun efecto sobre la resistencia de la zona

pellcida a la digestion con pronasa.
8. La incubacion de espermatozoides de toro y de verraco en un medio de fecundacion in

vitro durante 30 minutos en presencia de plasminégeno no afecta a los porcentajes de

viabilidad espermatica ni al grado de desorden lipidico de las membranas en ninguna de
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las dos especies, aunque disminuye el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados

en la especie porcina.

9. La incubacién de espermatozoides de toro en un medio de fecundacion in vitro durante
30 minutos en presencia de plasmina aumenta la viabilidad, el grado de desorden lipidico
de las membranas espermaticas y el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma

intacto. En la especie porcina no tiene ningun efecto significativo.

10. La presencia de plasmina en el medio de cultivo, afiadida 30 minutos después del
inicio del contacto entre espermatozoides y zonas pellcidas aisladas, provoca una
marcada disminucién en el nimero de espermatozoides que se habian unido a las zonas
durante los primeros 15 minutos de contacto en las dos especies estudiadas, tanto a las 3

horas del inicio del contacto como a las 24 horas.

11. La plasmina, inyectada en las proximidades del lugar de unién espermatozoide-zona

pellcida, provoca la liberacion de los espermatozoides previamente adheridos.
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9. CONCLUSIONS

Plasminogen, added to the culture medium during in vitro fertilization at concentrations
close to that detected in human plasma, decreases the penetration and the average
number of sperm attached to the zona pellucida in the bovine and swine species. This

effect is dose-dependent and time-dependent.

Plasmin, added to the in vitro fertilization medium, has an effect similar to that

observed with plasminogen, most evident in pigs than cattle.

The zona pellucida of bovine and porcine oocytes matured in vitro shows positive
labeling with anti-plasminogen antibody. After fertilization, the staining intensity

decreases, remaining associated with spermatozoa bound to the zona pellucida.

Oolema region of bovine and porcine oocytes matured in vitro shows positive labeling
with anti-plasminogen antibody. This staining disappears completely after in vitro

fertilization.

Bovine and porcine oocytes matured in vitro were positive for staining with anti-
plasminogen activators (tissue type and urokinase-type) in the zona pellucida. After

fertilization this staining decreased in intensity compared with unfertilized oocytes.

Bovine and porcine oocytes matured in vitro are positive for staining with anti-
plasminogen activators (tissue type and urokinase-type) in the region of oolema. After
fertilization, the staining disappears completely in the bovine oocytes and partially in

the porcine oocytes

Incubation of bovine and porcine oocytes in culture medium in the presence of
plasminogen or plasmin has no effect on the resistance of the zona pellucida to

digestion with pronase.

Incubation of bull and boar spermatozoa in an in vitro fertilization medium for 30
minutes in the presence of plasminogen does not affect the percentages of sperm
viability or the degree of lipid disorder in sperm membranes in either species, but

decreases the percentage of live spermatozoa in swine.

181



Conclusions

9. Incubation of bull sperm in in vitro fertilization medium for 30 min with plasmin
increases the viability, degree of lipid disorder in sperm membranes and percentage of

sperm with intact acrosome. In swine has no significant effect.

10. The presence of plasmin in the culture medium, added 30 minutes after the beginning
of contact between spermatozoa and isolated zonae, causes a marked decrease in the
number of sperm that were already attached to the zona in two species studied, both at

3 hours after initiation of the sperm-zona pellucida contact and after 24 hours.

11. Plasmin injected into the vicinity of the sperm-zona pellucida binding sites, triggers the

release of previously attached sperm.
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10. ABREVIATURAS

a4-AT: as-antitripsina

a-APLA: a,-antiplasmina

o,-M: a,-macroglobulina

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARNmMm: acido ribonucleico mensajero

BSA: albumina sérica bovina (Bovine serum albumin)

BTS: medio Beltsville Thawing Solution

CA: capacitacion espermatica

Cetab: bromuro de hexadecil-trimetilamonio

CCO: células del cumulus oophorus

COCs: complejos cumulus-ovocito

dbAMPc: dibutiril adenosin monofosfato ciclico

DMSO: dimetil sulféxido (Dimethyl Sulfoxide)

eCG: gonadotropina sérica de yegua gestante (Equine Chorionic Gonadotropin)
ECM: matriz extracelular (Extracellular Matrix)

EPV: espacio perivitelino

Esp/Ovocito: numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado
Esp/ZP: numero medio de espermatozoides adheridos a la ZP del ovocito

FDF: factor de crecimiento fibroblasto

FDP: productos de degradacion de la fibrina (Fibrin Degradation Products)
FITC: isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein Isotiocianate)

FIV: fecundacion in vitro

FSH: hormona foliculo estimulante (Follicle Stimulating Hormone)

GCs: granulos corticales

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas (Gonadotropin Releasing Hormone)
HGF/SF: factor de crecimiento hepatocitario/factor de dispersion (Hepatocyte Growth
Factor/Scatter Factor)

hCG: gonadotropina coriénica humana (Human Chorionic Gonadotropin)
HMW-uPA: activador del plasminégeno tipo uroquinasa de alto peso molecular (High
Molecular Weigth of Urokinase Plasminogen Activator)

IP: yoduro de propidio

kDa: kilodalton

LCA: lectina de Lens culinaris agglutinin

LH: hormona luteinizante (Luteinizing Hormone)
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LMW-uPA: activador del plasminégeno tipo uroquinasa de bajo peso molecular (Low
Molecular Weigth of uPA)

M540: merocianina 540

MiII: estadio nuclear de metafase I

MIV: maduracion in vitro

MMP: metaloproteinasas de la matriz extracelular (Matrix Metalloproteinasa)

MPF: factor promotor de la maduracién (Maturation Promoting Factor)

MPGEF: factor de crecimiento del pronucleo masculino (Male Pronucleus Growth Factor)
N°: numero total

NCSU-37: medio North Carolina State University-37

OCM: medio de recogida de ovocitos bovinos (Oocyte Collection Medium)

OMM: medio de maduracion de ovocitos bovinos (Oocyte Maduration Medium)

OVPG: glicoproteinas especificas del oviducto (Oviductal Glycoproteins)

PAs: activadores del plasminégeno (Plasminogen Activator)

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
PAls: inhibidores de los activadores del plasmindgeno (Plasminogen Activator Inhibitor)
PAI-1: inhibidor de los activadores de plasmindgeno tipo 1

PAI-2: inhibidor de los activadores de plasmindgeno tipo 2

PAI-3: inhibidor de los activadores de plasminégeno tipo 3

PBSD: tampon fosfato salino de Dulbecco (Phosphate Buffered Saline) suplementado con
PVA (1 mg/ml) y rojo fenol (0.005 mg/l)

PI: yoduro de propidio

PFF: fluido folicular porcino (Porcine Follicular Fluid)

PHE: penicilamina hipotaurina epinefrina

PLA: plasmina

PLG: plasminégeno

PLGR: receptor del plasminégeno (Plasminogen Receptor)

PNA: lectina de Arachis hypogea (Peanut Agglutinin)

%PNM: porcentaje de formacién de pronucleo masculino

Pro-MMP: pro-metaloproteinasas de Ila matriz extracelular (Pro-Matrix
Metalloproteinasa)

Pro-uPA/tc-uPA: pro-activador del plasmindgeno tipo uroquinasa / cadena doble del
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (Pro Urokinase Plasminogen Activator /
Two Chains Urokinase Plasminogen Activator)

P/V: peso/volumen

PVA: alcohol de polivinilo (Polyvinyl Alcohol)

RA: reaccidon acrosémica
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SAK: estafilocinasa

sc-tPA: cadena simple de activador del plasmindgeno tipo tisular (Single Chain
Tissue Plasminogen Activator)

sc-uPA: cadena simple de activador del plasmindgeno tipo tisular (Single Chain
Uroquinase Plasminogen Activator)

SDS: dodecilsulfato sédico

SFB: suero fetal bovino

SNC: sistema nervioso central

SSF: solucioén salina fisiolégica

STK: estreptoquinasa

TALP: medio de Tyrodes con albimina, lactato y piruvato (Tyrode Albumin Lactate
Pyruvate)

TALPb: medio TALP suplementado para FIV de ovocitos bovinos

TALPp: medio TALP suplementado para FIV de ovocitos porcinos

TCM-199: medio de cultivo 199 (Tissue Culture Medium-199)

tc-tPA: cadena doble del activador del plasmindgeno tisular (Two Chains Tissue
Plasminogen Activator)

tc-uPA: cadena doble del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (Two Chains
Uroquinase Plasminogen Activator)

TFG-B: factor de crecimiento transformante (Transforming Growth Factor Beta)
TIMP: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases)

tPA: activador del plasminégeno tipo tisular (Tissue Plasminogen Activator)

tPAR: receptor del activador del plasmindgeno tipo tisular (Tissue Plasminogen
Activator Receptor)

TRICT: isotiocianato de tetrametil rodamina

uPA: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (Urokinase Plasminogen Activator)
uPAR: receptor del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (Urokinase
Plasminogen Activator Receptor)

UUT: unidn utero-tubarica

VG: vesicula germinal

v/v: volumen/volumen

w/v: peso/volumen (Weigth/Volumen)

YP1: Yo-Pro 1

ZP: zona pelucida
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