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PARTE |: SELECCION DE ESPERMATOZOIDES PORCINOS EN BASE A

INTERACCION CON AZUCARES PRESENTES EN EL EPITELIO OVIDUCTAL

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 EL SISTEMA REPRODUCTOR DE LA CERDA

El sistema reproductor de la cerda (Sus scrofa) esta compuesto por diferentes estructuras:
la vulva, el vestibulo vaginal, la vagina, el utero, los oviductos y los ovarios (Fig. 1). La
vulva permite la entrada del pene durante la copula y la expulsion de las crias durante el
nacimiento. El vestibulo vaginal, situado entre la vagina y la vulva, contiene el orificio
externo de la uretra (Hafez et al., 2013). La vagina, que mide unos 10-12 cm, forma la
apertura al exterior del tracto genital y forma parte del canal del parto, su aspecto varia
dependiendo de la etapa del ciclo estral (Edstrom, 2009). El utero consta de dos cuernos
de 60-90 cm en cerdas no gestantes y un cuerpo de 6 cm, comunicandose con la vagina a
través del cérvix o cuello uterino, que mide aproximadamente 25 cm (Yeste y Castillo-
Martin, 2013). El utero es el lugar en el que el embridn se implanta y desarrolla hasta el
parto. Ademas, en la cerda es el sitio donde se deposita el semen. El oviducto, del que
hablaremos con detalle mas adelante, es un conducto sinuoso que mide
aproximadamente 25-30 cm (Coy et al., 2018) y que conecta el utero con los ovarios. Por
ultimo, los ovarios son las génadas femeninas, donde se sintetizan distintas hormonas
femeninas (principalmente estrégenos y progesterona) y el érgano en el que se forman los
gametos femeninos conocidos como ovocitos en el interior de los foliculos ovaricos. Cada
ovario mide 5 cm y pesa unos 10 gramos aproximadamente y su forma irregular y
lobulada recuerda a un racimo de uvas, con multiples foliculos y cuerpos luteos en la
superficie (Edstrom, 2009), pero su apariencia varia notablemente a lo largo del ciclo

estral.



CUERPO
UTERINO

CUERNO
UTERINO

LIGAMENTO
ANCHO OVARIO
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———WVAGINA

Figura 1. Esquema del sistema reproductor de la cerda. Imagen modificada de Soriano-

Ubeda et al, 2013.

1.2. CICLO REPRODUCTIVO DE LA CERDA

La cerda es una hembra poliéstrica no estacional, por lo que tiene celo durante todo el
afio en intervalos regulares. Su vida reproductiva empieza cuando alcanza la pubertad
con su primer celo, entre los 150-220 dias de vida, dependiendo de factores variados,
incluyendo la raza, el estado de nutricion del animal y el contacto con machos (Anderson,
2000). Tras la pubertad, la cerda comienza su vida reproductiva donde el ciclo estral, la
gestacion y lactancia estaran regulados por las concentraciones de diversas hormonas

reproductivas generadas en diferentes érganos (Tabla 1).



Tabla 1. Hormonas relacionadas con el ciclo reproductivo en la especie porcina.

Organo Hormonas
Hipotalamo Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).

Glandula pituitaria Hormona estimulante de foliculos (FSH), hormona luteinizante (LH),
oxitocina, prolactina.

Ovarios Progesterona (P4), 17B-estradiol (E2), inhibina, relaxina.
Utero Prostaglandina F2a (PGF2a).

Cada ciclo estral, que en la cerda dura de 18 a 24 dias consta de 4 fases: estro,
metaestro, diestro y proestro. En otra posible nomenclatura, proestro y estro conforman la

fase folicular del ciclo, mientras que metaestro y diestro equivalen a la fase luteal.

Teniendo como referencia un ciclo de 21 dias y siendo el dia 0 la ovulacion, el estro o
periodo de maxima receptividad sexual dura unas 40-60 horas en presencia de machos.
Durante este periodo se observan cambios en el comportamiento del animal y a nivel
fisiologico (vulva enrojecida, aumento del mucus vaginal) y es cuando se produce la

copula.

Inmediatamente después de la ovulacion empieza la fase luteal temprana: la
concentracion de P4 esta en el minimo y se ha reducido drasticamente el numero de
foliculos de Graaf en los ovarios. Al aumentar la concentracién de FSH en los dias 1y 2
tras la ovulacion, se inicia una oleada de crecimiento folicular sincronizado y aumenta el
numero de foliculos antrales de pequefio (2.5-3 mm) y mediano tamano (4 mm). La
produccion de inhibina por estos foliculos aumenta, lo que reduce la concentracion
periférica de FSH (Noguchi et al., 2010). Mientras, la formacion del cuerpo luteo va
incrementando gradualmente la concentracion de P4, que alcanza su maximo nivel en
torno al dia 8-9 e inhibe la secrecion de gonadotropinas (Soede et al., 2011). Los niveles

de estrogeno se mantienen bajos mientras tanto. Durante la fase luteal de la cerda, las



oleadas de crecimiento folicular no llegan hasta una etapa de dominancia de un foliculo
como sucede en la vaca, sino que hay un desarrollo sincronizado de foliculos antrales

pequefos hasta un tamafo de 3-4 mm (Hazeleger et al., 2005).

Nueve dias antes de la ovulacion, empieza la degeneracion del cuerpo luteo (fase luteal
tardia) y con ello caen los niveles de P4, lo que conlleva un incremento del numero de
foliculos antrales pequenos que empiezan a sintetizar mas inhibina, lo que conducira dos
dias mas tarde a un descenso en la liberacion de FSH (Soede et al., 2011). Mientras
tanto, la concentracion de P4 ha llegado al minimo y la de E2 se incrementa rapidamente,
inhibiendo la liberacion de GnRH por el hipotalamo y reduciendo tanto la liberacién de LH
como de FSH (en colaboracién con inhibina A) (Noguchi et al., 2010). Al disminuir la
concentracion de FSH, los foliculos mas pequefios pierden el estimulo de esta hormona y
sufren atresia (Lucy et al., 2001). En este momento de reduccién de LH y FSH es cuando
empieza el proceso de seleccidn de los foliculos, que durara hasta la ovulacién (Soede et

al., 2011).

La fase folicular viene a continuacion y dura unos 4-6 dias: los foliculos antrales de mayor
tamafo (de hasta 6 mm), de acuerdo con Knox y colaboradores (2005), que se habian
desarrollado durante el final de la fase luteal, conforman el llamado pool de foliculos
antrales. Su reclutamiento comienza cuando la frecuencia de pulsos de liberacion de
GnRH aumenta de forma considerable, induciendo la liberacion de LH y FSH por la
glandula pituitaria. La hormona FSH es importante para que se incremente el nimero de
foliculos que van a ser reclutados (cerdas con mayores concentraciones de FSH
muestran ratios de ovulacion mayores; Knox et al., 2003), mientras que la hormona LH es

necesaria para que crezcan hasta el tamafo de foliculo preovulatorio (7-9 mm; Knox et



al., 2005). Una vez que la LH ha estimulado el crecimiento de los foliculos, estos

empiezan a producir E2, incrementando su concentracion (Soede et al., 2011).

La ovulacion se produce unas 303 horas tras el pico de LH y aproximadamente 48 horas
tras el pico de E2 (Soede et al., 1994). Dura de 1 a 3 horas si es espontanea y hasta 6
horas si es inducida (Soede et al.,, 1998). La cerda posee una capacidad reproductiva
superior al resto de animales domésticos debido a una elevada fertilidad: en cada ciclo
ovula 15-30 ovocitos por ciclo estral, de los cuales 13-16 daran lugar a lechones
(Peltoniemi et al., 2019). Las hormonas regulan con precisién el desarrollo de los foliculos,
determinando su numero y calidad. La relacién entre las concentraciones de las hormonas

E2, P4, LH, FSH con la morfologia ovarica y las fases puede consultarse en la figura 2.
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Figura 2. Concentraciones de hormonales vs los dias del ciclo estral porcino, con las
fases correspondientes y la morfologia ovarica (a partir de datos de concentracién en
plasma de Noguchi y colaboradores, 2010; las fotos de los ovarios porcinos han sido
tomadas de Carrasco y colaboradores, 2008). Se considera el dia 0 el de la ovulacion.

Fol.P: foliculos de 3-6 mm; Fol.G: foliculos > 6 mm.

1.3.-EL OVIDUCTO

En 1561, Gabrielle Fallopius publico la primera descripcion anatomica de un oviducto de
mamifero (Woodruff y Pauerstein, 1969). Sin embargo, no fue hasta el siglo XIX, con las
observaciones de Barry (1844) y Bischoff (1845) de ovocitos penetrados por
espermatozoides que habian sido recuperados de un oviducto, cuando se empezé a
conocer mas sobre su significado funcional. Durante los ultimos afios de ese siglo se fue
descubriendo mas sobre la presencia de células ciliadas en el epitelio oviductal y se

sugirio su funcion secretora (Gould et al., 1974).

En los mamiferos, el oviducto (también conocido como trompa uterina o trompa de
Falopio en la especie humana) es la regiébn anatomica del tracto genital femenino
involucrada en varios procesos reproductivos de gran interés. El oviducto juega un papel
importante en el transporte de gametos y su almacenamiento (Suarez et al.,, 2015),
incluyendo la formacién del reservorio espermatico (Suarez et al., 2016). En el oviducto
tienen lugar las ultimas etapas de la maduracion de gametos y la fecundacién (Avilés et
al., 2010; Hunter 2011). Componentes del fluido oviductal (FO), juegan un papel
secundario en el bloqueo de la polispermia produciendo un endurecimiento de la zona

pelucida (ZP) antes de la fecundacion (Coy et al., 2008; Avilés et al., 2010). Las primeras



fases del desarrollo embrionario temprano tienen lugar en el oviducto (Yang y

Yanagimachi, 1989; Hunter 1991).

El oviducto es fundamentalmente una estructura tubular con multiples pliegues en su
interior que conecta los ovarios con el utero. Posee cuatro regiones principales que,
enumeradas yendo desde el ovario hasta el utero son: el infundibulo, la ampolla, el istmo

y la unién utero-tubarica (Menezo y Guerin., 1997; Coy et al., 2018), (Fig. 3).

Infundibulo Union ampular- Unién utero-

istmo
Ampolla istmica tubdrica :

Figura 3. Oviducto porcino. Barra 1 cm. Modificado de Avilés et al., 2010.

El infundibulo es una estructura con forma de embudo que posee unas prolongaciones
conocidas como fimbrias que median el transporte del ovocito desde el ovario hasta la
ampolla (Hafez et al.,, 2013). La ampolla ocupa casi la mitad de la longitud total del
oviducto. La union ampular-istmica separa la ampolla del istmo Y es donde tiene lugar la

fecundacion en la cerda.

El istmo es el lugar en el que se produce la formacion del reservorio espermatico, donde
los espermatozoides se almacenan hasta que se produce la ovulacion (Miller 2018), y
también donde continua la capacitacion espermatica, que les permite adquirir la habilidad
para sufrir la reaccién acrosomica (RA) y poder fecundar al ovocito. Ademas, en él tendra
lugar el desarrollo embrionario preimplantacional tras la fecundacion (Yang vy

Yanagimachi, 1989; Hunter et al., 1991).

Por ultimo, la unién utero-tubarica, separa el istmo del utero, siendo una de las barreras

fisicas mas importantes de seleccion espermatica en el tracto genital femenino (Pérez-



Cerezales et al., 2018). El eyaculado de cerdo, consiste en 500 ml con 50-60 billones de
espermatozoides que son directamente depositados en los cuernos uterinos (Yeste y
Castillo-Martin, 2013). Varios millones podran mantenerse en el cuello uterino y no seran
eliminados por el sistema inmune (Rodriguez-Martinez et al., 2010) o debido al reflujo
(Soriano-Ubeda et al., 2013). Sin embargo, solo unos pocos miles llegaran al istmo antes
de la ovulacion y formaran el reservorio espermatico (First et al., 1968; Sumransap et al.,

2007).

1.3.1- HISTOLOGIA DEL OVIDUCTO

El oviducto y el utero se forman a partir de los conductos Mullerianos durante el desarrollo
embrionario. Mientras que los segmentos craneales de los conductos Mdillerianos se
transforman en los oviductos, los segmentos caudales dan lugar a los cuernos uterinos

(Cuhna et al., 2017).

Un corte histoldgico del oviducto presenta una tunica mucosa con un epitelio cilindrico
simple con células secretoras y ciliadas, y una lamina propia de tejido conjuntivo laxo
(Budna-Tukan et al., 2019). Rodeando a la mucosa se pueden observar dos capas de
musculo liso que se entremezclan conformando una tunica muscular de arquitectura
plexiforme (Coy et al., 2018). La capa mas externa es la tunica serosa, que contacta con
el peritoneo por medio del ligamento ancho, esta formada por mesotelio y una delgada

capa de tejido conjuntivo (Foley y Johnson, 1974).

La histologia del oviducto varia segun la region (Fig. 4). De esta forma, podemos observar
como el grosor de la tunica muscular disminuye desde el istmo hasta el infundibulo,

mientras que el numero, la longitud y la complejidad de los pliegues de la mucosa



aumentan considerablemente. La mucosa del istmo presenta pliegues longitudinales, de
altura media y sin ramificar. En el istmo, Yaniz et al. (2006), diferencia pliegues primarios
de mayor altura y grosor y otros secundarios de menor altura que dan lugar a un sistema
de “bolsillos” que discurre paralelo a los pliegues primarios. Por otra parte, la mucosa de
la ampolla y el infundibulo presenta fundamentalmente pliegues longitudinales, de altura
elevada y muy ramificados en la cerda (Foley y Johnson 1974). La luz estrecha del
oviducto, permite que, primero el complejo cumulo-ovocito, y luego el embrion estén en

contacto intimo con el epitelio (Yaniz et al., 2006).

500 um

Figura 4. Tincion hematoxilina-eosina de cortes histolégicos de diferentes regiones del
oviducto porcino: infundibulo (A), ampolla (B) e istmo (C). 1: pliegues de la mucosa. 2:

capa muscular. 3: capa serosa. Imagen modificada de Budna-Tukan et al., 2019.

El epitelio oviductal tiene dos tipos de células principales: células secretoras y células
ciliadas. Las células secretoras del oviducto tienen forma cilindrica, con un nucleo grande,
basdfilo y esférico y un citoplasma eosindfilo. Estas células presentan microvellosidades
en su extremo apical, sintetizan proteinas activamente y poseen numerosos granulos de
secrecion positivos al acido periédico de Schiff (PAS), (Foley y Johnson, 1974). Las
células secretoras son ademas las encargadas del mantenimiento del epitelio oviductal,
dividiéndose para dar lugar a mas células secretoras y diferenciandose a células ciliadas

(Ghosh et al., 2017). Las células ciliadas también tienen forma cilindrica y poseen cilios de
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tubulina que se mueven en direccion al utero, participando en el movimiento de ovocitos y

embriones en dicha direccion (Coy et al., 2018).

La proporcion entre células secretoras y ciliadas varia en funcion de la regién del
oviducto, siendo en el istmo mas frecuentes las células secretoras con respecto a ampolla
e infundibulo, donde podemos observar que las fimbrias estdn compuestas casi en su

totalidad por células ciliadas (Coy et al., 2018), (Fig. 5).

Figura 5. Microscopia electronica de barrido (SEM, a) y microscopia electronica de
transmision (TEM, b) de oviducto bovino. SC: células secretoras, CC: células ciliadas, SG:

granulos de secrecion, Ci: cilios. Imagen tomada de Mondéjar et al., 2012.

1.4.- EL SISTEMA REPRODUCTOR DEL CERDO

Los espermatozoides de mamifero se producen en los testiculos, un érgano de forma
eliptica protegido por la tunica albuginea que contiene los tubulos seminiferos donde se
lleva a cabo la espermatogénesis. Ademas, el testiculo es un importante 6rgano

endocrino, contribuyendo a las caracteristicas sexuales del macho gracias a la secrecion
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de andrégenos por las células de Leydig y de activina e inhibina por las células de Sertoli

(Bonet et al., 2013).

Los espermatozoides maduran en el epididimo (Dacheux et al., 1998), una estructura
tubular enrollada y muy empaquetada de unos 54 m de longitud (Hafez et al., 2013), a
donde pasan desde la rete testis. Esta constituido por tres regiones: cabeza (caput),
cuerpo y cola (cauda). El epididimo desemboca en el vaso deferente , que transporta los
espermatozoides hasta la uretra, donde se unen a las secreciones de las glandulas
sexuales accesorias. Las glandulas sexuales accesorias producen la mayor parte del
eyaculado, e incluyen las vesiculas seminales (también llamadas glandulas vesiculares,
que producen un 15-20% del volumen), la
prostata (que genera un 55-75% del volumen)
y las glandulas bulbouretrales (o glandulas de
Cowper, que contribuyen con un 15-20% del
volumen del eyaculado) (Badia et al., 2003).
La uretra conduce el semen del animal hacia
el exterior a través del pene, un organo
copulatorio de 17-18 cm de longitud, de forma
cilindrica y con un glande en forma de S

(Hafez et al., 2013)(Fig. 6).

Figura 6. Sistema reproductor del cerdo. T:
testiculo, E: epididimo, D: conducto deferente, U: vejiga, V: vesiculas seminales, P:

prostata, C: glandulas bulbouretrales, PE: pene. De Bonet et al., 2013. Regla = 15 cm.
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1.4.1- EL ESPERMATOZOIDE PORCINO

El espermatozoide porcino esta constituido por cabeza y cola (Fig. 7). En un
espermatozoide de cerdo maduro, la cabeza tiene forma aplanada y ovalada, con una
longitud de 7 ym, un ancho maximo de 3.7 um y un grosor de 0.4 ym. La cola mide 37.4

pum, siendo la longitud total del espermatozoide de unos 43-35 um (Holt et al., 2010).

( —

CABEZA

COLA

Figura 7. Esquema del espermatozoide porcino. 1. membrana plasmatica, 2: membrana
acrosomal externa, 3: acrosoma, 4: membrana acrosomal interna, 5: envoltura nuclear, 6:
nucleo, 7: cuello, 8: mitocondria, 9: flagelo, parte proximal, 10: anillo anular, 11: lamina
fibrosa, 12: axonema vy fibras exteriores densas (ODFs). (imagen modificada de Brewis et

al., 2004).
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Como en el resto de mamiferos, la cabeza incluye el nucleo, con ADN muy empaquetado
y un organulo exocitico especializado llamado acrosoma derivado del aparato de Golgi
(Khawar et al., 2019) y que contiene enzimas como hialuronidasas (SPAM1 y HYALS), B-
galactosidasa, arilsulfatasa A, las fosfolipasas C y A, y multitud de enzimas proteoliticas,

entre las que destaca la acrosina (Toshimori y Eddy, 2015).

Desde el cuello hasta el final del flagelo se localizan: la pieza intermedia (que incluye la
porcidon proximal del axonema y las mitocondrias del espermatozoide, y que mide 9 um de
longitud y 0.7 um de diametro), la pieza principal (que incluye la mayor parte del axonema
rodeado por las fibras exteriores densas, de 26.2 ym de largo y 0.4 ym de didmetro) y la
pieza terminal (que incluye la porcion terminal del axonema sin fibras exteriores densas,
con 2.2 ym de longitud y 0.2 ym de diametro) (Briz et al., 2013). El axonema esta formado
por nueve dobletes de microtubulos formando una circunferencia que rodea a un par de
microtubulos centrales, y es la base estructural de la movilidad espermatica (Toshimori y

Eddy, 2015).

1.4.2- ESPERMATOGENESIS

Tras alcanzar la pubertad, que en el cerdo se alcanza a partir de los 5-6 meses de edad
(Sancho y Vilagran et al., 2013), la espermatogénesis comienza a producirse como un
proceso continuo. Dentro de Ilos testiculos, las células precursoras de los
espermatozoides (espermatogonias), empiezan su maduracion cerca de la pared de los
tubulos seminiferos. Las espermatogonias se convierten en espermatocitos primarios
mediante varias divisiones mitdticas. Los espermatocitos primarios se transforman en

secundarios tras la primera division meidtica, y éstos, se convierten a su vez en
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espermatidas tempranas tras la segunda division meiotica (Smith y Walker, 2015).
Durante todo el proceso, las células germinales se encuentran rodeadas por las células
de Sertoli, que les proporcionan nutrientes y sintetizan hormonas y factores de
crecimiento (Garner y Hafez, 2000; Hai et al., 2014). La espermatogénesis finaliza cuando
los espermatozoides se liberan al lumen del tubulo seminifero. Este proceso tiene una
duracion de 34 a 36 dias en el cerdo (Bonet et al.,, 2013), pero la produccién de
espermatozoides inmaduros no esta sincronizada en los tubulos como sucede con la
ovulacion en la hembra, por lo que se producen espermatozoides para su eyaculacion

diariamente.

1.4.3- MADURACION EN EL EPIDIDIMO

Tras ser liberados al lumen de los tubulos seminiferos, los espermatozoides se desplazan
por la rete testis pasando por los conductos eferentes hasta la cabeza del epididimo,
donde comienza su maduracion. En la cabeza, los espermatozoides adquieren proteinas
que seran importantes para adquirir la capacidad fecundante, como es el caso de la
clusterina (Dacheux et al., 1998), GPX5 (Drevet et al., 2006) o la lactadherina (MFGES),
que ademas esta involucrada en la transferencia de material de los exosomas
epididimales al espermatozoide (Nixon et al., 2019). Posteriormente se irdan desplazando
desde la cabeza hasta la cola del epididimo, adquiriendo en este transito motilidad de
forma gradual debido a un incremento en los niveles de AMPc intracelular (Dacheux y
Dacheux, 2014), aunque son incapaces de moverse debido a la elevada concentracion de
espermatozoides presentes. Finalmente, en la cola estaran almacenados hasta la
eyaculacién, y mientras tanto, se les iran afadiendo nuevas proteinas esenciales para su

fertilidad, como PRDXS5, y perderan otras como ACE y HSPA2 (Belleannee, 2011). El
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tiempo que pasan los espermatozoides en el epididimo porcino se ha estimado en 12-14

dias (Knox, 2003).

1.4.4.-EYACULACION Y PLASMA SEMINAL

Con la eyaculacion, los espermatozoides son diluidos en el plasma seminal, donde
adquieren su motilidad completa y se modifica aun mas su composicion. El plasma
seminal es un fluido biolégico fruto de la mezcla de las secreciones de las glandulas
accesorias del animal: la prostata, las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales.
La secrecion de las glandulas accesorias aporta un mayor volumen al eyaculado, acido
citrico y fructosa que actuan como fuente de energia, iones y tampones para mantener un
pH de 6.9-7.9 en el semen (Sancho y Vilagran, 2013). El eyaculado porcino consta de tres

fracciones: la pre-espermatica, la rica en espermatozoides y la post-espermatica.

La fraccidén pre-espermatica esta formada por secreciones de las glandulas accesorias, y
no contiene espermatozoides. La fraccién rica en espermatozoides tiene un volumen de
70-100 ml y presenta una concentracion de 0.5-1x10° espermatozoides/ml, junto a
secreciones de la prostata y las vesiculas seminales. Las glandulas bulbouretrales y la
préstata producen una gelatina predominante en la fraccion post-espermatica cuya
funcidén es sellar el cérvix para evitar el reflujo del semen tras la copula (Sancho vy

Vilagran, 2013).

Las proteinas del plasma seminal como las espermadhesinas (AWN-1y 2, AQN-1, 2y 3,
DQH, PSPI y Il), han demostrado tener un importante papel en reproduccion, puesto que
se unen a la superficie del espermatozoide y la modifican (Dostaltova et al., 1997; Topfer-

Petersen et al., 1998; Zigo et al., 2019). PSPl y PSPII preservan la viabilidad de los
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espermatozoides eyaculados, previenen la respuesta inmune en el utero y evitan la
aglutinacion espermatica (Ekhlasi-Hundrieser et al., 2002; Caballero et al., 2005), mientras
que AQN-1 y DQH median la interaccién del espermatozoide con el epitelio oviductal
permitiendo la formacion del reservorio espermatico (Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005;

Manaskova et al., 2007; Talevi y Gualteri, 2010).

1.4.5- CAPACITACION ESPERMATICA

1.4.5.1- Introduccidén

La capacitacion espermatica es un proceso fisiolégico que prepara al espermatozoide
para la fecundacion. Las primeras observaciones y descripciones de este fendmeno las
hicieron por separado Austin y Chang en 1951 (Austin, 1951; Chang, 1951), sobre
espermatozoides introducidos en diferentes tiempos antes de la ovulacién directamente
en el oviducto de conejas. Demostraron por primera vez, que la estancia en el utero y/o el
oviducto es necesaria para preparar al espermatozoide para la fecundacion. Durante los
afios siguientes, se describié el proceso de capacitacion en diversas especies de
mamiferos, y se empezaron a hacer las primeras pruebas de capacitacion in vitro que
finalmente permitieron llevar a cabo la fecundacion in vitro (FIV) en diferentes especies,
incluyendo la humana (Whittingham et al., 1968; Mukherjee y Cohen, 1970; Edwards et

al., 1970; Steptoe et al., 1971).

In vivo, los espermatozoides son introducidos en el tracto reproductor femenino (en la
cerda, directamente en el utero), donde se producen los preliminares de la capacitacion
espermatica, perdiéndose factores decapacitantes pertenecientes al plasma seminal y el
fluido epididimario. Posteriormente, los espermatozoides sufren una seleccion en la unién

utero-tubarica, una barrera compleja, consistente en un epitelio que forma numerosos
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pliegues sinuosos en contacto. Este epitelio esta recubierto de un mucus que durante el
estro de la cerda disminuye en viscosidad. La unién utero-tubarica dificulta el paso de
microorganismos patdégenos y de espermatozoides con motilidad pobre o aberrante y/o
anormalidades morfoldgicas, mientras que los espermatozoides con motilidad lineal y
progresiva tendran mayor éxito a la hora de atravesar esta barrera (Garcia-Vazquez et al.,

2015; Suarez et al., 2015).

Los espermatozoides seleccionados llegan al istmo, donde algunos forman el reservorio
espermatico, donde se mantienen en un estado latente esperando la ovulacion (Apichela
et al., 2014). Sefales endocrinas de la ovulacion son las que provocan la entrada en el
proceso de capacitacion. La capacitacion lleva a los espermatozoides a un estado de
hiperactivacion que contribuye a su liberacion del epitelio del istmo y migran en direccién
al complejo cumulo-ovocito (Chang y Suarez, 2010). Tras sufrir la RA pueden fecundar el

ovulo.

Entre los cambios observados en los espermatozoides durante la capacitacion estan: un
aumento en la fluidez de la membrana plasmatica asociado a pérdida de colesterol, un
aumento del estrés oxidativo promovido por radicales libres de oxigeno (ROS), la
fosforilacién de tirosinas, y la adquisicion de motilidad hiperactivada (Aitken y Nixon, 2013;
Aitken et al., 2015). A continuacion, se ofrecera una informacion mas detallada de cada

uno de estos cambios.

1.4.5.2- Modificaciones en la membrana plasmatica
Colesterol
El colesterol es un lipido esteroideo hidréfobo, cuya presencia aumenta la rigidez de las

membranas lipidicas. Durante la maduracién en el epididimo se incorpora a la membrana
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plasmatica y actua como un potente factor decapacitante (Davis et al., 1980). Un 6% de
este colesterol esta sulfatado y presenta como consecuencia una unidon mas estable a la
membrana plasmatica (Langlais et al., 1981), pero conforme los espermatozoides van
avanzando por el tracto reproductivo, las esterol-sulfatasas presentes hidrolizan el grupo
sulfato y hacen posible su esterificacion (Roberts, 1987). Los acidos grasos necesarios
para la esterificacion provienen del corte enzimatico de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica por la fosfolipasa A, lo que ademas incrementa la proporcién de fosfolipidos en
la membrana y aumenta su fluidez y permeabilidad al calcio. La oxidacion de los esteroles
por ROS facilita su transferencia a la albumina (Brouwers et al., 2011). Agentes
extractores de colesterol como la albumina (Visconti et al., 1995), la B-metil-ciclodextrina
(Visconti et al., 1999) o la lipocalina 2 (Watanabe et al., 2014) tienen un efecto

capacitante.

Fosfolipidos

En especies como el cerdo, la capacitacion induce una exposicion de fosfolipidos en la
cara externa de la membrana plasmatica del espermatozoide entre los que se incluye la
fosfatidilserina. Aunque la presencia de este fosfolipido esté clasicamente asociada con la
apoptosis celular, en este caso, ambos sucesos no estan relacionados (Gadella y

Harrison, 2002; Rival et al., 2019).

Tanto la extraccion de colesterol de la membrana plasmatica, como la exposicion de
fosfolipidos como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina estan relacionadas con un
aumento en la fluidez de la membrana y un aumento de la permeabilidad al calcio

(Harrison y Gadella, 2005).
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Gangliésido Gw1

El monosialotetrahesoxilgangliésido (Gwui), es un glicolipido de la membrana plasmatica
presente en los espermatozoides que sufre una relocalizacidon durante la capacitacion, en
el cerdo, las balsas lipidicas con Gus se mueven desde la cola a la cabeza durante la
capacitacién (Shadan et al., 2004). Cardona y colaboradores (2017) disefiaron un sistema
conocido como Cap-Score™ que evalla los porcentajes de capacitacion espermatica
basado en la relocalizacion de Gw1 en la especie humana y que esta correlacionado con la

capacidad reproductiva en esta especie (Cardona et al., 2017; Ostermeier et al., 2018).

1.4.5.3- ROS y capacitacion

Los espermatozoides de mamifero generan ROS como O; y H;0.. Inicialmente, se creia
que el efecto de los ROS era puramente danino sobre el espermatozoide, debido a la
peroxidacion lipidica de su membrana plasmatica (Aitken et al., 2015). Sin embargo, los
experimentos de induccién de ROS con xantina, xantina oxidasa y catalasa mostraron una
hiperactivacion y capacitacion espermatica al aumentar la concentracion de ROS en el
medio de forma controlada, mientras que la adicibn de superdxido dismutasa,

restableciendo el equilibrio redox, inhibia la capacitacién (de Lamirande y Gagnon 1992).

Aun se desconoce qué ROS en particular estan involucrados en la capacitacion in vivo, y
algunos autores sugieren que al ser la interconversion de ROS y NOS (especies reactivas
de nitrégeno) muy rapida, seran varias especies reactivas diferentes las que participen en
eventos capacitantes (Aitken y Nixon 2013). In vitro, H,O, (Rivlin et al., 2004), -O, (de
Lamirande y Gagnon, 1993), ‘-NO (Herrero et al., 2003) y ONOO" (Rodriguez y Beconi,

2009) estimulan la capacitacion espermatica.
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Como fuentes productoras de radicales libres se han propuesto tres opciones: la actividad
NADPH oxidasa en el espermatozoide (Musset et al. 2012), L-aminoacido oxidasas
citosdlicas (Aitken et al., 2015) y la mitocondria, que posiblemente sea la fuente principal

de ROS en el espermatozoide (Koppers et al., 2008; Boguenet et al., 2021).

La presencia de ROS esta también intimamente relacionada con el estatus fosforilado de
las tirosinas (Aitken et al., 2017), debido a que inhibe a las tirosinas fosfatasas (Hecht y
Zick, 1992), estimula la actividad adenilato ciclasa (Rivlin et al., 2004), la proteina kinasa A
(O’Flaherty et al., 2006) e induce la oxidacién y eflujo de colesterol de la membrana

plasmatica (Boerke et al., 2013).

Puede concluirse que alcanzar ciertos niveles de ROS en el medio es esencial para la
capacitacién, aunque un estrés oxidativo mayor conllevara la entrada en apoptosis de los
espermatozoides y su muerte, lo que determina la ventana temporal de la capacitacion.
Los espermatozoides sobrecapacitados presentan dafio oxidativo en el ADN, peroxidacion
lipidica, motilidad reducida y activacion de caspasas (Koppers et al., 2011; Aitken y Baker
2013). Todos estos dafios son sefales de senescencia celular e irreversibles,

desembocando en la muerte espermatica.

1.4.5.4- Fosforilacion de tirosinas

La fosforilacién de tirosinas es un rasgo de capacitacion comun a todos los mamiferos
estudiados. Este evento fue descrito por Visconti et al. (1995) en espermatozoides de
ratén y se puede lograr in vitro en un medio con calcio, bicarbonato y albumina, aunque

experimentos posteriores han demostrado que no son esenciales (Baker et al., 2004).
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Existen dos rutas conocidas que promueven la fosforilacion de tirosinas en
espermatozoides. La principal es la que implica la activacién de la protein kinasa A (PKA)
por adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que a su vez activa a otras kinasas. Entre las
kinasas candidatas aguas abajo de PKA estan pp60cSRC y cABL (Baker et al., 2006),
FAK y PYK2 (Battistone et al., 2014) y FERT (Alvau et al., 2016). En esta ruta principal y
mas estudiada, parece que la kinasa aguas abajo de PKA mas importante es FERT,
debido a que ha sido la unica cuyo ratdon KO no presentd un incremento en la fosforilacion
de tirosinas en medio capacitante in vitro, pero aun asi es fértil (Alvau et al., 2016),
mientras que en humano se ha explorado su funcion mediante inhibidores (Matamoros-

Volante et al., 2018).

La ruta secundaria es la que implica la activacion de kinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK), dado que el espermatozoide posee estos receptores en su

superficie, aparentemente a través de la ruta Ras-Raf-MEK-ERK (Aitken, 2013).

1.4.5.5.- Hiperactivacion

La hiperactivacién es un movimiento tipico de espermatozoides recuperados del oviducto
de mamiferos. Durante la capacitacion se produce una transicién en cierto porcentaje de
la poblacién espermatica de un patron de motilidad en el que el flagelo bate de forma
simétrica, formando ondas de baja amplitud (tipico movimiento progresivo) a un batir
asimeétrico formando ondas de alta amplitud (Yanagimachi et al. 1994). Se ha propuesto
que este movimiento participa en el desprendimiento de los espermatozoides unidos al
epitelio oviductal y confiere fuerza para ayudar a penetrar el camulo ovigero y la ZP

(Suarez et al., 2008).
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Los canales cationicos de calcio CatSper son esenciales para el desarrollo de una
motilidad hiperactivada en medio capacitante y es esencial para la fecundacion, como
demuestran Ren et al. (2001) con un raton CatSper1 -/- y Quill et al. (2003) con un ratén

CatSper2 -/-.

El proceso de hiperactivaciéon depende de la presencia de AMPc, aunque no esta claro
que dependa de la fosforilacion de tirosinas. El AMPc promueve la movilizacion de calcio
intracelular en el flagelo (Ho y Suarez, 2003), mientras que CatSper facilita la entrada del
calcio extracelular al espermatozoide (Alasmari et al., 2013). La progesterona es capaz de
activar este canal in vitro (Smith et al., 2013), y dicha activacion es parcialmente
responsable de la liberacion de los espermatozoides de las células del oviducto (Ho et al.,

2009; Machado et al., 2019).

1.5.- EL RESERVORIO ESPERMATICO

1.5.1- INTRODUCCION

El reservorio espermatico funcional es la acumulacion de espermatozoides en el istmo de
los mamiferos (Fig. 8), a donde llegan tras atravesar la unién utero-tubarica (Hunter et al.,
1980). En el reservorio espermatico, los espermatozoides unidos a las células del epitelio
del oviducto se encuentran en estado latente: presentan captacién reducida de calcio
(Dobrinski et al. 1997), la fosforilacidon de tirosinas se ve inhibida y se reduce al segmento
ecuatorial a pesar de encontrarse en un medio capacitante (Lufio et al., 2013, Lopez-
Ubeda et al., 2017) y el movimiento es limitado (Rodriguez-Martinez et al., 2005). Este
almacenamiento es por tanto funcional, evita que todos los espermatozoides capaciten y
lleguen al ovocito a la vez, lo que daria lugar a polispermia (Hunter y Leglise 1971; Suarez

et al., 2016).
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Figura 8. Foto de microscopia electronica de barrido de espermatozoides porcinos unidos

al epitelio oviductal (x4000). Barra de aumento = 10 pym.

Ademas, recientemente se ha sugerido una seleccién de subpoblaciones espermaticas
dentro del reservorio espermatico, como puede ser el caso de los espermatozoides
porcinos, donde se ha descrito seleccion negativa de los espermatozoides que se unen a
DMBT1 (Teijeiro y Marini, 2012a). DMBT1 se une a una subpoblaciéon de espermatozoides
porcinos que presentan la proteina psoriasina en su superficie (S100A7) y mediante una
ruta de sefalizacion inducida por la fosforilacion de AKAP4, genera una pérdida de

motilidad e induce una RA prematura de estos espermatozoides (Teijeiro y Marini 2012b).
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1.5.2- Papel de los azucares en la formacion del reservorio espermatico

Entre las moléculas asociadas a la formacion del reservorio espermatico, la literatura
cientifica apunta principalmente a la responsabilidad de los azucares en multiples
especies de mamiferos. Los datos ademas apuntan a un cdédigo de reconocimiento
especie-especifico entre el espermatozoide y el epitelio oviductal dependiente de
azucares: en el hamster, se trata del acido sialico (Demott et al., 1995), en la vaca es
fucosa, concretamente el trisacarido Lewis® (GalB1-3[Fuca1-4]GIcNAc) (Suarez et al.,
1998) y en el caballo es galactosa (Dobrinski et al., 1996). En el cerdo, se han propuesto
tres azucares involucrados en la interaccion del espermatozoide con el epitelio oviductal:
O-glicanos con nucleo de oligomanosa, N-acetil-lactosamina 6-sialilada (NeuS5Aca2-
6GalB1-4GIcNAc) y el trisacarido Lewis* (GalB1-4[Fucal1-3]GIcNAc). Este ultimo
trisacarido esta presente tanto en glicoproteinas como en glicoesfingolipidos del epitelio
oviductal porcino segun Kadirvel y colaboradores (2012). A continuacién, se hace un
resumen de los experimentos y observaciones realizados por otros investigadores en la

especie porcina.

1.5.2.1- Oligomanosa

Uno de los azucares con un papel importante en la formacién del reservorio espermatico
es la manosa. En ensayos de inhibicién de la union de espermatozoides de cerdo a
agregados de células oviductales con azucares simples, Green y colaboradores (2001)
detectaron que este azucar reduce notablemente la unién de los espermatozoides
eyaculados de cerdo a agregados de células del epitelio oviductal. Wagner vy
colaboradores (2003) hicieron una serie de experimentos mas precisos, al emplear la

glicoproteina ovalbumina, que posee una unica N-glicosilacion en la asparagina 292 con
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un oligosacarido rico en manosa (Fig. 9), observandose una inhibicién dosis dependiente
y muy efectiva de la unidén de espermatozoides eyaculados a agregados de células del

epitelio oviductal (ICs=1.3 uM de ovalbumina).

Man al-6
Man al-6

Man al-3 \Manﬁl—4GIcNAcB1—4GIcNAc
Man al-3 /

Figura 9. Representacion de la estructura del oligosacarido rico en manosa presente en la
ovalbumina. Los circulos verdes representan manosa y los cuadrados azules N-acetil-

glucosamina.

En un articulo posterior del mismo grupo de investigacion, aislaron la espermadhesina
AQN-1, que reconoce la estructura Mana1-3[Mana1-6]Man, y mostraron su papel en la
unién del espermatozoide al oviducto con ensayos de inhibicidn preincubando las células
oviductales con AQN-1 libre. Ademas, durante la capacitacion in vitro detectaron una
pérdida progresiva de la cantidad de AQN-1 de la superficie espermatica desarrollando la
hipétesis de que este cambio haria que los espermatozoides se liberasen gradualmente

del epitelio oviductal (Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005).
1.5.2.2- 6-sialil-N-acetil-lactosamina
En unos experimentos con las glicoproteinas fetuina y asialofetuina, Mori y colaboradores

(2000) determinaron que los espermatozoides tienen afinidad por glicoproteinas con N-

glicanos ramificados con N-acetil-lactosamina terminal. En caso de que esta N-acetil-
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lactosamina tuviese un acido sidlico unido a su extremo terminal, la afinidad del
espermatozoide por la glicoproteina aumenta de forma drastica (de 25 a mas de 100
espermatozoides unidos a bolas de agarosa con las glicoproteinas conjugadas). En el
articulo describen que la interaccion entre el azucar y el espermatozoide es independiente
de calcio y que se pierde tras reaccionar los espermatozoides, con lo que se propone la
existencia de una lectina situada en la cara extracelular de la membrana plasmatica del
espermatozoide. Ademas, en ensayos de interaccion con ovocitos fijados, observan una
inhibicion de la unién de los espermatozoides a la ZP dosis dependiente al emplear N-
glicanos de la fetuina, sugiriendo que esta interaccién puede ser importante en el

reconocimiento de la ZP por el espermatozoide y, por tanto, para la fecundacion.

Mas adelante, Kadirvel y colaboradores (2012) llevaron a cabo un ensayo de afinidad de
los espermatozoides de cerdo con una matriz de glicanos. Las sondas correspondientes a
N-acetil-lactosamina biantenaria 6-sialilada (correspondiente a la porcidon glucidica
mayoritaria en la glicoproteina fetuina) presentaron las mayores afinidades (Fig. 10), en
un rango de 2068 a 11750 UFR (unidades de fluorescencia relativas). La
inmunohistoquimica revel6 tincién en las células del epitelio oviductal, tanto de células
ciliadas como de secretoras, con independencia de la region o la fase del ciclo
reproductivo de la cerda, estando presente el trisacarido 6-sialil-N-acetil-lactosamina

incluso en el oviducto de cerdas prepuberes.
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Figura 10. Estructuras con N-acetil-lactosamina y las UFR obtenidas en los experimentos

de Kadirvel y colaboradores (2012).

Los ensayos de inhibicidon con la lectina | de Sambucus nigra (SNA), que reconoce acido
sialico con preferencia por la union alfa-2,6 vs alfa-2,3 (Shibuya et al., 1987), y con
anticuerpos contra la 6-sialil-N-acetil-lactosamina mostraron reducir sensiblemente la
union de espermatozoides a agregados de células de oviducto (Kadirvel et al., 2012). Por
tanto, podemos concluir que la interaccion con 6-sialil-N-acetil-lactosamina con el
espermatozoide forma parte de los mecanismos de union de esta célula tanto al epitelio

oviductal como a la ZP en la especie porcina.

Mientras que Mori y colaboradores (2000) emplearon en sus experimentos
espermatozoides de epididimo, Kadirvel y colaboradores (2012) usaron espermatozoides
de eyaculado, que han estado en presencia de plasma seminal. Sin embargo, ambos
tienen afinidad por el oligosacarido, lo que sugiere que su afinidad se podria deber a una
proteina presente en el espermatozoide epididimario. Ademas los ensayos de Kadirvel y
colaboradores (2012), en los que se monitorizé la afinidad por N-acetil-lactosamina 6-

sialilada durante la capacitacidon espermatica mostraron dos cosas importantes: la
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presencia de dos subpoblaciones espermaticas (una positiva para N-acetil-lactosamina 6-
sialilada y otra negativa), y el descenso de la poblacion con afinidad por el oligosacarido
con la capacitacion, lo que seria acorde con la hipotesis de liberacidon de los

espermatozoides del reservorio espermatico conforme avanza la capacitacion.

1.5.2.3- Lewis*

Mori y colaboradores (2000) detectaron otra interaccidén con el trisacarido Lewis* (GalB1-
4[Fuca1-3]GIcNAc), aunque de menor afinidad que la obtenida para la N-acetil-
lactosamina 6-sialilada en el mismo estudio (50 vs mas de 100 espermatozoides unidos
por bolas de agarosa). La interaccion con Lewis* era independiente de la interaccion con
lactosamina 6-sialilada y ademas incompatible con la presencia de acido sialico en la
molécula (el reconocimiento de sialil-Lewis* por los espermatozoides de cerdo resultdé ser
casi nulo). Estos investigadores también observaron inhibicion de la uniéon a ovocitos
fijados usando lacto-N-fucopentaosa sugiriendo que el reconocimiento de Lewis* también

es importante para la unién a la ZP.

Por otra parte, Kadirvel y colaboradores (2012), detectaron afinidad de Ilos
espermatozoides por sondas de la matriz de glicanos conteniendo dimeros y trimeros de
Lewis* (Fig. 11). En este estudio la afinidad por Lewis* es también menor que la obtenida
en la matriz para lactosamina 6-sialilada (de 2260 a 2741 URF), y de nuevo, la
introduccién de un acido sialico en los mismos glicanos suponia un descenso de la

afinidad claro (a 498 URF).
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Figura 11. Estructuras con fucosa y las UFR obtenidas en los experimentos de Kadirvel y

colaboradores (2012).

El mismo grupo de investigacién prosiguido con el estudio de Lewis* en el articulo de
Machado y colaboradores (2014), describiendo inhibicion de la interaccion entre el
espermatozoide y agregados de células de oviducto cuando se afadia el oligosacarido o
bien un anticuerpo contra él. Ademas, el porcentaje de espermatozoides positivos para

Lewis* decayo bruscamente con la capacitacion.

1.6.- PECULIARIDADES DEL CERDO COMO MODELO REPRODUCTIVO Y

RETOS DE LA FECUNDACION IN VITRO PORCINA

El principal reto de la FIV porcina seria reducir las elevadas tasas de polispermia, que en
la practica se traducen en tasas de fecundacion monospérmica modestas, no superando
el 45% (Romar et al., 2019), y en tasas de desarrollo hasta blastocisto en torno al 40-45%

en las FIV mas eficientes (Coy et al., 2008a; Batista et al., 2016). Se han propuesto varias
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razones para explicar la elevada polispermia caracteristica de la FIV porcina: maduracion
de los ovocitos suboptima (Coy y Avilés 2010), un exceso de espermatozoides
reaccionados en el medio en el momento de la fecundacion (Funahashi y Romar 2004) o
que el uso de medios y materiales no emulan con fidelidad las condiciones in vivo

necesarias para una fecundacién 6ptima (Romar et al. 2016).

Para la mejora de la FIV se han desarrollado varias estrategias incluyendo el empleo de
nuevos sistemas para las incubaciones, como el modelo rotativo, que eleva la
monospermia de un 21.2% en cultivo convencional a un 48.3% (Kitaji et al., 2015) y la
formacion de blastocistos de un 20.8% a un 30.1%. En vez de realizarse la FIV en una
placa de -cultivo convencional, se coincubaron ovocitos madurados in vitro con
espermatozoides en tubos de 200 ul que se mantuvieron en agitacion lenta (1 rpm) en un

agitador rotacional.

Por otra parte, se ha experimentado con la incubacion con FO de la fase folicular (Coy et
al., 2008a; Canovas et al., 2017), proteinas oviductales como oviductina (OVGP1) (Kouba
et al., 2000; McCauley et al., 2003), osteopontina (SPP1) (Hao et al., 2006),
plasminégeno/plasmina (Mondéjar et al., 2012), DMBT1 (Ambruosi et al., 2013), o HSPA8
(Moein-Vaziri et al., 2014), e incluso con otras moléculas (sildenafil, relaxina o
fosfopéptidos de caseina son algunas de las que mejor resultado han dado). No obstante,
suplementar el medio con una sola molécula no parece la solucion definitiva para mejorar
la eficiencia de la FIV porcina, algo corroborado por el hecho de que los mejores
resultados obtenidos hasta la fecha se han logrado suplementando el medio con un 1%

de FO (Romar et al., 2019).
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Tabla 2. Proteinas coincubadas con los gametos en FIV porcina. La eficiencia definida en

base al numero de zigotos monospérmicos.

Proteina Concentracion Origen del Gametos Eficiencia Incremento Blastocistos Referencia
semen coincubados de la
eficiencia
OVGP1 10 pg/mi Congelado Ambos 44.6% 15.8% 28.4% Kouba et
al., 2000
OVGP1 10 pg/ml Eyaculado Ambos 47.2% 17.6% 34.7% McCauley
etal., 2003
SPP1 0.1 pg/ml Congelado Ambos 46.7 14.4% N.D. Hao et al.,
2006
PLG 75 pg/ml Eyaculado Ambos 28.9% 10.9% N.D. Mondéjar et
(plasminogeno) al., 2012
PLG 75 pg/ml Eyaculado Ambos 38.8% 28.1 N.D. Mondéjar et
(plasmina) al., 2012
HSPA8 1 pg/mi Eyaculado Espermatozoides  42.1% 20.6% 23.7% Moein-
Vaziri et al.,
2014
DMBT1 1 pg/ml Eyaculado Ovocitos 48% 23% N.D. Ambruosi et
al., 2013
FO porcino 1% Eyaculado Ambos 52.3% 31.7% 44.50% Canovas et
al., 2017

Otro enfoque novedoso, fue el endurecimiento artificial de la ZP mediante el uso de
agentes reticulantes, que permitioé reducir la polispermia, aumentando la eficiencia de una
FIV con una alta concentracion espermatica desde un 5.1% del control a un 47.6% (Coy

et al., 2008D).

Sin embargo, en la presente tesis doctoral, nos centraremos en seleccionar poblaciones
espermaticas en base a un biomarcador de la superficie espermatica mediante separacion

por citometria de flujo.

1.7.- SELECCION DE ESPERMATOZOIDES

1.7.1.- INTRODUCCION

Las técnicas de reproduccion asistida emplean rutinariamente protocolos de seleccion
como la centrifugacion de gradientes de Percoll (Lessley y Garner, 1983) o el

procedimiento de swim-up (Holt et al., 2010) que permiten descartar espermatozoides
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muertos, con motilidad pobre o con el ADN fragmentado (Pertorft, 2000). Otra técnica
empleada en ganaderia busca obtener descendencia de un solo sexo de interés,
mediante citometria de flujo y sorting (“Separacion celular mediante citometria de flujo”;

Rath et al., 2015).

Entre las técnicas menos convencionales de seleccion, pero aplicadas en el laboratorio,
estan la seleccion por quimiotaxis (Li et al., 2018; Dominguez et al., 2018) y la realizada
con anticuerpos o lectinas contra biomarcadores negativos presentes en la superficie del
espermatozoide (Odhiambo et al., 2014). También se ha aplicado la seleccion celular
mediante aptdmeros de ADN para descartar espermatozoides dafiados en bovino (Farini

et al., 2016).

1.7.2.- SORTING PARA SEXAJE DE ESPERMATOZOIDES

Para la industria ganadera, controlar el sexo de los animales de produccién tiene especial
importancia. En el caso de la especie porcina, podria suponer un importante beneficio
econdmico la cria de un mayor numero de hembras, al tener un crecimiento mas rapido

que los machos y evitar el empleo de la castracion (Rath et al., 2015).

La primera separacion de espermatozoides mediante citometria de flujo fue llevada a
cabo por Pinkel et al. (1982) con espermatozoides del roedor Microtus oregoni. La técnica
se refind y fue usada con éxito por Johnson et al. (1989), que consiguieron descendencia
viva con espermatozoides sexados e inseminacion intrauterina en conejos. En 1991 el
mismo investigador logré obtener lechones mediante inseminacion en oviducto de cerda

de espermatozoides sexados de verraco (Johnson, 1991). Nuevos estudios incluyeron su
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aplicaciéon con éxito en FIV porcina (Rath et al., 1999) e incluso en inseminacion

intrauterina profunda también en cerdo (Martinez et al., 2001).

La técnica de sorting tiene sus limitaciones en cuanto al numero de espermatozoides que
se pueden obtener por unidad de tiempo, lo que dificulta su aplicacion comercial en IA
(Rath et al, 2015). Sin embargo, se puede obtener un numero suficiente de
espermatozoides para otras aplicaciones como puede ser la FIV (Rath et al., 1999), lo que
abre nuevas posibilidades al empleo de esta técnica para separar otro tipo de
subpoblaciones espermaticas como han hecho Petelak y Krylov (2019) para seleccionar
espermatozoides porcinos en base a su ubiquitinizacion, o De Geyter et al. (2019) para

eliminar espermatozoides humanos con ADN fragmentado.

1.7.3.- TECNICAS DE SELECCION NEGATIVA

La seleccion en base a biomarcadores de la superficie del espermatozoide ya ha sido
empleada en varios trabajos cientificos, llevandose ademas a cabo en ensayos de campo
con animales de ganaderia (Odhiambo et al., 2014), o incluso en las clinicas de fertilidad

humana (Gil et al., 2013).

En la especie humana, la tecnologia empleada se basa en el MACS (del inglés Magnetic
Activated Cell Sorting) y en que la fosfatidilserina (PS), un fosfolipido que en condiciones
normales se encuentra situado en la cara citosdlica de la membrana plasmatica, se
transloca a la superficie extracelular en ausencia de actividad de la flipasa compuesta por
ATP11C y TMEMB3O0A (Segawa et al., 2014). La apoptosis conlleva la pérdida de actividad
flipasa y la translocacion de la fosfatidilserina, reconocible en la superficie por la proteina

anexina V (Meers et al., 1991). Si se recubre de anexina V la superficie de unas bolas de
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agarosa con nucleo magnético, pueden utilizarse para secuestrar los espermatozoides
apoptéticos (Grunewald et al., 2001). Esta técnica no se puede aplicar a espermatozoides
en medio capacitante de especies como la porcina debido a que durante la capacitacion,
el cambio en la permeabilidad de su membrana plasmatica genera una translocacion de
los fosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE) y PS a la cara extracelular sin que esto

comprometa su viabilidad (Harrison y Gadella, 2004).

En el toro, empleando la tecnologia MACS asociada a la lectina de Arachis hypogaea
(PNA, del inglés PeaNut Agglutinin), Odhiambo et al. (2014) consiguieron mejorar la IA,
con un incremento del 10% en las tasas de concepcion. La lectina PNA se une a los
espermatozoides con el acrosoma dafado, por lo que la tecnologia MACS permite
eliminar estos espermatozoides de las dosis de inseminacién en la vaca. En la FIV, la
seleccién negativa con PNA o con anticuerpos contra ubiquitina dieron resultados aun
mejores, puesto que los porcentajes de fecundacién fueron un 20 y un 25% superiores a

sus controles respectivamente.

2.- HIPOTESIS INICIAL

Existen diferentes subpoblaciones espermaticas en el cerdo con afinidades distintas por
cada azucar involucrado en el reservorio espermatico y/o la unién a la ZP. Una seleccién
en base a la interaccion con estos azucares puede tener un efecto sobre el rendimiento

de la FIV porcina.

35



3.- OBJETIVOS

1) Desarrollar una técnica que permita la separacion de subpoblaciones espermaticas en

base a su afinidad por azucares.

2) Evaluar la capacidad de union a la ZP porcina de las subpoblaciones espermaticas

seleccionadas.

4.- MATERIALES Y METODOS
4.1.- COMPOSICION DE LOS MEDIOS

4.1.1.- CONSERVACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

Los espermatozoides porcinos se conservaron en Beltsville Thawing Solution (BTS) a 17
°C hasta su uso. Este medio se prepara siguiendo la formulacion de Pursel y Johnson
(1975): 0.2 M de glucosa, 3.36 mM de Na,-EDTA, 15 mM de NaHCO3, 20 mM de citrato

sdédico y 5 mM de KCI.

4.1.2.- MEDIO NO CAPACITANTE

Para coincubar los espermatozoides con las glicoproteinas ovalbumina y fetuina
conjugadas con fluorocromos, se empled el medio ncTALP descrito por Kadirvel et al,
2012, compuesto por: 2.1 mM de CaCl,, 3.1 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl,, 100 mM NacCl,
0.29 mM KH2PO., 0.36% acido lactico, 0.6% PVAy 35 mM de HEPES, se equilibré el pH

en 7.3 y se filtr6. En el momento de su uso se suplementé con 1 mM de piruvato sddico.
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4.1.3.- MEDIO TTG-EY 2%

El medio TTG-EY consta de 158 mM de TES (acido N-tris[hidroximetillmetil-2-
aminoetanosulfonico), 72 mM de Tris (tris[hidroximetillaminometano) y 8 mM de glucosa
equilibrada a pH 7.2 y suplementada con un 20% de yema de huevo. Tras suplementar se
centrifugd a 12000 g durante 10 minutos y se filtré el sobrenadante con un filtro de 0.22

um (Merck Millipore).

4.1.4.- MEDIO DE FIV

Se utilizé el medio TALP, segun la formulacion de Rath et al, 1999, compuesto por: 114.06
mM de NaCl, 25.07 mM de NaHCOs3, 3.20 mM de KCI, 0.35 mM de NaH,PO,, 0.5 mM de
MgCl;, 8 mM de lactato calcico, 10 mM de lactato sddico, 5 mM de glucosa, 2 mM de
cafeina, 0.17 mM de sulfato de kanamicina, 1 mg/ml de PVA y 1 ug/ml de rojo fenol. Se

esterilizé pasando a través de un filtro de 0.22 ym (Merck Millipore) y conservo a 4°C.

El dia de su uso se suplementd con 3 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA, fraccion V
libre de acidos grasos) y 0.12 mg/ml de piruvato sédico. El medio se equilibré incubando a

38.5 °C en atmosfera humidificada con 5% CQO- 3 horas antes.

4.2.- CONJUGACION DE LAS GLICOPROTEINAS CON FITC

Las glicoproteinas se conjugaron con 5(6)-isotiocianato de fluoresceina (FITC) siguiendo
el protocolo descrito por Aspholm et al., 2006. La glicoproteina, a una concentracion de 2
mg/ml se conjugé con el FITC (1 mg/ml, en DMSO) incubando en agitacion lenta en 0.1 M

Na.COs; durante 3 horas a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se bloquearon las
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moléculas de FITC libres afiadiendo NH4Cl hasta alcanzar una concentracion de 0.55 mM
y agitando suavemente durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, la proteina
fluorescente se lavé usando un centricdn con tamafo de poro de 10 kDa (Vivaspin 500,
10000 MWCO, Sartorius), una vez con 0.1 M Na,CO; 0.5 M NaCl, y tres veces con
tampdn fosfato (0.0754 M Na;HPO,4, 0.0246 M NaH:PO,). La proteina fluorescente se

preservo en tampdn fosfato con un 5% de glicerol en alicuotas congeladas a -20 °C.

4.3.- OBTENCION DE OVOCITOS INMADUROS Y SELECCION

Los ovarios se obtuvieron en el matadero El Pozo en Alhama de Murcia. Los ovarios se
separaron del resto del aparato reproductor femenino de cerdas prepuberes y se
depositaron en solucion salina (0.9g/I NaCl) en un termo a 38.5 °C. Se transportaron al
laboratorio en los 30 minutos siguientes y se lavaron en solucion de cetrimida (0.9g/|

NaCl, 0.4% masa/volumen cetrimida).

Los ovocitos fueron obtenidos mediante la aspiracion de foliculos de 3-6 mm de diametro
con ayuda de una aguja de 18 G acoplada a una jeringuilla de 10 ml. El contenido folicular
se deja decantar durante 10 minutos a 38.5 °C, se descarta el sobrenadante y se
resuspende el precipitado en PBS (NaCl 1.37 M, KCI 27 mM, 100 mM Na;HPO,, 18 mM

KH.PO.,) con 1% BSAy se transfiere a placas de Petri.

Con ayuda de una lupa binocular se seleccionan los complejos cumulo-ovocito (CCOs)
que posean 4-5 capas compactas de células del cumulo que cubran el ovocito de forma

uniforme y un citoplasma denso y homogéneo.
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4.4.- OBTENCION DE ZONAS PELUCIDAS

Los ovocitos fueron decumulados en una solucién de 1 mg/ml de hialuronidasa (Sigma,
ref. H2126) en PBS durante 15 minutos, utilizando como estimulo mecanico un pipeteo

enérgico cada 3 minutos.

Los ovocitos decumulados se transfirieron a nuevos pocillos con PBS e inhibidor de
proteasas de amplio espectro (contra serin y cistein-peptidasas y metalopeptidasas, de
Roche, ref. 11697498001, disolviendo una pastilla en 20 ml de PBS) y se denudaron con
ayuda de una pipeta con un diametro de apertura inferior al de los ovocitos. Las zonas

pelucidas (ZP) asi obtenidas se lavaron 3 veces en PBS para eliminar restos celulares.

4.5.- PREPARACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

En primer lugar, se determina la concentracion de espermatozoides en la muestra con una
camara Neubauer. La concentracion final se ajusta a 20 millones de espermatozoides/ml
en ncTALP y se centrifugan a 300 g durante 10 minutos, se recoge el sobrenadante y se
centrifuga a 800 g durante 10 minutos. El precipitado resultante se resuspende en

ncTALP.

4.6.- COINCUBACION CON LAS GLICOPROTEINAS FLUORESCENTES

Al tubo de 1.5 ml con 1 ml de medio ncTALP y 20 millones de espermatozoides/ml se le
afiaden 2 ul de la solucion comercial de ovalbumina fluorescente, o 5 ul de la solucién de
fetuina conjugada con FITC. Se deja también un control negativo sin marcaje. Las

muestras se incuban a 37 °C en ausencia de CO. durante 45 minutos y se centrifugan a
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800 g durante 10 minutos 2 veces para eliminar el exceso de glicoproteinas no unidas a

los espermatozoides.

4.7.- CITOMETRIA DE FLUJO Y SORTING

La citometria de flujo y sorting de las muestras se lleva a cabo en un citdmetro Cell Sorter
SH800Z de SONY. Se empled el laser de excitacion de 488 nm y el filtro optico FL1
(525/50) para la deteccion de la fluorescencia emitida por FITC en el caso del marcaje con
fetuina, y el laser de excitacion de 638 nm con el filtro 6ptico FL4 (665/30) para la

deteccidén de la fluorescencia emitida por Alexa Fluor 647 en el caso de la ovalbumina.

Los espermatozoides pasaron a un caudal de entre 3000 y 8000 células/segundo por el
aparato, separando la subpoblacion negativa de la positiva en el caso de cada marcaje
mediante el método de pureza: asegurando que todas las células de cada subpoblacion

tienen un porcentaje de contaminacion por la otra subpoblacién inferior al 5%.

Tras haber separado al menos 300000 espermatozoides de la subpoblacion minoritaria,
las muestras se recogen en tubos estériles de 15 ml con 200 ul de tampdén TTG-EY y
posteriormente se centrifugan a 800 g y resuspenden en medio TALP, haciendo los
calculos necesarios para depositar en los pocillos 10* espermatozoides/ml con 40-50 ZPs

u ovocitos .

4.8.- EVALUACION DE LA VIABILIDAD ESPERMATICA

La viabilidad espermatica se evalua mediante tincién con ioduro de propidio (IP)

coincubando con este reactivo durante 5 minutos antes de medir en un citdbmetro FC500
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(Beckman Coulter) equipado con un laser de excitacion de 488 nm y un filtro de 617/30.
La poblacion IP + determina el porcentaje de espermatozoides no viables. Se consideran
los grupos experimentales correspondientes a cada subpoblacién separada mediante el
sorter, un control negativo incubado durante el mismo tiempo en ncTALP y un control de

dafos producidos por el sorter con espermatozoides no marcados.

4.9.- ENSAYO DE AFINIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES POR LAS ZP

Se incuban los espermatozoides (10* espermatozoides/ml) con 50 ZPs en pocillos con
500 pl de TALP durante 30 minutos a 37 °Cy 5 % CO.. Las ZPs se lavan 3 veces en PBS
y se fijan en glutaraldehido al 0.5% durante 30 minutos. Después se tifien con Hoechst
33342 (5 pg/ml) para tefiir el nucleo de los espermatozoides unidos a las ZPs y se
incuban en oscuridad durante 1 hora, pudiéndose mantener a 4° C hasta su observacién a

400x en un microscopio invertido ix70.

5.- RESULTADOS
5.1.- CARACTERIZACION DE LAS SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS

MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

En cuanto a las problaciones espermaticas caracterizadas mediante citometria de
flujo nos encontramos dos poblaciones en los tres casos analizados. En el caso de la
fetuina, los espermatozoides no capacitados muestran mayoritariamente marcaje positivo,
mientras que para ovalbumina y Le? la subpoblacion negativa predomina (figura 12).
Ambas subpoblaciones en todos los casos se presentaron como dos picos en los

histogramas con un area solapante, y esto se tuvo en cuenta para la separacion mediante
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sorting dejando un area entre medias de los dos grupos a separar para tener poblaciones

mas puras.

Figura 12. Histogramas representativos de espermatozoides porcinos no capacitados
marcados con: A) fetuina (F subpoblacién negativa, G subpoblacién positiva), B) Le® (C
poblacion negativa, D poblaciéon positiva), C) ovalbumina (E poblacién negativa, F

poblacién positiva).

5.2. SEPARACION DE LAS SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS MEDIANTE
SORTING

5.2.1. VIABILIDAD

La viabilidad de las subpoblaciones espermaticas sin capacitar evaluada mediante
citometria de flujo con IP se puede consultar en la tabla 3. Como puede observarse, la
viabilidad de las subpoblaciones negativas para ambos glicanos es superior que la de las

subpoblaciones positivas (Fig. 13).

Tras un par de intentos de hacer sorting con espermatozoides incubados con las
glicoproteinas en medio capacitante se tuvo que desistir: la viabilidad caia por debajo del

50% en todos los grupos, haciendo inviable esta metologia.
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Tabla 3. Porcentaje de espermatozoides viables tras el sorting en cinco replicados con

semen de cinco machos diferentes. El p-valor corresponde a un t-test pareado de doble

cola.

Led- Le+ OVA- OVA+ Control
93.7 70.5 94.8 73.2 78.7
88.4 71 88.7 70.2 79.7
87.3 59.3 90.4 63.5
86.3 51.8 89.3 56.3 79
90.6 46.5 88.4 53.7 82.2

89.3+3.0 59.9+11.0 90.3+2.6 63.448.5 79.9+1.6

p-value = 0.003 p-value = 0.001
:z.ziib ' lis.ﬁ% Control
e 0 1 10°

thu? ™ .u:.m‘

r .HI:II.CP

Figura 13. Histogramas de uno de los replicados de sorting evaluado con tincién con IP.
La poblacién A incluye los espermatozoides IP — (membrana intacta, viables), y la B los

IP+ (membrana dafiada, no viables).
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5.2.2. AFINIDAD POR LA ZP PORCINA.

El sorting disminuye la afinidad de los espermatozoides por la ZP (control vs sorted, p-
valor < 0.0001), pero las subpoblaciones Ova- y Le® mantienen mejor la capacidad de
adhesioén que sus contrapartes positivas (Ova- vs Ova+ y Le®- vs Le®+, ambas con un p-
valor < 0.0001). Ademas, ambas subpoblaciones negativas se unieron con mayor afinidad
por la ZP que el control de espermatozoides pasados por el citbmetro sin discernir entre
subpoblaciones (p-valor <0.0001 para Le? vs sorted, p-valor = 0.0003 para Ova- vs
sorted). No obstante, los espermatozoides no metidos en el citometro de flujo siguen
uniéndose en mayor cantidad a las ZPs (control vs Le?- y vs Ova-, ambas con p-valor <
0.0001). Los datos numéricos de afinidad por la ZP evaluada mediante tincion con

Hoescht 3342 se puede consultar en el grafico de cajas de la figura 14.
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Figura 14. Numero de espermatozoides unidos por ZP (tras 5 experimentos de afinidad
por la ZP incluyendo 150 ZPs por grupo entre los cinco replicados). El grupo control
incluye espermatozoides no introducidos en el citometro de flujo. El grupo “sorted” incluye

espermatozoides que se sometieron a sorting sin marcar ni separar.
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Figura 15. Fotografias de los espermatozoides marcados con Hoescht 3342. A: control. B:

sorted. C: Le?-. D: Le?+. E: OVA-. F: OVA+




6.- DISCUSION

La seleccion espermatica en base a marcadores moleculares tiene una aplicacion clara en
clinicas de infertilidad actualmente: separando los espermatozoides apoptéticos con
elevados niveles de fragmentacion del ADN el rendimiento de la técnica de ICSI (del
inglés Intracytoplasmic Sperm-Injection) (Pacheco et al., 2020). Por otra parte el sorting se
ha empleado en muchas especies para seleccionar de forma muy eficiente los
espermatozoides portadores de un cromosoma X o Y (Rath et al., 2015). En nuestro caso,
la separacion de subpoblaciones espermaticas en base a su afinidad por azucares
mediante sorting es posible como demuestran nuestros experimentos. Las
subpoblaciones de espermatozoides no capacitados con marcaje negativo para

ovalbumina y Le?® tienen una mayor afinidad por la ZP que las subpoblaciones positivas.

6.1.- OVALBUMINA, INTEGRIDAD ESPERMATICAY UNION A LA ZP

Los ensayos de inhibicidon de la unién a células oviductales con ovalbumina de Wagner y
colaboradores (2003) se hicieron en condiciones capacitantes. En estas condiciones se
desenmascaran proteinas que no se pueden detectar en la superficie de espermatozoides
no capacitados (Zigo et al., 2013; Castillo et al., 2019). Entre ellas, podria estar la lectina
que reconoce las estructuras ricas en manosa de la ovalbumina. Nosotros no
conseguimos hacer el sorting tras capacitar y manteniendo los espermatozoides en medio
capacitante sin perder la viabilidad, probablemente debido al incremento excesivo de ROS
en el medio. Este incremento en ROS es fruto de las condiciones capacitantes, que
promueven estrés oxidativo como describen Aitken y colaboradores (2017), y del sorting
en si. Al hacer la incubacién con ovalbumina de espermatozoides no capacitados,

esperariamos un porcentaje alto de espermatozoides Ova- como reflejan los resultados,

47



debido a que son los espermatozoides capacitados los que presentan afinidad por la
porcion glicidica rica en manosa de la ovalbumina de acuerdo con el trabajo de Wagner y
colaboradores (2003). En contrapartida, gran parte de los espermatozoides no
capacitados Ova+ son andmalos porque no han estado en contacto con medio
capacitante para adquirir afinidad por manosa y probablemente no sean viables para
fecundar un ovocito. Esto concuerda con unos porcentajes de marcaje con IP muy

superiores en la subpoblacion Ova+: su membrana plasmatica esta dafada.

6.2.- LEWIS?, INTEGRIDAD ESPERMATICA Y UNION A LA ZP

Con Le? puede suceder algo similar a lo visto con la ovalbumina puesto que Machado y
colaboradores (2014) observaron que la afinidad por este trisacarido aumentaba un 25%
en espermatozoides capacitados vs no capacitados. Si los espermatozoides no han
estado expuestos a condiciones capacitantes, la presencia de la lectina que reconoce Le?

en la superficie es aberrante.

6.3.- ANALISIS CRITICO Y POSIBLES EXPERIMENTOS FUTUROS

La utilidad practica de seleccionar subpoblaciones espermaticas en base a marcadores de
superficie de naturaleza glicidica combinada con el sorting parece limitada de acuerdo a

nuestros resultados.

Mientras nuestro laboratorio realizaba los ultimos replicados de ensayos de afinidad por la
ZP, se publicé un articulo (Winters et al., 2019) del grupo del Dr. Miller en el que afirman
que la union a diferentes sondas glicidicas no tiene un valor pronéstico sobre las tasas de

embarazo en inseminacion artificial, mientras que la afinidad por células oviductales si lo
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tiene. Habiendo utilizado 30 verracos para hacer un total de 6789 inseminaciones en 15
granjas diferentes sus resultados parecen sélidos, y demuestran que no hay correlacion
entre la afinidad por las diferentes sondas glucidicas vs las tasas de embarazo, el tamafio
de camada o la fecundidad de los verracos. Sin embargo, un analisis de regresion lineal
multiple que incluye la variable de unidén a células de epitelio oviductal si es util para
predecir la tasa de embarazo de los eyaculados porcinos, 1o que confirma resultados
previos de otros autores (Waberski et al., 2005; Daigneault et al., 2015). Esto sugiere que
otros factores de naturaleza no glucidica juegan un papel mas importante en la formacion
del reservorio espermatico y por tanto la seleccion se deberia hacer en base a la afinidad

de los espermatozoides por ellos.

Para trabajos posteriores, podria ser interesante, por ejemplo, realizar una seleccion
basada en otros factores de naturaleza no glicidica. Posibles candidatos son las
anexinas , cuyo papel en la formacion de los reservorios espermaticos bovino y porcino es
conocida (Ignotz et al., 2007; Tejeiro et al., 2009) y la fibronectina, proteina de la superficie
del epitelio oviductal reconocida por la integrina a5p1 del espermatozoide (Osycka-Salut
et al., 2017). Curiosamente, la fibronectina posee una porcién glicidica con lactosamina 6-
sialilada (Sharif et al., 2021), por lo que su afinidad por el espermatozoide porcino
implicaria dos mecanismos moleculares diferentes: uno integrina-RGD y otro lectina-
azucar. Este detalle la convierte en un candidato importante para seleccionar a los

espermatozoides porcinos en base a sus marcadores de superficie.

Por otra parte, el sorting produce alteraciones en los espermatozoides que disminuyen su
capacidad para interactuar con la zona pelucida. En otro trabajo anterior (Winters et al.,
2018), habian observado que los espermatozoides porcinos sometidos a sorting para el

sexado tenian una capacidad menguada para unirse a agregados de células oviductales,
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en la linea de nuestro resultado que muestra una menor adhesiéon a la ZP debido al
sorting. Para unirse tanto a la ZP como a las células oviductales, los espermatozoides
deben conservar viabilidad y motilidad, mientras que para unirse a glicoproteinas
presentes en la disolucion no. La reduccién tras el sorting en los porcentajes de motilidad
y viabilidad espermatica explicaria por qué hay menos espermatozoides unidos a la ZP

con respecto al grupo control (Winters et al., 2018).

Otro efecto detrimental del sorting (observado en la especie bovina) es una disminucién
de las tasas de blastocisto obtenidas a pesar de que los espermatozoides seleccionados
mediante sorting por sexo carecen de ADN dafado y el porcentaje de embriones divididos
en dia 2 es superior a un control de FIV convencional (Blondin et al., 2009). Teniendo en
cuenta ambas desventajas, seria preferible una alternativa que evitase la citometria de

flujo como medio para separar y seleccionar subpoblaciones espermaticas.

Una alternativa al sorting seria el empleo de bolas de agarosa con los factores de
seleccién conjugados de forma similar al sistema MACS ya empleado con anexina V
(Grunewald et al., 2001) o con ubiquitina (Odhiambo et al., 2014). Sin embargo, al
contrario de la anexina V o la ubiquitina que implican una seleccion negativa de los
espermatozoides (los positivos se descartan), con moléculas involucradas en el reservorio
espermatico la seleccion es positiva. La liberacion podria ser progresiva y espontanea
como en el caso de utilizar bolas de agarosa recubiertas por ZP2 (Avella et al., 2016) o
planificada. Este tipo de liberacién debe ser eficiente y no dafina de los espermatozoides
de su ligando de la superficie de las bolas de agarosa, y en la medida de lo posible seria
preferible no emplear el ligando en disolucion. Para ello, propongo emplear progesterona,
que media la liberacion de los espermatozoides porcinos del epitelio oviductal (Sharif et

al., 2021). De esta forma, se podria incubar espermatozoides en medio no capacitante en
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una columna con bolas de agarosa recubiertas de fibronectina, coger las bolas de
agarosa y pasarlas a un medio capacitante con progesterona y los ovocitos para hacer
una FIV o estudiar la afinidad de los espermatozoides seleccionados por la ZP. El grupo
control serian aquellos espermatozoides sin afinidad por fibronectina, que se lavarian

también y pondrian en medio de FIV con los ovocitos y la progesterona en la misma dosis.

Al intentar emular in vitro el reservorio espermatico, podria minimizarse el problema
principal de la FIV porcina: la polispermia. Hunter y Leglise (1971), llevaron a cabo una
cirugia de reseccién del istmo seguida de anastomosis entre los dos extremos
seccionados. Eliminando la localizacion del reservorio espermatico porcino, se produjo
polispermia en un 32.4% de los ovocitos in vivo. Este experimento demuestra la
importancia del reservorio espermatico in vivo para evitar la polispermia en la especie
porcina. ¢Y si pudiésemos recrear el reservorio espermatico in vitro? ;Se podria evitar o

reducir la polispermia de forma significativa?
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PARTE Il: MODIFICACIONES EN EL OVIDUCTO DE CONEJA DURANTE LA

OVULACION Y EL DESARROLLO TEMPRANO PREIMPLANTACIONAL

Esta parte de la tesis pretende investigar el patron de expresién de ARNm en el oviducto
de coneja en diferentes etapas del ciclo estral y durante el desarrollo preimplantacional
con el objetivo de identificar cambios claves relacionados con la presencia de gametos y

embriones en dicho érgano reproductivo.

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 EL SISTEMA REPRODUCTOR DE LA CONEJA

El sistema reproductor de la coneja (Oryctolagus cuniculus) esta compuesto por diferentes
estructuras: la vulva, la vagina, el utero, los oviductos y los ovarios. La vulva permite la
entrada del pene durante la cépula y la expulsidn de las crias durante el nacimiento, esta
situada debajo de la cola del animal. La vagina, que mide unos 7 cm de largo y 1 cm de
didmetro, forma la apertura al exterior del tracto genital y forma parte del canal del parto,
en ella desemboca también la uretra (Scapinello et al., 2014). Los uteros son dos cuernos
de aproximadamente 7-8 cm que se comunican con la vagina a través de dos cérvix
diferentes (algo inusual en mamiferos) que cual actuan como una barrera frente a los
espermatozoides (Brewer, 2006). El utero es el lugar en el que el embrion se implanta y
desarrolla durante la gestacion que dura de 26 a 36 dias segun la estirpe (Wilson y
Dudley, 1952). El oviducto, del que hablaremos con detalle mas adelante, es un conducto
sinuoso que mide de 8 a 13.5 cm (McComb et al., 1979) y que conecta el utero con los
ovarios. Por ultimo, los ovarios son las gonadas femeninas, donde se forman los ovocitos

y se sintetizan diferentes hormonas. Los ovarios tienen un color blanco amarillento y una

52



forma arrinonada, midiendo 1-1.5 cm en su eje mas largo (Scapinello et al., 2014). Cada

ovario esta rodeado por un pliegue del peritoneo conocido como bolsa ovarica.

1.2.- EL OVIDUCTO DE CONEJA

Interseccion

/ Utero-tubal

Istmo

/ Ovario
/ Infundibulo

Ampolla

Figura 16. Oviducto de coneja. Modificado de Ruiz Estrada 2018.
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A nivel histolégico, el oviducto de coneja es similar al de cerda. Entre sus peculiaridades
encontramos tres capas de musculo liso: las capas interna y externa son mas finas y las
fibras se disponen longitudinalmente, mientras que la central es gruesa y sus fibras se
disponen de circularmente (Foley y Johnson, 1974). Ademas, la capa serosa esta

recubierta por una gran cantidad de tejido adiposo blanco.

Numerosos vasos sanguineos irrigan el oviducto, provenientes de las arterias uterina y
ovarica, y de las venas que siguen una red similar a la arterial. También se ha descrito la
innervacion en el oviducto de coneja (Brundin y Wirsén, 1964; Owman y Sjoberg, 1966):
terminaciones nerviosas adrenérgicas (del sistema simpatico) son abundantes en el istmo
y en la gruesa capa muscular; mientras que, apenas se dan en ampolla e infundibulo. Por
otra parte, no se ha detectado innervacion colinérgica (del sistema parasimpatico, Owman

y Sjoberg, 1966).

La histologia del oviducto varia segun la region. De esta forma, podemos observar como
el grosor de la tunica muscular disminuye desde el istmo hacia el infundibulo, mientras
que el numero, la longitud y la complejidad de los pliegues de la mucosa aumentan
considerablemente. En la coneja, la mucosa del istmo presenta pliegues longitudinales, de
altura media y sin ramificar. La mucosa de la ampolla y el infundibulo presenta pliegues

longitudinales, de altura elevada y sin ramificar (Foley y Johnson, 1974).

Las células secretoras del oviducto tienen forma cilindrica, con un nucleo grande,
basdfilo y esférico y un citoplasma eosindfilo. Presentan microvellosidades en su extremo
apical y poseen numerosos granulos de secrecion PAS positivos (Jansen y Bajpai, 1982).
En la coneja, la sintesis de glicoproteinas durante el estro es considerablemente superior

en el istmo con respecto a la que se da en la ampolla. Segun Greenwald y colaboradores
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(1958), la produccion y almacenamiento de los granulos de secrecion esta promovida por
estrégenos, mientras que tras la ovulacidén se descarga su contenido al medio extracelular
en respuesta a la progesterona. La mucina de los granulos se une a la ZP de los ovocitos,
modificando la superficie ovocitaria al generar una nueva capa de mucoproteina que es
importante para la implantacion del embrion en el utero (Murakami e Imai, 1996; Denker

2000).

Las células ciliadas poseen cilios que se mueven en direccion al utero, desplazando la
capa de moco producida por las células secretoras y que cubre la superficie del epitelio

(Mondéjar et al., 2012).

La fisiologia del oviducto se ve expuesta a cambios ciclicos a lo largo del ciclo estral, bajo
la influencia de estrégenos (estradiol, E2) y progesterona (P4). Estas hormonas modulan
la proporcién de células ciliadas y secretoras en el oviducto, y, por ende, afectan a la
actividad biosintética del oviducto (Mondéjar et al., 2012). Tales modificaciones permiten
generar un entorno éptimo para la fecundacién y el desarrollo embrionario temprano. Esto
ha sido corroborado en multiples especies al observarse cambios en la concentracion de
importantes proteinas como la oviductina (OVGP1, Buhi 2002), la proteina C3 del sistema
complemento (C3, Buhi y Alvarez 2003), la osteopontina (SPP1, Liu et al., 2015) y los
miembros 5 y 8 de las proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSPAS y HSPAS8, Mariani

et al. 2000) a lo largo del ciclo estral.

Sin embargo, los mecanismos moleculares que hay tras la regulacién del contenido del
fluido oviductal (FO) no han sido completamente descritos en la coneja, y hasta la fecha
no se han hecho estudios del patron de la expresion génica en diferentes momentos de su

ciclo reproductivo. En las diferentes especies en las que se ha llevado a cabo cultivo
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embrionario in vitro con embriones obtenidos mediante FIV, el porcentaje de embriones
obtenidos es mas bajo que in vivo, y su calidad es inferior (Thompson, 1997). Para
optimizar las técnicas de reproduccion asistida (TRAs), es esencial conocer la
composicién del FO, con el objetivo de emular in vitro las mismas condiciones y mejorar

los rendimientos de la FIV y la calidad de los embriones producidos in vitro.

1.2.- CICLO REPRODUCTIVO DE LA CONEJA

La edad de madurez sexual varia de forma considerable dependiendo de la raza, aunque
siempre coincide con el momento en el que el crecimiento del animal es maximo. En el
caso de los conejos de Nueva Zelanda, las hembras tendran una vida reproductiva desde
los 5 meses aproximadamente, hasta los 3 afos, mientras que la de los machos va desde

los 6-7 meses hasta los 5-6 afios (Vella'y Donelly, 2011).

En condiciones naturales, la temporada reproductiva de los conejos va desde el inicio de
la primavera hasta el otofio, siendo los ratios de concepcion mas elevados durante la
primavera, por lo que seria una hembra poliéstrica estacional con ovulacién inducida
mediante copula (Vella y Donelly, 2011). Si se controlan las condiciones

experimentalmente, se produce copula durante todo el afio (Scapinello, 2014).

El ciclo sexual de la coneja dura unos 16 dias y se puede monitorizar mediante la
observacion de la coloracion de la vulva del animal. Durante los primeros cuatro dias
(coloracion vulvar blanca) tiene lugar la seleccion folicular, y la fertilidad es nula: las
hembras no aceptaran al macho en un 80.5% de ocasiones y la tasa de fecundacion es
del 0%. Durante los dias 5-9, la vulva de la coneja adquiere una coloracion rosada y

aumenta la receptividad de la hembra, debido a los niveles crecientes de estrogenos en

56



plasma como consecuencia del desarrollo folicular. En esta etapa un 63% de las hembras
aceptan la monta y la tasa de fecundacién es del 20%. En el dia 10 u 11 se produce el
estro, la etapa en la coneja cuando es mas receptiva y fértil. La vulva tiene una coloracién
roja y el 97.5% de las conejas aceptan la monta, con tasas de fecundacién que oscilan
entre el 80 y el 90%. Por ultimo, del dia 12 al 16 la vulva adquiere una coloracion violacea
y las tasas de fecundacién caen al 50%, con un 32.2% de las conejas que aun aceptan la
monta (Scapinello, 2014) (Tabla 4). Durante esta fase tiene lugar la atresia folicular en

caso de no haberse inducido la ovulacion.

Tabla 4. Ciclo estral de la coneja (confeccionada a partir de los datos de Scapinello 2014).

Dias 1-4 5-9 10-11 12-16
fTasa de 0% 20% 80-90% 50%
ecundacion

Acepta monta 19.5% 63% 97.5% 32.2%
Coloracion de la Blanca Rosada Roja Violacea
vulva

Cabe destacar que, aunque el celo definido en estos términos coincide con las tasas de
fecundacion mas elevadas, las conejas presentan cierta fertilidad en los cinco dias
anteriores y posteriores, o que sugiere que la maduracién de los foliculos no es
homogénea: habra foliculos que hayan alcanzado suficiente madurez como para poder

romperse con la cépula.

La ovulacién es inducida por la cépula, por lo que el ciclo sexual de la coneja solo es
completo cuando se produce coito (Vella y Donelly, 2011; Sanchez-Rodriguez et al.,
2019). El resto de ciclos en los que no se produce ovulaciéon son incompletos, ya que los
foliculos reclutados durante la fase folicular degeneran, sufriendo atresia folicular

(Scapinello, 2014).
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La induccion de la ovulacién se ha explicado de forma clasica de la siguiente forma: el
coito o una estimulacion fisica del cérvix promueven la liberacion de GnRH, y con ello un
aumento de la concentracion en plasma de LH que induce la continuacién de la meiosis
ovocitaria, la ovulacion 10 horas después y la formacién del cuerpo luteo (Garcia-Garcia

et al., 2020). En respuesta a la sefal de LH, los ovarios empiezan a liberar el metabolito

de P4, 20-a-dihidroprogesterona (Hilliard y Eaton, 1971), E2, P4 y testosterona que tienen

un pico 4-6 horas tras la copula (Hoffman et al., 2010). Después, la secrecion de
esteroides por los ovarios disminuye y permanece baja durante 3-4 dias, momento en el
que las concentraciones de P4 aumentan en sangre debido a su produccion por el cuerpo
luteo y que tendran su maximo entre los dias 12-24 del embarazo (Hilliard y Eaton, 1971;

Hoffman et al., 2010).

Recientemente, se ha descrito que el factor de crecimiento nervioso beta (NGF-B), una
proteina presente en el plasma seminal de varias especies con ovulacién inducida, tiene
un efecto inductor de la ovulacién. Sin embargo su mecanismo de acciéon no esta claro
(Sanchez-Rodriguez et al., 2019), porque en la coneja el plasma seminal por si solo no
tiene un efecto inductor de la ovulacion (Silva et al., 2011; Masdeu et al., 2012), aunque la
proteina recombinante en una dosis fisioldgica si ha demostrado tener este efecto

(Sanchez-Rodriguez et al., 2019).

1.3.- LAFECUNDACION EN EL OVIDUCTO

1.3.1.- TRANSPORTE ESPERMATICO

Tras la coépula, los espermatozoides de coneja se transportan a lo largo del tracto
reproductor femenino en dos fases temporales distintas (Overstreet y Cooper 1978a,

Overstreet y Cooper 1978b). Durante la fase rapida, hasta 1000 espermatozoides son
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detectados en las zonas mas cercanas al ovario tras 15 minutos del coito. Sin embargo,
estos espermatozoides carecen de movilidad y el 90% presentan dafios en el acrosoma y
son purgados al espacio peritoneal antes de las 4 horas post-coitus (pc), por lo que no
van a fecundar ningun ovocito (Overstreet y Cooper 1978a). El resto del transporte
espermatico hasta el istmo es progresivo, teniendo lugar entre los 90 minutos y las 6
horas pc. Hasta ese momento, el 95% de los espermatozoides que atraviesan la unidn
utero-tubarica, permanecen en la zona del istmo mas cercana a la union utero-tubarica,
formando el reservorio espermatico (Overstreet y Cooper 1975). Durante las 2 horas
siguientes, la viabilidad (y con ello la motilidad) de los espermatozoides del bajo istmo
decae, mientras que se mantiene en los que han ido ascendiendo al alto istmo (Overstreet
y Cooper 1978b). Para cuando se produce la ovulacién (10h pc), ya se detecta la
presencia de unos pocos espermatozoides en la ampolla cerca del sitio de la fecundacion,
que tiene lugar sobre las 12h pc, cuando este numero de espermatozoides ha aumentado

y se encuentran con los 6vulos (Overstreet y Cooper 1978b).

1.3.2.- TRANSPORTE OVOCITARIO

Inicialmente se creyd que el transporte de los oévulos en la coneja dependia
fundamentalmente de la contraccién muscular segmentada y peristaltica (observadas in
vivo por primera vez por Nakaso et al., 1954). Los 6vulos se desplazan atras y adelante
llegando hasta la unién ampular-istmica en un tiempo estimado de 4 a 6 minutos (Harper
et al., 1961). Sin embargo, los cilios del epitelio del infundibulo también juegan un papel
importante, dado que sin su interaccion con las células del cumulo el transporte es mas
lento (Blandau et al., 1969). Ademas, tras inhibir las contracciones del musculo liso, los
oOvulos alcanzaron la unién ampular-istmica sin que hubiese diferencias temporales

significativas con respecto al control (Halbert et al., 1976).
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1.4.- FLUIDO OVIDUCTAL
1.4.1.- INTRODUCCION
El fluido oviductal es una mezcla compleja de iones, aminoacidos, glucidos, proteinas y
lipidos. Es principalmente una mezcla del trasudado de plasma sanguineo y el producto
de secrecion de las células del epitelio oviductal (Coy et al., 2018; Saint-Dizier et al.,

2019).

Como componentes minoritarios pueden estar presentes una pequeha fraccidon que
proviene del fluido folicular tras la ovulacién, procedente de la ruptura de los foliculos
ovaricos. También pueden entrar cantidades simbdlicas de fluido uterino en caso de
reflujo a través de la unién utero-tubarica, e incluso fluido peritoneal en las especies con

bolsa ovarica abierta (Leese 1988).

La producciéon del componente secretado es dependiente de hormonas en la coneja,
siendo de 0.4-2 ml/dia durante el estro y de 0.14 ml/dia en animales ovariectomizados,

recuperandose tras tratamiento con estradiol (Hamner y Fox, 1968).

1.4.2.- PROPIEDADES FIiSICAS

1.4.2.1. pH

El pH del FO de coneja es ligeramente basico (7.8-8.2) (Hamner y Williams, 1965), y su
osmolaridad es un poco mayor que la del plasma sanguineo (310.3+3.7 mOsm) (Foley y
Johnson, 1974). Por otra parte, la tension de O se encuentra en torno a 35 mm Hg segun

los resultados de Fischer y Bavister (1993) o a 60 mm Hg segun Menezo y Guerin (1997).
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1.4.2.2.- Temperatura

En cuanto a la temperatura, a pesar de la existencia del dogma de que la temperatura
interna del cuerpo de los mamiferos es uniforme, se han descritos pequefios gradientes
de temperatura en los tejidos reproductivos de diferentes mamiferos incluyendo el
oviducto de la coneja. Asi, David y colaboradores (1972), recopilan diferencias en la
temperatura de ampolla, unién ampular-istmica, istmo y unién utero-tubarica en conejas
durante el estro, la ovulacion o castradas, llegando a observar la maxima diferencia (de
casi 3° C) entre la union ampular-istmica y la union utero-tubarica durante la ovulacion. De
sus datos llama la atencidon que la temperatura minima se observa siempre en el istmo,
mientras que la ampolla y la unién ampular-istmica registran las maximas temperaturas.
Ademas, Bahat y colaboradores (2005), describen un aumento tras la ovulacion en la
diferencia de temperatura entre la unién utero-tubarica y la unién ampular-istmica. Debido
a que en la unién utero-tubarica se encuentra el reservorio espermatico y que en la unién
ampular-istmica tiene lugar la fecundacién, este incremento en la diferencia de
temperatura entre ambas regiones sugiere un mecanismo de termotaxis espermatica que
acercaria el espermatozoide al évulo. Debido a que in vitro los espermatozoides de conejo
y humano se comportan de forma analoga cuando se establece un gradiente de
temperatura (Bahat et al., 2012), probablemente en la especie humana pase lo mismo que

en el oviducto de coneja.

1.4.2.3.- Viscosidad

Debido a los cambios inter-regionales y temporales en la temperatura del oviducto, y a los
cambios promovidos por hormonas en la secrecion de proteinas por el epitelio oviductal

se forman gradientes de viscosidad en el periodo peri-ovulatorio, como recopilan los
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trabajos del profesor Hunter en la cerda. Este hecho influiria en el movimiento del flagelo
del espermatozoide y en su motilidad progresiva, dando lugar ademas a un entorno in vivo
completamente diferente para la fecundacion a las condiciones in vitro, en las que el
medio posee una viscosidad homogénea (Hunter et al., 2011). La viscosidad promedio del

FO es similar a la del plasma sanguineo: 1.8 mPa/kg (Menezo y Guerin 1997).

1.4.3.- COMPOSICION

1.4.3.1.- Electrolitos

La permeabilidad ionica selectiva de la pared del oviducto da lugar a un medio con una
composicidén de electrolitos que diverge de la del plasma sanguineo: mientras que las
concentraciones de Na*, Ca®*, Mg® y CI" son similares, los niveles de K* y HCOs son

significativamente superiores en el FO (Menezo y Guerin, 1997).

El K* es esencial para la fecundacion, pues un espermatozoide reaccionado es incapaz de
fusionarse con el ovocito en ausencia de potasio (Yanagimachi y Bhattacharyya, 1988).
Ademas es esencial para el desarrollo embrionario pre-implantacional in vitro el mantener
una concentracién similar a la del FO en las especies humana, porcina, y en ratén (Quinn

et al., 1985; Roblero y Riffo, 1986; Pogorelov et al., 2017).

El bicarbonato es un componente esencial (junto al calcio) promotor de la capacitacion, a
través de la activacion de la adenilato ciclasa soluble, que genera el AMPc necesario para

que los espermatozoides capaciten (Visconti et al. 1995; Buffone et al. 2014).

Por otra parte, se considera que la secrecién transepitelial de Cl™ a la luz del oviducto es la

responsable principal de la formacién del FO (Dickens et al. 1996), y se debe a pequefios
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cambios en la conductancia de los canales de potasio dependientes de calcio (Keating y
Quinlan, 2012). Ademas, la presencia de CI" en el medio es esencial para que los
espermatozoides capaciten, hiperactiven, puedan reaccionar y fecunden (Wertheimer et

al. 2008).

1.4.3.2.- Sustratos energéticos

Las concentraciones en general de los sustratos energéticos del FO son
significativamente inferiores a las presentes en el plasma sanguineo y tienen su origen en
este fluido. La concentracion de glucosa en el FO de coneja es de 1.46 mM (Leese y
Barton, 1985). La concentracién de lactato en el FO es de 3.67 mM, muy superior a la del
plasma (0.6-3.1 mM): el 75% del lactato proviene del metabolismo de la glucosa del
plasma por las células del oviducto, y el restante 25% proviene directamente del plasma
sanguineo (Leese 1980), la concentracion de lactato es ademas superior en el istmo con
respecto a la ampolla (David et al., 1969; ver tabla 6). La concentracién de piruvato en el
FO es de 0.37 mM (vs 0.29 mM en el plasma), aunque su concentracién es muy superior
en las inmediaciones del ovocito, puesto que las células del cumulo tranforman la glucosa

del FO en piruvato (Biggers et al. 1967; Leese y Barton, 1985).

1.4.3.2.1.- Sustratos energéticos y espermatozoides

La glucosa, el lactato y el piruvato son buenos sustratos energéticos para los
espermatozoides. Sin embargo, su relevancia in vivo es discutida debido a que durante la
mayor parte del tiempo que pasan en el oviducto, los espermatozoides se encuentran
inmoviles en el istmo unidos al epitelio formando el reservorio espermatico (Suarez 2016),

y no existe hasta la fecha una demostracién directa del consumo de O; o de los sustratos
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mencionados en condiciones in vivo. Estudios in vitro en espermatozoides de ratén
capacitados y sin capacitar muestran una gran actividad glicolitica y de fosforilacion
oxidativa dependiente de glicdlisis, con un consumo de oxigeno 20 veces superior en
espermatozoides capacitados, mientras que la acidificacion del medio en estas
condiciones como consecuencia de una secrecion de lactato por los mismos
espermatozoides también es evidente pues el ritmo de acidificacion extracelular se
acelera 7 veces durante la capacitacién espermatica (Balbach et al., 2020). La evidencia
in vitro es por tanto de una preferencia del espermatozoide por glucosa, aunque también
puede usar piruvato para llevar a cabo la fermentacién o la fosforilacion oxidativa en su
ausencia (Reynolds et al., 2017). No obstante, un experimento de Burkman vy
colaboradores (1984) indica un papel del piruvato como activador de la motilidad
espermatica de espermatozoides aislados del istmo de la coneja, mientras que la glucosa

por si misma no tiene esta capacidad.

1.4.3.2.2.- Sustratos energéticos y embriones

La glucosa puede actuar como fuente unica de energia para el embrion hasta la etapa de
8 células. En los medios de cultivo de embriones mas habituales, la concentracion de
glucosa es tres veces superior a la del FO, aunque experimentos en la especie bovina
han mostrado que concentraciones tan elevadas de glucosa son perjudiciales para los
blastocistos, modificando sus perfiles transcriptomico y metabolomico (Cagnone et al.,

2012; Uhde et al., 2018).

El lactato y el piruvato son empleados tanto por el ovocito como por el embrion. El
piruvato que le llega al ovocito proviene del metabolismo de la glucosa por las células del

cumulo (Leese y Barton, 1985).
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1.4.3.3.- Aminoacidos
Los aminoacidos (Aa) mayoritarios en el FO son alanina (Ala), aspartato (Asp), glicina
(Gly), glutamato (Glu), serina (Ser) y taurina. El Aa mayoritario es la Gly, que junto con la
Ala esta implicado en la proteccién del embrion frente al estrés osmaético (Moore vy

Bondioli, 1993; Steeves et al., 2003).

La arginina no es un componente mayoritario del FO de coneja. No obstante, un articulo
reciente de metabolémica con FO bovino detecté un aumento en su concentracién en
presencia de embriones (Rodriguez-Alonso et al., 2020), lo que indica que podria ser

importante para el desarrollo embrionario pre-implantacional en dicha especie.

Es posible cultivar embriones in vitro y completar su desarrollo hasta la eclosién en un
medio sin aminoacidos suplementados (Whitten y Biggers, 1968), los de coneja en
concreto poseen grandes reservas de energia endogena y no requieren aminoacidos ni
albumina como fuentes de nitrégeno (Kane, 1986). Sin embargo, una composicion de
aminoacidos in vitro similar a la del oviducto da lugar a una evolucién temporal idéntica,
los embriones obtenidos son de mayor calidad y poseen una masa celular interna mas
poblada, aumentando las tasas de viabilidad, implantacion y desarrollo fetal (Gardner et
al., 2008). Por tanto, estos estudios indican que los aminoacidos son un componente

importante del medio para un desarrollo preimplantacional adecuado.

1.4.3.4.- Lipidos

El contenido de lipidos del FO es bajo, aunque estan presentes fosfolipidos, triglicéridos,

colesterol libre y colesterol esterificado (Menezo y Guerin 1997). Entre los transportadores

de lipidos tenemos proteinas que actuan como extractores de colesterol de superficie del



espermatozoide, promoviendo la capacitacion. Son la lipoproteina de alta densidad (que
ademas presenta niveles elevados en plasma en el periodo periovulatorio (Ehrenwald et
al., 1990), albumina y la lipocalina 2 (Watanabe et al. 2014).

Tabla 5. Concentraciones de varios componentes del fluido oviductal de la coneja

(adaptado de Hamner y Williams 1965).

Media
Componente mg/ml Hg/ml Error estandar n
Na* 2.94 0.044 12
Cr 4.10 0.390 10
Ca* 0.32 0.066 12
K* 0.22 0.006 12
HCOs 1.76 0.102 10
Polisacaridos 0.37 0.029 7
Proteina total 2.73 0.293 10
Residuo seco 8.28 1.120 10
PO,? 5.98 1.298 10
Mg* 3.43 0.338 10
Zn* 6.48 0.180 10
Lactato 31.35 7.566 9

Tabla 6. Variacion en la composicion de fluido oviductal de coneja entre los segmentos del

oviducto. Modificado de David et al. 1969.

Ampolla Istmo
Media DeS\{iacién Media DeS\{iacic')n
estandar estandar
Volumen (ml) 1.15 0.53 0.32 0.10
Na* (mEg/l) 141.87 1.68 148.25 3.43
Cl (mEg/l) 119.25 3.49 101.0 4.86
HCOs (mEqg/l) 27.52 2.93 41.34 4.45
PO,? (mEg/l) 3.41 1.44 4.76 1.59
Lactato (ug/ml) 34.36 15.18 64.78 38.95
Proteina total 0.779 0.426 1.357 0.265

(mg/ml)



1.4.3.5.- Hormonas

Las hormonas esteroideas y las prostaglandinas son producidas en gran cantidad por los
foliculos ovaricos y los cuerpos luteos. Con su bajo peso molecular (en torno a 300 Da),
pueden llegar al FO por transferencia inversa desde la vena ovarica a la rama oviductal de
la arteria ovarica (Saint-Dizier et al., 2019). P4 y E2 se pueden detectar en cualquier
momento del ciclo en el FO, y en la coneja, se pueden observar concentraciones similares
a las presentes en el plasma sanguineo durante el estro (0.5 ng/ml de P4 y 50-120 pg/mi

de E2) (Richardson y Oliphant, 1981).

Ademas de P4 y E2, se han detectado en el FO bovino otras hormonas esteroideas
mediante espectrometria de masas: testosterona, estrona, cortisol, cortisona y metabolitos
de la P4 (Lamy et al, 2016). En yegua, se ha detectado ademas mediante
inmunohistoquimica la presencia de enzimas esteroidogénicas como StAR, citocromo

p450scc y aromatasa en el epitelio oviductal (Nelis et al., 2015).

P4 tiene numerosos efectos sobre el espermatozoide dependiendo de la dosis, es un
quimioatrayente, promueve la capacitacion y la hiperactivacion, y en concentraciones mas
elevadas induce la RA en espermatozoides capacitados (Teves et al., 2006; Publicover

2013; Gimeno-Martos et al., 2017).

Recientemente, varios grupos han demostrado que un tratamiento con P4 puede liberar a
los espermatozoides unidos a células del epitelio oviductal bovino y porcino (Lamy et al.
2017, Romero-Aguirregomezcorta et al. 2019). Ramal-Sanchez et al. (2020) demostraron

que este tratamiento genera cambios en la arquitectura de membrana del
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espermatozoide, eliminando proteinas de superficie procedentes del plasma seminal, el

perfil lipidico y con ello la fluidez de membrana.

En cuanto a las prostaglandinas, se han detectado PGl,, PGE; y PGF,, en FO de cerda
(Martinez-Rodriguez et al., 1983), yegua (Pinto-Bravo et al., 2017), vaca (Kobayashi et al.,
2013) y ratona (Huang et al., 2004). Ademas, las enzimas involucradas en la sintesis de
prostaglandinas han sido detectadas en el oviducto de varios mamiferos, siendo en ratona
COX-2 la principal enzima, encargada de la sintesis de PGIl, (Huang et al. 2004). Las
prostaglandinas tienen un papel inmunomodulador (Marey et al. 2014; Yousef et al. 2016),
y pueden participar en el transporte de gametos y embriones en el oviducto al regular la
contractibilidad de la musculatura lisa (Wanggren et al., 2008) y la frecuencia del batido

ciliar (Weber et al., 1991; Hermoso et al., 2001; Ezzati et al., 2014).

En cuanto a las hormonas de naturaleza peptidica, hay poca informacién en la literatura
relacionada con la presencia de gonadotropinas en el FO de mamiferos. No obstante, se
ha detectado hCG en la mujer a lo largo del ciclo menstrual (Lei et al., 1993) y se ha
documentado la expresion de receptores para LH y FSH en el epitelio oviductal de la

ratona (Zhang et al., 2001), la mujer (Lei et al., 1993) y la cerda (Gawronska et al., 1999).

Aunque se desconoce el rol de las gonadotropinas en el oviducto, se han observado
cambios en la expresion génica motivados por la estimulacidn con gonadotropinas
exodgenas (Saint-Dizier et al., 2019). De esta forma, el tratamiento de superovulacion no
solo afectaria a la funcién ovarica, sino que también altera procesos biolégicos en el
oviducto. Como consecuencia, se han observado cambios histolégicos como variaciones
en la altura del epitelio y disminucién del numero de células PAS + y de los granulos de

secrecion en el oviducto porcino (Juarez-Mosqueda et al.,, 2015). También se inducen
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cambios moleculares, como la sobreexpresién de receptores de prostaglandinas en el
oviducto bovino (Fontes et al., 2014). Esto se traduce en cambios fisiolégicos que son un
problema para la reproduccién, como el fallo en la captura del ovocito por el oviducto en
bufalas superovuladas, lo que ocasiona que en hembras donantes de esta especie se
obtengan numeros de embriones subdptimos para transferencia embrionaria (Salzano et

al. 2018).

1.4.3.6.- Proteinas

En la mayoria de estudios de FO se han identificado una o pocas proteinas utilizando
métodos analiticos convencionales (ltze-Mayrhofer y Brem, 2020). Sin embargo, el uso de
la electroforesis bidimensional (Buhi et al., 2000) y de diferentes técnicas de
espectrometria de masas han permitido identificar un gran niumero de proteinas presentes
en este fluido biolégico en especies de interés ganadero como la oveja (Soleilhavoup et
al., 2016), la yegua (Smits et al., 2017), la cerda (Georgiou et al., 2005; Mondéjar et al.,
2012), la vaca (Pillai et al., 2017; Lamy et al., 2018), la perra (Reynaud et al., 2015) y la

coneja (Yu et al., 2016; Yu et al., 2019).

En el caso de la coneja, Yu et al. (2016) detectaron unas 264 proteinas en el FO, de las
cuales 130 son glicoproteinas que se unieron a bolas de agarosa conjugadas con las
lectinas WGA (que se une a N-acetil-glucosamina y acido sialico en posicion terminal) y
ConA (que se une a manosa en posicion terminal). Yu et al. (2019), hicieron un estudio de
protedmica en la que describieron diferencias en la composicién proteica del FO en
diferentes momentos tras la inseminacion de las conejas con el objetivo de descubrir
nuevas proteinas secretadas en presencia de espermatozoides en torno a la ovulacién.

Describieron 63 proteinas cuyos niveles se alteran en respuesta a la inseminacion,
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incluyendo chaperonas, oxidorreductasas y proteinas relacionadas con la respuesta

inmune.

A nivel cuantitativo, en la coneja, segun Oliphant et al. 1978, la albumina es la proteina
mayoritaria del FO y proviene del plasma sanguineo (4.7+£0.5 mg/ml), mientras que la IgG
es la segunda proteina de plasma mas abundante en el FO (0.38+0.2 mg/ml). Estas dos
proteinas constituyen un 60-80% del contenido del FO y el 95% de la fraccion de
trasudado de plasma sanguineo, pero se encuentran aproximadamente 10 veces mas
diluidas que en el plasma (Leese et al. 1988). Dentro de las proteinas mas abundantes
sintetizadas por el oviducto en la especie de interés ganadero mas estudiada, la bovina,
se encuentra la oviductina (OVGP1), las proteinas de choque térmico (HSP90AB1,
HSPO0AA1, HSPAS8, HSPA1B, HSPAS entre otras), las anexinas (ANXA1, ANXA2, ANXA4
y ANXAS5), subunidades de tubulina (TUBB5, TUBA4A), complemento C3 (C3) y miosinas
(MYH9 y MYH14) (Lamy et al., 2017). En la coneja, los datos de protedmica de Yu y
colaboradores (2016, 2019) parecen sugerir que se cumple lo mismo para todas las

proteinas mayoritarias producidas por el oviducto bovino excepto en el caso de MYH14.

Desde un punto de vista cualitativo, sélo un 13-27% de las proteinas del FO son proteinas
secretadas de forma clasica, mientras que la mayoria son proteinas citoplasmicas
(Mondéjar et al., 2012; Saint-Dizier et al., 2019). No esta esclarecido cémo las proteinas
intracitoplasmicas pueden ser exportadas en una proporcion tan elevada al FO. Saint-
Dizier y colaboradores (2019) consideran que la misma metodologia de obtencion del FO
de oviductos mediante canulacién, lavado de oviductos y raspado seguidos de
centrifugaciones puede provocar dafio celular y liberacion de proteinas que serian
contaminantes del FO. Sin embargo, el aislamiento de vesiculas extracelulares del FO,

muestra un enriquecimiento en muchas proteinas de reticulo endoplasmico, citosol o
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integrales de membrana (proteinas de choque térmico, anexinas, integrinas). Esto implica
que una gran cantidad de las proteinas constituyentes del FO son liberadas como parte
de las vesiculas extracelulares u oviductosomas (Al-Dossary et al., 2015; Almifiana et al.,

2018).

Siendo la proteina mayoritaria del FO, y teniendo afinidad por lipidos, péptidos y
catecolaminas, se pensé que la albumina tenia un papel importante a nivel reproductivo.
Sin embargo, el modelo de rata con analbuminemia (ausencia de albumina en plasma),
tiene unas tasas de fertilidad in vivo similares a los controles (Nagase et al. 1979), el ratén
KO también es fértil (Roopenian et al., 2015), e incluso hay documentados casos de
mujeres analbuminémicas que han tenido descendencia (Caridi et al., 2019), por lo que
hay otras proteinas en el FO que pueden suplir las funciones principales de la albumina

en cuanto a la reproduccion.

La oviductina (OVGP1) es la proteina mayoritaria sintetizada por el epitelio oviductal. El
modelo knockout (KO) de OVGP1 en el ratdén descrito por Araki et al. en 2003 es fértil, y
OVGP1 es un pseudogén en la rata (Tian et al., 2009) y en el gran zorro volador (Moros-
Nicolas et al., 2018), por lo que hay autores que concluyen que OVGP1 es prescindible al
menos en las especies murinas (Tian et al., 2009). Sin embargo, la OVGP1 de ratén es
peculiar: su expresion predomina en ampolla (Lyng y Shur, 2009), y la mayor parte pasa
al espacio perivitelino, con poca proteina unida a la ZP (Kapur y Johnson, 1986; Lyng y
Shur, 2009). Por el contrario, la interaccién con la ZP es importante en otras especies
como la porcina (Algarra et al., 2016) o el hamster, donde un anticuerpo monoclonal
contra la oviductina inhibe la fecundacion (Sakai et al., 1988; Yang et al., 2015). Ademas,
la asociacion en la coneja de dos polimorfismos en el promotor de OVGP1 con mayor

supervivencia embrionaria y un desarrollo preimplantacional mas lento (Merchan et al.,
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2007; Garcia et al., 2010) sugieren un papel reproductivo importante de OVGP1 en esta

especie.

Otras proteinas identificadas en el FO de coneja han sido previamente descritas en otras

especies con funciones reproductivas importantes.

El activador tisular de plasminégeno (PLAT) es una proteasa que convierte el precursor
inactivo plasminégeno en plasmina. Como propone en la especie porcina Coy et al. 2012,
el plasmindégeno presente en el FO se une a la ZP y la membrana plasmatica del ovocito,
y es convertido en plasmina cuando el espermatozoide contacta con el oolema, lo que
previene la union de nuevos espermatozoides. Curiosamente, en ratén, la fertilidad in vitro
es muy baja cuando se emplean espermatozoides de un macho PLAT -/-, aunque se
recupera in vivo, probablemente debido a la presencia de otra proteina que supla su

funcion (Garcia-Vazquez et al. 2019).

Articulos recientes han mostrado que la plasmina (forma activa del plasminégeno del
ovocito) es el enzima encargado de convertir la pro-ovastacina (zimdégeno) en ovastacina
(Karmilin et al., 2019), que actua como proteasa encargada de modificar la ZP2 tras la
fecundacion siendo responsable del bloqueo a nivel de la ZP (Burkart et al., 2012) y
receptor del espermatozoide en el oolema (Sachdev et al., 2012). Al carecer el ovocito de
un enzima que convierta el plasminégeno en plasmina, este seria el papel de enzimas

como PLAT, presente en el FO.

La lactotransferrina (o lactoferrina, LTF) es una glicoproteina relacionada con respuesta
inmune e inflamatoria, regulacién del crecimiento y de la diferenciacién celular (Ward et al.

2005). Esta proteina ha sido detectada en el oviducto de roedores y en la especie
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humana. LTF se une tanto a la ZP como a la superficie de espermatozoides capacitados
(Zumoffen et al. 2013), inhibiendo la unién entre gametos. Sin embargo, el modelo KO de

raton LTF -/- es fértil (Ward et al. 2003).

La proteina del sistema complemento 3 (C3) es otra proteina cuya secrecién es
dependiente de estrogenos en ratdén, humano y oveja (Lee et al., 2009, Soleilhavoup et
al., 2016). En humano, es transformado por las células oviductales en el factor
embriotrofico iC3b (Lee et al., 2009) y ha sido propuesto ademas como ligando que
permite la interaccién entre CD46 del espermatozoide reaccionado y la integrina aMB2 del
ovocito (Fabryova y Simon, 2009). No obstante, los ratones macho CD46 -/- son mas
fértiles que sus homologos (Inoue et al., 2003) y los ratones hembra knockouts de ITGAM
(Coxon et al.,, 1996) e ITGB2 también son fértiles (Ding et al., 1999), lo que resta
importancia al papel potencial de C3 en la fecundacion. Probablemente, su papel en el
desarrollo embrionario pre-implantacional y la implantacion sea mucho mas importante,
como muestra el hecho de que la viabilidad de los conceptus se ve comprometida en los

ratones hembra C3 -/- (Chow, et al. 2009).

La fetuina B (FETUB) es otra glicoproteina sintetizada en el higado, y por tanto
procedente de plasma sanguineo presente en el FO de roedores y de la coneja. También
esta presente en el fluido folicular, lo que inhibe el endurecimiento prematuro de la ZP en
ovocitos de raton (Schroeder et al. 1990). El ratébn hembra FETUB -/- es estéril, aunque su

fertilidad se puede restaurar in vitro perforando la ZP (Dietzel et al., 2013).

La lipocalina 2 (LCN2) es una proteina presente en el FO de coneja que en ratdén se une
a la fosfatidiletanolamina de la membrana plasmatica del espermatozoide modificando las

balsas lipidicas y modulando la capacitacion espermatica (Watanabe et al. 2014). In vitro,
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se ha demostrado que elimina colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide.
Una concentracion de lipocalina en el medio de FIV de 40 pg/ml tiene el mismo efecto
sobre la membrana plasmatica del espermatozoide que una concentracion 100 veces
superior de albumina (4 mg/ml, en el rango de la empleada normalmente en medios de
capacitacién). También se ha empleado para mejorar los rendimientos de la FIV en raton
(Watanabe et al. 2014). Los espermatozoides presentes en el FO de una ratona LCN2 -/-
apenas capacitan, lo que estaria relacionado con la subfertilidad de estos ratones: un 33-
42% de las hembras sexualmente maduras no tuvieron crias tras dos meses con machos,
en comparacion con los controles en los que el 95% se quedaron prefiadas (Berger et al.
2006; Watanabe et al., 2014). Las hembras no son estériles, presumiblemente debido a la
existencia de otros factores remodeladores de la membrana plasmatica del

espermatozoide, siendo el mas abundante la albumina.

Las anexinas (ANXAs) son una familia de proteinas tipicas de membrana. Aunque
carecen de péptido sefal, se ha descrito un mecanismo de liberacién que incluye
protedlisis, y ademas han sido descritas en mas de 300 experimentos de protedmica de
con vesiculas extracelulares (Kalra et al., 2012). Ademas de en el FO de coneja (Yu et al.,
2016), ha sido descrita su presencia en el oviducto de vaca (Ignotz et al., 2007) y cerda
(Teijeiro et al., 2009), donde se ha estudiado su papel en la formacion del reservorio
espermatico, y en el epitelio de oviducto de coneja (ANXA1 en concreto, Tsao et al.,

1995).

La proteina DMBT1 (eliminada en tumores cerebrales 1), como se comentd en la parte
dedicada a la especie porcina, tiene un papel importante en la seleccion negativa de
espermatozoides al menos en dicha especie, pues desencadena la RA prematura vy

muerte de los espermatozoides que presentan psoriasina en su superficie. El tarsero no
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posee copias funcionales de DMBT1 (Moros-Nicolas et al. 2018), mientras que los ratones
DMBT1 -/- son fértiles (Renner et al., 2007). Podria concluirse que no es una proteina

esencial para la reproduccion al menos en ratones.

La osteopontina (SPP1), es una proteina secretada detectada en el FO de bovino
(Gabler et al., 2003), porcino (Hao et al., 2006) y ratén (Liu et al., 2015). Gongalves et al.,
2007 estudiaron su papel en la interaccion del espermatozoide con el ovocito en bovino y
su interaccion mediante el dominio RGD que contiene con las integrinas del ovocito,
viendo que anticuerpos contra el péptido RGD, la osteopontina o sus ligandos ITGA5 e
ITGAV reducen de forma significativa el rendimiento de la FIV. Ademas, su adicién al
medio de FIV, aumentd el porcentaje de espermatozoides con RA inducida por
lisofosfatidilcolina y los ratios de blastocistos obtenidos en bovino (56.4% vs 42% del
control; Monaco et al., 2009). En porcino, su adicion al medio disminuye la polispermia,
aumentando la eficiencia de la FIV (44.6% vs 31.6% del control; Hae et al., 2006). A pesar
de todas estas observaciones positivas, SPP1 parece ser una proteina prescindible para

la fertilidad, pues los ratones SPP1 -/- son fértiles (Liaw et al., 1998; Rittling et al., 1998).

Las glicosidasas son enzimas que catalizan la ruptura de enlaces glucosidicos. Su
importancia en el FO esta relacionada con el reconocimiento lectina-azucar que media
tanto la union del espermatozoide al epitelio oviductal, como el reconocimiento entre
gametos. Una N-acetil-neuraminidasa, por ejemplo, eliminaria un acido sialico, impidiendo
que células con una lectina con afinidad por sidlico no pudiesen reconocer el glicano
modificado, pero que otras células con una lectina con afinidad por galactosa que antes
no podian reconocerla porque estaba enmascarada por el acido sialico ahora si que

puedan reconocerla.
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Carrasco y colaboradores (2008a; 2008b), estudiaron la actividad de multiples
glicosidasas (a-L-fucosidasa, [p-N-acetil-glucosaminidasa, [p-D-galactosidasa, a-D-
mannosidasa, Yy p-N-acetyl-galactosaminidasa, a-D-galactosidasa y  N-acetil-
neuraminidasa) en los fluidos oviductales porcino y bovino a lo largo del ciclo estral. En
bovino, el aumento en actividad a-L-fucosidasa tras la ovulacion (Carrasco et al., 2008a)
eliminaria la fucosa del oligosacarido Lewis® que media la adhesion del espermatozoide al
epitelio oviductal (Suarez et al., 1998) pudiendo estar relacionado con la liberacion de los

espermatozoides del reservorio espermatico.

Otra mucina aun por identificar esta relacionada con la formaciéon de la neozona en la
coneja (Denker 2000). La lectina DBA que se une a galactosil-B(1,4)-N-acetyl-
galactosamina marca el epitelio istmico desde el momento de la fecundacion hasta al
menos 96 horas después, siendo probable que marque la mucina que se une a la zona

pelucida (Marco-Jiménez y Lopez-Béjar, 2013).

1.4.3.7.- VESICULAS EXTRACELULARES EN EL OVIDUCTO

Segun el origen de las vesiculas extracelulares, pueden distinguirse dos tipos principales:
exosomas y microvesiculas. Los exosomas son vesiculas extracelulares generadas por el
endosoma de las células eucariotas que se libera al medio cuando un cuerpo
multivesicular se fusiona con la membrana plasmatica (van Niel et al., 2018). Tienen un
tamano tipico de 50-150 nm y en su interior se han hallado proteinas, mMRNAs y miRNAs
(Kalra et al., 2012). Se pueden encontrar en los fluidos biologicos de mamiferos (plasma,
orina) incluyendo los de naturaleza reproductiva, que han recibido nombres concretos en
funcién de su procedencia (prostasomas, epididimosomas, uterosomas y oviductosomas).

Las microvesiculas son vesiculas extracelulares de un tamano de 50-500 nm, liberadas
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por gemacion hacia el medio extracelular y fisién de la membrana plasmatica. El parecido
en cierto rango de tamafo y su composicion dificultan la distincidén entre exosomas y

microvesiculas aisladas a partir de fluidos extracelulares (van Niel et al., 2018).

En las vesiculas extracelulares se pueden encontrar proteinas de procedencias variadas:
de reticulo endoplasmico, membrana plasmatica y citosol (Raposo et al., 2013; van Niel et
al., 2018). La mayor parte de estas proteinas carecen de péptido senal y no siguen la ruta
clasica de secrecion (Kalra et al., 2012), por lo que acaban en el medio extracelular

gracias a microvesiculas y exosomas.

Los exosomas propios del FO, los oviductosomas, han sido recientemente caracterizados
en el ratén (Al-Dossary et al., 2013) y la vaca (Lopera-Vasquez et al., 2016; Almifiana et
al., 2018). Ademas, se estan describiendo los mecanismos de fusién al espermatozoide y
su rol como transportadores de elementos que modifican la superficie de espermatozoides
y ovocitos pudiendo afectar a su habilidad reproductiva (Al-Dossary y Martin de Ledn,
2016). Por otra parte, se ha descrito su internalizacion por embriones in vitro y su efecto
positivo sobre el desarrollo embrionario preimplantacional, mejorando las tasas de

blastocisto, su viabilidad y calidad (Almifiana et al., 2017).

Entre las proteinas propias de microvesiculas y exosomas presentes en los experimentos
de protedmica de FO de coneja (Yu et al., 2016; Yu et al., 2019) se encuentran las
proteinas de choque térmico como HSPAS5 y HSPAS8. Estas dos proteinas se encuentran
en el reticulo endoplasmico y son marcadores de vesiculas extracelulares, siendo ademas
sobreexpresadas en presencia de espermatozoides en el oviducto (Yeste et al., 2014). La
presencia de HSPA8 en el medio de capacitacion aumenta la viabilidad de los

espermatozoides de toro (Elliott et al., 2009), produciendo dos cambios claves en el
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espermatozoide: un incremento en la fluidez de membrana (con pérdida de colesterol,
asociado clasicamente con la capacitacién) y un efecto protector disminuyendo la
actividad mitocondrial. En cuanto a HSPA5, es capaz de modular la union del

espermatozoide a la ZP in vitro (Marin-Briggiler et al., 2010).

1.5.- ESTUDIOS PREVIOS DE TRANSCRIPTOMICA EN OTROS MAMIFEROS

El perfil de expresion génica en el oviducto de numerosas especies de mamiferos (bovina,
equina, porcina, humana, ratén y rata) ha sido estudiado previamente mediante técnicas
de transcriptomica, como micromatrices y RNAseq que permiten comparar

simultaneamente variaciones en el transcriptoma completo.

La técnica de micromatrices de DNA que se emplea en esta tesis fue empleada por
primera vez por Schena et al., 1995, que afiadieron a una matriz de vidrio cDNAs de
Arabidopsis thaliana para cuantificar la expresion de multiples transcritos de esta planta
en diversas condiciones experimentales. Entre 2000 y 2015, esta técnica de biologia
molecular fue adoptada por un gran numero de laboratorios en el mundo, y aunque
actualmente se haya visto desplazada en parte por la técnica mas compleja de

secuenciacion de ARN (RNAseq), sigue empleandose debido a sus ventajas econdémicas.

A continuacion, recopilamos en la tabla 7 los experimentos en funcién de la especie,

técnica utilizada y condiciones experimentales utilizadas.
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Especie
bovina

bovina

raton

rata

humana

porcina

humana

porcina

bovina

porcina

bovina

raton

porcina

bovina

equina

porcina

porcina

porcina

bovina

porcina

rata

Referencias
Bauersachs et al., 2003

Bauersachs et al., 2004
Fazeli et al., 2004

Parada-Bustamante et al.,
2007

George et al., 2011

Alminana et al., 2012
Hess et al., 2013

Alminana et al., 2014

Maillo et al., 2015

Lépez-Ubeda et al., 2015

Gonella-Diaza et al., 2016

Cerny et al., 2016
Loépez-Ubeda et al., 2016

Maillo et al., 2016

Smits et al., 2016

Acufia et al., 2017

Kim et al., 2018

Martyniak et al., 2018

Gonella-Diaza et al., 2018

Atikuzzaman et al., 2018

Zuniga et al., 2021

Técnica
micromatrices

micromatrices

micromatrices

micromatrices

micromatrices

micromatrices

micromatrices

micromatrices

RNAseq

micromatrices

RNAseq

micromatrices

micromatrices

micromatrices

RNAseq

micromatrices

RNAseq

micromatrices

RNAseq

micromatrices

micromatrices

Condiciones experimentales

Oviductos ipsilateral vs contralateral de fase post-
ovulatoria

Oviductos en estro vs en fase luteal tardia

Oviductos en fase pre-ovulatoria vs post-ovulatoria.
Oviductos de inseminados por machos fértiles vs
machos sin espermatozoides.

Mucosa de oviducto en fase post-ovulatoria (6 h
post-copula) inseminados vs sin inseminar.

Oviductos en fase folicular vs luteal.
Oviductos de portadoras de mutacion en BRCA1 vs
controles.

Mucosa de oviducto inseminado vs no inseminado
Oviductos en fase folicular vs luteal.

Oviducto inseminado con espermatozoides Y vs
oviducto inseminado con espermatozoides X

Oviducto con un embrién vs mudltiples embriones
(transferidos por endoscopia, muestra de dia 3
post-estro)

Oviducto inseminado vs no inseminado (estro
espontaneo, post-ovulatorio, unién ampular-
istmica)

Oviducto con ovarios con foliculos grandes vs
oviducto con ovarios con foliculos pequefios (dia 4
de ciclo estral).

Ampolla vs istmo.

Oviducto WT vs ESR1 -/- (48 h tras estimular
desarrollo de foliculos con PMSG)

Oviducto control vs oviducto
ovaridectomia) durante el estro.

ipsilateral (tras

Ampolla de oviducto vs istmo (oviducto ipsilateral
con embriones de 2-4 células)

Epitelio de la unidn ampular-istmica (oviducto
ipsilateral vs contralateral, hembras prefiadas vs
ciclicas).

ciclo
post-

Oviductos de las diferentes fases del
reproductivo  (prepuber, pre-ovulatoria,
ovulatoria y luteal)

Ovarios, oviductos y endometrio recogidos a lo
largo del ciclo estral.

Istmos en fase luteal temprana vs istmos con
embriones de 2-4 células

Oviductos en periodo periovulatorio, con foliculos
mas o0 menos desarrollados
Ampolla vs istmo.

Oviductos (union udtero-tubarica) en fase post-
ovulatoria de hembras no inseminadas vs
inseminadas con plasma seminal o montadas.

Mucosa de oviducto en fase post-ovulatoria (3 h
post-copula) inseminados vs sin inseminar.
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Puede verse que las especies mas empleadas en los experimentos son la bovina y la
porcina (cada una 6 articulos), mientras que en ratén, rata y humano solo se han
realizado dos estudios. Se han descartado estudios llevados a cabo con células epiteliales
de oviducto cultivadas in vitro. Como puede observarse, hasta la fecha no se habia
realizado ningun estudio de transcriptomica mediante micromatrices o RNAseq del

oviducto de la coneja.

1.5.1.- TRANSCRIPTOMICA OVIDUCTAL ANTES Y DESPUES DE LA

FECUNDACION

Entre los estudios que han comparado las fases pre-ovulatoria y post-ovulatoria se
encuentran el de Fazeli et al. (2004) hecho en raton, el de Acufia et al. (2017) en la cerda
y el de Gonella-Diaza et al. (2018) en la vaca. También se han hecho otros experimentos,
como el de Lopez-Ubeda et al. (2015) que consideran el efecto de los espermatozoides
sobre el perfil de expresion génica oviductal con muestras del periodo post-ovulatorio en

cerdas inseminadas versus no inseminadas.

Fazeli y colaboradores (2004) describieron la sobreexpresion de varios genes (PTGS2,
SPP1, SERPINE1 y ADM) en presencia de espermatozoides. Loépez-Ubeda 'y
colaboradores (2015) descubrieron 17 genes sobreexpresados y 9 cuya expresion se
reprime en presencia de espermatozoides, entre ellos SERPINE1 y SPP1, que sugieren
un mecanismo conservado en la formacion del reservorio espermatico. Por su parte,
Acufia y colaboradores (2017), describen 89 genes sobreexpresados y 51 silenciados al

comparar las fases pre y post-ovulatoria en cerdas no inseminadas.
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Gonella-Diaza y colaboradores (2018), ilustran el papel de las hormonas esteroideas en la
matriz extracelular oviductal al manipular el desarrollo folicular y evaluar el perfil de
expresion del oviducto entre las fases pre y post-ovulatoria. Describen cambios en el
patron de expresion de multiples componentes (principalmente colagenos y

metalopeptidasas) que participan en la organizacién de la matriz extracelular.

Atikuzzaman y colaboradores (2018) describen dos mecanismos de respuesta de la unién
utero-tubarica del oviducto porcino a los espermatozoides y al plasma seminal: uno de
regulacion del pH (en el que participan numerosos canales de membrana) y otro de
inmunomodulacion que involucra varios genes de la ruta del interferon y
metalopeptidasas; en total recopilaron 1722 genes diferencialmente expresados tras la
copula y 1148 tras la infusién de plasma seminal en la cerda, siendo 592 genes los

comunes a ambos experimentos.

1.5.2.- TRANSCRIPTOMICA DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

EN EL OVIDUCTO

Existe un numero inferior de estudios transcriptomicos del oviducto durante el desarrollo
embrionario temprano en mamiferos que del resto del ciclo estral hechos in vivo. Entre
ellos esta la investigacion de Maillo y colaboradores (2015) en la especie bovina, en la
que se comparan oviductos de vaca sin embriones con vacas a las que se han transferido
50 zigotos (a las 36 horas post-ovulacién) ambas en el dia 3 post-ovulacién. Se
sobreexpresaban 123 genes y se reducia la expresién de 155, siendo la mayor parte de
estos genes reprimidos genes del sistema inmune, incluyendo genes relacionados con el
complejo mayor de histocompatibilidad y factores pro-inflamatorios como NFKB2, CXCL2

y CCL20.
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En la especie equina, Smits y colaboradores (2016) hicieron un experimento comparando
la expresidn del epitelio oviductal de la unidbn ampular-istmica (donde permanece el
embridén equino durante el desarrollo embrionario temprano segun Weber et al., 1996) de
cuatro grupos experimentales: oviducto ipsilateral de hembras ciclicas, oviducto
contralateral de hembras ciclicas, oviducto ipsilateral de hembras prefiadas y oviducto
contralateral de hembras prefiadas. Al contrario que en el experimento de Maillo et al.
(2015), en este estudio solo se encontraba un embrién en el oviducto. La expresion de
genes relacionados con la respuesta inmune es obvia teniendo en cuenta la
sobreexpresidon de genes relacionados con la “respuesta defensiva ante otros
organismos”, “respuesta inmune” o “produccién de interferon de tipo I” que aparecieron en

la anotacién biologica.

Por otra parte, Martyniak y colaboradores (2018) hicieron otro experimento parecido en la
especie porcina, comparando los perfiles transcriptomicos del oviducto de istmos de
cerdas con embriones de 2-4 células (3 dias tras la copula con el verraco) versus cerdas
en fase luteal que ovularon en la misma fecha. De entre los 118 genes sobreexpresados
en las cerdas prefiadas y los 236 reprimidos, destacan 36 genes involucrados en la ruta
de sefalizacion por receptores del tipo Toll o NOD, sefalando que la expresion de genes
relacionados con la respuesta inmune materna se reprime durante esta fase del desarrollo

embrionario preimplantacional en el istmo de la cerda.

Sin embargo, desde el planteamiento de la presente tesis doctoral hasta su defensa, no
tenemos constancia de ningun estudio de transcriptdmica completa del istmo del oviducto
en la que se haya intentado esclarecer un patrén temporal de expresién en este érgano

durante el desarrollo embrionario temprano en mamiferos. Almifiana et al., 2012 hizo los
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experimentos en cerdo, pero el articulo se centra en los cambios génicos a nivel de utero
en los dias posteriores y no en el oviducto, donde solo mencionan a TICAM2 como un
biosensor del paso del embrién a través del tracto reproductor femenino. La coneja, una
hembra politoca mas cercana filogenéticamente a la mujer que las de los rumiantes o los
suidos, y con un oviducto de mayor tamafo que el de la ratona, parece un modelo

interesante para estudiar esta evolucién temporal.

2.- OBJETIVO

Caracterizar la evolucidon en el perfil transcriptdmico del oviducto desde la fase
preovulatoria hasta el momento que coincide con la presencia de blastocisto, para
conocer mejor los eventos moleculares asociados a la fecundacion y al desarrollo

embrionario preimplantacional en el oviducto de la coneja.

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- ETICA

La manipulacion y cuidado de los conejos de experimentacion se llevé a cabo de acuerdo
a los principios de cuidado animal publicados en el Real Decreto 1201/2005 (BOE, 2005:
252: 34367-91), la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo y el Consejo del 22 de
septiembre de 2010 sobre la proteccién de los animales usados con fines cientificos
(2010; 276: 33-79). El comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad Auténoma de

Barcelona aprobé este estudio (expediente interno n® 517).
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3.2.- MANTENIMIENTO DE LOS CONEJOS

Para los experimentos se usaron dieciocho conejos de Nueva Zelanda, (6 machos y doce
hembras) en edad fértil (entre 7 y 13 meses de edad) de la granja del Institut de Recerca i
Tecnologia Agroalimentaries (IRTA-Torre Marimon, Caldes de Montbui, Barcelona). Cada
animal se mantuvo en una caja (85 x 40 x 30 cm) con soportes para descanso podal, un
dispensador de comida con 180 g/dia de alimento completo para conejos y biberones
para permitir acceso ad libitum al agua. El fotoperiodo empleado fue 16 h de luz y 8 h de
oscuridad, con rangos de temperatura de 15-20 °C en invierno y 20-26 °C en verano. La

humedad relativa se mantuvo en un 60-75% mediante un sistema de ventilacion forzada.

3.3.- ESTIMULACION OVARICAY MONTA

La ovulacién se indujo mediante inyeccion intramuscular de 0.03 mg de GnRH (Fertagyl,
Esteve Veterinaria, Barcelona). Cada una de las hembras fue montada en sucesion por
dos machos diferentes escogidos al azar (para reducir el efecto individual) 10 h tras la

inyeccion de GnRH.

3.4.- OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las conejas fueron sacrificadas en su tiempo correspondiente (Fig. 17) mediante
administracion intravenosa (vena marginal de la oreja) de 600 mg de pentobarbital sédico
(Dolethal, Vetoquinol, Madrid). Las muestras de oviducto, fueron congeladas a -80 °C en
el reactivo RNAlater (Sigma, Saint Louis, USA) que posee inhibidores de RNAsas y

permite la conservacion del ARN de forma indefinida a esta temperatura. De cada par de
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oviductos, el derecho se empled para la extraccion de RNA y el izquierdo para el estudio

histologico.

El FO se obtuvo a partir del lavado de los oviductos desde el infundibulo a la union utero-
tubarica con 2 ml de PBS y los embriones presentes se separaron y contabilizaron. El
lavado se concentré 5-6 veces con centricones de 10 kDa para realizar analisis de

protedmica y Western Blot y se conservé a -80 °C.

3.5.- EXTRACCION DE ARN

La extraccion de ARN se llevo a cabo utilizando el RNAqueous Total RNA Isolation kit (ref.
AM1912, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar, se extrajo
cada muestra del RNAlater, se le quitaron los restos de tejido adiposo y se peso. Después
se afiadieron 10 yl de tampdn de lisis por cada mg de muestra y se procedié a su
disgregacion en un homogenizador manual, manteniendo la muestra en todo momento a
4°C. El homogenizado resultante se hizo pasar por una jeringuilla de 25G varias veces y
se centrifugé a 14000 g (el resto de centrifugaciones son idénticas) durante 2 minutos,
descartandose el precipitado resultante. El sobrenadante se mezclé en proporcion 1:1 con
etanol al 64% y se transfiri6 a una columna del kit. Se centrifugd durante 2 minutos y se
descarto el sobrenadante. El filtro fue lavado en varios pasos con el resto de tampones de
lavado del kit en el orden correspondiente. Tras centrifugar con el ultimo tampén de
lavado se monto el filtro con un tubo colector y se incubd a 75°C con 40 pl del tampdn de
elucién. Tras recuperar por centrifugacion el eluido con el ARN, se procedié a una
segunda elucion con 15 ul de tampon de elucién. El liquido resultante se guardé a -80° C
hasta su uso. Cada muestra de ARN se extrajo en un ciclo diferente para minimizar el

riesgo de contaminacion cruzada de material genético entre las muestras.
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3.5.- CALIDAD DE LAS MUESTRAS

La calidad de las muestras de ARN se analizé6 con un sistema electroforético capilar
Bioanalyzer 2100 de Agilent, cargando 1 pl de muestra en un chip Agilent RNA 6000 Pico.
Se registraron sus RIN (RNA Integrity Number, medida de la integridad del ARN en una
muestra biolégica), concentracion de RNA y ratios de absorbancia a 260/280 y 260/230
que indican contaminacion por proteinas y disolventes organicos, respectivamente. El
experimento se llevé a cabo en las instalaciones del Area Cientifica y Técnica de

Investigacion (ACTI) de la Universidad de Murcia.

3.6.- ANALISIS DE MICROMATRICES

El analisis de los micromatrices se llevé a cabo con ayuda de la plataforma GeneAtlas
Microarray System de Affymetrix, empleando los chip Rabbit Gene 1.1 ST Array Strip,

Affymetrix en las instalaciones del ACTI.

3.7.- ANALISIS BIOINFORMATICO

El estudio de los datos se hizo en la suite de Partek Genomics, donde se corrigieron los
datos brutos de intensidades de sefial con respecto a la sefial de fondo y se normalizaron
mediante el método RMA (Robust Microarray Analysis). Los genes diferencialmente
expresados (DEGs) fueron filtrados mediante un script en R (v3.6.1), seleccionandose
aquellos que tuviesen un ratio (fold change) > |1.5] y un FDR (False Discovery Rate) <
0.05. El analisis de los datos se lleva a cabo usando los paquetes de Bioconductor limma
(Ritchie et al., 2015) y rankprod (v2.0, Carratore et al., 2017) para llevar a cabo los test

estadisticos (modelos lineales y “rank product’), permitiendo identificar los ARNs
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diferencialmente expresados. El ratio fue obtenido mediante analisis de la varianza en las
comparaciones entre diferentes fases (pre-ovulatorio vs post-ovulatorio) o mediante t-test
pareado multiple en el caso de comparaciones entre tejidos, dado que cada ampolla y
cada istmo procedian del mismo oviducto del mismo animal. La anotacion biolégica de los

transcritos de interés se hizo empleando DAVID (Huang et al., 2009).

Oh 10h 12h 20h 56h 88 h

Inseminacion Pre-ov Fecundacion Post-ov Morula Blastocisto

o k8

GnRH

,} — 3 pre-ov I:Ampolla 1) Extraccién ARN BlOlﬂfgrmaUpa viidscisn
Istmo - Correccion de ruido por RT-
< I 2) Bioanalizador (RIN > 7) | de fondo
% 3 pOSt'OV[: Ampolla ) ( ) - Normalizacién RMA gPCR
) Istmo . : - Rank Product
3) Micromatriz 3

)/’,.) — 3 8-celulas - 1stmo (RabGene 1.1ST) %glgili;?l)r;df?;;o:

12 ¢ ~4.6 x 105 sondas 0.05

L 3 morula — Istmo ~2.4 X 104 genes - Anotacion

Figura 17. Esquema de la metodologia y disefio experimental seguidos.

3.8.- RETROTRANSCRIPCION
El RNA extraido se tratdé con el QuantiTect Reverse Transcription Kit de Qiagen (ref.
205311, Alemania). Este tratamiento consta de dos reacciones principales. En la primera,
mediante una incubacién de 3 minutos a 42°C con el tampon gDNA Wipeout se elimina el
ADN genomico contaminante. En la segunda reaccion, se incub6 la muestra durante 30
minutos a 42°C con la retrotranscriptasa, nucleétidos y cebadores del kit para obtener el
cDNA. Finalmente, la retrotranscriptasa se inactivd incubando la muestra durante 3

minutos a 95 °C y las muestras de cDNA se guardaron a -20 °C.

87



3.9.- PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

3.9.1.- INTRODUCCION

Para verificar los resultados obtenidos mediante el analisis con micromatrices, se realizé
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) con los siguientes genes: beta-actina (ACTB),
oviductina (OVGP1), osteopontina (SPP1), metalopeptidasa 7 (MMMP7), factor
neurotréfico derivado de astrocitos mesenquimales (MANF) e integrina alfa 5 (ITGAS).
Para cada grupo experimental se us6 cDNA proveniente de los tres replicados empleados
en el experimento con micromatrices. Se seleccionaron proteinas relacionadas con la
reproduccién descritas previamente (SPP1, MMP7, e ITGAS), y aun no relacionadas pero
detectadas en FO de coneja previamente (MANF). OVGP1 se incluyd en el grupo para
confirmar que su expresion no varia en los diferentes tiempos en los que se recogieron

muestras, mientras que ACTB actua como control interno.

3.9.2.- DISENO DE CEBADORES

Para el disefio de los cebadores se empled la herramienta Primer-Blast del NCBI basada
en el programa Primer3 (Kdressaar et al., 2018) y se tomaron como referencia diferentes

parametros:

- Longitud del cebador: 18-21 pb.

- Contenido en G+C: 40-60%.

- Tm: 58-60°C.

- Longitud del amplicén: 50-90 bp.

- Maximo numero de nucledtidos idénticos seguidos: 4.

- Los ultimos 5 nucledtidos del extremo 3' no pueden incluir mas de 2 G y/o C.



- Complementariedad en el extremo 3’ inferior a 6.

- Estructura terciaria débil o nula.

Solo se seleccionaron parejas de cebadores especificas de la secuencia diana tras
comprobar que los cebadores no eran complementarios con otros loci del genoma de

Oryctolagus cuniculus.

Tabla 8: cebadores usados en la validacion mediante RT-qPCR.

Tm  Longitud del Eficiencia

Gen Secuencias (5'—3’) (°C) amplicén de la PCR
Fw: TGGCATCCTGACGCTCAA 58.9

ACTB 57 90.6
Rv: TCGTCCCAGTTGGTCACGAT 61.2
Fw: GCTCTCCGCTGCTGTTTCTG 61.7

OVGP1 59 90.1
Rv: GGCGCACGTCGTAAGATGTT 61.4
Fw: GCTCTGGCCACATGGCTAAA 60.7

SPP1 61 106
Rv: TCTGCGGTGTTAGGAGATTCTG 59.8
Fw: CACCATATCCCCGTGGAGAA 58.9

MANF 62 104.7
Rv: TCGCAGATCTGGCTGTCTTTC 60.4
Fw: CATCAGTGTTCCCCAACCAAA 58.7

MMP7 89 96.4
Rv: AAACCCACTGCCATCCAAGA 59.5
Fw: CCTGCGCATCCGTAACG 58.6

ITGAS 62 90.5
Rv: CGTTCCTGAGGTAGATCTTCATCTC 60.3
Fw: AACGCACCCAGAATCAGTT 60.4

MUC4 65 95
Rv: ACGGAATCCACACGCTCTTC 60.0

3.9.3.- CUANTIFICACION RELATIVA DE LOS ARNm

Los diferentes experimentos de RT-gPCR se hicieron en la plataforma 7500 Fast Real
Time PCR (Applied Biosystems). Se emple6é 1 pyl de muestra de ADNc por pocillo de

reaccion, junto al reactivo SYBR Green Master Mix para PCR de Applied Biosystems (ref.
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4309155) y los cebadores correspondientes a una concentracion de 50 nM, para un

volumen final de 10 pl por pocillo.

Para calcular la eficiencia de la PCR se emplearon cinco diluciones seriadas de la misma
muestra de cDNA (factor de dilucidon 1/10) con tres replicados técnicos para cada dilucion.
Para la cuantificacion relativa se emplearon dos replicados técnicos de cada muestra,

estimando que la Cr en cada pocillo estuviera en un rango de 20-30 ciclos.

El protocolo de los ciclos involucra una etapa inicial de 20 s a 50°C para la activacion de
la uracil-DNA glicosilasa; una segunda etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 10 min;
40 ciclos de amplificacion con una desnaturalizacién a 95°C de 15 s, una extension a

60°C de 1 min, y una curva de melting continua entre 60 y 95°C.

El calculo del ratio entre los diferentes grupos experimentales se calculd segun el método

descrito por Pfaffl (2001):

. ACTtarget (condicion 1 — condicion 2 ACTref (condicion 1 — condicion 2
ratio = (Etarget) get ( )/ (Eref) ( )

Donde E se refiere a la eficiencia de la PCR del gen de interés (target) o del de referencia
(ref, ACTB en estos experimentos), y el incremento en la C+ se estudia en dos condiciones
experimentales distintas (el orden no es importante siempre y cuando se tenga en cuenta
a la hora de interpretar los resultados que el ratio usando condicién 1 — condicion 2 sera

equivalente a 1 entre el ratio alterando el orden a condicién 2 — condicion 1).
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El andlisis estadistico incluyé el test normalidad de Shapiro-Wilks y la prueba de
homoscedasticidad de Levene para finalmente hacer una prueba t de Student entre dos

grupos de AC+ correspondientes a 2 grupos experimentales diferentes.

3.10.- INMUNOHISTOQUIMICA

3.10.1.- FIJACION DE MUESTRAS

Las muestras se fijaron en formaldehido al 4% a temperatura ambiente toda la noche y

después se guardaron a 4°C en PBS hasta su inclusion.

3.10.2.- INCLUSION Y CORTE DE LAS MUESTRAS

La inclusion de los tejidos se realizd en un procesador automatico (histokinette), donde los
tejidos fueron sometidos a una deshidratacion progresiva en soluciones crecientes de
etanol (desde 50% a absoluto), después se realiz6 el aclaramiento con tolueno. La
inclusion se realizé colocando las muestras en los moldes y afiadiendo Paraplast Plus
liquido a 60°C (ref. P3683, Sigma). Una vez enfriado el bloque, fue cortado con un grosor
de 5 ym con ayuda de un microtomo de rotacion y los cortes se montaron en portaobjetos
SuperFrost Plus (ref. JIBOOAMNZ, Thermo Fisher) para evitar que se despegase el tejido

oviductal.

3.10.3.- INMUNOCITOQUIMICA

Las muestras fueron en primer lugar sometidas a un desparafinado en un incubador a

55°C durante toda la noche. Después se procedid a su hidratacion mediante incubacion

en una solucion de sustituto de xileno durante 5 minutos y posteriormente en soluciones
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decrecientes de etanol (desde absoluto a 70%), finalizando con la muestra en agua. El
desenmascaramiento antigénico se realiz6 con tampon citrato a pH 6 incubando a 98°C

durante 30 minutos en una olla a presion.

Tras tres lavados en tampon TBS de 5 minutos, se realizé un lavado con TBST. Como
ultimo paso antes de empezar las incubaciones con los anticuerpos se inhibid la
peroxidasa endogena incubando en una solucion de PBS con un 1% de H.O, durante 30
minutos. Tras aclarar con TBS, los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo primario

correspondiente (Tabla 10) toda la noche a 4°C en camara humeda.

A continuacion, las muestras se atemperaron a 37°C durante 10 minutos y se lavaron
durante 3 minutos con TBST. Después se incubaron 30 minutos con el anticuerpo
secundario a 37°C (ver tabla 10) conjugado con HRP y se realizaron dos lavados durante

2 minutos con TBST.

El revelado se hizo con una solucién de 0.5 mg/ml de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) en
TBS. La DAB es un compuesto que se oxida en presencia de H,O, precipitando un
producto de color pardo. Los portaobjetos se lavaron durante 5 minutos con agua de grifo

y después con agua destilada.

Tras contrastar incubando en una solucion de hematoxilina durante 30 segundos, los
portaobjetos se lavaron 5 minutos en agua y se procedid a su deshidrataciéon con
incubaciones de 5 minutos soluciones crecientes de etanol (96% y dos veces en
absoluto). Después de incubar en sustituto de xileno se le afiadié medio de montaje DPX

y un cubreobijetos.
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3.10.4.- VISUALIZACION

La visualizacién de los cortes histolégicos se hizo en un microscopio Zeiss AxioPhot con

optica convencional y las fotos se realizaron con una camara de fotos Leica DC500.

3.11.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE BRADFORD

La concentracion de proteinas en el FO de coneja se cuantificé usando el reactivo Pierce
Coomasie Plus™ (ref. 23238, Thermo Scientific). Midiendo la absorbancia a 595 nm de 8
diluciones de BSA como se muestra en la tabla 9 se pudo confeccionar una recta de
regresion (Fig. 18) se puede inferir la cantidad de proteina de una muestra problema
teniendo en cuenta su absorbancia, y a partir de la cantidad se puede calcular la

concentracion teniendo en cuenta el volumen cargado.

Tabla 9. Concentracion de BSA vs absorbancia a 595 nm medida en un espectrofotometro

(S-22 UVVis, BOECO, Alemania).

BSA (ug) Absorbancia (595 nm)

0 0

0.5 0.02
1 0.036

2 0.071

5 0.185

10 0.386

15 0.559

20 0.717
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Figura 18. Recta de regresion con la férmula que relaciona la absorbancia (y) con la

concentracion (x).

3.12.- ELECTROFORESIS EN GEL DE TRIS GLICINA

Las muestras de proteinas fueron desnaturalizadas a 95°C durante 10 minutos en tampodn
de Laemmli (condiciones reductoras) y cargadas en un gel de electroforesis de Tris-glicina
con gradiente 4-20%. La electroforesis del gel se hizo en una cubeta Xcell SureLock®
MiniCell (Invitrogen™, Carlsbad, EEUU) rellena de tampdn de recorrido (tabla ...) a 200 V
durante 1 hora. Junto a las muestras se cargé un marcador de peso molecular estandar

Precision Plus Protein™ (BioRad, Hercules, EEUU).

3.13.- WESTERN BLOT

La transferencia humeda a una membrana de PVDF (Merck Millipore, Billerica, EEUU, ref.
IPVHO0010) se realiz6 a 40 V durante tiempos de 1h a 1h 30 minutos en funcion del peso

molecular esperado de la proteina problema con el tampodn de transferencia (Tabla 11)
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con metanol al 10%. Previamente, la membrana se activd mediante incubacién en

metanol durante 1 minuto.

3.14.- INMUNODETECCION EN MEMBRANA

Tras la transferencia, se hizo un lavado inicial con TBST y se bloqued la membrana

incubando a temperatura ambiente con TBST-1% BSA durante 1 hora. Tras esto se

incubd con el anticuerpo primario (Tabla 10) toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados

en agitacion fuerte a temperatura ambiente con TBST y se incubd con el anticuerpo

secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana se lavé con

TBST 3 veces en agitacion fuerte.

Los controles del anticuerpo secundario se hicieron de forma similar obviando la

incubacién con el anticuerpo primario.

Tabla 10. Referencias y diluciones empleadas para cada anticuerpo.

Nombre moF::f:;lc:Iar Clase Dilucion Casa Referencia
. comercial
(antigeno)
anti- 1IgG de 50kDa* Monoclonal de . Santa Cruz )
conejo-HRP  + 25 kDa ratén 1:10000 Biotechnology SC-2357
anti- 1IgG de 50 kDa* . ]
ratén-HRP + 25 kDa Policlonal de burro  1:10000 Thermo SA1-100
1:5000
anti-OVGP1 65-70 kDa Policlonal de conejo (WB) Abcam ab118590
1:400 (IH)
. Monoclonal de . Novus NB110-
anti-SPP1 50-55 kDa raton 1:2500 Biologicals 89062
: , . . 10869-1-
anti-MANF 16 kDa Policlonal de conejo 1:1000 Proteintech AP
anti-NPY 11 kDa Policlonal de conejo 1:2000 Proteintech '1\%833'1'
anti-MMP7 30 kDa Policlonal de conejo 1:2000 Proteintech '1\%374-2-
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* En el caso de las IgG, su peso molecular completo es de unos 150 kDa para ambas

especies, ya que la IgG contiene 2 cadenas pesadas de 50 kDa y 2 ligeras de 25 kDa.

3.15.- REVELADO
Para el revelado, la membrana se incub6 con el reactivo Pierce ECL Western Blotting
Substrate (Polysciences, Epperlheim, Alemania) y las fotografias se hicieron en un equipo
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Buckinghamshire, GB), con el software
ImageQuant™.
Tabla 11. Composicion de los tampones empleados en los experimentos de electroforesis
de proteinas y WB. Las cantidades a afiadir de cada sustancia estan calculadas para

preparar un volumen de solucion stock 10x de 1 1.

T. recorrido T. transferencia TBST
NaCl - - 88 g
Tris 309 58¢g 24 g
Glicina 144 g 29¢ -
SDS 10 g 3.79 -
Tween - - 100 ml
pH 8.3 - 7.6

3.16.- PROTEOMICA

3.16.1.- Pre-procesado

8 Pg de las muestra de FO se digirieron con 400 ug de tripsina (Promega, Wisconsin,
EEUU) toda la noche a 37° C. La digestion termino con la adicion de acido trifluoroacético
(TFA) a una concentracion final de 1%. Después se hizo una doble extraccion con
acetonitrilo (ACN) de la muestra y se seco en un evaporador rotatorio, resuspendiéndose

el precipitado en 10 ul de acetonitrilo.
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3.16.2.- Cromatografia liquida
Se cargaron 3 yl de muestra (con 3 pg de proteina) en una columna de cromatografia
C18-CL de 350 x 0.5 mm, con tamano de particula de 3 ym (Eksigent, California, EEUU) y
se eliminaron las sales eluyendo con TFA 0.1% a un caudal de 5 pl/min durante 5 min.
Después la muestra se cargé en una columna analitica C18-CL de 150 x 0.075 mm con
tamano de particula de 3 ym (Eksigent, California, EEUU) equilibrada con una solucién al
5% de ACN y 0.1% de acido formico (AF). La elucidon de la columna se hizo mediante
gradiente lineal del 5 al 40% de B en A durante 45 minutos (siendo la solucion A AF al

0.1% y la solucion B: ACN + 0.1% AF) a un caudal de 300 nl/min.

3.16.3.- Espectrometria de masas

Los péptidos de la muestra se analizaron en un espectrometro de masas nanoESI-qTOF
(6600plus Triple TOF, ABSciex, Massachusetts, EEUU). La fuente de ionizacién Optiflow
Nano aplicé 3kV al spray a 200°C. Los escaneos mediante MS1 se hicieron a 350-1400
m/z durante 250 ms. Para los MS2, |la adquisicion se hizo a 100-1500 m/z durante 25 ms

en modo de alta sensibilidad.

Los resultados se procesaron con ProteinPilot (v. 5.0, ABSciex, EEUU) con los parametros
predeterminados para generar la lista de picos a partir de los ficheros ”.wiff” del 6600plus
Triple TOF. Se usé el algoritmo Paragon (Shilov et al., 2007) para hacer la busqueda e
identificacién de los péptidos con la base de datos de Uniprot restringida al taxon 9986
(correspondiente a Oryctolagus cuniculus) teniendo en cuenta cortes especificos de

tripsina.
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4.- RESULTADOS
4.1.- ANALISIS DE MICROMATRICES

4.1.1.- CALIDAD DE LAS MUESTRAS

La calidad de las muestras de ARN extraido de las ampollas e istmos de las conejas en
las fases pre-ovulatoria y post-ovulatoria fue analizada antes de realizar el experimento de
transcriptomica. Once de las 12 muestras presentaron un RIN > 7 que se considera
aceptable para muestras de tejido congelado. La muestra “POST-A1" fue incluida en el

analisis también al estar muy cerca de este umbral con un RIN de 6.9 (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de la calidad de las muestras de ARN obtenido a partir de oviducto

de coneja.
Muestra [ARN] (ug/pl) __ Abs 260/280 Abs 260/230 RIN
Pre-ovulatorio 366.0 2.04 1.92 9
ampolla 1
Pre-ovulatorio 191.1 2.1 0.85 8.9
ampolla 2
Pre-ovulatorio 774.2 2.03 1.6 9.7
ampolla 3
Pre-ovulatorio 193.1 211 1.3 8.2
istmo 1
Pre-ovulatorio 299.7 2.06 0.77 8.7
istmo 1
Pre-ovulatorio 267.4 2.08 1.07 7
istmo 2
Post-avulatorio 50.5 2.05 0.4 6.9
ampolla 1
Post-avulatorio 1103 2.06 0.63 85
ampolla 2
Post-ovulatorio 1233 213 1.5 9
ampolla 3
Post-avulatorio 48.8 2.07 0.16 8.3
istmo 1
Post-avulatorio 256.9 2.09 1.62 8.4
istmo 2
Post-avulatorio 59.6 2.06 1.23 9.1
istmo 3
8 células 1 111.7 2.05 1.97 9.8
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8 células 2
8 células3
Mbérula 1
Morula 2
Mboérula 3

41.2
121.0
48.2
33.8
37.1

2.04
2.00
2.12
2.04
1.99

1.25 8.2
2.17 8.8
1.84 9.0
1.24 8.7
1.27 8.7

4.1.2.- EXPRESION DIFERENCIAL DESDE PRE-OVULATORIO HASTA LA

FASE DE BLASTOCISTO EN EL OVIDUCTO EN EL ISTMO

Tras el procesado de los datos de las micromatrices, se generd una tabla con todas las

lecturas normalizadas segun la sonda (filas) y muestras (columnas). Estos datos fueron

sometidos a un analisis de componentes principales (PCA; Fig. 19) donde se observo una

clara diferenciacion entre las muestras de las fases pre y post-ovulatoria y con respecto a

las que tenian embriones de 8 células y morulas, pero no entre las muestras con

embriones de 8 células y moérulas. Después se realizd el analisis estadistico que reveld un

total de 602 transcritos con diferencias significativas en la intensidad de sefal entre las

diferentes fases analizadas. Una representacion del clustering jerarquico de los 602

transcritos expresados diferencialmente agrupo correctamente las muestras biolégicas en

funcién de su grupo original (Fig. 20).

PC1—

PC 2

PC.3

Figura 19. Representacion 3D
del analisis de componentes
principales de las muestras de
istmo en las fases: pre-

ovulatoria (esferas naranjas),
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post-ovulatoria (piramides azules), con embriones de 8 células (octaedros amarillos) y con

morulas (cubos verdes).

[ o]
P
z
2

Figura 20. Heatmap de los 602 transcritos vs las 12 muestras de istmo en las 4 fases

estudiadas.

El analisis SOTA reveld la presencia de 6 grupos (o clusters) diferentes de transcritos en
funcién de su evolucion temporal (Fig. 21). Los dos primeros grupos incluyen transcritos
con una expresion moderada que disminuye progresiva y suavemente desde la fase de
pre-ovulatorio hasta la de morulas. ElI grupo 3 incluye transcritos con una expresion

elevada que aumenta en presencia de embriones de 8 células y mérulas. Por otra parte el
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grupo 4 contiene transcritos de expresion elevada mayor en las fases pre y post-ovulatoria
que en presencia de embriones de 8 células y mérulas. Finalmente, los transcritos de los
grupos 5 y 6 presentan una evolucién similar a los grupos 3 y al 4 respectivamente pero
su expresion es baja. Debido a esto, nos centraremos en estudiar los grupos 3 y 4 que
incluyen transcritos con claras diferencias entre el periodo pre-ovulatorio y en presencia

de embriones de 8 células y morulas, con una expresion elevada en los tejidos del istmo.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

_ Cluster 4 | | | Cluster 5 | | | CIUster 6
Figura 21. Clusters obtenidos mediante el método de clustering jerarquico divisivo SOTA.
La maraina de lineas grises determina la evolucién de cada transcrito, mientras que la

linea roja representa la tendencia de la expresion en cada cluster.
4.1.2.1.- Genes pertenecientes al grupo SOTA3

Los 50 transcritos pertenecientes al grupo SOTA3 se agrupan en 45 genes

diferencialmente expresados cuya expresion aumenta durante el desarrollo embrionario
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preimplantacional: “NPY, CES2, SLC26A3, NR1D2, CCL21, RPL7, HBB2, PLD5, ABCAS,
SULT1C4, METTL7A, VWA3A, LRP2, SPINK8, ND6, KLF9, SEPP1, LOC100353927,
RGS5, RGS4, PLSCR4, ADCK3, RPL34, EFEMP1, TP53INP1, FBX032, RFTN2, CLK1,
SRSF6, SRSF5, SNRNP70, OGT, ROPN1L, DHRS7, RLA-DR-ALPHA, CRYZL2, RBMS3,
RPL23A, CKMT1B, ALOX15B, TSHR, PENK, EFCAB10, MFAP5, CYSLTR1”. Segun la
anotacion funcional con DAVID existe un enriquecimiento en el término GO “response to
oxygen-containing compound” (con los genes TSHR, TP53INP1, OGT, FBX032, RGS4,
SLC26A3, PLSCR4, SRSF5, SRSF6, SNRNP70, KLF9, PENK y CCL21) y en la ruta “G
alpha (l) signalling events”, un mecanismo de sefalizacion clasico que inhibe la adenilato
ciclasa y con ello la produccion de AMPc y la actividad de las kinasas dependientes de

este metabolito (incluye a los genes CCL21, NPY, PENK, RGS4, RGS5 y LRP2).

4.1.2.2.- Genes pertecientes al grupo SOTA4

Los 51 transcritos pertenecientes al grupo SOTA4 pertenecen a 51 genes diferentes cuya
expresion es elevada en torno las fases pre y post-ovulatoria pero que disminuye en
presencia de la morula o del blastocisto (COL1A2, FBN1, ERO1L, COL1A1, FBLNS5,
MMP2, COL3A1, FN1, IGFBP5, ANGPTL2, COL6A3, EMP3, COL5A1, MICAL2, RAB23,
CTGF CYR61, NEXN, GYG1, RBP1, LBH, ACTN1, HSPB8, TGFBI, EGR1, ITGA5,
LOC100343557, HSPB1, PDIA4, DES, FLNC, LIMS2, HSPA5, TNC, BZW2, HSPB?7,
PDIA6, CD276, TIMP1, GPR64, SAA3, CRYAB, CAPN2, ZNF106, HTRA1, MYO1C,
CRIM1, MYH9, ACTN4, SERPINE2, MPRIP). Estos genes se conocen mejor y estan mas
relacionados entre si que los del grupo SOTA3, por lo que la anotacién funcional nos
aporta mas informacién. Hay 19 genes que codifican proteinas secretadas (HTRAA1,

TIMP1, ANGPTL2, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL6A3, CTGF, CYRG61,
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CRIM1, FBN1, FN1, FBLN5, IGFBP5, MMP2, SERPINE2, TNC y TGFBI), la mayor parte

de ellos componentes o remodeladores de la matriz extracelular, como puede inferirse a

partir de los datos de la anotacién funcional (Tabla 13).

Tabla 13. Términos de la Gene Ontology enriquecidos en el cluster SOTA4.

GO (Procesos biolégicos)
extracellular matrix organization
collagen catabolic process

extracellular matrix disassembly
regulation of cell growth

cellular response to aming acid stimulus
cell adhesion

GO (Componentes celulares)
extracellular matrix

proteinaceous extracellular matrix
focal adhesion

extracellular region

extracellular space

extracellular exosome
endoplasmic reticulum lumen

Z disc

collagen trimer

GO (Funciones moleculares)

integrin binding

platelet-derived growth factor binding
insulin-like growth factor binding
extracellular matrix structural constituent

4.1.3.- COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA EN DOS REGIONES

DEL OVIDUCTO ENTRE LAS FASES PRE-OVULATORIAY POST-OVULATORIA

4.1.3.1.- Istmo

El analisis bioinformatico de las muestras de istmo revelé6 una sobreexpresion de 77

genes en la fase pre-ovulatoria (Tabla 14), mientras que en la fase post-ovulatoria se

sobreexpresan 19 genes (Tabla 15).

%

25.5
12.8
12.8
12.8
10.6
19.1

36.2
23.4
25.5
42.6
38.3
51.1
17.0
14.9
12.8

23.4
8.5
8.5

10.6

P-Value

3.9E-12
8.3e-07
2.0E-06
2.5E-06
8.1E-06
3.1E-05

9.TE-18
1.0E-09
2.6E-09
3.5E-09
1.2E-08
4.3E-08
4.9E-07
4.9E-07
3.4E-06

1.5E-13
2.9E-06
1.4E-05
3.0E-05

FDR

5.5E-09
1.2E03
2.8E-03
3.6E-03
11E-02
4. 4E-02

11E-14
1.2E-06
3.0E-06
4.0E-0B
14E-05
5.0E-05
5.7TE-04
5.7TE-04
4.0E-03

1.7E-10
3.3e-03
1.6E-02
3.4E-02
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Tabla 14. Genes sobreexpresados en el istmo en fase pre-ovulatoria comparados con la
post-ovulatoria ordenados de mayor a menor fold change (FC). En las distintas columnas
se indica: numero de acceso de Ensembl, simbolo del gen, nombre de la proteina, fold
change, p-valor, media de la intensidad de fluorescencia normalizada para las muestras
de la fase pre-ovulatoria (PRE) y post-ovulatoria (POST). Valores positivos de FC indican
una sobreexpresion tras la ovulacién, mientras que los valores negativos indican

represion.
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Ensembl accession ID

ENSOCUTO0000007566
ENSOCUTO0000023383
ENSOCUTO0000011416
ENSOCUTO0000020991
ENSOCUTO0000005163
ENSOCUTO0000011414
ENSOCUTO0000030686
ENSOCUT00000013387
ENSOCUTO0000011039
ENSOCUTO0000000406
ENSOCUTO0000002687
ENSOCUTO0000009189
ENSOCUT00000010758
ENSOCUTO0000016070
ENSOCUTO0000001660
ENSOCUTO0000011745
ENSOCUTO0000004242
ENSOCUT00000024582
ENSOCUTO0000034155
ENSOCUTO0000001539
ENSOCUTO0000010314
ENSOCUTO0000011357
ENSOCUT00000021511
ENSOCUTO0000016479
ENSOCUTO0000026669
ENSOCUTO0000010849
ENSOCUTO0000013725
ENSOCUTO0000008863
ENSOCUTO0000011149
ENSOCUTO0000010505
ENSOCUTO0000015479
ENSOCUTO0000023979
ENSOCUTO0000008120
ENSOCUTO0000016761
ENSOCUTO0000016642
ENSOCUTO0000016946
ENSOCUTO0000034138
ENSOCUTO0000017871
ENSOCUTO0000033271
ENSOCUTO0000013380
ENSOCUT00000011949
ENSOCUTO0000000483
ENSOCUTO0000012082
ENSOCUTO0000022721
ENSOCUTO0000011697
ENSOCUT00000009094
ENSOCUTO0000029691
ENSOCUTO0000024610
ENSOCUTO0000029934
ENSOCUTO0000031562
ENSOCUT00000033880
ENSOCUTO0000003789
ENSOCUTO0000010906
ENSOCUTO0000007763
ENSOCUTO0000011396
ENSOCUTO0000028957
ENSOCUTO0000015950
ENSOCUTO0000026451
ENSOCUTO0000025480
ENSOCUTO0000023043
ENSOCUTO0000033606
ENSOCUTO0000002052
ENSOCUTO0000017621
ENSOCUTO0000003314
ENSOCUTO0000025398
ENSOCUTO0000003263
ENSOCUTO0000022030
ENSOCUTO0000023287
ENSOCUT00000000198
ENSOCUTO0000001721
ENSOCUTO0000009191
ENSOCUTO0000029581
ENSOCUTO0000033220
ENSOCUT00000000943
ENSOCUTO0000007166
ENSOCUTO0000002301
ENSOCUTO00000021039

Gene symbol

ACTC1
LOC100343299
LOC100353356

PLEKHB2
ANGPTLL
TGFB3
OLR1
EPYC
LRP2
KALRN
ADCYS
PLD5
NPY
SERPINE1L
SLCTALL
NR4AL
HYOUL
C2HZorf40
CYP2C30
DUSPS
MANF
RRAS2
CYP11A1
SELP
SDF2L1
HSPB7
CRY1
CORIN
TNFRSF11B
NPR3
FABP4
CYP2B4
RASLILA
EXPH5
ITGB1EP2
ALDH1A2
GADD45G
ACTNZ
PTGS2
ITGAS
FLNC
CAPNG
MYBEP1A
PTPRNZ

VCAM1

sSDC4
LOC103350132
FOS
TNC
ACKRL
CRISPLD2
SGCG
SHISAB
PSAT1
ITGA2
aOTOPL

STKITA

VARS
STASIAS
ITGE3
USP13
DNAJB11
DNAJC3
LOX
HSPAS
SLCOS5AL1
LOC100343557
PNO1
HK2
DIAPH3
SLC25A32
DERL3
NIMIK
SYNC
ELLZ
ENAH
PLXNA4

Protein name

actin, alpha cardiac muscle 1
Metallothionein-24 (MT24)
UDP-glucuronosyltransferase 3A2 (UGT3A2)
pleckstrin homology domain containing family B member 2
angiopoietin-iike 1
transforming growth factor beta 3
oxidized low density lipoprotein receptor 1
epiphycan
low density lipoprotein receptor-related protein 2
kalirin
adenylate cyclase 8
phosphelipase D5
neuropeptide Y
serpin peptidase inhibitor
solute carrier family 7
nuclear receptor subfamily 4
hypoxia up-regulated 1
chromosome 2 open reading frame 40
cytochrome P450 2C30
dual specificity phosphatase 5
mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor
related RAS viral
cytochrome P450
selectin P
stromal cell-derived factor 2-like 1
heat shock 27kDa protein family
cryptochrome circadian clock 1
corin
tumor necrosis factor receptor superfamily
natriuretic peptide receptor 3
fatty acid binding protein 4
Cytochrome P450 2B4
RAS-like
exophilin 5
integrin beta 1 binding protein
aldehyde dehydrogenase 1 family
Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD45 gamma
actinin 2
prostaglandin-endoperoxide synthase 2
integrin alpha 5
filamin C
calpain 9
MYE binding protein 1A
Receptor type protein tyrosine phosphatase N2
vascular cell adhesion molecule 1
syndecan 4
protein transport protein SecGl subunit beta-like
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
tenascin C
atypical chemokine receptor 1
cysteine-rich secretory protein LCCL domain containing 2
sarcoglycan
shisa family member 6
phosphoserine aminotransferase 1
integrin alpha 2
otopetrin 1
serine/threonine kinase 17a
valyl-tRNA synthetase
ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2
integrin beta 3
ubiquitin specific peptidase 13
Dnal homolog subfamily B member 11
DnaJl homoleg subfamily C member 3
lysyl oxidase
heat shock 70kDa protein 5
solute carrier organic anion transporter family
metallothionein-2D
partner of NOB1 homolog
hexokinase 2
diaphanous-related formin 3
solute carrier family 25 member 32
derlin 3
NIM1 serine/threonine protein kinase
syncoilin
elongation factor ELL2
enabled homolog
plexin A4

Fold Change

-30.65
-8.74
-6.4
-4.21
-3.95
-3.84
-3.68
-3.51
-3.37
-3.33
-3.33
-3.12
-3.05
-3.02
-3
-2.97
-2.9
-2.88
-2.87
-2.85
-2.84
-2.82
-2.8
-2.74
-2.71
-271
-2.7
-2.63
-2.63
-2.6
-2.6
-2.59
-2.55
-2.54
-2.54
-2.51
-2.5
-2.5
-2.5
-2.49
-2.48
-2.46
-2.45
-2.44
-2.43
-2.42
2.4
-2.4
-2.33
-2.32
-2.32
2.3
-2.29
-2.28
-2.28
-2.28
-2.23
-2.23
-2.23
-2.21
-2.2
-2.2
-2.2
-2.19
-2.19
-2.17
-2.14
-2.13
-2.13
-2.12
-2.11
2.1
-2.08
-2.06
-2.05
-2.04
-2.04

P-value

3.06E-12
3.85E-09
3.11E-08
9.04E-06
1.48E-05
1.24E-06
2.26E-05
0.0001572
6.60E-06
2.07E-06
8.03E-06
5.97E-05
0.0001072
2.13E-05
2.16E-05
5.55E-06
6.67E-06
5.24E-05
0.0001715
7.41E-06
6.56E-06
8.03E-06
1.23E-05
1.06E-05
1.21E-05
1.73E-05
1.08E-05
172E-05
2.61E-05
3.49E-05
0.000115
8.77E-05
1.61E-05
2.18E-05
8.75E-05
7.09E-05
2.44E-05
8.22E-05
3.74E-05
2.11E-05
2.57E-05
0.0001438
2.50E-05
8.67E-05
3.03E-05
3.24E-05
2.93E-05
0.0001096
4.30E-05
4.22E-05
5.19E-05
4.44E-05
7.57E-05
0.0001309
0.0001128
0.0001436
5.93E-05
6.94E-05
9.79E-05
0.0001523
7.13E-05
6.67E-05
7.06E-05
0.0001197
5.88E-05
8.41E-05
8.86E-05
0.0001038
0.000103
0.00012
0.0001031
0.0001189
0.0001149
0.0001502
0.0001645
0.0001388
0.0001615

PRE

8.91
7.49
7.09
6.47
7.98
8.68
6.80
7.98
8.81
T7.07
7.25
771
8.05
9.24
4.27
8.42
8.02
7.87
4.89
5.04
8.22
7.08
4.89
6.46
7.48
10.17
5.87
6.27
7.14
6.59
7.52
7.32
5.60
5.09
6.60
721
T7.47
6.07
7.82
9.22
9.80
6.92
6.83
7.08
6.24
8.18
6.33
7.06
10.81
8.13
7.78
6.98
5.50
7.88
7.57
4.28
7.20
7.13
T.67
6.90
6.27
7.90
8.28
8.70
10.45
4.92
9.36
6.70
6.41
6.57
6.75
6.99
6.58
6.41
7.82
7.20
5.33

POST

3.97
4.36
441
4.40
5.99
6.74
491
6.17
7.06
5.33
5.51
6.06
6.45
7.64
2.69
6.86
6.48
6.35
3.37
3.53
6.71
5.59
3.40
5.00
6.04
8.73
4.43
4.87
5.75
5.21
6.14
5.95
425
374
5.25
5.88
6.15
475
6.50
7.90
8.49
5.63
5.53
5.79
4.95
6.90
5.07
5.80
9.60
6.92
6.56
5.77
431
6.70
6.39
3.09
6.04
5.97
6.51
5.76
5.13
6.77
7.14
7.57
9.32
3.80
8.26
5.62
5.32
5.49
5.68
5.92
5.52
5.37
6.79
6.17
4.30
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Tabla 15. Genes sobreexpresados en el istmo en fase post-ovulatoria respecto a la pre-

ovulatoria.

Ensembl accession ID Gene symbol Protein name Fold Change P-value PRE POST
ENSOCUTO00000013235 LOC100341182 intelectin-2-like (ITLN2) 5.87 1.76E-06 274 5.29
ENSOCUTO00000014735 LOC100352724 mucin-16-like (MUC186) 4.43 6.63E-06 3.66 5.81
ENSOCUTO0000009732 NR1D1 nuclear receptor subfamily 1 441 8.41E-07 5.89 8.03
ENSOCUTO000000135324 MMP7 matrix metallopeptidase 7 4.22 7.12E-06 5.11 7.19
ENSOCUTO00000027988 CEMIP cell migration inducing protein 4.01 2.45E-06 5.37 7.38
ENSOCUTO00000008915 CLDNB claudin 8 3.96 3.14E-06 5.25 7.24
ENSOCUTO00000027539 ACSLE acyl-CoA synthetase long-chain family member & 3.89 6.99E-06 5.11 7.06
ENSOCUTO00000015287 LOC100359185 insulin growth factor-like family member 4 (IGFL4) 3.58 4.41E-06 5.19 7.03
ENSOCUT00000001209 RXFP1 relaxinfinsulin-like family peptide receptor 1 3.2 2.3BE-05 5.35 7.03
ENSOCUTO00000010391 FREM1 FRAS1 related extracellular matrix 1 3.19 1.06E-05 4.3 5.97
ENSOCUT00000012155 PCSK1 proprotein convertase subtilisin/kexin type 1 3.14 7.02E-05 5.25 6.91
ENSOCUTO00000028512 1GJ immunoglobulin J polypeptide 3.02 3.41E05 5.64 7.23
ENSOCUT00000029465 PKHD1 polycystic kidney and hepatic disease 1 3 1.75E-05 4.86 6.43
ENSOCUTO00000003836 NRG1 neuregulin 1 2.99 1.74E05 3.43 5
ENSOCUTO00000030731 VAMP1 vesicle-associated membrane protein 1 2.88 1.26E-05 4.26 5.78
ENSOCUTO00000000191 YPEL4 yippee-like 4 2.78 2.92E05 3.92 5.4
ENSOCUTO00000022202 SPP1 secreted phosphoprotein 1 2.53 7.33E05 5.93 7.27
ENSOCUTO00000007224 CRABP2 cellular retinoic acid binding protein 2 2.5 6.87E-05 6.32 7.65
ENSOCUTO00000033888 RFTN2 raftlin family member 2 237 7.35E-05 6.71 7.95

* Los genes cuyo simbolo empieza por “LOC” no tienen un nombre oficial en esta especie, por lo que se les
asignd el nombre de la proteina ortéloga con mayor homologia de secuencia presente en primates y

roedores tras comprobar que no estaba registrada en el proteoma de conejo segun UniProt.

Entre los genes sobreexpresados durante el periodo pre-ovulatorio, hay 7 genes que
codifican proteinas detectadas previamente mediante proteémica de FO de coneja (Yu et
al, 2016): actina citosolica gamma 1 (ACTC1), miembro A2 de la familia 1 de aldehido
deshidrogenasas (ALDH1A2), la proteina de unién a acidos grasos 4 (FABP4), HSPAS5, la
proteina regulada por hipoxia 1 (HYOU1), el factor neurotréfico de astrocitos
mesenquimales (MANF), el neuropéptido Y (NPY) y la proteina 2 parecida al factor
derivado de células estromales 1 (SDF2L1). NPY y MANF son proteinas secretadas que
poseen un péptido senal, mientras que el resto se han detectado previamente en

exosomas.

De acuerdo con la anotacion bioldgica realizada con DAVID y ToppCluster, hay otros

genes que codifican proteinas secretadas sobreexpresados antes de la ovulacion:
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TNRSF11B, ANGPTL1, C20rf40, EPYC, LOX, OTOP1, PTGIS, SELP, SERPINE1, TNC,

TGFB3 y VCAM1.

Entre los términos enriquecidos de localizacidén celular para los genes sobreexpresados
antes de la ovulacién estan “focal adhesion” y “endoplasmic reticulum lumen”. De los de
funciones moleculares destaca “chaperone binding”, mientras que para procesos
bioldégicos hay un enriquecimiento en genes involucrados en “response to topologically
incorrect protein” y “response to organonitrogen compounds”. Las rutas enriquecidas en
este subconjunto de genes son “syndecan interactions” y “extracellular matrix

organization”.

La red de interaccién generada mediante ToppCluster (Fig. 22) muestra la agrupacion de
los genes segun los diferentes términos enriquecidos. Los términos “endoplasmic
reticulum lumen”, “response to topologically incorrect protein” y “chaperone binding”
conforman un cluster de proteinas mayoritariamente del reticulo endoplasmico
involucradas en el plegamiento proteico correcto. El otro gran cluster incluye los términos
“focal adhesion”, “syndecan interaction”, “extracellular matrix organization” y “platelet
degranulation”; este cluster agrupa proteinas de las adhesiones focales (algunas de las
cuales interactuan con sindecano 4) y solapadas con otras que participan la organizacion

de la matriz extracelular.
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Figura 22. Analisis con ToppCluster de los genes sobreexpresados en el istmo en fase

pre-ovulatoria.

Entre los genes sobreexpresados en la fase post-ovulatoria en el istmo no hay ninguno

que codifique proteinas detectadas en estudios anteriores en el FO de coneja. Sin
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embargo, encontramos SPP1 y PLAT, cuyo papel reproductivo en el FO de otras especies
se menciona en la revision bibliografica. Ademas, se sobreexpresa MUC16, una mucina
detectada previamente en oviducto humano (O’Shannessy et al. 2013) y bovino. Otros
genes que codifican proteinas secretadas son FREM1, IGFL4, CEMIP, MMP7 y NRG1. La
anotacion biolégica mediante DAVID reveld el enriquecimiento en dos términos
relacionados con proteinas secretadas: “secreted” y “extracellular space”, lo cual es
significativo dado que el numero de genes sobreexpresados en la fase post-ovulatoria es
muy bajo (33) y hay 8 genes que codifican proteinas secretadas (24.2%). Debido al
escaso numero de genes no hubo mas resultados positivos en la anotacién biolégica y no

fue posible construir una red de interacciéon para los genes de la fase post-ovulatoria.

4.1.3.2.- Ampolla

La variacion en la expresion génica en ampolla resultd ser menor que en istmo. Se

obtuvieron 21 genes sobreexpresados en fase pre-ovulatoria (Tabla 16) y 4 genes

sobrexpresados en fase post-ovulatoria (Tabla 17).

Tabla 16. Genes sobreexpresados en ampolla en la fase pre-ovulatoria respecto a la post-

ovulatoria.
ENSOCUT00000013232 LOC100342219 UDP-glucuronosyltransferase 2B14-like -8.02 2.94E-08 764 464
ENSOCUT00000012724 IFI27L2 interferon alpha inducible protein 27-like 2 -6.48 1.47E-07 818 5.48
ENSOCUT00000020991 PLEKHB2 pleckstrin homology domain containing -4.81 6.05E-06 6.42 4.15
ENSOCUT00000006364 DDX60 ATP-dependent RNA helicase DDX60 -4.8 3.42E-06 594 3.68
ENSOCUT00000005072 uUsP18 ubiquitin specific peptidase 18 -4.63 8.68E-06 6.35 414
ENSOCUT00000027034 IFIT2 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 -4.36 2.77E-06 6.91 478
ENSOCUT00000026836 MS4A18 membrane-spanning 4-domains -4.3 135605 51 2.99
ENSOCUT00000028397 ISG15 ISG15 ubiquitin-like modifier -4.13 1.05E-05 6.93 4.89
ENSOCUT00000021183 IFGGA1 interferon-inducible GTPase 1 412 170E-06 5.04 299
ENSOCUT00000015830 OAS2 2-5-oligoadenylate synthetase 2 -3.83 2.22E-05 5.71 3.77
ENSOCUT00000029021 LGALS9 galectin 9 -3.7 2.62E05 6.53 4.65
ENSOCUT00000023856 LOC100357801 interferon-induced very large GTPase 1-like (GVINP1) -3.35 421E-05 6.19 444
ENSOCUT00000027108 LOC100341802 UDP-glucuronosyltransferase 2B31-like (UGT2B31) -3.32 2.41E-05 5.6 3.86
ENSOCUT00000008657 LOC100349257 guanylate-binding protein 5-like (GBP5) -33 2.21E05 6.67 4.95
ENSOCUT00000015851 HERC6 HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase family member 6 -3.22 3.22E-05 6.39 47
ENSOCUT00000010019 CMPK2 cytidine monophosphate kinase 2, mitochondrial -3.19 3.93E-05 5.57 3.9
ENSOCUT00000026175 HRASLS2 HRAS-like suppressor 2 -3.06 210E-05 6.82 521
ENSOCUT00000033804 LOC100328967 rabbit leukocyte antigen class 1? (HLA-?) -2.92 2.87E-05 8.97 7.43
ENSOCUT00000012159 RSAD2 radical S-adenosyl methionine domain containing 2 -2.82 4.31E-05 6.09 459
ENSOCUT00000010314 MANF mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor -2.73 3.39-05 811 6.66
ENSOCUT00000033336 cp ceruloplasmin -265 2.18E05 5.58 4.17
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Tabla 17. Genes sobreexpresados en ampolla en la fase post-ovulatoria comparada con la

pre-ovulatoria.

ID Ensembl

ENSOCUTO0000027339
ENSOCUTO0000027369
ENSOCUT00000013287
ENSOCUTO0000013233

Nombre gen

ACSLE
PCDH10
LOC100339183
LOC100341182

e P de la pr
acyl-CoA synthetase long-chain family member &
protocadherin 10
insulin growth factor-like family member 4 (IGFL4)
intelectin-2-like (ITLM2)

FC

9.06
J.44
3.13
2.98

P-value

6.99E-08
6.90E-06
5.72E-06
2.41E-05

PRE

4.81
5.28
35.83
2.44

POST

7.99
7.07
7.48
4.01

Entre los genes sobreexpresados durante el periodo pre-ovulatorio en ampolla hay dos
que codifican proteinas del FO de coneja: MANF y ceruloplasmina (CP). MANF presenta
el mismo mecanismo de regulacion génica que en el istmo, mientras que CP es una

proteina secretada presente también en el plasma sanguineo que se une a cobre.

De los 5 genes sobreexpresados durante el periodo post-ovulatorio en ampolla, tres
presentan un patrén de expresion similar al visto en istmo: intelectina 1 (ITLN2), la
proteina 4 similar al factor de crecimiento insulinico (IGFL4) y la ligasa 6 de acidos grasos

de cadena larga a coenzima A (ACSL6).

El analisis con ToppCluster (Fig. 23), indica un enriquecimiento en genes relacionados con
la respuesta inmune innata y sefalizacion mediada por interferon durante la fase pre-
ovulatoria, ademas de 3 factores de transcripcion comunes a 4 genes presentes en el

conjunto.
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Figura 23. Analisis con ToppCluster del conjunto de genes sobreexpresados en ampolla

durante la fase pre-ovulatoria.

4.1.4.- COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA EN ISTMO ENTRE LA

ETAPA POST-OVULATORIA Y EN PRESENCIA DE EMBRIONES DE 8 CELULAS

La comparacion entre las muestras de istmo obtenidas en la fase post-ovulatoria y en
presencia de embriones de 8 células, mostr6 unos 122 genes expresados
diferencialmente (DEGs): 62 sobreexpresados en la fase post-ovulatoria y 60

sobreexpresados en presencia de embriones de 8 células (Tablas 18 y 19).
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Tabla 18. Genes sobreexpresados en el istmo en presencia de embriones de 8 células vs

la fase post-ovulatoria. En negrita los genes que codifican proteinas secretadas.

Gen

NRGMN
SLC26A3

NPY

PLD5
SLC25A4
WSHL1
HMGCS2
HEE?2
LOC103347775
CES1

ALAS2

WCL

ALOX15B
FGFT
LOC100353656
GMAIL
UGT3A2
RAMAC
LOC103347220
CCKBR
MCOLMNZ2

CCL5
ANGPTL1
JCHAIN
STOML3

LRP2

MNRIP3
LOC103346790
PHGDH

MLC1
PKHD1L1
C4BPA

CcCcL21

SPINKB
LOC100352996
ATPIF1

CES2

AGT

ABCASB

GMNC

ALDOC
DDIT4L
ROPMN1L
Cllorf74

CALY
LOC103345989
SuULT1CZ2
CPNE4
LOC100346848
RPLY

RGS5

ND6

DHRST

IL20RBE
HMGE2
GPLD1
LOC100341077
ACP1

CCL28
C200rf85
ATP13A5

MNombre de la proteina

Meurogranin

Chloride anion exchanger

Pro-neuropeptide Y

Inactive phospholipase D5

ADPJ/ATP translocase 1

Visinin-like protein 1

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, mitochondrial
Hemoglobin beta 2 chain

Ig heavy chain variable region

Liver carboxylesterase 1

S-aminolevulinate synthase, erythroid-specific. mitochondrial
Vinculin

Arachidonate 15-lipoxygenase B

Fibroblast growth factor 7

Ig heavy chain variable region

Guanine nuclectide-binding protein G
UDP-glucuronosyltransferase 3A2

RMA guanine-N7 methyltransferase activating subunit
Ig heavy chain variable region
Gastrin/cholecystokinin type B receptor
Mucolipin-2

C-C motif chemoKine 5

Angiopoietin-related protein 1
Immunoglobulin J chain

Stomatin-like protein 3

Low-density lipoprotein receptor-related protein 2
MNuclear receptor-interacting protein 3

Ig heavy chain variable region
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
Membrane protein MLC1

Fibrocystin-L

C4b-binding protein alpha chain

C-C motif chemokine 21

Serine protease inhibitor Kazal-type 8

Ig heavy chain variable region

ATPase inhibitor, mitochondrial

Cocaine esterase

Angiotensinogen

ATP-binding cassette sub-family A member 8
Geminin coiled-coil domain-containing protein 1
Fructose-hisphosphate aldolase C

DMNA damage-inducible transcript 4-like protein
Ropporin-1-like protein

Protein C1lorf74

MNeuron-specific vesicular protein calcyon

Ig heavy chain variable region

Sulfotransferase 1C2

Copine-4

Olfactory receptor

605 ribosomal protein L7

Regulator of G-protein signaling 5
MNADH-ubiquinone oxidoreductase chain 6
Dehydrogenase/reductase SDR family member 7
Interleukin-20 receptor subunit beta

High mobility group protein B2
Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D
Olfactory receptor

Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase
C-C motif chemokine 28

Uncharacterized protein C200rf85

ATPase type 13A5

5.95
5.83
5.66
5.63
541
4.53
4.25
4.00
3.92
3.85
3.35
3.28
3.22
314
314
3.13
3.1z
3.06
3.05
2.94
2.93
2.93
291
2.90
2.88
2.87
2.85
2.84
2.83
2.82
2.82
2.80
2.80
2.76
2.75
2.69
2.66
2.66
2.65
2.65
2.64
2.58
2.53
2.53
2.50
2.48
2.44
2.38
2.36
233
231
2.27
2.26
2.26
2.26
2.26
2.25
2.22
2.21
2.20
2.16

Fold change P.value

8.2E08
6.7E-06
1.0E-05
4.1E-07
2.5E07
4.5E-06
1.3E-06
1.8E-06
2.1E-06
1.3E05
6.1E-06
1.3E05
1.5E-04
2.TE-05
1.2E-05
2.3E05
1.8E05
6.4E-05
3.2E05
2.8E-05
1L1E-04
5.0E-05
1.3E04
6.0E-05
1.8E-05
T.1E-05
1.6E-04
3.3E-05
7.5E-05
9.4E-05
5.6E-05
1.7TE-05
3.6E-05
4.5E-05
1.0E-04
3.0E-05
L1E04
14E-04
1.3E-04
8.0E-05
9.0E-05
5.TE05
4.6E-05
1.3E04
1.2E-04
6.1E-05
1.0E-04
8.7TE05
1.0E-04
7.5E-05
1.4E-04
1.2E-04
1.6E-04
1304
1.5E04
14E-04
1.6E-04
1.3E-04
1.8E04
1.3E04
1.6E-04

4.86
6.39
6.44
6.17
5.84
6.16
4.36
6.61
4.35
4.47
4.37
6.11
7.60
5.56
4.61
6.81
4.50
5.07
5.83
5.36
4.94
4.62
6.13
7.13
5.30
7.05
6.23
4.88
6.44
5.24
5.86
5.23
7.23
7.87
8.02
5.54
8.32
8.43
6.84
4.16
5.10
6.38
7.21
6.18
5.84
7.77
8.45
391
5.82
7.43
7.72
7.74
7.27
511
6.49
4.45
3.64
3.80
4.39
7.90
3.46

POST MORULA

7.44
8.93
8.94
8.67
8.27
8.33
6.45
8.61
6.32
6.41
6.12
7.83
9.28
7.22
6.26
8.45
6.14
6.69
7.44
6.92
6.49
6.17
7.67
8.67
6.83
8.57
7.74
6.39
7.94
6.73
7.35
6.72
8.72
9.34
9.43
6.96
9.73
9.84
8.25
5.56
6.50
7.74
8.55
7.52
7.16
9.08
9.73
5.16
7.06
8.64
8.93
8.92
8.45
6.29
7.66
5.62
4.81
4.95
5.53
9.04
4.57
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Tabla 19. Genes sobreexpresados en la fase post-ovulatoria vs en presencia de

embriones de 8 células.

113



Gen
SPP1
MMPT
VCAN
510048
COL1Al
CEMIP
cpP
HOXC10
DIO2
PAPPAZ
LOX
PCSK1
CPXM2
FENZ
SAA3
ELN
DKK3
RPS14
COL5AZ
COL3Al1
LOXL2
COL1AZ2
NR1D1
COL4AL
MUC4
OLR1
LOXL4
CoL12A1
TMEM45A
COL5AL
PXDN
ADAMTS2
COL4A2
GJB3
PALM2
FBLNS
COLBA3
CLQTNFS
GREM1
EROILL
ARHGAPA42
Clorfl31
SPON1
LTBP2
CRABP2
PCSKG
SEMASA
ANGPTLZ2
FNDC1
NAVL
TGFE1
PCOLCE
MMP2
HSPG2
CAV3
PARP3
FXYD5
FKBP10
LOC100358984
TRPCB
GPR173
DCHS1

Nombre de la proteina

Secreted phosphoprotein 1

Matrilysin

Versican core protein

Protein 5100-A8

Collagen alpha-1

Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein
Ceruloplasmin

Homeobox protein Hox-C10

Type Il iodothyronine deiodinase

Pappalysin-2

Protein-lysine 6-oxidase

Neurcendocrine convertase 1

Inactive carboxypeptidase-like protein X2
Fibrillin-2

Serum amyloid A-3 protein

Elastin

Dickkopf-related protein 3

405 ribosomal protein S14

Collagen alpha-2

Collagen alpha-1

Lysyl oxidase homolog 2

Collagen alpha-2

Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1
Collagen alpha-1

Mucin-4

Oxidized low-density lipoprotein receptor 1
Lysyl oxidase homolog 4

Collagen alpha-1

Transmembrane protein 45A

Collagen alpha-1

Peroxidasin homolog

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 2
Collagen alpha-2

Gap junction beta-3 protein

Paralemmin-2

Fibulin-5

Collagen alpha-3

Complement C1lq tumor necrosis factor-related protein 5
Gremlin-1

ERO1-like protein alpha

Rho GTPase-activating protein 42
Uncharacterized protein Clorf1l31

Spondin-1

Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2
Cellular retinoic acid-binding protein 2
Proprotein convertase subtilisin/kexin type &
Semaphorin-5A

Angiopoietin-related protein 2

Fibronectin type Il domain-containing protein 1
Neuron navigator 1

Transforming growth factor beta-1 proprotein
Procollagen C-endopeptidase enhancer 1

72 kDa type IV collagenase

Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein

Caveolin-3

Protein mono-ADP-ribosyltransferase PARP3
FXYD domain-containing ion transport regulator 5
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10
Protein kinasa containing domain protein

Short transient receptor potential channel 6
Probable G-protein coupled receptor 173
Protocadherin-16

10.32
7.15
5.71
5.37
5.36
5.13
5.09
4.41
3.92
3.85
3.80
3.77
3.70
3.50
3.49
3.42
3.29
3.23
3.23
3.16
3.14
3.10
3.07
2.97
2.95
2.92
2.92
2.92
2.84
2.81
2.74
2.70
2.64
2.62
2.58
2.56
2.56
2.54
2.53
2.53
2.52
2.50
2.50
2.50
2.49
2.47
2.47
2.45
2.41
2.40
2.38
2.37
2.32
2.29
2.28
2.27
2.27
2.22
2.22
2.22
217
2.15

4.4E-09
5.5E-06
2.9e-07
9.9E-05
1.6E-07
4.5E-07
9.5E-06
6.4E-07
8.3E-05
4.2E-06
4.1E-06
8.1E-06
3.0E-06
3.5E-06
3.4E-05
6.3E-06
1.1E-05
4.2E-05
6.4E-06
7.0E-06
7.5E-06
7.TE-D6
3.2E-05
1.1E-05
2.2E-05
3.2E-05
1.7E-05
3.1E-05
2.6E-05
1.8E-05
2.4E-05
2.6E-05
2.TE-05
4.4E-05
4.4E-05
4.6E-05
5.1E-05
4.TE-03
1.7E-04
1.7E-D4
4.9e-05
1.4E-04
5.5E-05
5.5E-05
9.4E-05
1.1E-04
4.9e-05
1.2E-04
7.6E-05
6.7TE-05
8.3E-05
8.9E-05
9.9E-05
8.TE-05
1.3E-04
1.8E-04
1.6E-04
1.5E-04
1.3E-04
1.8E-04
1.5E-04
1.8E-04

7.01
7.24
8.48
4.95
10.46
7.36
6.03
5.75
6.63
8.24
7.72
6.77
6.59
6.05
9.16
7.17
7.80
7.20
7.73
10.53
7.16
9.80
7.79
7.78
7.39
4.79
4.80
7.20
5.62
9.31
7.39
7.29
6.71
6.76
4.84
9.52
8.58
6.37
6.06
8.50
7.18
5.09
7.79
6.97
8.01
6.23
7.23
8.41
6.96
777
7.62
8.06
9.78
8.09
6.74
6.00
6.70
7.68
6.72
5.29
5.72
6.64

3.64
4.40
5.96
2.52
8.04
5.00
3.69
3.61
4.66
6.30
5.79
4.85
471
4.25
7.36
5.39
6.08
5.51
6.04
8.87
5.51
8.17
6.17
6.20
5.83
3.24
3.25
5.65
411
7.82
5.54
5.86
5.31
5.37
3.47
8.16
7.22
5.02
471
7.16
5.84
3.77
6.47
5.65
6.69
4.93
5.93
7.11
5.69
6.51
6.37
6.81
8.56
6.89
5.55
4.82
5.52
6.53
5.57
4.14
4.61
5.53
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Entre los 60 genes sobreexpresados en presencia de morulas se encuentran 11
codificantes de proteinas secretadas (NPY, FGF7, ANGPTL1, CCL5, CCL21, CCL28,
C4BPA, AGT, SPINK8, HMGB2 y GPLD1). La anotacion funcional muestra un
enriquecimiento en los procesos bioldgicos “positive chemotaxis” y “positive regulation of
transport”, lo que indica la presencia de genes involucrados en el desplazamiento celular y
“cellular chemical homeostasis”, relacionado con la ruta de metabolismo de los
aminoacidos glicina, serina y treonina a través del gen ALAS2, que cataliza la conversion
del aminoacido glicina en acido aminolevulinico. En cuanto a funciones moleculares,
destaca el término “G protein-coupled receptor binding”, indicando una mayor presencia
de proteinas que se unen a receptores asociados a proteina G. Curiosamente, dentro de
los DEGs sobreexpresados en moérula se engloba un subconjunto de genes tipicos de

cortex cerebral.
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Figura 24. Anotacion funcional de los genes sobreexpresados en presencia de embriones

de 8 células vs la fase post-ovulatoria segun ToppCluster.

Los 62 genes cuya expresion se reprime en el istmo entre las fase post-ovulatoria y en
presencia de embriones de 8 células incluyen 39 que codifican proteinas secretadas, una
cantidad muy significativa que en la anotacién funcional segun DAVID da lugar al cluster
de genes con mayor puntuacion (ADAMTS2, C1QTNF5, S100A8, ANGPTL2, CPXM2,
CEMIP, CP, COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4A1, COL4A2, COL5A1, COL5A2,
COL6A3, COL12A1, DKK3, ELN, FBN2, FNDC1, FBLN5, GREM1, HSPG2, LTBP2,
LOXL2, LOXL4, LOX, MMP2, MMP7, MUC4, OLR1, PAPPA2, PXDN, PCOLCE, PCSK®,

SPP1, SPON1, TGFB1, VCAN). La mayoria de estos genes pertenecen a la matriz
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extracelular y participan en su organizacién como muestra la anotacion bioldgica (Fig. 24).
Entre las funciones moleculares destacadas esta la “protein-lysine 6-oxidase activity”,
puesto que entre los 62 genes sobreexpresados estdan 3 de los 5 unicos genes de
mamifero que poseen esta actividad. En cuanto a procesos biolégicos destaca “cellular
response to growth factor beta stimulus”, que incluye tanto a genes de la matriz
extracelular como a otros que no lo son (CAV3, constituyente propio de las caveolas, y

DKKS3, proteina secretada involucrada en multiples rutas de sefnalizacion bidlogica).
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Figura 25. Anotacion funcional de los genes sobreexpresados durante la fase post-

ovulatoria vs en presencia de embriones de 8 células segun ToppCluster.
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4.1.5.- COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA EN ISTMO ENTRE LA

ETAPA EMBRIONARIA DE 8 CELULAS Y LA DE MORULA

La comparacion entre los oviductos con embriones en presencia de embriones de 8

células vs oviductos con embriones en la fase de mérula mostré unos 45 DEGs, de los

cuales 35 se sobreexpresaban en presencia de embriones de 8 células y 10 en presencia

de moérulas.

Tabla 20. Genes sobreexpresados en el istmo oviductal en presencia de embriones de 8

células vs en presencia de moérulas. En negrita los genes que codifican proteinas

secretadas.

Gen Nombre de la proteina

NRGN Neurogranin

NPY Pro-neuropeptide Y

ITLN1 Intelectin-1

DDAH1 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1
CLDN11 Claudin-11

CRYGS Gamma-crystallin S

RPSA 40S ribosomal protein SA

ELOVL6 Elongation of very long chain fatty acids protein 6
1GJ Immunoglobulin J chain

CXCL1 Growth regulated alpha protein

CDKLA1 Cyclin-dependent kinase-like 1, EC 2.7.11.22
CCL2 C-C motif chemokine 2

VSNL1 Visinin-like protein 1

CCN3 CCN family member 3

ANGPT1 Angiopoietin-1

NR4A1 Nuclear receptor subfamily 4 group A member 1
EPYC Epiphycan

CES2 Cocaine esterase

TNFAIP6 Tumor necrosis factor-inducible gene 6 protein
RPL37A 60S ribosomal protein L37a

KCNE4 Potassium voltage-gated channel subfamily E member 4
SLC26A3 Chloride anion exchanger

LOC103349048 C-type lectin domain-containing protein

RPS27 408 ribosomal protein S27

DOK5 Docking protein 5

POSTN Periostin

TRPC4 Short transient receptor potential channel 4
DEPP1 Protein DEPP1

LCN2 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
C160rf89 UPF0764 protein C160rf89

FUT2 Galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase 2
LOC100353328 Ig heavy chain variable region

DERL3 Derlin-3

LOC103347155 Ras-GEF domain-containing protein

CAPN6 Calpain-6

Fold Change P-value

-2.24
-3.57
-3.30
-2.23
-2.04
-5.14
-3.52
-1.89
-2.04
-2.99
-2.26
-2.01
-2.27
2.1
-1.98
-3.09
-2.27
-4.07
-2.30
-2.10
-2.00
-2.39
-2.26
-2.09
-2.26
-3.04
-2.39
-2.07
-2.74
-2.36
-1.94
-2.07
-2.13
-2.70
-2.39

2.4E-05
9.1E-06
6.9E-06
1.2E-05
1.1E-04
2.3E-07
5.4E-07
1.1E-04
9.7E-05
7.0E-07
6.0E-05
6.2E-05
2.4E-05
2.6E-05
5.5E-05
6.7E-06
6.3E-05
3.2E-08
1.8E-05
6.7E-05
3.9E-05
7.6E-06
2.6E-05
4.5E-05
2.3E-05
1.3E-05
2.5E-05
3.7E-05
2.3E-05
2.5E-05
9.8E-05
6.9E-05
2.9E-05
1.5E-05
9.9E-06

MORULA BLASTO
7.44
8.94
6.47
5.86
7.95
7.22
8.45
7.48
8.67
6.23
7.60
6.30
8.33
6.42
5.75
7.69
7.51
9.73
6.61
6.65
7.46
8.93
4.68
4.48
6.16
7.97
7.55
7.96
7.67
5.90
5.45
9.87
6.09
7.42
6.55

6.27
7.10
4.75
4.71
6.93
4.86
6.64
6.56
7.64
4.65
6.42
5.29
7.15
5.34
4.76
6.07
6.33
7.7
5.42
5.58
6.46
7.67
3.51
3.42
4.98
6.36
6.29
6.91
6.21
4.67
4.50
8.82
5.00
5.98
5.30
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Tabla 21. Genes sobreexpresados en el istmo oviductal en presencia de moérulas vs en

presencia de embriones de 8 células.

Nombre de la proteina Fold Change P-value MORULA BLASTO

Zinc finger and BTB domain-containing protein 16 2.92 1.1E-07 5.92 7.47
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP5 2.76 3.0E-07 7.15 8.61
Nuclear receptor subfamily 1 group D member 2 2.05 9.7E-06 7.33 8.37
BHLH domain-containing protein, rabbit specific 2.33 1.5E-06 3.30 4.52
Ceruloplasmin 3.55 7.2E-07 3.69 5.51
Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 3.14 1.5E-06 6.17 7.83
Sorting nexin-31 1.95 6.4E-06 3.79 4.75
Vesicle-associated membrane protein 1 2.48 1.1E-06 6.01 7.32
Serine protease 41 2.01 1.9E-05 3.74 4.74
Transcription initiation factor TFIID subunit 7-like 3.53 2.1E-07 2.49 4.31

De entre los 35 genes sobreexpresados en presencia de embriones de 8 células respecto
a la presencia de moérulas el unico término de la anotacién funcional enriquecido de forma
significativa es “extracellular space” que hace referencia a los 10 genes que codifican
proteinas secretadas del conjunto (NPY, ITLN1, CXCL1, CCL2, ANGPT1, EPYC, CES2,
TNFAIP6, POSTN, LCN2), de las cuales NPY, LCN2 y CES2 ya habian sido previamente
detectadas en el FO de la coneja (Yu et al., 2019). Ademas, multiples loci que codifican la
region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina se encuentran

sobreexpresados en esta fase.

En cuanto a los 10 genes sobreexpresados en presencia de morulas la anotacion
funcional no pudo demostrar enriquecimiento en ninguna de las categorias debido al

limitado numero de genes.
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4.1.6.- GENES CARACTERISTICOS DE CADA FASE

Comparando los genes sobreexpresados y reprimidos en cada fase con respecto a las

demas de forma global, se obtuvieron:

- 42 genes sobreexpresados especificamente en la fase pre-ovulatoria (ITGAS,
CYP11A1, GADD45G, SHISA6, ACKR1, STK17A, ITGB1BP2, SLC25A32, HSPA5,
HYOU1, SYNC, TNFRSF11B, DUSP5, HK2, ACTC1, FLNC, VARS, RRAS2, USP13,
MT2D, MANF, SDC4, SELP, KALRN, C2orf40, PTGS2, NPR3, EPHX4, SLCO5AT1,
RASL11A, SDF2L1, HSPB7, ADCY8, SLC7A11, ITGA2, CRISPLD2, MT2A, CYR®61,
MYBBP1A, NIM1K, GAR1, DNAJB11). Se Incluyen un numero significativo de genes
anotados con los términos GO “focal adhesion”, “endoplasmic reticulum chaperone

complex”, “response to topologically incorrect protein” y “chaperone binding”.

- 10 genes reprimidos especificamente en la fase pre-ovulatoria (PTN, YPEL4,

ZNF793, FIGF, PKHD1, LOC100351812 (lg regién variable de la cadena pesada), ACSL6,

CLDNS8, RXFP1, RFTN2).

- 4 genes sobreexpresados especificamente en la fase post-ovulatoria (MMP7,

CRABP2, PCSK1, CEMIP).

- 4 genes reprimidos especificamente en la fase post-ovulatoria (PLEKHB2, LRP2,

PLD5, ANGPTL1).
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- 1 gen (VSNL1) sobreexpresado especificamente en presencia de embriones de 8

células, y otro (CP) reprimido especificamente en dicha fase.

- 1 gen que codifica un factor de transcripcion (TAF7L) sobreexpresado
especificamente en presencia de moérulas, y 2 genes (CRYGS y TNFAIP6) que se

reprimen unicamente en esta fase.

4.1.7.- COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA ENTRE EL ISTMO Y

LAAMPOLLA EN LAS FASES PRE Y POST-OVULATORIA

La comparacion entre las diferentes zonas del oviducto, revelé unos 382 DEGs, 134

sobreexpresados en el istmo y 248 sobreexpresados en la ampolla.

Entre los 134 genes sobreexpresados en istmo comunes a las fases pre-ovulatoria y post-
ovulatoria, encontramos 45 genes que codifican proteinas secretadas y 36 genes
presentes en exosomas, siendo el término “extracellular exosome” uno de los
sobrerepresentados segun el analisis llevado a cabo con DAVID. Se incluyen un total de
57 proteinas potencialmente secretadas al FO, entre ellas FABP5, FHL1, CRYGS, VCAN,
DES, LCN2, FLNA, COL1A2, BMP5, SPP1 y SERPINE1, previamente detectadas por
otros investigadores mediante experimentos de protedémica (Yu et al, 2016 en coneja;
Pillai et al, 2017 y Lami et al, 2018 en vaca, Smits et al, 2017 en yegua; Mondéjar et al,

2012 en cerda; Soleilhavoup et al, 2016 en oveja).

Un repaso global de la anotacién GO de los genes propiamente expresados en istmo

muestra un enriquecimiento en términos relacionados con la organizacién y remodelacion
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de la matriz extracelular, incluyendo genes que codifican colageno y proteinas de
adhesion de las células a la matriz extracelular. Ademas, el conjunto es rico en proteinas

musculares, de adhesiones focales y en factores de crecimiento

El analisis con ToppCluster (Fig. 26) reveld la presencia de tres clusters principales
constituidos por genes que codifican proteinas de la matriz extracelular, del musculo liso,
y de adhesiones focales. Ademas, puso en evidencia la presencia de un sitio de unién a
un factor de transcripcion comun a 37 de los genes del conjunto
(“TGGAAA_VSNFAT Q4 01"), que permite la union de un factor de transcripcion de la

familia NFAT.
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Figura 26. Analisis con ToppCluster de los genes especificos del istmo, con anotaciones

GO de localizacion, funcién molecular, procesos biolégicos y pathways involucrados.

Entre los 166 genes sobreexpresados en la ampolla comunes a los estadios pre-
ovulatorio y post-ovulatorio hay 15 que codifican proteinas de secrecion clasica y 22
presentes en exosomas. En conjunto, incluyen 31 proteinas potencialmente secretadas al

FO.

La anotacion con DAVID, no revel6 enriquecimiento en muchas categorias debido al
desconocimiento en las bases de datos biologicas de la funcion de un 22% de los genes
del conjunto. Sdélo fue significativo el enriquecimiento en proteinas ciliares (“epithelial

cilium movement”, con un FDR < 0.05).

Por otra parte, el analisis con ToppCluster (Fig. 26), evidencia un cluster de genes que
codifican proteinas ciliares y otro cluster aun mas amplio que coincide con proteinas

expresadas en la trompa de Falopio segun el Human Protein Atlas.

Entre los genes que codifican posibles proteinas secretadas estan SERPINB5, DSP, CFl,
PLBD1, PIGR, CFH, INMT, LRRC51, PLD3, NPY, C4BPA y PDIA5, detectadas

anteriormente mediante protedmica (Yu et al., 2016).
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Figura 27. Analisis con ToppCluster de los genes sobreexpresados en ampolla comunes a

los estadios pre y post-ovulatorio.
4.2.- VALIDACION DE LOS RESULTADOS MEDIANTE RT-qgPCR

Los resultados de los diferentes experimentos de RT-qPCR mostraron unos patrones de

expresion similares a los obtenidos con el andlisis de micromatrices (Tabla 22),
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presentando un coeficiente de Spearman de 0.92 (p = 0.0005) sin tener en cuenta la
comparativa qPCR-microarray de MMP7, que alteraba la correlacién (si se deja el
coeficiente de Spearman es de 0.55, p = 0.12). Un caso peculiar es el de OVGP1, cuyos
niveles de expresién no presentan diferencias segun las micromatrices, mientras que la
RT-gPCR muestra una pequeia diferencia de expresion entre las fases de pre-ovulatorio
y morula. Esto puede deberse a la diferente naturaleza de la técnica, puesto que la senal
de fluorescencia de las sondas de OVGP1 de la micromatriz puede estar saturada, dada
la abundancia del transcrito tan elevada en todas las fases, mientras que la RT-qPCR

permitiria ver diferencias mas sutiles de expresion.

En cuanto a ITGA5, también se observé un descenso de la expresion entre la fase de
post-ovulatorio y mérula que segun el microarray no es significativo, pero que debe existir
también ya que la diferencia de expresién segun el microarray entre la fase pre-ovulatoria

y la de mérula es mayor que la diferencia entre las fases pre- y post-ovulatoria.

Tabla 23. Comparativa: expresion diferencial de los transcritos de interés segun los ratios

“ N

observados en las micromatrices y los de las RT-qPCR (“-” indica que no hay cambio un

cambio estadisticamente significativo).
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Pre-ovulatorio vs Post-ovulatorio vs Pre-ovulatorio vs

G post-ovulatorio morula morula
en
. ) RT- . . RT- ) ) RT-
Micromatriz gPC Micromatriz gPC Micromatriz gPCR
ratio 2.49 1.64 - 1.57 4.71 2.53
ITGAS
p-valor 0.02 0.05 - 0.09 3.7x107 0.03
ratio 2.84 1.79 - - 3.2 2.42
MANF
p-valor 0.02 0.03 - - 0.004 0.006
ratio - - 2.95 1.37 - -
MUC4
p-valor - - 0.015 0.08 - -
MMP7 ratio - - 7.15 97.25 - -
p-valor - - 0.009 0.007 - -
OVGP1 ratio - - - - - 1.69
p-valor - - - - - 0.07
SPP1 ratio -2.53 -5.01 10.32 22.27 3.6 4.33
p-valor 0.03 0.04 3.8x10° 0.02 0.003 0.04

4.3.- PROTEOMICA Y COMPARACION CON EXPERIMENTOS DE PROTEOMICA

DE OTROS AUTORES

Los DEGs entre los diferentes grupos experimentales fueron comparados con los datos

de proteémica con FO de coneja de Yu y colaboradores (Yu et al., 2016; Yu et al., 2019).

Hay 33 DEGs detectados mediante protedmica (A2M, CES2, AGT, LCN2, C4BPA,
SERPINA3, CP, HSPB1, LOXL2, ALDOC, SAA3, HSPA5, HYOU1, ERO1A, RPSA,
ALDH1A2, GLRX, LOC100353328, CRYGS, FN1, VCL, VCAN, MANF, ACP1, FABP4,
PHGDH, NPY, SDF2L1, S100A8, COL1A2, ECM1, SPON1, IGJ), que como se esperaba,
codifican 16 proteinas secretadas y 20 presentes en exosomas (dando un total de 28
proteinas liberadas al medio extracelular segun la anotacién bioldgica), a las que habria
que afadir 1GJ, que codifica la cadena J de las inmunoglobulinas y el locus

LOC100353328, que codifica un fragmento de region variable de la cadena pesada de la
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inmunoglobulina, y que ambas, por tanto también estaran presentes en el medio

extracelular.

4.4.- EXPRESION DE DIFERENTES PROTEINAS OVIDUCTALES

4.4.1.- OVIDUCTINA (OVGP1)

La inmunohistoquimica reveld la presencia de la proteina OVGP1 en el citoplasma de las
células del epitelio oviductal, concretamente en el citoplasma de células secretoras (Fig.
29). El marcaje positivo en los controles con anticuerpo secundario en vasos sanguineos
y puntos aislados del tejido se debe a que el anticuerpo empleado reconoce la
inmunoglobulina G de conejo, mientras que la tincién del epitelio es intensa y especifica

de la OVGP1 (Fig. 28).
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Figura 28. Inmunohistoquimica de OVGP1 en el oviducto de coneja. A: istmo en fase pre-

ovulatoria, B: istmo en fase post-ovulatoria, C: ampolla en fase pre-ovulatoria, D: ampolla
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en fase postovulatoria. Cada corte incluye la muestra a la derecha con su control de

anticuerpo secundario a la izquierda (x100).

Figura 29. Inmunohistoquimica de OVGP1, detalle a mayor aumento (x400). Se puede

confirmar que el marcaje esta en las células secretoras.

4.4.2- OSTEOPONTINA (SPP1)

4.5.4.1- Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica reveld la presencia de la proteina SPP1 en el citoplasma de las

células del epitelio oviductal. Se observé mayor intensidad de marcaje en las muestras de
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ampolla con respecto a las de istmo, un resultado discordante con el del microarray.
Aunque algunas células secretoras fueron positivas, la mayor parte de células del epitelio

positivas resultaron ser ciliadas.
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Figura 30. Inmunohistoquimica de SPP1 en el oviducto de coneja. A: istmo en fase pre-
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ovulatoria, B: istmo en fase post-ovulatoria, C: ampolla en fase pre-ovulatoria, D: ampolla
en fase postovulatoria. Cada corte incluye la muestra a la derecha con su control de

anticuerpo secundario a la izquierda (x100).

Figura 31. Inmunohistoquimica de SPP1, detalle a mayor aumento (x400). Se puede

confirmar que numerosas células secretoras carecen de marcaje positivo.

4.4 2.2.-\Western Blot

El andlisis mediante Western Blot muestra una banda un poco mayor de 50 kDa (Fig. X).

El peso molecular predicho para la oviductina de coneja en base a su secuencia de
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aminoacidos es de 35 kDa segun Uniprot. Sin embargo, al poseer 3 sitios de O-
glicosilacion, su peso ascience a los 50-55 kDa, de forma similar a lo observado por
Gabler et al, 2003 con la SPP1 bovina o de Hao et al, 2006 con la porcina. La diferencia
en la concentracion de SPP1 entre las fases pre-ovulatoria y post-ovulatoria no es
estadisticamente significativa. Por otra parte, entre zigoto (post-ovulatorio) y moérula la
diferencia si es diferente segun la densitometria de las bandas, aunque la variabilidad
entre muestras del mismo grupo es grande, observandose una muestra en cada grupo
que apenas tiene SPP1. El resultado coherente con el resultado de transcriptdmica de

mayor concentracion de ARNm en presencia de zigotos.
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Figura 32. Western Blot de SPP1 en las fases de pre y post-ovulatorio. Se cargaron

muestras de FO (n = 3) para cada grupo con 2 ug de proteina.
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Figura 33. Western Blot de SPP1 en las fases post-ovulatoria (en presencia de zigotos) y

con morulas. Se cargaron muestras de FO de tres conejas diferentes para cada grupo con

2 ug de proteina.

4.4.3.- NEUROPEPTIDO Y

El analisis mediante Western Blot muestra en algunas muestras una doble banda de 12-
15 kDa similar al peso molecular de la proteina completa humana incluyendo su
propéptido (Minth et al., 1984), y compatible con la presencia de modificaciones post-
traduccionales (fosforilacion de la treonina 83 y amidacion de la tirosina 64). Sin embargo,

no se observo una banda correspondiente al neuropéptido sin su propéptido de 4.6 kDa
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(Keane et al., 2011). La proteina parece expresarse principalmente antes de la ovulacion,
aunque aun pueden intuirse bandas del peso molecular mayor en dos muestras de FO

post-ovulatorio.
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Figura 34. Western Blot de NPY en el FO de fases pre-ovulatoria, post-ovulatoria y de
oviductos con morulas. Se cargaron muestras de FO (n = 3) para cada grupo con 2 ug de

proteina.
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4.4.4.- METALOPEPTIDASA 7 (MATRILISINA)

El Western Blot muestra que la presencia de MMP7 en el FO de coneja es especifica de
la fase post-ovulatoria, en la que se puede ver una banda de unos 30 kDa
correspondiente al peso molecular del zimégeno de MMP7 (Woessner & Taplin 1988). La
cantidad de MMP7 en las muestras de FO obtenido en ovdicutos con embriones en fase
de morula esta por debajo del limite deteccion. La variacion entre diferentes animales es
también evidente, pues uno de los FO de la etapa post-ovulatoria tiene mucha mas

MMP7.
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Figura 35. Western Blot para la proteina MMP7 en presencia en la etapa post-ovulatoria
(en presencia de zigotos) o en presencia de morulas. Se cargaron muestras de FO (n = 3)

para cada grupo con 2 ug de proteina.
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5. DISCUSION
5.1.- CAMBIOS EN EL OVIDUCTO DURANTE LA OVULACION Y FECUNDACION
5.1.1.- EFECTO DE LA OVULACION EN LA AMPOLLA: MODULACION DE

LA INMUNIDAD INNATA

El perfil de expresién génica de la ampolla esta caracterizado por un silenciamiento de
genes relacionados con la inmunidad innata tras la ovulacién, incluyendo genes
relacionados con la ruta de sefializacion de los interferones de tipo | (GBPS, IFIT2, ISG15,
OAS2, RSAD2, USP18). Algunos de estos genes han sido previamente discutidos en
estudios realizados en explantes oviductales de vaca (Schmaltz-Panneau et al, 2014) e in
vivo en el oviducto de la yegua (Smits et al, 2016). En ambos articulos se mencionan
ISG15 y OAS2, ademas de RSAD2, USP18 e IFIT2 de la ruta del interferon tipo | y
LGALS9 y un ortdlogo de IFI27 pertenecientes a inmunidad en el articulo de Schmaltz-
Panneau et al, 2014. Ambos grupos detectaron sobreexpresion de estos genes en
presencia de los embriones, lo que no contradice nuestra observacion, dado que lo que
observamos es un silenciamiento en presencia de los gametos y no detectamos cambios
significativos en fases posteriores, lo que puede sugerir una respuesta diferente del
oviducto a los gametos y a los embriones. No he encontrado referencias al respecto de
como afecta la presencia de gametos a la expresion de esta ruta de sefializacién en el

oviducto en la bibliografia.

Tanto en la vaca como en la yegua, se ha descrito que los genes relacionados con la ruta
de senalizacion de los interferones de tipo | se sobreexpresan en presencia de embriones
a partir de la activacion del genoma embrionario (Schmaltz-Panneau et al., 2014; Smits et

al., 2017). El interferon juega un papel importante en la vaca durante la implantacién
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embrionaria (Forde et al, 2012), mientras que en la yegua no se ha detectado su
expresion en el conceptus en torno al momento de la implantacién (Baker et al, 1991). Sin
embargo, en ambas especies se reconoce un rol de los interferones de tipo | desde la
etapa embrionaria de 8-16 células como mediador de las comunicaciones entre el
embrién y el oviducto. Por otra parte, se ha descrito la influencia positiva que la hormona
luteinizante (LH) ejerce sobre la expresion del interferon alfa en las células de la
granulosa de rata (Lee et al, 2009). Si el mecanismo se conserva de forma analoga en
otras células que poseen el receptor para hormona luteinizante (LHCGR), la expresion de
interferébn-a aumentaria durante el pico de LH para luego descender. LHCGR se expresa
en el epitelio oviductal y media la expresiéon de proteinas como la oviductina en respuesta
ala LH (Sun et al., 1997). Estas evidencias concuerdan con nuestros datos de expresion
de genes en respuesta al interferon-a (OAS2, ISG15, IFIT2, RSAD2): mas alta en pre-

ovulatorio (pico de LH) disminuyendo tras la ovulacion.

De esta forma, el paradigma completo de sefalizacion por interferébn en el tracto
reproductivo femenino de los mamiferos, incluiria una sobreexpresion de interferon-a (y
los genes cuya expresion regula) durante la fase pre-ovulatoria a consecuencia del pico
de LH. Después se produciria un silenciamiento de la ruta debido a la ausencia del
estimulo hormonal. Por ultimo, al menos en ungulados, el embrion de 8-16 células,
empieza a secretar interferon-t que permitira la comunicacion de éste con el tracto
reproductivo femenino y el reconocimiento del conceptus por el endometrio receptivo

durante la implantacion.
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5.1.2.- EI ISTMO ANTES DE LA OVULACION

Unas horas antes de la ovulacién los espermatozoides se encuentran en el istmo
conformando el reservorio espermatico. Como revelan nuestros resultados, en esta region
del oviducto y en ese mismo momento, se sobreexpresan durante la fase pre-ovulatoria
genes que podemos agrupar en 2 clusters con funciones biolégicas diferentes:
chaperonas del reticulo endoplasmico (RE) que se encargan del correcto plegamiento de
las proteinas sintetizadas en las células del oviducto y proteinas remodeladoras de la

matriz extracelular como ilustra el término GO “extracellular matrix organization”.

Las proteinas del complejo chaperona del RE, como HSPA5, DNAJB11 o HYOU1, son a
su vez marcadores exosomales, y han sido detectadas tanto en el FO de coneja (Yu et al,
2016) como en el FO porcino (Luongo et al. 2020), bovino (Lamy et al. 2016; Pillai et al.
2017) y ovino (Soleilhavoup et al. 2016), ademas de detectarse en oviductosomas bovinos
(Almifana et al, 2018). HSPA5 en concreto, se puede unir a la superficie de
espermatozoides humanos in vitro, y su presencia inhibe de manera dosis-dependiente la
interaccion con la ZP (Marin-Briggiler et al. 2010). Ademas, podria participar en el proceso
de capacitacion que tiene lugar antes de la ovulacién en el oviducto, durante el cual, se
incorporan moléculas presentes en los oviductosomas a los espermatozoides (Al-Dossary

et al, 2015).

Las chaperonas de la famila Hp70 (como HSPA5 y HSPA2) forman parte de un
mecanismo conservado en mamiferos y aves relacionado con el reservorio espermatico y
la liberacion posterior de estos espermatozoides (Hiyama et al., 2014; Holt y Fazeli 2016).

En las aves, las Hp70 interactuan con el canal i6nico VDAC2 del espermatozoide

139



activando la motilidad espermatica. Por otra parte, la sobreexpresién de estos genes en
presencia de espermatozoides ya ha sido anteriormente documentada en otras especies
como el cerdo (Yeste et al., 2015), encajando perfectamente con el perfil observado de
expresion en nuestro experimento, en el que las conejas fueron inseminadas y la

expresion de los transcritos de Hp70s fue superior en la etapa pre-ovulatoria.

Por otra parte, el remodelado de la matriz extracelular oviductal en la vaca, ha
demostrado estar regulado por las hormonas E2 y P4 durante el periodo periovulatorio
(Gonella-Diaza et al, 2018). En nuestro caso, TGFB3, CAPN9, o el gen que codifica la

proteina remoladora de colageno LOX, se sobreexpresan antes de la ovulacion.

La sobreexpresion de TGF-f ha sido observada previamente en aves durante la
formacion del reservorio espermatico (Das et al., 2010), al igual que se sabe que los
espermatozoides y leucocitos poseen receptores para esta molécula que podria modular
su actividad y prolongar la vida util de los espermatozoides en el reservorio espermatico
aviar (Das et al. 2006). En el oviducto de coneja, el patron de expresién concuerda con
este dato, pues TGF- se sobreexpresa en fase pre-ovulatoria. Puede estar relacionado
con la observacion de que en las células de epitelio oviductal bovinas cocultivadas con
espermatozoides in vitro aumenta la expresion de TGFB (Yousef et al., 2016). Sin
embargo, los experimentos de protedmica de Yu y colaboradores (2016 y 2019) y los
nuestros no detectan esta proteina en el OF de coneja, o que sugiere que su expresion

en esta especie no esta asociada con el epitelio.

Otro grupo de genes importantes relacionados con la matriz extracelular son los de

interaccién con el sindecano, que incluyen la tenascina (TNC), el sindecano 4 (SDC4) y
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las integrinas ITGA2 e ITGB3. En el epitelio luminal del endometrio de raton el sindecano
4 y las integrinas juegan un papel importante en la implantacién (San Martin et al., 2004).
Ademas, Zeng y colaboradores (2018) observaron una sobreexpresién de sindecano 4 y
de varias integrinas durante la implantacién en el endometrio porcino. Nuestro dato
sugiere que el silenciamiento de estos genes en oviducto tras la fecundacion podria ser
un mecanismo molecular que inhiba la implantacion ectépica a nivel de la trompa uterina,
dado que su expresion también es inferior en presencia de morulas con respecto a la fase

pre-ovulatoria

Ademas, se observa la sobreexpresion de genes codificantes de proteinas secretadas
identificadas en el FO de otras especies. Entre ellos esta el inhibidor 1 de plasmindgeno,
SERPINE1, sintetizado por las células secretoras del epitelio oviductal en la cerda (Kouba
et al.,, 2000) y que se sobreexpresa en respuesta a la inseminacion artificial en esta
especie (Lopez-Ubeda et al., 2015), lo que concuerda con el dato de sobreexpresion en la
fase pre-ovulatoria en coneja en el istmo, donde se encuentra el reservorio espermatico.

Todo ello sugiere funciones biolégicas de estas proteinas en especies diferentes.

Entre los genes menos estudiados en FO con expresion mayoritaria en la fase pre-
ovulatoria, se encuentra NPY cuyo producto ha sido detectado en el FO de coneja por Yu
et al., (2016). NPY ha sido descrito en humano tanto en los nervios que innervan la
musculatura lisa del oviducto como en la mucosa (Reinecke et al., 1989). Su presencia
reduce la liberacidon de acetilcolina (Herring et al., 2008) y la contraccién muscular, por lo
que su represion tras la ovulacion en la coneja podria estar relacionada con un aumento
en las contracciones del musculo liso que participa en el descenso de los ovocitos por el

oviducto. En el nematodo Caenorhabditis elegans, la expresion de quimioreceptores SRB
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(receptor serpentina de clase B) en espermatozoides es necesaria para permitir un
desplazamiento eficiente hasta el lugar de fecundacién, y estos receptores interactuan
con NPY (Hoang y Miller, 2017). Sin embargo, no he encontrado bibliografia al respecto
de su presencia en el FO y de su accion potencial sobre los gametos en mamiferos, por lo
que estaria por demostrar un efecto positivo de este péptido sobre los espermatozoides.
Queda pendiente también hacer una inmunohistoquimica con cortes de oviducto de
coneja de la etapa pre-ovulatoria para identificar la localizacion del marcaje, que nos

llevaria a saber si se produce de forma similar a lo observado en humano.

Por ultimo, hay genes que codifican proteinas no secretadas pero cuyos metabolitos
pueden tener un efecto importante en el FO. PTGIS es la sintasa de la prostaciclina
(PGly), la prostaglandina principal del oviducto, que se encuentra tanto en el musculo liso
como en el epitelio oviductal en humano (Huang et al., 2002). El vinculo entre la
prostaciclina y la funcion espermatica no es claro. Schlegel et al. (1986) describen una
correlacion entre niveles seminales de PGl; bajos y motilidad espermatica reducida. Sin
embargo, la adicién de un andlogo de PGl; al medio de capacitacion no afecta a la
motilidad espermatica en muestras humanas normozoospérmicas u oligozoospérmicas

(Huang et al., 2003).

Por otra parte, se sabe gracias a un modelo en ratén de inflamacién aguda en pulmon,
que la PGl, endogena disminuye la infiltracién de neutréfilos. Como respuesta a PGl,
disminuye la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6, y del factor de
reclutamiento de neutrdfilos LIF, mientras que aumenta la expresion de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 (Toki et al., 2019). En el oviducto bovino, otra prostaglandina (PGE.)

tiene un efecto muy parecido: la presencia de espermatozoides estimula la produccion de
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PGE: por las células epiteliales, aumentan los niveles de IL-10 y TGFB1. Estos cambios
suprimen la actividad de los neutrofilos del oviducto, suprimiendo su capacidad fagocitica
y la formacion de trampas neutrofilas extracelulares que inmovilizarian los
espermatozoides (Marey et al. 2014; Yousef et al. 2016). Por tanto, las prostaglandinas
ejercen un importante papel en el oviducto, evitando la fagocitosis de los espermatozoides
del reservorio espermatico al inhibir la actividad de los neutréfilos. Nuestros resultados
sugieren que esta actividad estaria conservada igualmente en la coneja, aunque estudios

futuros son necesarios para confirmar esta hipétesis en los neutréfilos de conejo.

5.1.3.- EL ISTMO TRAS LA OVULACION

Durante la etapa post-ovulatoria, se sobreexpresan proteinas secretadas como la

osteopontina (SPP1) o la mucina MUC16.

SPP1 se ha empleado en la FIV porcina (Hao et al., 2006; Hao et al., 2008), bovina
(Monaco et al., 2009), equina (Mugnier et al., 2009), con resultados positivos en porcino y
bovino e inconcluyentes en equino, una especie en la que la FIV no es viable actualmente
como método de reproduccion asistida. Los resultados de transcriptdmica sugieren que la
expresion de este gen es claramente superior tras la ovulacion en la coneja, apoyando el
potencial uso de esta proteina en la FIV. No obstante, debe tenerse cautela con el
resultado de transcriptomica, ya que no observamos una diferencia significativa en el
contenido en SPP1 del FO de las fases pre- y post-ovulatoria mediante WB. En bovino,
por otra parte, la SPP1 en el FO disminuyo6 durante la fase luteal con respecto al resto del
ciclo reproductivo (Gabler et al, 2003). Por otra parte, en el FO de yegua, Mugnier y

colaboradores (2009) no observaron diferencias entre las fases del ciclo estral.
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MUC16 se expresa habitualmente en el endometrio humano pero se silencia durante la
implantacion, debido a que su presencia evita la adhesion del trofoblasto (Gipson et al.,
2008). El aumento de la expresion de MUC16 tras la ovulacidén en la coneja sugiere que

podria evitar la adhesion/implantacion del embrion a su paso por el oviducto.

5.1.4.- EFECTOS DE LA OVULACION COMUNES A LA AMPOLLA Y EL

ISTMO
5.1.4.1.- Genes sobreexpresados antes de la ovulacion

ACSL6 es una sintasa de acidos grasos que tiene un papel importante en la fertilidad
masculina: Hale et al. (2019) demostraron que esta enzima enriquece en acido w-3
docohexandico (DHA) el interior de los tubulos seminiferos y que los ratones macho Acsl6
-/- son presentan subfertilidad severa debido a una espermatogénesis defectuosa que
altera el patron de lipidos conjugados con fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. . Por otra
parte, el DHA también determina la competencia de los ovocitos, y se ha suplementado en
concentraciones fisiologicas durante la maduracion in vitro (MIV) de ovocitos bovinos
aumentando la tasa de blastocistos de un 25 a un 40% (Elis et al., 2017). La
sobreexpresién del enzima encargado de la sintesis de DHA tras la ovulacion en el
oviducto podria tener un rol en la ultima etapa de maduracion de los gametos femeninos
en el oviducto. Ademas, la presencia de DHA en el medio podria ser beneficiosa en la
capacitacién espermatica, dado que espermatozoides con mayor capacidad para fecundar
han demostrado tener mayores niveles de DHA (Furimsky et al., 2005). Por ultimo el DHA
se ha detectado mediante cromatografia de gases en el FO de coneja en 48 horas tras la
copula (Yahia Khandoker et al., 1998). Que sea en esta etapa y no antes es un dato
contradictorio con nuestro resultado de transcriptomica que sugiere que la expresién del

enzima que lo sintetiza se silencia tras la ovulacion.
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ITLN2 es una lectina dependiente de calcio con afinidad por lipopolisacarido vy
peptidoglicano, lo que le confiere la capacidad para aglutinar bacterias Gram+ y Gram-
(Chen et al., 2016). Esta proteina se sobreexpresa durante el periodo post-ovulatorio,
donde podria proteger el ecosistema oviductal de forma selectiva, evitando la proliferacion
de bacterias en un momento en el que parte de su sistema inmune ha sido inactivado
(Marey et al., 2016). Por otra parte, se sabe ITLN1 e ITLN2 actuan como receptores de la
lactoferrina en el intestino de humano, conejo y raton (Suzuki et al., 2005). La lactoferrina
esta presente en el FO y que puede unirse a los espermatozoides y la ZP como se
comenta en la revision bibliografica (Zumoffen et al., 2013). Dado el papel inhibitorio de la
lactoferrina en la interaccion de gametos, la expresion de intelectinas en el oviducto de la
coneja podria modular la concentracion de lactoferrina y con ello la interaccion entre

gametos.

En cuanto a IGFL4, la literatura cientifica no aporta datos mas alla de que pertenezca a
una familia de pequenas proteinas secretadas remotamente relacionadas con el factor de
crecimiento insulinico (IGF) que se expresan en tejidos fetales, mama, prostata y
numerosos tumores (Emtage et al., 2006). No hay constancia de su presencia en FO de

mamiferos incluyendo el FO de coneja por protedmica.

5.1.4.2.- Genes sobreexpresados tras la ovulaciéon

De entre los genes sobreexpresados en ambas regiones del oviducto tras la ovulacion,

destacan el que codifca MANF y varios genes de la familia de las UDP-

glucuronosiltransferasas (UGTSs).
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MANF (factor neurotréfico derivado de astrocitos mesencefalicos) fue detectada por
primera vez en el FO de coneja por Yu y colaboradores (2016). Aunque su funcion se
desconoce en el FO, MANF codifica una pequeina proteina del RE también presente en
exosomas con afinidad por los glucolipidos 3-O-sulfogalactosilceramidas (sulfatidas)
presente en el suero y en la cara externa de la membrana plasmatica de multiples tipos
celulares, incluyendo los espermatozoides (en cola del espermatozoide equino, segun
Wood et al., 2016, y humanos, segun Borges et al., 2018). Curiosamente, MANF puede
ser captada por células de mamifero in vitro y disminuir el estrés inducido por hipoxia
asociandose con HSPA5 (Bai et al.,, 2018), lo que sugeriria un potencial rol en el

mantenimiento de la viabilidad de los zigotos en el oviducto de coneja.

Las UGTs son las enzimas microsomales que realizan un proceso conocido como
glucuronidacién: la transferencia del acido uridina difosfato glucurénico (UDP-glucurdnico)
a un sustrato. La glucuronidacion es un proceso esencial del metabolismo de numerosos
farmacos, y facilita el transporte de hormonas para facilitar su distribucion por el
organismo, debido al aumento de la polaridad de una hormona esteroidea tras conjugarla
con UDP-glucurénico (Raftogianis et al., 2000). Aunque no hay estudios en oviducto,
recientemente, Hankele y colaboradores 2018, monitorizaron la expresion de estas
enzimas en el epitelio endometrial durante el ciclo estral en la cerda, donde la expresion
de las UGTs es baja tras la ovulacion hasta dia 6 y después aumenta hasta alcanzar los
maximos niveles entre los dias 15 y 18. Mientras que el estradiol disminuye drasticamente
en los tres primeros dias tras la ovulacion a su nivel basal y se mantiene asi hasta la
siguiente ovulacion, el estradiol conjugado aumenta progresivamente desde el dia 3 en

adelante en correlacion positiva con el aumento de expresion de UGTs. Hankele y
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colaboradores concluyen que la glucuronidacién es un proceso que permite modular la
actividad de los estrogenos en el utero, aunque son necesarios mas experimentos para

determinar como afecta este proceso al tracto reproductor femenino

5.1.5.- DIFERENCIAS REGIONALES EN LA EXPRESION DE GENES

La anotacién bioldgica especifica de los genes con una expresion mayor en la ampolla
con respecto al istmo sélo reveld un término: “epithelial cilium movement”. Algo similar fue
observado por Maillo y colaboradores (2016b) entre las dos regiones del oviducto bovino.
De estos resultados inferimos que la sobreexpresion de proteinas propias de cilios en la
ampolla esta correlacionada con las observaciones histologicas que describen una
propocién de células ciliadas/células secretoras superior en esta region (Coy et al., 2018).
Sin embargo, otros autores han observado la expresion especifica de proteinas de
secrecion clasica por la ampolla, como Kong y colaboradores (2017) con el péptido
natriurético C. Por otra parte, las anotaciones relacionadas con musculo enriquecidas en
las muestras de istmo corroboran el mayor desarrollo del musculo liso alrededor del istmo
con respecto a la ampolla. Ademas, la expresion de genes que poseen sitios de union en
su secuencia para el factor de transcripcion NFAT es mayor en istmo, posiblemente. NFAT
regula la expresion de genes importantes para mantener la diferenciacion de los miocitos

de musculo liso (Eubanks et al, 2003).

Es importante resefar que entre los genes que se sobreexpresan en el istmo se
encuentran algunos con efecto positivo conocido sobre la capacitacion espermatica. Entre
ellos estan SPP1, cuya presencia incrementa los porcentajes de RA inducida y el

rendimiento de la FIV en varias especies (Hao et al., 2006; Monaco et al., 2009; Mugnier
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et al., 2009) y LCN2, que actua como un extractor de colesterol 100 veces mas potente
que la albumina (Watanabe et al., 2014). Probablemente la mayor expresién en istmo de
estos genes se debe a que sus productos son proteinas de secrecién clasica y por tanto
su expresion es mayoritaria en células secretoras que se encuentran en mayor proporcion
en el istmo, aunque también se sabe que los granulos de secrecién de las células
secretoras de la ampolla difieren en composicion respecto a los de las células secretoras

del istmo en la coneja (Jansen y Bajpai 1982).

5.2.- CAMBIOS EN EL OVIDUCTO DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO
TEMPRANO
5.2.1.- CAMBIOS DURANTE LA TRANSICION DE ZIGOTO A EMBRION DE

8 CELULAS

Curiosamente, la anotacion bioldgica de genes que se sobreexpresan en presencia de
embriones de 8 células respecto a la de zigotos sdlo incluye un término con un FDR <
0.05 segun DAVID: “extracellular space”. Teniendo en cuenta que la anotacion no destaca
genes que codifican proteinas exosomales (o apareceria el término “extracellular
exosome”) se puede concluir que hay un numero significativo de genes que codifican
proteinas de secrecidn clasica cuya expresion aumenta en presencia de embriones de 8
células. Entre ellos se encuentra NPY, del que ya hemos hablado anteriormente, pero del
que no consta bibliografia relacionada con embriones preimplantacionales. También esta
HMGB2 (high-mobility group protein B2), una proteina que se sobreexpresa en la fase
luteal temprana del utero de ratén (Tan et al., 2003). Esta proteina tiene que ver con la
capacidad de diferenciacién celular del endometrio, y niveles bajos predisponen a pérdida

del embarazo en el primer trimestre (Lucas et al., 2015).
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El patron de expresion del versicano (VCAN) concuerda con el resultado obtenido por
Gardela y colaboradores (2020) mediante RT-gPCR de muestras de istmo oviductal de
coneja. Este componente de la matriz extracelular juega un papel peculiar en el
endometrio humano, puesto que durante la ventana implantacional es secretado por el
epitelio endometrial y promueve la adhesion de esferoides BeWo (una linea celular de
coriocarcinoma in vitro, sugiriendo un papel importante en la implantacién embrionaria
(Mizayaki et al., 2019). Su represion durante el desarrollo embrionario temprano podria
estar relacionado con un mecanismo que evite que se produzca una implantacién tubarica
tipica de primates. El perfil de expresion similar a MMP7, otra proteina tipica de la matriz
extracelular cuya expresion se reprime en presencia de embriones de 8-células e
implicada en la implantacién, sugiere que estan estrechamente relacionadas. Aunque no
hay una relacién molecular conocida entre las dos proteinas, investigaciones oncolégicas
también muestran una correlacion en su expresion, puesto que inhibir la expresion de
VCAN reduce la expresion de MMP7, ademas de la capacidad de invasion de células de

carcinoma renal (Mitsui et al., 2017).

Los genes “LOC” sin un homdlogo directo encontrado codifican receptores olfativos y loci
codificantes de la region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina, sugiriendo
una mayor presencia en esta etapa de linfocitos B en el istmo en presencia de embriones
de 8 células. La histologia de oviducto humano revela que, al menos durante la ovulacion,
la presencia de linfocitos B en el epitelio oviductal es rara (Varga et al., 2019). No
obstante, en el endometrio, se forman agregados de linfocitos B con linfocitos T a su
alrededor durante la fase secretora del ciclo menstrual y que incluyen hasta 3000-4000

células por agregado (Agostinis et al., 2019), lo que seria temporalmente equivalente a la
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fase luteal temprana en la que se encuentra el oviducto con embriones de 8 células de la

coneja.

Por otra parte, hay 3 quimiocinas implicadas en la atraccion de células del sistema
inmune, todas ellas reclutadoras de linfocitos T sobreexpresadas en presencia de
embriones de 8 células. Los linfocitos T sintetizan el factor inhibidor de leucemia (LIF), que
mejora el desarrollo in vitro de los embriones de oveja y ratdén (Fry et al., 1992; Mitchell et
al., 1994) y ademas su presencia ha sido previamente considerada como positiva para el

desarrollo preimplantacional en la especie humana por Piccinni y colaboradores (2001).

5.2.2.- CAMBIOS DURANTE EL FINAL DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

EN EL OVIDUCTO

Se producen pocos cambios en las ultimas fases de desarrollo preimplantacional en el
oviducto de la coneja, al menos a nivel transcriptomico. Entre las 36 y 68 horas
(embriones de 8 células vs morulas) observamos genes ya mencionados cuya expresion
se reprime: LCN2, NPY y genes codificantes de la cadena pesada de la inmunoglobulina.
La menor expresion de inmunoglobulinas podria indicar una migracién de linfocitos B
fuera del oviducto. La sobreexpresion de NPY en presencia de embriones de 8 células
puede indicar de nuevo su participacion en el desplazamiento de los embriones en
direccion al utero regulando las contracciones del musculo liso del oviducto (Reinecke et

al., 1989).

Por otro lado, aumenta la expresion de 10 genes entre los que se encuentran 3 que

codifican proteinas secretadas. Uno de ellos codifica la ceruloplasmina, un hecho
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bastante chocante puesto que clasicamente se ha descrito como una ferroxidasa que
sélo se sintetiza en higado y es secretada al plasma en mamiferos. Sin embargo, también
su RNA se ha detectado en niveles elevados en las células ciliadas del epitelio respiratorio
y en las células de Muller de la glia, lo que sugiere que otros tipos celulares concretos a
parte de los hepatocitos pueden sintetizarla, presentando ademas unos niveles de mRNA
basales detectables en la mayor parte de tejidos estudiados en humano (datos de Gene
Expression Atlas https://www.ebi.ac.uk/gxa/). También estan NR1D1 y NR1D2, que
codifican dos proteinas peculiares de una familia de receptores nucleares de hormonas
principalmente estudiados por su papel en la regulacién de los ciclos circadianos (Ueda et
al., 2005). Los ratones Nr1d1 -/- son subfértiles, tanto los machos como las hembras,

aunque la etiologia de este defecto no ha sido descrita (Cho et al., 2012).

5.2.3.- LA EXPRESION DE OVGP1 DURANTE LA OVULACION Y

DESARROLLO TEMPRANO PRE-IMPLANTACIONAL

En la seccidén de resultados se menciona que solo se observé mediante RT-gPCR una
diferencia en la expresion de OVGP1 en presencia de zigotos y de moérulas, mientras que
los microarrays no permitieron detectar diferencias, probablemente debido a la elevada

sefal de fluorescencia de las sondas asociadas a este locus en todas las muestras.

Hay que destacar que se han observado diferencias segun la técnica empleada para
comparar la expresion de este gen concreto en la vaca: mientras que Maillo et al. (2016)
no vieron diferencia de expresién de OVGP1 entre la ampolla y el istmo empleando
microarrays, Gonella-Diaza et al. (2016) si la detectaron mediante RT-gPCR entre ambas

regiones. Por otra parte, Maillo et al. (2015) observaron mediante RNAseq que la OVGP1
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se expresaba menos en el epitelio oviductal en presencia de embriones, algo que aqui se
puede detectar a nivel temporal comparando las muestras de oviducto pre-ovulatorio vs

las que contenian moérulas.

La diferencia de expresion de OVGP1 es moderada. Los elevados niveles de expresion
detectados mediante las diferentes técnicas de transcriptomica, y la fuerte sefial
observada mediante inmunotincidon sugieren que es poco probable que suponga una

diferencia cualitativa importante para el fluido oviductal en las etapas estudiadas.

5.3.- COMPARATIVA ENTRE ESPECIES
5.3.1.- SIMILITUDES Y DIFERENCIAS ENTRE ESTUDIOS DE
TRANSCRIPTOMICA

5.3.1.1.- Pre-ovulatorio vs post-ovulatorio

El consenso entre los datos de coneja y cerda (Acufia et al., 2017) es bajo: 4 genes en
comun (SPP1, SERPINE1, PTGS2 y DNAJCS; figura 36). Curiosamente, tres de los
cuatro genes comunes (SPP1, SERPINE1 y PTGS2) también se expresan
diferencialmente en estos dos momentos en la ratona (Fazeli et al., 2004), y SERPINE1
ademas se sobreexpresa en la cerda como respuesta a la inseminacion (Lépez-Ubeda et
al., 2015). Es una evidencia mas del papel potencial de las proteinas SPP1 y SERPINE1
en la fecundacion. Por otra parte, PGE2, el producto del enzima PTGS2, inhibe la
fagocitosis de los espermatozoides por neutréfilos (Marey et al., 2014), ademas de que
puede aumentar las contracciones del musculo liso del oviducto y la frecuencia del batido
ciliar, facilitando el desplazamiento de los gametos hasta el lugar de la fecundacion

(Anamthathmakula y Winuthayanon, 2021).
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CONEJA

Figura 36. Diagrama de Venn con los genes diferencialmente expresados en la cerda

(Acuna et al., 2017) y en la coneja entre las fases pre-ovulatoria y post-ovulatoria.

5.3.1.2.- Post-ovulatorio vs fase luteal temprana

El consenso entre los datos de coneja y cerda (Acufia et al., 2017) es bajo (figura 37). La
expresion de COL1A2, MMP7 y MUC4 baja en la fase luteal temprana en ambas
especies, mientras que la de CCL28 y PGHDH sube. MMP7 se sobreexpresa ademas
tanto en el oviducto como en el endometrio humanos durante la fase luteal y puede estar
relacionada con la remodelacion de la matriz extracelular oviductal (Hess et al., 2013),

aunque su presencia en el FO de coneja como muestra Yu y colaboradores (2019) o
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nuestros propios datos de WB sugiere que también es necesario retirarla del fluido
oviductal para no dafar de alguna forma a los embriones. El resultado de MUC4 esta, sin
embargo, en contradiccion directa con el articulo de Idris y Carraway (1999) que observan
una regulacion hormonal de la secrecion de MUC4 en el endometrio de rata, pero no en el
oviducto, en el que su expresion es constitutiva. COL1A2 es una proteina tipica de la
matriz extracelular, pero ha sido detectada en el FO de coneja por nuestro grupo y por el
de Yu y colaboradores (2019), su papel potencial en el FO se desconoce. En cuanto a
CCL28, un incremento en esta quimiocina se traduciria en un reclutamiento de células

plasmaticas productoras de IgA (Cha et al., 2011) en el epitelio oviductal.

CONEJA

CERDA

Figura 37. Diagrama de Venn con los genes diferencialmente expresados en la cerda

(Acuna et al., 2017) y en la coneja entre las fases post-ovulatoria y luteal temprana.
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5.3.1.3.- Presencia vs ausencia de embriones

Los diferentes estudios de transcriptdmica que han comparado la expresién génica en
oviductos con embriones respecto a oviductos sin embriones del mismo dia tras la
ovulacion no muestran un consenso entre especies en cuanto a los genes
diferencialmente expresados. Con ningun gen en comun a las tres especies estudiadas en
articulos anteriores (Maillo et al., 2015; Smits et al., 2016; Martyniak et al., 2018) entre
mas de 250 genes expresados diferencialmente en cada especie (Gonzalez-Brusi et al.,
2020). Sin embargo, la anotacion bioldégica es mas similar entre los grupos, estando muy
relacionada con la respuesta inmune al embridén, observandose una regulacion de los
genes involucrados en la vaca (Maillo et al., 2015), la yegua (Smits et al., 2016) y la cerda
(Martyniak et al., 2018) en oviductos con embriones vs oviductos sin embriones, y en
nuestros experimentos de coneja entre la fase pre-ovulatoria y los oviductos en fase post-

ovulatoria (con zigotos).
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Cerda

Figura 38. Diagrama de Venn de los genes diferencialmente expresados en el oviducto de

la vaca, la yegua y la cerda en presencia de embriones.

5.3.2.- SIMILITUDES ENTRE ESTUDIOS DE PROTEOMICA

Como se comento en el apartado de resultados, la comparativa entre el FO de la mujer,

yegua, vaca, oveja, cerda y coneja presenta cientos de proteinas similares.

Menos informacion existe comparando la influencia de un embrién sobre la composicidon
proteica del FO. Los estudios de proteémica comparativa entre oviductos con embriones
vs oviductos sin embriones llevados a cabo en la especies equina (Smits et al., 2017) y

bovina (Rodriguez-Alonso et al., 2020) muestran ciertas similitudes. La principal es el
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aumento en ciertas proteinas procedentes del plasma sanguineo. En el caso del FO
bovino, 7 de las 12 proteinas cuya concentracion aumento tienen un claro origen en el
plasma sanguineo (ALB, TF, IGL, QDPR, UGP2, SERPINA1 y PLG), mientras que en el
FO equino son 12 de las 19 (ALB, TF, IGL, IGHC1, CP, GC, SERPINC1, AHSG, CES1,
AMBP and APOAZ2). Ademas, se observo un incremento en 2 proteinas cuya presencia en
las muestras se debe a la presencia de células del sistema inmune: PNP en el oviducto

bovino, proveniente de linfocitos y VNN1 de macréfagos en el oviducto equino.

En equino sdlo una proteina cuya expresion aumenta en presencia de embriones de las
12 tiene un claro origen en la secrecion de las células del epitelio oviductal (LGALS3BP),
mientras que en bovino no hay ninguna proteina con un claro origen en la secrecién
oviductal.

5.3.2.1.- Permeabilidad del oviducto a las proteinas plasmaticas

Los resultados de los experimentos en la yegua (Smits et al., 2017) y en vaca (Rodriguez-
Alonso et al., 2020) muestran que una proporcion importante de las proteinas que
cambian en el FO en presencia de los embriones tiene su origen en el plasma sanguineo
(ALB, TF, IGL...) y no es un producto de secrecion oviductal. Estos datos, sugieren un
cambio en la permeabilidad del oviducto a las proteinas plasmaticas en presencia del
embridn y puede estar relacionado con los cambios en la expresion génica del oviducto de
la coneja entre la fase pre-ovulatoria y las primeras etapas del desarrollo embrionario en
el oviducto. En concreto, con aquellos genes involucrados en procesos biolégicos como la
adhesion célula-célula o con la matriz extracelular, cuya expresion se reduce entre la fase
pre-ovulatoria y la post-ovulatoria en presencia de zigotos en la coneja, y sigue

disminuyendo entre ésta ultima y la de mérula. Se ha descrito una mayor permeabilidad
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vascular al reprimir la expresién de ITGB3 (Sarelius y Glading, 2015) que podria explicar
una sobrerrepresentacion de proteinas con un peso molecular inferior a 70 kDa en
presencia de embriones incluyendo la albumina (Ono et al., 2017). No obstante el paso de
moléculas mayores de este tamafo (por ejemplo, inmunoglobulinas) soélo podria
explicarse si hay una fuga motivada por un proceso inflamatorio (Ono et al., 2017), y el
mayor proceso inflamatorio se deberia a la ruptura folicular, no a la presencia de
embriones en el oviducto. Sin embargo, en nuestro caso no esta claro en nuestro caso
qué cambios transcriptdmicos se deben al ciclo estral y cuales a la presencia de

embriones.

54.- IMPACTO DEL EMBRION SOBRE LA TRANSCRIPTOMICA

OVIDUCTAL: ;CUAL ES SU DIMENSION REAL?

En la ultima década se han hecho muchos estudios de transcriptomica del oviducto
comparando tipicamente dos condiciones especificas: presencia vs ausencia de gametos
0 presencia vs ausencia de embriones. Lo unico que queda claro tras comparar los
estudios llevados a cabo en diferentes especies de mamifero es que se modula la
expresion de genes relacionados con la respuesta inmune (Maillo et al., 2015; Smits et al.,
2016; Martyniak et al., 2018). No obstante, hay evidencias experimentales de que toda la
variacion transcriptomica en presencia vs en ausencia de embriones no es una condicion
necesaria para el desarrollo embrionario pre-implantacional. La transferencia en
condiciones no fisiolégicas de blastocistos a oviductos de ratonas receptoras 12 horas
tras la copula con machos vasectomizados es viable, aunque el embridon se mantiene en
un estado de diapausa hasta que puede implantar dos dias después en el utero (Bermejo-

Alvarez et al., 2014). Esto indica que el oviducto y el Gtero siguen con el ciclo estral
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independientemente de que se encuentren con un zigoto o un blastocisto y que las
hormonas tienen un peso mucho mayor sobre la expresién de proteinas que los gametos

(jni siquiera han estado presentes espermatozoides!) o los mismos embriones.

Sin embargo, es posible el desarrollo pre-implantacional de embriones en oviductos de
especies diferentes, como demuestra Rizos y colaboradores (2010) mediante
transferencias heterélogas exitosas con embriones bovinos transferidos a oviductos de
coneja, ratona y oveja. Sorprendentemente, ademas, es posible transferir muchos mas
embriones de lo que sucede fisioldgicamente, como un articulo del grupo de Patrick
Lonergan en el que transfieren mas de 100 zigotos bovinos a un oviducto ovino (Rizos et
al., 2002). Evidentemente en dichas condiciones, el efecto de los embriones sobre la
transcriptomica oviductal sera mayor, como también observan Maillo y colaboradores
(2015) que detectaron cambios evidentes en la transcriptdmica del oviducto bovino en
presencia de 50 embriones pero no en presencia de un unico embrion.

Los hechos de que las transferencias heterdlogas sean viables, y que las transferencias
de multiples embriones por encima de niveles fisioldgicos es viable no son compatibles
con que la respuesta transcripcional a los embriones de los oviductos sea especie-
especifica como muestra la variabilidad tremenda entre los resultados obtenidos por los
diferentes investigadores (Maillo et al., 2015; Smits et al., 2017; Martyniak et al., 2018). La
‘respuesta” al embrion deberia ser lo mas parecida posible para mantener la viabilidad

embrionaria pero no lo es y esto no afecta a la viabilidad de los embriones.

Por otra parte, la respuesta hormonal del oviducto es mucho mas parecida entre especies,
como evidencia la comparativa de otros trabajos en esta linea incluyendo el presente

trabajo (Bauersachs et al., 2004; Hess et al., 2013). Experimentos como el de Ballester y
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colaboradores (2014), muestran que la fase del fluido oviductal si tiene relevancia en el
rendimiento de la FIV porcina, aumentando la eficiencia de un 11.03% usando FO post-
ovulatorio a 29.58% con FO pre-ovulatorio, lo que sugiere que in vivo debe ser similar.
Aun asi, el estadio hormonal “correcto” del oviducto para el desarrollo pre-implantacional
no es esencial, como muestran los experimentos de Beyer y Zeilmaker (1973), que
transfirieron zigotos a oviductos de ratonas y ratas en diferentes fases del ciclo estral, y de
Papaioannou y Ebert (1986) que transfirieron zigotos a oviductos de ratonas prepuberes y
se desarrollaron hasta morulas y blastocistos respectivamente, aunque el numero de
células de los blastocistos obtenidos fue menor que usando ratonas sexualmente

maduras pseudoprefadas.

Aunque el ambiente sea adecuado para el desarrollo embrionario en todo momento, es
necesario controlar el transito de los embriones: 1) la velocidad de transporte de
particulas en el oviducto varia a lo largo del ciclo estral (Kdlle et al., 2009) y 2) la presidn
en la union utero-tubarica varia a lo largo del ciclo estral (Ortega-Moreno y Caballero-
Gbémez, 1994), lo que regularia la salida del embridén al utero. Por supuesto, que el
endometrio se encuentre dentro de la ventana implantacional cuando el embrién pase al
utero también es esencial, como muestran los experimentos en numerosas especies de
mamiferos (Kao et al., 2002; Nakamura et al., 2006; Tabidzadeh 2007). Tanto la velocidad
de transporte de particulas como la presion ejercida en la unidén utero-tubarica estan
controladas por hormonas: E2 y las prostaglandinas E y F aumentan la contraccion del
musculo liso del oviducto (Lindblom et al., 1978; Weber et al., 1991), mientras que P4 lo
relaja (Linblom y Hamberger, 1980). De esta forma, aunque las necesidades nutricionales
del embridn estén cubiertas en un oviducto de una hembra no sincronizada, su transporte

no sera adecuado. Ademas, el reciente KO de ADGRD1 en ratdn proporciona una

160



evidencia sélida de la importancia del transporte oviductal: los embriones se quedan
atrapados en la uniébn ampular-istmica de las ratonas Adgrd1 -/-, y son incapaces de
desarrollarse mas alla de la etapa de blastocisto (Bianchi et al., 2021). No obstante, no
hay diferencias en la expresién de ADGRD1 en el epitelio oviductal de ratén durante el

ciclo estral (Bianchi et al., 2021).

Por tanto, parece preferible aplicar un enfoque global a la transcriptémica del oviducto que
tenga en cuenta el efecto hormonal y la presencia de gametos y embriones, registrando la
evolucion temporal del oviducto durante la cépula, fecundacion y desarrollo embrionario

pre-implantacional.
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CONCLUSIONES

|- Con respecto a la primera parte de la tesis titulada “SELECCION DE
ESPERMATOZOIDES PORCINOS EN BASE A INTERACCION CON AZUCARES
PRESENTES EN EL EPITELIO OVIDUCTAL” se extraen las siguientes conclusiones

aplicables a la especie porcina:

1- Existen varias subpoblaciones espermaticas con distintas afinidades por azucares que

poseen diferente afinidad por la zona pelucida.

2- Es posible separar las subpoblaciones espermaticas en base a su afinidad por
glicoconjugados mediante sorting, pero su afinidad por la zona pelucida se ve

parcialmente comprometida.

3- Es necesario implementar un método de separacion diferente al sorting que no mengue

la afinidad de los espermatozoides por la zona pelucida.

Il.- Con respecto a la segunda parte de la tesis titulada “MODIFICACIONES EN EL
OVIDUCTO DE CONEJA DURANTE LA OVULACION Y EL DESARROLLO

EMBRIONARIO PRE-IMPLANTACIONAL” se plantean las siguientes conclusiones:

4- El transcriptoma del oviducto de coneja presenta diferencias espaciales y temporales

durante la ovulacién y desarrollo embrionario pre-implantacional.
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5- Varios productos de secrecion presentes en el fluido oviductal varian desde la copula
hasta el final del desarrollo embrionario pre-implantacional, entre ellos MMP7, NPY y

SPP1.

6- La respuesta a la ovulacion y la copula presenta ciertos mecanismos moleculares
conservados entre diferentes especies de mamiferos, favoreciendo la expresion de:

SERPINE1, SPP1y PTGS2.

7- La respuesta del oviducto de los mamiferos a la presencia de embriones involucra una
modulacioén local del sistema inmune. Aun asi, no se ha esclarecido un mecanismo de

respuesta universal debido a la fuerte discrepancia de resultados entre especies.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Capacitacion espermatica: cambios fisiolégicos que confieren al espermatozoide la
habilidad para fecundar un ovocito. La primera descripcion del fenobmeno fue hecha de

forma independiente por Austin y Chang en 1951.

C+: umbral de ciclo, corresponde al primer ciclo de RT-gPCR en el que se observa un
incremento significativo en la fluorescencia de SYBRGreen del pocillo. Valores de C+

menores indican por tanto una mayor cantidad del amplicdn en la muestra analizada.

Espermatozoide: gameto masculino, se trata de una célula haploide mévil que al unirse a
un ovocito es capaz de formar un zigoto dando lugar a un ser vivo con una nueva dotacion

cromosomica.

Exosoma: vesicula extracelular generada por el endosoma de las células eucariotas que
se libera al medio cuando un cuerpo multivesicular se fusiona con la membrana
plasmatica. Tienen un tamafio tipico de 30-90 nm y en su interior se encuentran proteinas,

MRNAs y miRNAs.

Hardening: endurecimiento de la zona pelucida en ciertas condiciones biologicas

responsable del bloqueo de la polispermia a nivel de zona.

Hiperactivacion: patron de movilidad del espermatozoide caracterizado por un movimiento

asimétrico de gran amplitud del flagelo, tipico de los espermatozoides recuperados del
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oviducto que se puede observar en cierto porcentaje de la poblacion espermatica durante

la capacitacion in vitro.

Knockout (KO): en biologia molecular y genética, se refiere a un individuo que carece de

una proteina propia de otro individuo tipico de la misma especie.

Microarray (micromatriz): conjunto de sondas de ADN monocatenario organizadas de

forma ordenada en un soporte sdlido.

Ovocito: gameto femenino, célula haploide de gran tamafio rodeada por la zona pelucida y
el cumulo ovigero que al ser fecundado por un espermatozoide da lugar a un zigoto.
Cada ovocito se desarrolla en un foliculo ovarico y tras su ovulacion pasa al oviducto,

donde completa su maduracion minutos después de la fecundacion.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): técnica de biologia molecular que permite la
obtencién de un gran numero de copias de un fragmento de ADN (amplicén). Requiere
una secuencia de ADN, cebadores de ADN complementarios a los extremos del amplicon
y una ADN polimerasa. Fue desarrollada por Kary Mullis en 1983, obteniendo el premio

Nobel en Quimica de 1993.

Polispermia: penetracion por parte de mas de un espermatozoide del mismo 6vulo

durante la fecundacién, normalmente generando un zigoto inviable en mamiferos.

Reaccion acrosomica (RA): evento celular que incluye la exocitosis del contenido del

acrosoma, necesario como paso previo a la fecundacion.
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Reservorio espermatico: acumulacion de espermatozoides en el bajo istmo o la unidn
utero-tubarica (depende de la especie) que se mantienen unidos al epitelio oviductal para
mantener su viabilidad hasta la ovulacion, momento en el que se van liberando

gradualmente.

Zona pelucida (ZP): estructura extracelular especializada que recubre a los ovocitos y
embriones preimplantacionales de mamifero. Consta de 3 o 4 glicoproteinas con un
dominio ZP en los mamiferos euterios y de 4 o 6 glicoproteinas en los mamiferos

marsupiales.
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ABREVIATURAS, LECTINAS Y GENES

ConA concanavalina A. Lectina que reconoce a-D-manosa y a-D-glucosa en
posicion terminal

DBA Dolichos biflorus aglutinnin. Lectina que reconoce N-acetilgalactosamina en
posiciéon terminal unida a galactosa por enlace 31,4.

FETUB fetuina B

FIV fecundacion in vitro

FO fluido oviductal

HP haptoglobina

HSPAS miembro de la familia de proteinas de choque térmico A (70kDa) 5
HSPAS miembro de la familia de proteinas de choque térmico A (70kDa) 8
A inseminacion artificial

LTF lactoferrina

MANF factor derivado de astrocitos mesenquimales

MMP7 metalopeptidasa 7

NPY neuropéptido Y

OVGP1 oviductina

PLAT activador tisular del plasminégeno

SNA Sambucus nigra aglutinnin |. Lectina que reconoce acido sialico en posicion
terminal unido preferentemente por enlace 02,6 a galactosa

SPP1 osteopontina

WGA wheat germ aglutinnin (aglutinina de germen de trigo). Lectina que reconoce
acido sialico o N-acetil-glucosamina en posicién terminal

ZP zona pelucida
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