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Resumen

Durante el proceso de maduracion in vitro de oocitos, las gonadotropinas FSH y LH inducen la
produccion de AMPc. EI AMPc tiene efecto dual, donde los altos niveles de AMPc intraoocitario mantienen
su bloqueo meiético, mientras que en las células de la granulosa inducen la maduracién del oocito. Los
niveles de AMPc son regulados por hidrolisis mediada por fosfodiesterasas (PDE), las cuales presentan
expresion especifica en el foliculo, el oocito expresa la PDE 3, mientras que las células de la granulosa
PDE 4. Con el objetivo de evaluar el efecto del rolipram, un inhibidor especifico de PDE 4, sobre el
porcentaje de maduracion nuclear in vitro (MNIV) de oocitos bovinos, 629 complejos ciumulo oocito (CCO)
fueron cultivados a 38.5 ‘C/5% CO,24 h, en medio TCM-199 con la adicién de pFSH y hrLH, o rolipram.
Los grupos experimentales fueron: adicion de gonadotropinas, rolipram (25, 50 6 75 uM), rolipram 50
UM + gonadotropinas, o control sin estimulo. Los oocitos fueron teitidos con DAPI y evaluados bajo
fluorescencia para determinar el porcentaje de maduracion nuclear por la expulsion del primer cuerpo
polar. El rolipram 50uM estimulé la maduracion nuclear de oocitos bovinos de una manera similar a la
obtenida con las gonadotropinas (76.83 vs 79.46%, p>0.05), pero en mayor medida que la observada con
rolipram 25y 75 uM (31.25, y 28.61%, respectivamente). Los CCOs cultivados en presencia de rolipram
50 uM+Gonadotropinas maduraron en menor proporcion (63.74%) comparada con gonadotropinas
(p<0.01) o rolipram 50 uM (p<0.05). Los resultados permiten concluir que el porcentaje de maduracion
nuclear in vitro de oocitos bovinos depende de la dosis de rolipram utilizada, donde la concentracion de
rolipram 50 uM presenté un comportamiento similar a las gonadotropinas en la maduracion del oocito.
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Ademas, la presencia del estimulo gonadotropico y del inhibidor de PDE puede inducir una respuesta de
desensibilizacion de la via del AMPc, reflejada en una disminucion del porcentaje de maduracion.

Palabras clave: AMPc intracelular, complejos ciimulo-oocito, enzima fosfodiesterasa, meiosis bovina,
metafase 11

Summary

Gonadotropic follicle stimulating hormone (FSH) and lutenizing hormone (LH) induce intracellular
cyclic AMP (cAMP) production during the in vitro maturation (IVM) of bovine oocytes. Cyclic AMP exerts
a dual effect, where high intraoocyte cAMP levels are responsible for oocyte meiotic blockage, while high
cAMP levels into the granulose cells induce oocyte maturation. Intracellular cAMP levels are regulated
by phosphodiesterases (PDE)-mediated hydrolysis, enzymes having a specific follicle expression pattern.
Oocyte expresses typo 3 PDE (PDE 3), while granulose cells expresses type 4 PDE (PDE 4). With the aim to
test the effect of the specific PDE 4 inhibitor rolliprom on percentage in vitro nuclear maturation (IVNM)
of bovine oocytes, 629 cumulus-oocyte complexes (COC) were cultured at 38.5 °C/CO, 5%/24 h on TCM-
199 medium with pFSH and hrLH with or without rolipram. Experimental groups were: gonadotrophins
alone, gonadotropins + rolipram (25, 50, or 75 uM), rolipram 50 uM + gonadotrophins, and control (media
without stimulus). In order to determinate the nuclear maturation percentage by the first polar body
expulsion, oocytes were dyed with DAPI and evaluated by fluorescence. Rolipram 50 uM stimulated bovine
oocyte nuclear maturation in a similar way to gonadotrophins stimulus (76.83 vs. 79.46%, p>0.05) did,
but in a higher way than rolipram 25 uM (31.25%) or 75 uM (28.61%). The COC cultured with rolipram
50 uM+gonadotrophins maturated in a lower proportion (63.74%,) than did with gonadotropins (p<0.01)
or rolipram 50 uM (p<0.05). A dose-dependent response of percentage of IVNM of bovine oocytes was
detected. Thus rolipram 50 uM, exerts a similar effect of gonadotropins on oocyte maturation. In addition,
the presence of gonadotropic stimulus and a PDE inhibitor may induce a desensitization response of the
cAMP way, as suggested by the reduction of the percentage of maturation.

Keywords: bovine meiosis, cumulus-oocyte complex, intracellular cAMP, metaphase II, phosphodiesterase
enzyme

Resumo

Durante o processo de maturacao in vitro de oocitos, as gonadotrofinas FSH e LH induzem a produgéo
de AMPc. O AMPc tem duplo efeito, pois os altos niveis de AMPc intraoocitario mantém o bloqueio meiético,
enquanto que nas células da granulosa induzem a maturacdo do oocito. Os niveis de AMPc sdo regulados
pela hidrélise mediada das fosfodiesterasas (PDE), as quais apresentam expressao especifica no foliculo,
0 oocito expressa a PDE 3, enquanto que as células da granulosa PDE 4. Com o objetivo de avaliar o
efeito do rolipram, um inibidor especifico de PDE 4, sobre a percentagem de maturacéo nuclear in vitro
(MNIV) de oocitos bovinos, 629 complexos cuumulo oocito (CCO) foram cultivados a 38.5 °C/5% C0O2/24 h,
em meio TCM-199 com a adi¢do de pFSH e hrLH, o rolipram. Os grupos experimentais foram: adicdo de
gonadotrofinas, rolipram (25, 50 6 75 uM), rolipram 50 uM + gonadotrofinas, ou controle sem estimulo.
Os oocitos foram tingidos com DAPI e avaliados sob fluorescéncia para determinar a percentagem de
maturacdo nuclear pela expulsdo do primeiro corpo polar. O rolipram 50uM estimulou a maturagio
nuclear de oocitos bovinos de maneira similar a obtida com as gonadotrofinas (76.83 vs 79.46%, p>0.05),
porém em maior medida que a observada com rolipram 25y 75 uM (31.25, y 28.61%, respectivamente).
Os CCOs cultivados na presenca de rolipram 50 uM+Gonadotrofinas maturaram em menor propor¢io
(63.74%) quando comparado com gonadotrofinas (p<0.01) ou rolipram 50 uM (p<0.05). Os resultados
permitem concluir que a percentagem de maturacéo nuclear in vitro de oocitos bovinos depende da doses
de rolipram utilizada, sendo que a concentracao de rolipram 50 uM apresentou um comportamento similar
as gonadotrofinas na maturacéo do oocito. Ale disto, a presenca do estimulo gonadotrdpico e do inibidor
de PDE podem induzir uma resposta de diminuicdo na sensibilizacdo da via do AMPec, refletida numa
diminuicao da percentagem de maturacéo.

Palavras chave: AMPc intracelular, complexos ciimulo-oocito, enzima fosfodiesterasa, meiosis bovina, metafase Il
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Introduccion

La principal funcién de la goénada femenina es
la diferenciacion y liberacion de un oocito maduro
para la fertilizacién y propagacion de la especie. En
bovinos, este proceso inicia con la formacion de las
unidades foliculares en la vida fetal, contin(la con
el reclutamiento de un grupo o cohorte de foliculos
preantrales, su crecimiento, seleccion del foliculo
dominante, hasta llegar a la ovulacion (7). Este
proceso es regulado por un ambiente de hormonas
gonadotropicas hormona foliculo estimulante (FSH)
y hormona luteinizante (LH), hormonas esteroidales
y diversos factores de crecimiento endocrinos y
paracrinos (19).

La maduracion del oocito es un fenémeno
complejo que abarca dos procesos biogquimicamente
caracterizados: el primero, la maduracion citoplasmica
que consiste en las modificaciones ultraestructurales
de las organelas y la acumulacion de macromoléculas
necesarias para apoyar la maduracion nuclear, la
fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano;
y el segundo, es la maduracién nuclear, en la cual
el oocito que se encuentra detenido en profase |
continda hasta el estadio de metafase |1, evidenciado
por la expulsién del primer cuerpo polar (6). Ambos
procesos de maduracion, citoplasmica y nuclear, son
regulados por las hormonas gonadotropicas FSH y
LH (32).

El pico preovulatorio de LH induce cambios
marcados en el foliculo y en el complejo cumulo
oocito (CCO). Entre ellos, esta el desacoplamiento
de las uniones gap en las células del camulo, la
expulsion del oocito desde el foliculo ovérico y
la continuacion de la meiosis en el oocito hasta
metafase 1l (27, 30), adquiriendo la maduracion
nuclear y capacitandolo para interactuar con el
espermatozoide y formar el nuevo embrion (6, 8).

En los procesos de maduracién in vitro (MIV),
los complejos cimulo oocito (CCO) aspirados de
foliculos con un didmetro entre 3 y 8 mm, completan
su maduracion en 24 horas, mediante el uso de
gonadotropinas FSH y LH (5, 32), cuya accion
sobre los complejos oocito-cimulo es mediada a
través de la via del 3",5-adenosin monofosfato
ciclico (AMPc). Este AMPc tiene un efecto
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dual dependiendo del compartimento del CCO:
el oocito o las células del cimulo. Por lo tanto,
los altos niveles de AMPc al interior del oocito
mantienen su freno meidtico en profase I, mientras
que los altos niveles de AMPc en las células de la
granulosa inducen la continuacion de la meiosis,
caracterizada por la disolucion de la vesicula
germinal (GVBD, Germinal Vesicle BreakDown),
condensacion cromosomica, formacion de las fibras
del uso, poliadenilacion de RNAm que codifica para
la kinasa c-Mos y la expulsion del primer cuerpo
polar (13, 15, 28).

En la continuacion de la meiosis, los niveles de
AMPc intraoocito descienden por dos mecanismos.
El primero es la reduccion del fluyjo de AMPc
desde las células de la granulosa hacia el oocito
debido al desacoplamiento de las uniones gap, y el
segundo es la hidrdlisis de AMPc a su forma inactiva
5°-AMP, reaccion catalizada por fosfodiesterasas
(PDE, Phosphodiesterases) (3). La expresion de éstas
enzimas es especifica de tejido en la unidad folicular,
el oocito mamifero expresa la PDE tipo 3, mientras
que en las células de la granulosa se expresa la PDE
tipo 4 (17).

Debido a la expresion especifica de PDE en la
unidad folicular, se han evaluado medicamentos que
permitan una inhibicion selectiva, aumentando la
concentracion intracelular de AMPc, ya sea en las
células de la granulosa o en el oocito, modulando
diferentes funciones como la esteroidogénesis (12, 24)
y la meiosis (17, 28). En la modulacién de la meiosis
por estos medicamentos se han planteado dos areas de
investigacion, la primera con el objetivo de inhibir la
PDE 3 en el oocito, manteniendo el bloqueo meiético,
en donde se han evaluado medicamentos como la
milrinona, la cilostamida y el ORG 9935, entre otros
(18, 28, 33), y la segunda con el objetivo de inhibir
la PDE 4 en células de la granulosa, induciendo la
continuacion de la meiosis con medicamentos como
el rolipram y el Ro171424 (2, 28, 31).

Teniendo en cuenta los planteamientos
anteriormente descritos, el objetivo de este trabajo
fue determinar si el Rolipram, un inhibidor
especifico de PDE 4, puede ser utilizado como una
alternativa a las gonadotropinas en la induccion de
la maduracién nuclear in vitro de oocitos bovinos.
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Materiales y métodos

Obtencion y transporte del material de estudio

Los ovarios de bovino fueron obtenidos
de hembras en ciclo reproductivo que fueron
sacrificadas en la Central Ganadera de Medellin.
Estos ovarios fueron transportados en solucion de
tampdn fosfato salino (PBS, Phosphate buffer saline)
estéril a 37 °C, al Laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad Nacional sede Medellin,
para su procesamiento.

Obtencion de complejos cumulo oocitos (CCO)

Los foliculos entre 3 y 6 mm de diametro, fueron
aspirados con aguja calibre 18 y jeringa de 5 ml, el
liquido se recolect6 en tubos conicos de 15 ml/37 °C
y se centrifugd a 1500 rpm/5 min. El precipitado
se resuspendié en 1 ml de liquido folicular y
se depositd en una caja de Petri estéril. Con
estereomicroscopio se seleccionaron los CCOs de
buena calidad (varias capas de células de la granulosa,
cumulo compacto y citoplasma homogéneo) segun
los criterios previamente establecidos (9).

Cultivo de los CCOs

Los CCOs seleccionados se lavaron tres veces
en medio TCM-199 con sales de Hank's (Sigma Ref
M3274) y fueron cultivados en medio TCM-199
con sales de Hank’s suplementado con 27.9 pg/ml
de &cido piruvico (Sigma Ref p4562), 29.2 pg/ml
de glutamina (SIGMA Ref G3126), 1 ug/ml de
estradiol (Sigma Ref E2257), suero bovino fetal 10%
(Sigma Ref F1051) y cada uno de los diferentes
tratamientos (veéase Tabla 1). Las condiciones
de cultivo fueron de 38.5 °C, 5% de CO, y 90%
de humedad relativa. Al finalizar el tiempo de
maduracién de 24 horas, los CCOs se evaluaron para
el estado de la meiosis (31).

Tabla 1. Grupos de estudio

Grupos* Rolipram Gonadotropinas
(uM) FSH (1 ug/ml) + LH (10 Ul/ml)
1 - +
2 25
3 50
4 75 -
5 50 +
6 -

* Para cada uno de los tratamientos se hicieron nueve repeticiones.

Evaluacion de la maduracion in vitro

Al terminar el tiempo de maduracion, los
oocitos fueron desnudados en hialuronidasa (Sigma
Ref H4272) al 2% (27). Posteriormente, fueron
tefiidos con DAPI 5Sug/ml (Sigma, Ref D9564).
La observaciéon se realizd en un microscopio de
fluorescencia (CarlZeiss Oxilab HBO 50/AC,
Alemania), donde se determind la presencia o
ausencia del primer cuerpo polar (22, 23).

Analisis estadistico

El experimento se realizd bajo un disefio de
bloques al azar, en el que el efecto del rolipram
durante la maduracion se evalu6 a través del
porcentaje de oocitos en metafase Il (presencia del
primer cuerpo polar). Las diferencias de medias
entre los tratamientos se evaluaron mediante la
prueba de Tukey. Todos los datos fueron procesados
en el programa estadistico SAS System, version
8 2001, y para todas las decisiones se tuvo en cuenta
un alfa de 0.05 (p<0.05).

Resultados

En el estudio se trabajo con un total de 629
CCOs que fueron distribuidos en seis tratamientos
de nueve repeticiones cada uno. Al terminar el
periodo de maduracion de 24 horas y establecer el
porcentaje de maduracién mediante la presencia
del cuerpo polar, los datos fueron sometidos a un
analisis de varianza (Anova), cuyos resultados
indicaron que existen diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0.01). Estos resultados
permitieron agrupar los datos para cada tratamiento
y realizar un analisis de comparacion de medias
con la prueba de Tukey. Cuando se compararon
los grupos cultivados en presencia de rolipram, se
encontré que este tuvo efecto sobre la maduracion
cuando se comparé con el control (véase Figura 1).
El rolipram adicionado a una concentracion 50 uM
(76.83%), presentd un porcentaje significativamente
mayor de maduracion que a las concetraciones 25
(31.25%) 6 75 uM (28.61%) (p<0.01).

El porcentaje de maduracién obtenido con
gonadotropinas (79.46%) no presentd diferencia
estadistica cuando se comparé con el grupo de
rolipram 50 uM (76.83%), pero si con 25 (31.25%)
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y 75 uM (28.61%). Cuando se maduraron los
CCOs en presencia de gonadotropinas y rolipram
50 uM, se encontrd un porcentaje de maduracion
significativamente menor (63.74%) que el obtenido
s6lo con gonadotropinas (79.46%) o rolipram 50
uM (76.83%) (véase Figura 1).

Discusion

En los protocolos de maduracion in vitro de
CCOs bovinos se han tenido como referencia
diferentes estados de la meiosis como indicadores de
la maduracion nuclear, tal como la disolucion de la
GVBD (17, 28), metafase | y metafase Il (presencia
del primer cuerpo polar) (29), siendo este ultimo el
mejor criterio de maduracion nuclear (26).

90 a a
(76,83) (79,46)

b

72 (63,74)

54+

c
(31,15)

C

36 (28,61)

Porcentaje de Maduracion in vitro de Oocitos

A B [ D E F

Estimulos
Figura 1. Maduracién in vitro de oocitos bovinos con rolipram y
gonadotropinas.

Estimulos: A, rolipram 25 uM; B, rolipram 50 uM; C, rolipram 75 uM;
D, gonadotropinas; E, rolipram 50 uM y gonadotropinas; F, medio
suplementado (Control). Los datos son presentados como porcentaje
promedio * error estandar. Letras diferentes indican diferencia estadistica
(p<0.05) segun la prueba de Tukey.

Debido a la expresion especifica de PDEs en la
unidad folicular, PDE-3 en el oocito y PDE-4 en las
células de la granulosa (31), es posible modular la
actividad de la PDE-4 con inhibidores especificos,
entre ellos el Rolipram (10), para evaluar su efecto
sobre la maduracion del oocito. El uso de Rolipram
permite aumentar los niveles de AMPc de manera
selectiva en las células de la granulosa de los COC
(25). Al utilizar una concentracion de 50 uM de
Rolipram, se induce la acumulacién de AMPc en
las células de la granulosa de los COC, disminuyen
la cantidad de uniones gap (29) y aumenta la
expansion del cumulo. Esto reduce el flujo de
AMPc hacia el oocito y permite la continuacién
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de la meiosis, en un porcentaje del 76.83, similar
al obtenido con gonadotropinas (79.46%). Estos
resultados son similares a los reportados por Thomas
et al (28), quienes utilizaron la misma concentracion
de rolipram (50 uM) y obtuvieron un porcentaje de
maduracién hasta metafase Il del 84%.

La concentracion Optima de rolipram para
inducir la maduracién del oocito puede depende de
la especie: mientras en este trabajo se encontro el
mayor porcentaje de maduracion de oocitos bovinos
hasta metafase Il con 50 uM, similar al obtenido
por Thomas y col (28), en oocitos de rata se obtuvo
la mejor respuesta de reanudacion de la meiosis
(GVBD) con rolipram a 0.5 y 5 uM (31). Esta
respuesta dependiente de especie, puede ser debida a
varios aspectos como son: la expresion de diferentes
subtipos de PDE-4 (A, B, C y D) o de variantes
generadas por splicing alternativo, lo cual genera
una gran diversidad de isoformas de fosfodiesterasas
con diferentes mecanismos de regulacién de la
actividad catalitica (4, 21); el nivel de expresion, lo
cual sugiere que se requiere alta concentracion del
inhibidor cuando hay mayor expresion de PDE-4;
y la presencia de polimorfismos entre las especies,
gue puede generar una respuesta diferencial con la
concentracion del inhibidor.

Al utilizar las concentraciones de 25y 75 uM de
rolipram se encontré un porcentaje de maduracion
menor (31.25 y 28.61%, respectivamente) que
el obtenido con 50 uM (76.83%). El resultado
obtenido con rolipram 25 uM posiblemente se debe
a que es una baja concentracién y no es suficiente
para inhibir la PDE-4 de las células de la granulosa,
como se sugiere por la baja expansion del camulo,
gue a su vez estria explicado porgque las uniones
gap y por lo tanto el flujo de AMPc de las células
de la granulosa hacia el oocito permanecen y
mantienen el bloqueo meidtico (32). Esta respuesta
es similar a la descrita por Tsafriri et al (31),
quienes al evaluar la concentracion de 0.05 uM de
rolipram sobre los oocitos de rata, obtuvieron sélo
el 20% de reanudacion de la meiosis (GVBD). Una
baja respuesta también se encontr6 al cultivar los
COCs en presencia de 75 uM de rolipram, cuando
se obtuvo 28.61% de maduracion de oocitos
bovinos hasta metafase Il. Este efecto fue similar
al observado en los complejos cultivados con
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rolipram 25 uM, cuando presentaron baja expansion
del cumulo y bajo porcentaje de maduracion.
Dicha respuesta se debe probablemente a que la
concentracion 75 uM induzca una desensibilizacion
de la via del AMPc en las células de la granulosa,
mediada por fosforilacion de la proteina G (1) o de
la adenil ciclasa (16), y adicionalmente a efectos
no especificos de inhibicién sobre la PDE-3, que
aumenten los niveles de AMPc dentro de este y
mantengan su bloqueo meiético (28, 33). El efecto del
rolipram 75 uM fue similar al reportado por Tsafriri
et al (31), quienes encontraron una disminucion
significativa en la reanudacion de la meiosis de
oocitos de rata al incubarlos con rolipram 50 uM.

Cuando se cultivaron los CCOs en presencia de
gonadotropinas y rolipram 50 uM, se encontrd un
porcentaje de maduracion significativamente menor
(63.74%) que el obtenido con gonadotropinas
(79.46%) o rolipram 50 uM (76.83%), lo que sugiere
que el rolipram 50 puM inhibe parcialmente la
maduracion del oocito inducida por gonadotropinas.
Esta reduccion de la respuesta gonadotrépica puede
ser debida a una desensibilizacion mediada por
diferentes mecanismos, tales como: la fosforilacion
en los aminoécidos serina y treonina del asa 3i
citoplasmatica y de la cola carboxilo terminal de los
receptores de FSH y LH, evitando la interaccién de
los receptores con la proteina G y la activacion de
la adenil ciclasa, responsable de la sintesis de AMPc
(1, 4); la fosforilacion mediada por proteina Gs,
impidiendo la activacion de la adenil ciclasa (1); la
interaccion de la proteina arrestina 2 con la lupa 3i
citoplasmatica del receptor de LH, la cual el bloquea
el acoplamiento del receptor de LH a proteina G
y por ende la activacion de la adenil ciclasa (20);
y la internalizacion de receptores mediada por
proteinas adaptadoras y clatrina, lo cual disminuye
la presencia de receptores en la membrana celular
para las hormonas gonadotrdpicas y la activacion
de la produccion de AMPc (11). Resultados de
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desensibilizacion fueron reportados por Tsafriri
et al (31), quienes encontraron un efecto inhibitorio
de la maduracion nuclear de CCOs de ratas cuando
eran cultivados con LH y rolipram 50 uM. Ademas,
se ha reportado una baja respuesta de maduracion
cuando se combina el Rolipram y un estimulador
de la sintesis de AMPc (forskolina, activador de la
adenil ciclasa) (28).

Estos resultados sugieren que la maduracion
nuclear del oocito, inducida por gonadotropinas,
puede ser mimetizada con inhibidores especificos de
PDE tipo 4, como el rolipram (50 uM), y confirma
la compartamentalizacion de las fosfodiesterasas
(18, 31) y del AMPc en la unidad folicular (3, 18).
Ademas, sugiere que el rolipram (50 uM) no tiene
un efecto sinérgico a la accion gonadotropica, por
lo que puede ser utilizado como Unico estimulo
para inducir la maduracién nuclear del oocito de
bovino. Aunque estos hallazgos son un avance
significativo en el conocimiento de la modulacion en
la sefializacion hormonal de la maduracion nuclear
del oocito, se requieren mas estudios en los que se
determine la expresion de los subtipos de PDE tipo
4 (21) en las células de la granulosa de la unidad
folicular bovina y el efecto de inhibidores como el
CDP-840 (14), el RO-20-1724 (2), la zardaverina y
el rolipram (10), sobre estos subtipos, en los procesos
de fertilizacion y desarrollo embrionario temprano
in vitro y su posible uso en el desarrollo de métodos
alternativos de produccion in vitro de embriones en
reproduccion asistida en animales y humanos.
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