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ACTB B-Actina

ADNCc Acido desoxirribonucleico complementario
AMPc Adenosin monofosfato ciclico
ANOVA Anélisis de varianza

ATP Adenosin trifosfato

cMOS Factor de maduracién de ovocitos Mos
CcocC Complejo cumulo ovocito

COX-2 Ciclooxigenasa 2

Cx37 Conexina 37

GDF-9 Factor de crecimiento diferencial 9
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IVM Maduracion in vitro

LH Hormona luteinizante

Ml Primera metafase
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MPF Factor promotor de la meiosis

PGE-2 Prostaglandina E;

PKA Proteina kinasa A

PR Receptor nuclear de progesterona

P4 Progesterona

Q Quantity

g-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo
RNAM Acido ribonucleico mensajero

RT Transcripcién reversa

™ Temperatura de melting

TZP Proyecciones transzonales

VG Vesicula germinal

VGBD Reinicio meidtico



RESUMEN

A nivel reproductivo la hembra canina presenta caracteristicas particulares como el
significativo aumento de los niveles plasmaticos de progesterona (P4) antes de la
ovulacion, debido a una luteinizacion preovulatoria de los foliculos, y ademas, la ovulacion
de ovocitos detenidos aun en la profase de la primera division meiotica, alcanzando el
estado de segunda metafase (MII) en el oviducto. Estos diferentes ambientes en la
maduracion del ovocito canino y los eventos asociados, ha presentado un problema en
imitarlos para el desarrollo de protocolos de cultivo in vitro. Las altas concentraciones de
P4 en la ovulacion podrian tener una participacion en este proceso. Por otra parte, se ha
descrito que existen cambios significativos en el nivel de la expresion génica de la Cx37,
presente en las uniones comunicantes entre las células del COC previo y posterior a la
ovulacion, por lo que el objetivo de este estudio fue conocer si las concentraciones altas de
P4 estarian en concomitancia con la disminucion de expresion del gen de Cx37 en los
complejos cumulo ovocitos caninos, como también su influencia sobre el desarrollo
meidtico in vitro de estos. Se utilizaron 900 COCs caninos, provenientes de foliculos
antrales obtenidos de ovarios de 60 perras de diferentes etapas del ciclo estral. Los ovocitos
se maduraron in vitro en un medio base TCM suplementando con diferentes
concentraciones de progesterona 1) 0 P4 o control; 2) 50 pg/mL P4 y 3) 100 pug/mL P4).
Después del cultivo se evalud el desarrollo de los ovocitos de cada grupo, donde la
clasificacion del estado de desarrollo meidtico se realiz6 con un microscopio de
epifluorescencia invertida, clasificando a los ovocitos en estados de: VG, VGBD, Ml y
MII. En ovocitos de los mismos grupos de maduracién se les evalud la expresién relativa
del gen de Cx37 mediante RT-gPCR. Los resultados del desarrollo meidtico y de la
expresion relativa del gen se evaluaron mediante ANOVA y Post test de Duncan. La
adicion de P4 resulto en un mayor (P <0,05) nimero de ovocitos que reanudaron la meiosis
y mayor proporcion de ovocitos que alcanzaron la etapa de MIl (P <0,05). La expresion
relativa del gen de Cx37 mostré una disminucion (P <0,05) en los ovocitos madurados in
vitro en relacion con los que no se sometieron a maduracion, pero sin diferencias
significativas entre las concentraciones de P4. Estos resultados sugieren que la P4 estaria
involucrada en la maduracion meidtica de los ovocitos, pero no mediante la disminucién de

la expresion génica de la Cx37.



ABSTRACT

Canine females present reproductive characteristics such as increased progesterone
concentrations (P4) before ovulation due to pre-ovulatory luteinization of the follicles,
ovulation of oocytes in the prophase of the first meiotic division, reaching the second
metaphase (MII) stage in the oviduct. The different environments during the oocyte
maturation in vivo make it difficult to mimic these conditions for in vitro maturation (IVM);
therefore, the current IVM systems are far from optimal in terms of the percentage of
mature oocytes obtained. The high P4 concentrations during the periovulatory period might
play a role in oocyte maturation. On the other hand, it has been described that there are
significant changes in the gene expression of Cx37 in this periovulatory period. Thus, this
study aimed to know if the high P4 concentrations influence the nuclear maturation of
canine oocytes matured in culture and if this influence was related to the expression of
Cx37. The experimental protocol included 900 canine COCs from antral follicles obtained
from 60 bitches at different estrous cycle stages. Oocytes were IVM in TCM base medium
supplemented with different concentrations of progesterone 1) 0 P4 or control; 2) 50 pug/mL
P4 and 3) 100 pug/mL P4). After culture, the oocytes of each group were evaluated for
nuclear development, where the classification of the meiotic developmental stage was
assessed with an inverted epifluorescence microscope. The nuclear development was
classified into VG, VGBD, MI, and MII stages. Oocytes from the same maturation groups
were evaluated for relative expression of the Cx37 gene by RT-gPCR. ANOVA and
Duncan's Post-test evaluated the meiotic development and relative gene expression.
Addition of P4 resulted in a higher (P <0.05) number of oocytes resumed meiosis and a
higher proportion of oocytes reached the MII stage (P <0.05). Relative Cx37 gene
expression showed a decrease (P <0.05) in oocytes matured in vitro compared to those that
did not undergo maturation; however, there were no differences in the expression of the
Cx37 gene in the progesterone-added groups. These results suggest that P4 would be
involved in the meiotic maturation of canine oocytes but not in Cx37 gene expression
during IVM.



INTRODUCCION

El ciclo reproductivo de canidos presenta aspectos particulares en comparacion al de
las demas especies mamiferas, donde aun son desconocidos muchos mecanismos
especificos (Concannon, 2011). Una de estas caracteristicas es la luteinizacion de los
foliculos preovulatorios, incluso antes del alza de la hormona luteinizante (LH), lo que
implica que la P4 aumenta significativamente antes de la ovulacion (Reynaud et al., 2005;
De los Reyes et al., 2021). Adicionalmente, en esta especie los ovocitos son ovulados en un
estado inmaduro, detenidos en la profase de la primera division mei6tica (Renton et al.,
1991), etapa que corresponde a un estado de permanencia de la vesicula germinal (GV). Por
lo tanto, la maduracion meiotica se reinicia posterior a la ovulacion a nivel del oviducto con
concentraciones plasmaticas altas de P4, alcanzando asi el estado de segunda metafase

(M11) alrededor de las 72 horas luego de la ovulacion (Reynaud et al., 2005).

La P4 es una hormona esteroidal que se produce esencialmente en el ovario,
principalmente en el cuerpo luteo, pero también a nivel folicular (Willingham-Rocky et al.,
2003). Esta hormona tiene variadas funciones en la hembra, siendo esencial para la
ovulacion, establecimiento y mantenimiento de la gestacién, desarrollo de la glandula

mamaria, asi como para la expresion del comportamiento sexual (Concannon, 2011).

En el ovario de las hembras mamiferas, los ovocitos se desarrollan en un
microambiente folicular donde los ovocitos se comunican bidireccionalmente con células
del cimulo a través de proyecciones citoplasmaticas conocidas como uniones gap,
formando el complejo cimulo ovocito (COC) (Li y Albertini, 2013). Una de las principales
proteinas de union en el ovario es la conexina 37 (Cx37), que comunica el ovocito con las
células de la granulosa (Simon et al., 1997). En ovejas, la Cx37 esta involucrada en el
desarrollo folicular y la ovulacion, asi como en el crecimiento, diferenciacion y regresion

del tejido lateo (Borowczyk et al., 2006).

Similar a los canales ionicos convencionales, los canales formados por uniones gap
fluctian entre estados abiertos o cerrados como respuesta a diversos estimulos celulares o
extracelulares. Diversos estudios celulares y fisiologicos han implicado al receptor de
progesterona (PR) (junto al receptor de estrégeno) como regulador esencial de las gap

junctions intercelulares en el tejido reproductivo (Firestone y Kapadia, 2012). Esta
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hormona se asocia con la disminucion de la comunicacion dada por las uniones gap
(Petrocelli y Lye, 1993).

En la hembra canina la P4 cumple un rol importante en la maduracion final del
ovocito a nivel oviductal (Kim et al., 2017) y existe evidencia en otras especies que esta
hormona regula por medio de receptores nucleares la expresion de Cx37 (Borowczyk et al.,
2006), siendo esta ultima necesaria para la transferencia de sefiales entre el ovocito y las
células de la granulosa, las cuales deben suprimirse para que el ovocito reanude la meiosis.
Por lo tanto, en la presente memoria se plantea que las concentraciones altas de P4 exdgena
favorecerian el desarrollo meidtico del ovocito, probablemente deprimiendo la expresion

génica de Cx37.

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Progesterona

La P4 es una hormona esteroidal derivada del colesterol que se produce a nivel
ovarico, principalmente en el cuerpo luteo (Kowalik et al., 2018), pero ademéas en los
foliculos (Concannon, 2011). Esta hormona también es producida en menor medida por las
glandulas adrenales y en la placenta en la mayoria de las especies (Rodriguez-Cortés y
Mendieta-Zer6na, 2014), aunque en la perra el aporte de P4 por la placenta es insignificante
(Kowalewski et al., 2012).

En la perra la luteinizacién folicular es preovulatoria, comenzando en proestro,
aumentando la concentracion de P4 previo al alza de LH (Concannon, 2011; Reynaud et
al., 2015; Delos Reyes et al., 2021). Por lo tanto, el crecimiento final de los ovocitos en los

foliculos y la ovulacion ocurren con niveles muy altos de P4.

La P4 cumple un rol fundamental en el crecimiento folicular, la ovulacion, la
luteinizacidén, como también en la supervivencia y el desarrollo de los embriones y fetos
durante la gestacion (Peluso, 2006). Ademas de estos roles, en la perra algunos estudios han
descrito una influencia directa de la P4 en la maduracién de los ovocitos in vitro y la
capacidad de desarrollo meiotico dependen de niveles altos de P4 (Willingham-Rocky et

al., 2003; Kim et al., 2017). Sin embargo, este efecto es controvertido a la fecha, ya que



otros trabajos no han podido demostrar este efecto (Willingham-Rocky et al., 2003 y Hu et
al., 2020)

Los efectos de esta hormona estan mediados por receptores de P4 (PR), una proteina
de transcripcién a nivel nuclear que ejerce un control pleiotrépico sobre muchos procesos
reproductivos (Lydon et al., 1995). El PR regula ademas, la expresion de muchos genes
necesarios para el éxito en la ovulacion (Akison y Robker, 2012). La P4 también actla a
través de un receptor de membrana, el cual ha sido menos estudiado, pero también se

expresaria en la perra (Tahir et al., 2013).

2. Maduracién in vitro (VM) de ovocitos caninos y progesterona (P4)

Los ovocitos caninos se ovulan en la etapa de dictiateno de la primera profase
meiotica, distinguida morfolégicamente como vesicula germinal (VG) (Reynaud et al.,
2015) y alcanzan la segunda metafase (M) después de 48-72 horas posterior a esta, en los
oviductos (Rodrigues y Rodrigues, 2003; Reynaud et al., 2005; Kim et al., 2017).

Esto hace que en perras el sistema de maduracion en cultivo sea mas complejo, ya
que in vivo sus ovocitos maduran no solamente en el ambiente folicular preovulatorio, sino
también en el ambiente oviductal, lo que dificulta imitar in vitro a los microambientes
involucrados. Esto se traduce en una menor tasa de éxito en los porcentajes de maduracion
de ovocitos in vitro en relacion a lo obtenido en otras hembras domésticas (Chastant-
Maillard et al., 2011), alcanzando tasas de MII de un 5 - 50% de los ovocitos cultivados
(De los Reyes et al., 2005; Garcia et al., 2019). Por lo tanto, para poder replicar
eficientemente el microambiente donde se desarrollan los ovocitos caninos y lograr un
sistema exitoso de VM se hace necesario conocer mas profundamente las condiciones in
vivo (De los Reyes et al., 2005). Por lo tanto, esta baja tasa de maduracion estaria
relacionada con requisitos desconocidos para la maduracion de ovocitos caninos que, a su
vez, limitan la comprension de los mecanismos que subyacen en el crecimiento de ovocitos

en esta especie (Garcia et al., 2019).

La maduracion de los ovocitos caninos y la interaccion con los espermatozoides se
producen en presencia de concentraciones crecientes de P4 circulante (Reynaud et al.,

2015). A traves del liquido folicular, los ovocitos preovulatorios estan expuestos a niveles



de P4 tan altos como 1000 veces mas que las concentraciones plasmaticas (Fahiminiya et
al., 2010 y De los Reyes et al., 2021).

Se ha observado in vivo en perras Beagle, que la administracion de aglepristona, que
es un antagonista de los PR (Hoffman & Schuler, 2000) retrasa la reanudacion de la meiosis
en ovocitos ovulados e inhibe su progresion hacia metafase Il (Reynaud et al., 2015) lo que

sugiere un papel relevante de la progesterona en el reinicio de la meiosis in vivo.

3. GAP junction y conexina 37 (Cx37)

La comunicacion efectiva entre células se da a través de uniones gap (GAP),
formadas por hemicanales, los cuales estan compuestos por conexones, los que a su vez
estdn constituidos por proteinas denominadas conexinas (Gershon et al., 2008). Estos
canales conectan directamente el compartimento citoplasmatico de células vecinas,
permitiendo el intercambio rapido de iones inorganicos y metabolitos como amino&cidos,
nucleétidos, vitaminas y azUcares, incluidas también las moléculas de sefializacion tales

como AMPc e inositol-3-fosfato (Firestone y Kapadia, 2012).

En el foliculo ovérico se encuentran diferentes conexinas (Gershon et al., 2008),
principalmente la Cx43 que conecta las células de la granulosa y la Cx37, que comunica las
células del camulo y el ovocito en las proyecciones transzonales (TZP) (Gershon et al.,
2008; Richard y Baltz, 2014). Esta comunicacion intercelular en el COC permite el paso de
iones, metabolitos, segundos mensajeros, desde y hacia las células del cimulo al ovocito
para cumplir funciones vitales (Conti et al., 2012), siendo esta comunicacion esencial para
el reinicio meiotico y su progresion hasta la etapa de metafase Il (Brambillasca et al.,
2013).

En ratones knock out para el gen Cx37, no existe transferencia de iones y metabolitos
entre las células del cimulo y el ovocito (Simon et al., 1997). Por lo que los ovocitos no
alcanzan el tamarfio antral adecuado y no logran la competencia meiodtica completa (Simon
et al., 1997; Carabatsos et al., 2000). La deficiencia de Cx37 puede resultar en asincronia

de la madurez nuclear y citoplasmatica del ovocito (Carabatsos et al., 2000).

Una de las funciones asignadas a las GAP en el ambito reproductivo y probada en el

ovario de ratones, es la transferencia de nucleétidos ciclicos desde las células del cimulo
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hasta el ovocito (Webb et al., 2002). Los niveles altos de adenosina 3 ', 5'-monofosfato
ciclico (AMPc) y guanosina 3', 5'-monofosfato ciclico (GMPc) al interior del ovocito son
esenciales para el arresto meidtico, mientras que una disminucion intraoocitaria de estos
nucleotidos ciclicos permite la reanudacion de la meiosis (Shuhaibar et al., 2015; Campen
et al., 2016). Esto se evidencia con la utilizacion de bloqueadores de conexinas, como la
carbenoxolona que produce una disminucion de AMPc al interior del ovocito, reiniciando

asi la meiosis (Sela-Abramovich et al., 2006).

En la mayoria de los mamiferos, el aumento de LH desencadena la reanudacion
meiotica, ya que poco antes de la ovulacion las conexinas entre las células de la granulosa y
el ovocito disminuyen su expresion (Winterhager y Kidder, 2015), asociado a la separacion
fisica entre el ovocito y las células foliculares de la granulosa parietal, bloqueando el paso
de nucleétidos ciclicos, por lo que la pérdida de comunicacion entre las células del cimulo
y el ovocito es un requisito previo para la reanudacion de la meiosis (Sela-Abramovich et
al., 2006). Sin embargo, en la perra esto no sucede y la comunicacion entre el ovocito y sus
células del cimulo se mantiene, permaneciendo estas Ultimas unidas al ovocito durante

varios dias después del peak de LH (Reynaud et al., 2006a).

En caninos a través de estudios de microscopia electronica se ha observado la
comunicacion entre los ovocitos y las células del cimulo antes de la ovulacion, y 72 horas
después de esta, los ovocitos maduros se separan completamente de sus células del cimulo
(Viaris de Lesegno et al., 2007). Ademas, mediante analisis de inmunofluorescencia se ha
descrito recientemente que la Cx37 permanece alta en el ovocito y en la zona pelicida de
foliculos preovulatorios a través de las TPZ, pero disminuye notablemente luego de la
ovulacion, esto asociado al descenso de la expresion génica de esta conexina en los COCs

ovulados (De los Reyes et al., 2020).

Diferentes estudios han demostrado que los esteroides, entre ellos la P4, pueden
regular la proliferacion, el desarrollo y la diferenciacion de los tejidos mamarios, ovaricos y
endometriales, a través de la expresion, modificacion y estabilidad de las conexinas, las
cuales permiten la comunicacion celular (Piersanti y Lye, 1995; Firestone y Kapadia,
2012). Se describe que los receptores de hormonas nucleares regulan la dindmica de las

interacciones celulares a través de sefiales transcripcionales y no transcripcionales
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(Firestone y Kapadia, 2012). En ovinos se ha evidenciado que existe una relacion inversa
entre los niveles de P4 y los niveles de ARNm de Cx37 (Borowczyk et al., 2006), lo que
podria ocurrir también en la perra (De los Reyes et al., 2020). Se plantea por lo tanto,
conocer los efectos de la P4 en la expresion de Cx37 y en el desarrollo meiotico de COCs

de perra cultivados in vitro.
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HIPOTESIS

Las concentraciones crecientes de progesterona exdgena durante la maduracion in
vitro de los ovocitos caninos disminuiran la expresion de Cx37 en los complejos cumulo
ovocitos (COCs) asociado al desarrollo meidtico de los ovocitos.

OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de la progesterona en la expresion del gen de Cx37 en los
complejos cumulo ovocitos caninos y la influencia de esta hormona sobre el desarrollo
meiotico in vitro de los ovocitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la progesterona exdgena sobre el desarrollo meidtico en

ovocitos de perras madurados en cultivo.

2. Establecer la influencia de la progesterona sobre la expresion de Cx37 en los COCs

caninos madurados in vitro.

3. Estimar la relacion entre la maduracién mei6tica de los ovocitos y la expresion del
gen de Cx37.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET). Las muestras
fueron procesadas y obtenidas segun el protocolo aprobado por los comités de bioética de
FONDECYT y FAVET, con el consentimiento informado de los duefios de las perras

donantes.

1. Recoleccién de muestras

Los ovarios para este estudio se recolectaron de 60 perras entre 6 meses a 4 afios de
edad, no prefiadas, clinicamente sanas en diferentes estados del ciclo estral, luego de
ovariohisterectomia de rutina, realizadas en los Centro de Atencién primaria Santo Tomas y
centro de Salud Veterinaria EI Roble, Universidad de Chile. Los ovarios se transportaron al
laboratorio en solucién salina 0,9% NaCl suplementada con 50 pg/mL de estreptomicina,
100 Ul de penicilina G sddica (De los Reyes et al., 2012) en un termo a 38 °C.

En el laboratorio los ovarios se lavaron y se mantuvieron en solucion buffer fosfato
salina (PBS) (KCI 0.02%, Na,HPO,4 0.142%, NaCl 0.9%, KH2PO, 0.024% en agua MILLI-
Q) a un pH entre 7,2 — 7,4. Se seleccionaron los ovarios que no presentaron alteraciones
visibles como quistes, tumores o malformaciones de cualquier indole y las muestras fueron

procesadas en un tiempo menor a dos horas desde la cirugia.

2. Procesamiento de muestras, obtencion de los complejos cimulo ovocitos (COCs)

Los ovarios -120 en total- se depositaron en placas Petri (#351008, Falcon, USA)
desechables en solucién PBS, donde se realizaron pequefios cortes superficiales con un
bisturi para visualizar los foliculos; se obtuvieron ovocitos con sus células del cumulo
(COCs) soélo de foliculos antrales (= 0.2 — 6 mm). Los COCs se seleccionaron mediante una
lupa estereoscépica (Motic SMZ-171B, Hong Kong, China) en base a criterios
morfoldgicos descritos (De los Reyes et al., 2005): citoplasma oscuro y homogéneo, con un
diametro del ovocito mayor a 100 pum y con tres 0 mas capas de las células del cimulo

rodeando al ovocito.

Los COCs recolectados se transfirieron con una pipeta pasteur de punta fina a nuevas

placas Petri (Falcon) con medio de cultivo tisular TCM 199: sal de Earle, tamponada con
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25 mM HEPES) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 0,25 mM de piruvato
(Sigma, St. Louis, MO, USA), previamente entibiado a 38 °C y calibrado a 7,4 de pH. De
esta forma los ovocitos se llevaron a la sala de cultivo bajo ambiente de esterilidad.

En la sala de cultivo, bajo la camara de flujo laminar horizontal (Quimis, Diadema,
Brasil), utilizando una lupa estereoscopica (Meiji Techno SKT, Miyoshi, Iruma Japén) los
COCs se lavaron dos veces, utilizando una pipeta preparada para ovocitos, en placas de
cultivo (Falcon, 3008) con un medio base constituido por TCM 199: sal de Earle, 25 mM
HEPES, suplementado con Suero Fetal Bovino 10% (FCS) (Sigma), 0,25 mM de piruvato
(Sigma), 10 Ul/mL de hCG (Sigma), 100 Ul/mL de penicilina (Sigma), 20 mg/mL de
estreptomicina (Sigma) y 2 ug/mL de estradiol (Sigma) (De los Reyes et al., 2021). El
medio fue previamente filtrado con membrana de 0,22 um (Biofil Syringe Filter, Hong
kong, China) se dispuso en la estufa de cultivo (Forma Scientific, Inc., Marietta, OH, USA)
por 2 horas a 38 °C, 5% de CO; y méaxima humedad.

Por cada réplica experimental se usaron un maximo de 10 COCs por gota de 100 puL

del medio de cultivo, utilizando 3 grupos bajo las siguientes condiciones:

» Medio Control: Medio base TCM-199 suplementado, mencionado anteriormente.
* Medio base TCM-199 suplementado mas 50 pg/mL de Progesterona (P7556, Sigma).
« Medio base TCM-199 suplementado méas 100 pug/mL de Progesterona.

Las dosis de P4 se establecieron en base a estudios realizados en el laboratorio (De
los Reyes et al., 2021), donde se observd que la concentracion de esta hormona en el

liquido folicular en etapa de estro alcanz6 un promedio de 33,2 pg/mL.

Las gotas de cada placa de cultivo se cubrieron con aceite mineral estéril (M5904,
Sigma, St. Louis, MO, USA) y se incubaron en la estufa por 72 horas a 38 °C, 5% de CO, y
méaxima humedad de acuerdo con los protocolos establecidos previamente en el laboratorio
(De los Reyes et al., 2021).

Posterior a las 72 horas de cultivo, se dividieron los ovocitos en 2 grupos, el primero
para evaluacion del desarrollo mei6tico y el segundo para andlisis de la expresion génica de
Cx37.
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Bajo lupa estereoscopica, se extrajeron los COCs con una pipeta de punta fina y se
depositaron en placas desechables (Falcon, USA) con PBS, para ser lavados y
posteriormente fueron denudados por remocién mecénica de sus células del cumulo
pipeteando suavemente con una pipeta de vidrio de calibre fino, bajo la lupa estereoscopica.
Para la evaluacion de la expresion del gen de Cx37, se depositaron en RNAlater®
(Invitrogen TM Eugene, OR, EE.UU) para preservar la integridad del ARN y se
mantuvieron en -20°C, hasta recolectar 50 ovocitos por cada réplica para la realizacion del
RT-gPCR.

3. Evaluacion del desarrollo meidtico

Los ovocitos denudados se fijaron en solucion de paraformaldehido (4% en PBS) por
20 minutos y luego se depositaron en placas Petri con una pequefia cantidad de PBS, para
ser lavados por 5 minutos cada vez. Posterior a los lavados, los ovocitos se incubaron en
una solucion 1 pg/mL 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, IL, USA) por 5 minutos, bajo oscuridad. Lavandose posteriormente en
solucion PBS por 5 minutos dos veces, para retirar el excedente de la tincion. Finalmente,
los ovocitos se depositaron en portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia
Vectashield® (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA) y se dispusieron cuatro
puntos de una mezcla de parafina con vaselina a su alrededor, todo esto se cubrié con un

cubreobjeto.

Los ovocitos se evaluaron en el microscopio de epifluorescencia de luz invertida
(Olympus IX71, Japon) (UV emission 480 nm), equipado con una lampara IX2-RFA y una
camara ProgRes-Capture Pro (Alympus, Tokyo, Japan) del Laboratorio de Reproduccion
animal. Los ovocitos se clasificaron segin el estado de desarrollo meidtico descrito

previamente (De Los Reyes et al., 2011):

» Vesicula germinal (VG) cuando la vesicula esta claramente visible.

* Reanudacion meiotica (GVBD), cuando la cromatina esta dispersa e iniciando la
condensacion.

» Metafase (MI) a telofase de la primera division mei6tica, cuando los cromosomas estan

condensados y presentes en la linea ecuatorial.
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» Metafase de la segunda division meiotica (MII), presencia de cromosomas en el eje

ecuatorial del ovocito, con el primer cuerpo polar.

Los ovocitos con una distribucién de cromatina irregular o cromatina anormal, 0 que
se observaron degenerados y no fue posible evaluar su desarrollo no se consideraron para
este estudio (De Los Reyes et al., 2011).

4. Extraccion de ARN y Transcripcion Reversa (RT) de COCs cultivados

Se realizd6 RT-gPCR para evaluar la expresion del gen de Cx37 en los complejos
cumulo ovocitos de perra. Para ello se utilizaron 600 COCs, los cuales se distribuyeron en 4
grupos de 150 COCs :1) sin maduracion in vitro, 2) control, 3) P4 50 ug/mL y 4) P4 100
pg/mL. Para cada condicion se realizaron 3 pools de muestras por grupo, cada pool con 50
COCs. Todos los procedimientos fueron realizados bajo una campana de flujo vertical y
con superficies y elementos ausentes de ARNasas.

Se extrajo el ARN total de los COCs, utilizando el Kit de Purificacion GeneJET ARN
(# KO731, Invitrogen Thermo Fisher Scientific, ™, Eugene, OR, USA), mediante columnas
de afinidad, siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARNm obtenido se cuantifico
mediante fluorometria, usando el Qubit Fluorometer 2.0 (Invitrogen™ Eugene, OR, USA),
utilizando el Kit Qubit ARN Assay ( Invitrogen™), bajo las instrucciones del fabricante.
Las muestras fueron rotuladas y guardadas a -80°C. Posteriormente desde el ARN extraido,
se obtuvo el ADN complementario (ADNc) mediante la reaccidn de transcripcion reversa
(RT), utilizando el SuperScript, First- Strand Synthesis System (Thermo Fischer Scientific,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion del ADNc se determino utilizando el Kit de cuantificacion Qubit® ssDNA
Assay (Molecular Probes® Invitrogen™). Una vez obtenido el ADNc, éste fue almacenado
a-20 °C.
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Los partidores para Cx37 que se utilizaron fueron disefiados en el laboratorio en base

al genoma canino con datos obtenidos del GenBank (De los Reyes et al., 2020).

Tabla 1: Secuencias de partidores utilizados en analisis de PCR.

Gen Secuencia (5'- 3" Amplicdn Referencia

Cx37 F: ACTGTCGTGGGCAAGATCTG 222 pb De los Reyes et al, 2020
R: GCCGAGACAGGTAGATGACG

ACTB F: ATTGTCATGGACTCTGGGGATG 191 pb  Palomino y De los Reyes, 2016
R: GCCGAGACAGGTAGATGACG

Cx37, conexina 37; ACTB, p-actina; F, forward; R, reverse.

Ademas, se realizé la curva de calibrado para determinar la concentracion optima de
los partidores para Cx37. El gen de referencia que se utiliz6 fue p-actina, ya previamente
estandarizado en el laboratorio (Palomino y De los Reyes, 2016).

5. RT-gPCR

Se utilizo el kit Maxima SYBR Green/ ROX gPCR Master mix Kit (Thermo Fisher
Scientific ™, Waltham, MA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se empled:
6,25 pL del Méxima SYBR Green, 0.75 pL del partidor Forward y 0.75 pL del partidor
Reverse. La concentracion de ADNc para cada muestra fue de 10 ng y se completé el
volumen diferencial con agua libre de nucleasas que incluye el kit, siguiendo las
indicaciones del fabricante. Todo esto fue depositado en ecoplates (Bibby Scientific Ltd.

Stone, Staffordshire, Reino Unido) procurando una éptima homogeneizacion.

Las placas se sellaron, protegiéndolas de la luz, se centrifugaron y se dispusieron en
el termociclador, utilizando el protocolo de amplificacion en 3 etapas formando un ciclo,
con un total 40 ciclos: la primera etapa es la desnaturalizacion del ADNCc, que dura 15 min
a 95 °C, la segunda etapa es hibridacion por 30 segundos aproximadamente a 55°C
(dependiendo en el Tm especifico de cada par de partidor) y la etapa final es la extension
que dura 30 segundos a 72°C, mediante el uso del termociclador Illumina Eco Real Time
PCR System (EC-100-1001 San Diego, CA, USA).

Los niveles de expresion génica fueron registrados como valores Ct, que

corresponde al nimero de ciclos donde la sefial de fluorescencia puede ser detectada sobre

18



un valor umbral. Los valores Cts promedios de cada réplica fueron calculados y
transformados a valores Quantity (Q) a través del Método AACt (Wigglesworth et al.,
2013). Luego, la cuantificacion de la expresion relativa de Cx37 fue estimada como el

cociente entre el valor Q del gen analizado y el Q del gen de referencia.

DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental constd de 2 grupos como se muestra en la Figura 1. De un
total de 900 COCs recolectados de 60 perras, 750 COCs se sometieron a maduracion in
vitro y 150 COCs se dispusieron como COCs no-madurados para evaluar la expresion del
gen de Cx37 mediante PCR. De los COCs cultivados para maduracion, se distribuyeron en
tres grupos de 250 cada uno, de acuerdo a la suplementacion con P4. Finalmente, estos
grupos de 250 se dividieron en 100 COCs para evaluacion del desarrollo meiotico (VG,
GVBD, Ml y MIl) y 150 COCs para evaluacion de la expresion génica de Cx37, a través de
3 réplicas en RT-gPCR, cada una con un pool aproximado de 50 COCs proveniente de un

minimo de 8 perras diferentes, en las diferentes etapas del ciclo.

900 |

750 | | 150
Maduracidn in vitro Inmadurcs
250 250 | 250 |
50 |;lg|."rnL. Py 100 .|.Lg.-'ml._ Ps

EVALUACION MEIOTICA =

450

B -y . - .
CR-0G7 Extraccion y Transcripcion Rewversa

Figura 1. Distribucion de los COCs recolectados
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ANALISIS ESTADISTICO

Se recolectaron 100 COCs por cada condicion a través de al menos tres réplicas
experimentales para evaluar su desarrollo meiético (VG, GVBD, MI-MII). Los porcentajes
obtenidos en el desarrollo mei6tico fueron transformados mediante arcoseno y las posibles
diferencias entre los grupos fueron evaluadas mediante ANOVA y Test de Duncan,
utilizando como variable la concentracion de P4. Para el analisis de la expresion del gen de
Cx37 se recolectaron 150 COCs por cada condicion ademas de contar con 150 COCs sin
madurar, se realizaron 3 réplicas experimentales para el q-PCR de COCs por cada una y se
utilizaron 50 COCs por cada réplica. Las diferencias en los niveles de expresion relativa del
gen provenientes de los COCs no madurados y madurados in vitro fueron evaluados por

analisis de varianza (ANOVA) y posterior prueba de Duncan.

Se utilizé el programa InfoStat versién profesional, 2018 (Universidad Nacional de

Cordoba, Argentina). Se considero un nivel de significancia de P <0,05.
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RESULTADOS

1. Evaluacion del desarrollo meidtico de ovocitos madurados in vitro

Los porcentajes de desarrollo meidtico obtenidos de acuerdo con las diferentes

concentraciones de P4 a la que fueron sometidos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Porcentaje de desarrollo meidtico de ovocitos caninos madurados in vitro
sometidos a diferentes concentraciones de progesterona.

VG, vesicula germinal; VGBD, reinicio meiético; MI, primera metafase; MIl, segunda
metafase; N°, nimero de ovocitos; P4, progesterona.

Desarrollo Meidtico (%)

Tratamiento Owvocitos (N)
VG WGEBD M MII
Control 138 218 lok 78 a7
50 pg/mL P4 2b 370 470 130 a9
100 pg/mL P4 30 B1* 28¢ 140 96

2b.¢ \salores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0,05).
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.
Figura 2. Microfotografias del desarrollo meidtico de ovocitos antrales caninos madurados
in vitro sometidos a diferentes concentraciones de P4 tefiidos con DAPI. a, Vesicula

Germinal (VG); b, reanudacion meidtica (VGBD); c, Primera metafase (Ml); d, Segunda
metafase (MII).

Se observd que luego de la maduracion en cultivo y posterior evaluacion de los
ovocitos, estos mostraron diferencias significativas en su capacidad de reanudar la meiosis

y alcanzar la segunda metafase en las diferentes condiciones.
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En la Figura 3 muestra el porcentaje de ovocitos que permanecieron en la etapa de
vesicula germinal. EI mayor porcentaje de estos se observa en la condicién de control con
un promedio de 13 + 0,49. Mientras que en las dos condiciones con suplementacién de
progesterona este porcentaje fue menor y sin diferencias significativas, promedio P4 50
pg/mL 2 £ 1,58 y P4 100 pg/mL 3 £ 0,29.

16

= d
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2 10

2 B

s 6

P b b
g | :
5 2

S 0

e Control 50 pe/mL 100 pg/mL

Concentracion de progesterona

Figura 3: Porcentaje de ovocitos detenidos en vesicula germinal luego del cultivo con

diferentes concentraciones de progesterona. VG, vesicula germinal; P4, progesterona.
*b* | as barras con diferente letra son significativamente diferentes. P <0.05.

En la Figura 4, se muestra el porcentaje de ovocitos que lograron reiniciar la meiosis
permaneciendo en etapa de GVBD. La menor tasa se observo en los ovocitos cultivados
bajo la condicién control con un promedio de 21 + 2,05 ovocitos. La media de ovocitos con
50 pg/mL fue de 37 + 2,45 y el mayor porcentaje de reinicio meiotico se logré con la

concentracion de progesterona mas alta, promediando de 51 + 1,87ovocitos.
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Figura 4: Porcentaje de ovocitos que reanudaron la meiosis luego de ser madurados en las
diferentes concentraciones de progesterona. VGBD, reinicio meiotico; P4, progesterona.

#“ Las barras con diferente letra son significativamente diferentes. P <0.05.

En la Figura 5 se observa el porcentaje de ovocitos que alcanzé la etapa de segunda
metafase. EI menor porcentaje se observo en el control con un promedio de 7 £ 1,02
ovocitos. Los mayores porcentajes se observaron en las dos condiciones de adicién de P4,
con medias de 13 + 1,65 para 50 pug/mL y 14 + 0,94 para 100 pg/mL, sin diferencias
significativas entre ambas (P >0,05).

Figura N° 5: Porcentaje de ovocitos madurados que lograron la etapa de segunda

metafase en las diferentes concentraciones de progesterona. MII, segunda metafase; P4,

progesterona.
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*b* | as barras con diferente letra son significativamente diferentes. P <0.05
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2. Niveles de ARNm de Cx37

Los niveles de expresion relativa del ARNm de Cx37 en los ovocitos inmaduros y

madurados in vitro, se muestra en la Figura 6.

Se observd una disminucion (P <0,05) en los niveles de ARNm de Cx37 en los
ovocitos madurados in vitro en relacion con los inmaduros, donde se evidencio una mayor
expresion del gen. Bajo las diferentes condiciones de cultivo no hubo diferencias

significativas.

Expresidnrelativa de ARNm

\ b b
b
1 -
Inmaduros Contro 50 pg/mL 100 pg/mL

Concentracion de progesterona

Figura 6: Expresion relativa del gen de Cx37 en los complejos cimulo-ovocitos inmaduros
y madurados in vitro sometidos a diferentes concentraciones de P4. Cx37, conexina 37; P4,

progesterona.

*b* | as barras con diferente letra son significativamente diferentes. P <0.05
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DISCUSION

Los foliculos y ovocitos preovulatorios caninos son expuestos a altas concentraciones
de P4, la que esta presente en el ambiente pre y post ovulatorio (Willingham-Rocky et al.
2003; De los Reyes et al. 2021), siendo esto una de las caracteristicas notables en el ciclo
reproductivo canino. En el presente estudio se maduraron ovocitos caninos in vitro con la
adicion exogena de dos diferentes concentraciones de P4, basandose en los niveles
intrafoliculares de esta hormona descritos recientemente (De los Reyes et al., 2021) y se
compararon con una condicién control sin suplementacion de P4. Se encontré que luego de
la adicion de esta hormona a los cultivos hubo un mayor porcentaje de ovocitos que
reanudaron la meiosis respecto al control y, ademas, lograron alcanzar mayores porcentajes
de MILI.

Trabajos previos han mostrado resultados contradictorios en relacion con la adicién
de P4 y la maduracién de los ovocitos caninos. Algunos estudios han demostrado un efecto
positivo de la adicion de la hormona (Kim et al., 2005; Evecen et al., 2011); en cambio,
otros no han logrado un mayor porcentaje de maduracién (Willingham-Rocky et al., 2003,
Vannucchi et al., 2009, Hu et al., 2020). La P4 ha sido la hormona mas comunmente
mencionada en la activacién del factor promotor de la maduracion, que a su vez promueve
la degradacion de las vesiculas germinales (GVBD) en los vertebrados inferiores (Hammes,
2004). El liquido folicular con un nivel de P4 alto proporciona un microambiente éptimo
para la proliferacion y diferenciacion de las células somaticas de la granulosa y células de
la teca (Willingham-Rocky et al., 2003; Kim et al., 2017). Ademas, a través del liquido
folicular los ovocitos preovulatorios estan expuestos a altos niveles de P4, con

concentraciones plasmaticas también elevadas (De los Reyes et al., 2021).

En este estudio, el porcentaje de ovocitos que quedaron detenidos en VG, fueron
predominantemente aquellos del grupo control y los que menos permanecieron en este
estado fueron los que estaban expuestos a P4. Del mismo modo, los ovocitos que pudieron
reanudar la meiosis y los ovocitos que alcanzaron el estado de segunda metafase, indicativo
de maduracion, fueron mas en los grupos con P4 exogena, sugiriendo que la capacidad de
reinicio meiotico y de alcanzar la etapa de MII estaria influenciada por la P4 presente en el

medio al que estos son sometidos. Las menores tasas de ovocitos detenidos en etapa de VG
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se obtuvieron con la adicion de P4, independiente de las dosis. Esto concuerda con estudios
previos (Evecen et al., 2011), donde con dosis menores de P4 de las utilizadas en este
estudio, igualmente se obtuvo un menor porcentaje de ovocitos detenidos en VG.

Resultados similares en la maduracion meiotica reportaron Apparicio et al.,(2014).

En relacion con el reinicio meidtico, este fue mayor con la mayor concentracion de
P4, coincidente a lo reportado por Vannucchi et al.,(2009). Se ha sugerido que la alta
concentracion de P4 dentro del foliculo podria promover la competencia meidtica del
ovocito (Hu et al., 2020), posiblemente a través de los receptores nucleares de P4 presente
en las células del cimulo en las etapas de proestro y estro (Gongalves et al., 2009), etapas
del ciclo estral canino donde las concentraciones de P4 aumentan tanto a nivel sanguineo
como folicular (De los Reyes et al., 2021), existiendo una correlacion directa entre ambas y
siendo considerablemente méas alta a nivel folicular, sugiriendo la participacion de esta

hormona en la maduracion del ovocito y en su reinicio meiético.

Este papel de la P4 en la reanudacion meidtica de los ovocitos también se ha
estudiado en otras especies, como en ratones, donde la adicion de esta hormona también ha
demostrado mejorar el desarrollo meidtico de ovocitos (Bazdar y Azadbakht, 2018), vy es
coincidente con lo observado en porcinos por Shimada y Terada (2002), con COCs
cultivados con aminoglutetimida, inhibidor de la produccion de P4, observandose un
aumento en la proporcion de ovocitos detenido en la etapa VG, donde este efecto inhibidor
sobre el reinicio meidtico es superado por la adicion de P4a. Ademas, se ha descrito que
esta hormona juega un papel positivo en la induccién de del reinicio meiético (GVBD) en
los ovocitos porcinos (Yamashita et al., 2003) y el cultivo de COCs con mifepristona,
antagonista de la P4, disminuye el nidmero de ovocitos que alcanza la etapa de MII
(Nagyova et al., 2014).

No obstante lo anterior y aunque se ha demostrado que la inhibicién de la expresion
de los receptores nucleares o y  de P4 frena la reanudacion meidtica y la expansion de las
células del cimulo en cerdos (Shimada et al., 2004), el papel de esta hormona y sus
receptores en la maduracion de los ovocitos aun no esta del todo claro. La produccion de P4
por las células de la granulosa del foliculo preovulatorio en perra aumenta notablemente

antes y durante el peak de LH (Willingham et al., 2003), esto hace que la relacion
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estradiol/progesterona disminuya a través del proestro/estro (Concannon, 2011),
coincidiendo con la reanudacion de la meiosis y la maduracién del ovocito, sugiriendo un
papel de la P4 en este proceso (Apparicio et al., 2011). Sin embargo, también se ha
sugerido que el aumento pre-ovulatorio de P4 intrafolicular inducida por la LH, participa en
la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) en los foliculos caninos (De los Reyes et al.,
2021). Esta enzima cataliza la oxidacién de acido araquidonico a prostaglandina PGE-2, la
que podria retrasar el reinicio meidtico y en trabajos recientes se ha demostrado un
incremento significativo de COX-2 preovulatorio en foliculos caninos (De los Reyes et al.,
2021).

En este estudio los ovocitos en cada grupo de maduracién se cultivaron con niveles
constantes de P4, dando como resultado una mayor tasa de MII en aquellos cultivados con
esta hormona. Estudios en ovocitos caninos suplementados con P4 en medios bifésicos,
indican que los ovocitos alcanzan porcentajes similares de MII en comparacion con los
expuestos a sistemas tradicionales (Apparicio et al. 2014). En el oviducto, también se ha
descrito la presencia de receptores nucleares de P4, registrandose un aumento del gen de
este receptor después de la ovulacion (Palomino et al., 2021), lo que sugiere una posible
relacion entre la P4 a través de sus receptores en el oviducto y la maduracién del ovocito
canino (Tahir et al., 2013). Se ha descrito en caninos que la mayor proporcién de ovocitos
maduros se recolectd cuando las concentraciones de P4 en el plasma sanguineo fueron de
40 a 50 ng/mL (Kim et al., 2017), momento en que los ovocitos ya se encuentran en el
oviducto, pudiendo la P4 estimular este proceso de maduracion de los ovocitos caninos.

En bovinos la adicion de P4 al cultivo promueve el crecimiento de ovocitos de
foliculos antrales y aumenta los niveles de ARNm del factor de maduracion de ovocitos
(cMos) (Bezerra et al., 2020), el cual se ha descrito que regula positivamente la actividad
del factor promotor de maduracién (MPF) (Hanai et al., 1997). Ademas, en otro estudio en
esta misma especie se ha observado que la P4 aumenta los niveles de ARNm para el factor
de crecimiento diferencial 9 (GDF9) y ciclina B1 en ovocitos madurados in vitro (Paulino
et al., 2020). Por lo tanto, el rol de la P4 en el reinicio mei6tico podria atribuirse a su efecto

sobre la proteina quinasa MOS y/o a su efecto sobre el GDF9 y ciclina B1, ya que ellos
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pueden ser importantes para la adquisicion de su competencia, dado que GDF-9 se ha

probado en caninos que favoreceria la maduracién mei6tica in vitro (Garcia et al., 2019)

Otro mecanismo por el cual la P4 podria estar mediando la maduracion de los
ovocitos es a traves de la adenilato ciclasa, ya que esta es inhibida por la P4 (Wang et al.,
2014). Cuando se activa la adenilato ciclasa, esta cataliza la formacion de AMPc a partir de
ATP, lo que conduce a un aumento de los niveles intracelulares de AMPc (Clemens et al.,
2009). EI AMPc es un segundo mensajero involucrado en muchas funciones celulares
(Russell et al., 2016). En ovocitos de mamiferos, el AMPc mantiene el arresto mei6tico
mediante la inactivacion del factor promotor de maduracién y la estimulacion de la proteina
quinasa A dependiente de AMPc (PKA) (Russell et al., 2016). Por lo tanto, la P4
indirectamente reduciria los niveles intracelulares de AMPc, a través de la inhibicion de la
adenilato ciclasa, que luego conduciria a la maduracion mei6tica de los ovocitos (Zabihi, et
al., 2021).

El presente estudio también evalud el posible efecto de la P4 exdgena durante la
maduracion in vitro sobre la expresién del gen que codifica para la Cx37. Las
comunicaciones tipo gap-juctions mediadas por Cx37 en los COCs son esenciales ya que
participan como reguladoras en el arresto meiotico, la maduracién citoplasmatica y el
reinicio meiotico del ovocito (Zhang et al., 2010). Se observd una menor expresion del gen
de Cx37 en los COCs sometidos a maduracién in vitro en comparacion a aquellos no
sometidos a cultivo. La menor expresion génica de Cx37 de los COCs cultivados es
concordante con los resultados in vivo en esta especie (De los Reyes et al., 2020), donde los
ovocitos caninos ovulados mostraron menor expresion del gen de Cx37 en relacion con los

pre-ovulados, lo que coincidiria con el reinicio meidtico tardio en la perra.

Estudios por microscopia electronica de transmision han descrito que a los tres dias
posterior a la ovulacion disminuye la comunicacion ovocito-células del camulo canino en
ovocitos que alcanzaron MII (Viaris de Lesegno et al., 2007) y el analisis del gen de Cx37
mediante PCR en COCs caninos también ha mostrado una disminucién luego de la
ovulacion asociado a una disminucion en la abundancia de Cx37 en las proyecciones
transzonales de COCs ovulados (De los Reyes et al., 2020). Estos datos de expresion

sugieren que la pérdida de conexidn entre el ovocito y sus células del cimulo comienza con
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una reduccion de Cx37 en los COCs ovulados. Por lo tanto, estos implicaria una
disminucion de los niveles de AMPc en los ovocitos, lo que conduciria al desarrollo
meidtico a nivel oviductal, esto porque se produce la retraccion de las TZP antes de la etapa

de degradacion de la vesicula germinal ( Lei et al., 2018).

In vitro no se encontraron diferencias en la expresion del gen de Cx37 en los COCs
madurados con la adicidn de P4, observandose una baja expresion de la Cx37 en los tres
grupos experimentales luego del cultivo, siendo significativamente menor en relacion con
los COCs no sometidos a maduracion. Si bien existe evidencia en otras especies de que la
P4 puede modificar la expresién génica de conexinas (Petrocelli y Lye, 1993), en este

estudio no se observé un efecto directo de la adicion de P4 en la expresion de la Cx37.

En células de la granulosa canina obtenidas de foliculos antrales de perras en
diferentes etapas del ciclo estral y cultivadas in vitro con P4, se presenta una disminucion
de la expresion del gen de la Cx37 sélo en la etapa de anestro (datos no publicados), lo que
podria indicar una regulacion de esta hormona en forma diferencial, lo que no se determind

en este trabajo.

La IVM con la adicién de P4 mejor6 los porcentajes de MII de los ovocitos y hubo
una disminucion importante de los niveles de expresion génica de Cx37 posterior al cultivo,
por lo que se sugiere que los mayores porcentajes de MII alcanzados podrian relacionarse
con los menores niveles de expresion del gen de Cx37, ya que al disminuir esta proteina se
altera la comunicacion entre el ovocito y las células del cimulo, lo que permitiria la
consiguiente disminucién del flujo de GMPc hacia el ovocito, y por lo tanto, la activacion
de la fosfodiesterasa, que a su vez disminuiria los altos niveles de AMPc que mantienen el
arresto meidtico. No obstante, la disminucion de la expresién de este gen no estaria

directamente influenciada por la adicion de la P4 exdgena a los cultivos.

En conclusion, la P4 podria estar contribuyendo a la maduracion nuclear de los
ovocitos caninos por vias independientes a Cx37. Ademas, la maduracion in vitro

disminuye la expresion géenica de esta conexina.
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