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Resumen

La proporcion de sexos esta distribuida de formalibgada en la mayor parte
de las especies, y generalmente esta determinadal| pgexo heterogamético. En
mamiferos, los ovocitos producidos por las hembrastienen siempre la misma carga
cromosomica sexual (cromosoma “X”), y son los machoon una dotacion
cromosomica distinta en sus gametos (cromosomas“X”) los que determinan el
sexo. Durante la espermatogénesis se producedgntitltad de gametos portadores del
cromosoma “X” e “Y”, por lo que la probabilidad dtener una cria macho o una cria
hembra por cada evento de fecundacion en espeadrstocas o politocas seria del
50%. Sin embargo, los datos obtenidos por los tregisen muchas especies nos
muestran que no siempre la proporcion de los sexesgjuilibrada al 50%.

Aunque se ha demostrado que de forma general ttakaspoblaciones
espermaticas en mamiferos analizadas, aportansehonnimero de espermatozoides
con los cromosomas “X” e “Y” (Johnson et al. 19883to no significa que estos dos
tipos de espermatozoides tengan la misma probadbilieé fecundar, ya que si existieran
diferencias en su maduracion, motilidad/viabilidaaapacitacién/reaccién acrosémica,
podrian tener distinta probabilidad de fecundar. éfemplo el cromosoma “X” tiene
mas ADN que el cromosoma “Y” por lo que es de espgue existan diferencias de
masa y peso entre espermatozoides portadores atabsoma “X” o “Y”. Hay que
tener en cuenta que el proceso de fecundacién dargm y tortuoso camino donde
existen numerosos factores de seleccion esperndieapudiera afectar de distinta
forma a cada poblacion espermatica; tales comélalgh tracto reproductor femenino,
los fluidos uterinos y oviductales, la respuestaunolégica del tracto reproductivo, la
respuesta hormonal, etc. Por ejemplo se ha publigaé la proporcion de machos y
hembras en el momento de la fecundacién en hunparemne ser cercana a 170 machos
por 100 hembras (Pergament et al. 2002). Sin erobexgste controversia en este
punto, ya que otros autores han reportado en esfaecies un equilibrio entre estas dos
poblaciones espermaticas al llegar al lugar deni@&cion (Guttenbach et al. 1997,
Barczyk 2001).

Existen otros mecanismos ligados a la hembra, ajabién podrian influir en la
proporcion de sexo y que podrian afectan tantovatito, como al cigoto y/o al
embrion. Por ejemplo, se ha reportado que el goeonadurez ovocitaria para ser
fecundado afecta la proporcion de sexos; se ha tastbién que en muchos casos, la
pérdida embrionaria por disponibilidad de nutrisnt espacio fisico de implantacion,
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Resumen

problemas de impronta genética, desordenes epigesétcambios hormonales y
medioambientales de la madre gestante, podriartaafele distinta forma a los

embriones en funcion de su género. En suma, debigiee los embriones de distinto
sexo tiene claras diferencias genéticas y epiga®eiiBermejo-Alvarez et al. 2008)
podrian responder de distinta forma a las condés@xternas durante el periodo peri-
implantacional, por lo que el estatus materno pouhfiuir en la supervivencia de los

embriones y fetos, produciendo alteraciones emdpgocion de sexos. Por ello muchas
de las teorias evolucionistas de la seleccion e parten del estudio de la condicion
materna, sus mecanismos intrinsecos y los facex&snos que la condicionan para

asegurar el futuro éxito reproductivo.

En la literatura se han descrito muchos factores gpdrian tener influencia
directa o indirecta en el desequilibrio de la progin de sexos. A pesar de ello, hasta la
fecha se desconocen con precision los mecanismosopaocuales se produce este
fendmeno. La presente tesis propone analizar thstiiactores y posibles mecanismos
gue pueden estar relacionados con la proporci@exias. En el capitulo | analizamos la
capacidad fecundante de espermatozoides portadetesomosoma “X” o “Y”. En
nuestro estudio, utilizamos un modelo raton tranigge que posee una secuencia
marcadora integrada en el cromosoma “X”, y hemaaizado en primer lugar la
posible distorsion primaria y secundaria del sexdoidh a la presencia del transgén. Asi
como la calidad embrionaria medida en numero deulagl del blastocisto.
Posteriormente hemos determinado si existe uneidal@ntre el método de seleccion
espermatica y/o la maduracion espermatica y la ocid@a@ fecundante de
espermatozoides portadores del cromosoma “X” e “B& observd que esta
modificacion genética, no alteraba las proporcigrénaria ni secundaria de sexos, ni
el numero celular de embriones pre-implantacionaletebido a ello, consideramos el
factor transgénico como no determinante en la poo@o® de los sexos. En
consecuencia, utilizamos los transgénicos en & s experimentos de los capitulos
I, 'y IV. Sin embargo, se observé que el origém los espermatozoides usados en
condicionesn vitro (epididimo o conducto deferente) afecta la proporde sexos, y
gue cuando se inhibe el movimiento uterino mediahtetodrine hydrochloride se
advierte en ciertas circunstancias una alterac®riad proporciones observadas en

condiciones naturales, indicando que el origen restico y la motilidad del tracto
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genital femenino pueden ser importantes para pmodias alteraciones de las
proporciones de sexo observadas.

En el capitulo Il se analizaron algunos factores gfectan la proporcién del
sexo que estan modulados por la madre, como s@stréls nutricional producido por
ayuno o por estar en condiciones de hipergluceramdd a sufrir una diabetes (en
nuestro caso inducida quimicamente). Analizamosfetto de la dieta durante los
periodos de pre-implantacion y post-implantacibamando en consideracion la
lateralidad (origen ovarico o uterino). Se encaomaliferencias de proporcion del sexo
cuando se registraron los datos del lado de procee(derecho o izquierdo),
principalmente en estadios cercanos al momenta decundacién, y en ratonas de
menor constitucion fisica. Estas diferencias seetarionan con la perdida embrionaria

y dejan de ser significativas cuando se observab&@s proporciones de manera global.

En el capitulo Ill, debido a los resultados relaeios con lateralidad mostrados
en el capitulo Il, se realizaron ovariectomiasatarales, tanto derecha como izquierda,
y se estudiaron las relaciones que existen ent@vadaiectomia y la compensacion
hormonal ovarica, la proporcion del sexo y la posiadoptada en el Utero por cada
uno de los sexos. No se encontraron diferenciatagrproporciones de machos y
hembras entre las hemi-ovariectomias derecha éerggu Sin embargo los resultados
muestran una preferencia de las hembras a implantaecciones uterinas cercanas al
cérvix, siendo estas hembras de un peso inferioestb de hembras implantadas en

otras secciones del Utero.

Por ultimo, en el capitulo IV, se analiz6 si exsina relacion entre la velocidad
de desarrollo pre-implantacional (segunda divismdmotica embrionaria y posterior
desarrollo a blastocisto) y la calidad y el sexdadeembriones producidas vivo. Se
sabe que el cultivin vitro afecta a la velocidad de desarrollo de los embspgiendo
generalmente los embriones machos los que se olémamas rapido que las hembras.
Nuestros resultados no indican una diferencia derorcion del sexo en los
embriones recuperados en el paso de 2 a 3 céhildaampoco en la velocidad de
desarrollo a blastocisto. Solamente se observanayar proporcion de hembras en los
embriones que mas lentamente se dividian a 3 sgjyt@steriormente tardaban mas en
llegar al estadio de blastocisto. También se oldsemva relacion entre la calidad
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embrionaria definida por la expresiéon de marcaddeepluripotencia y la velocidad de

division pre-implantacional.
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Summary

Sex ratio is equally distributed in most species] & is generally determined by
the heterogametic sex. In mammals, oocytes prodogdéemales always keep the same
chromosomal sex (chromosome “X”); however, the s\alath a different chromosome
in their gametes (chromosomes “X” and “Y”)determinthe sex. During
spermatogenesis, equal number of gametes carfggnghlromosome “X” and “Y” is
produced. According to Mendelian’s genetic, thenceaof breeding a male or a female
pup per fertilization event in polytocous and maootus species would be 50%.
However, the data obtained in many species show rtba always the sex ratio is
balanced at 50%.

Although it has been shown that, in general, alirsppopulations in mammals
analyzed provide the same number of sperm with ‘@id “Y” chromosomes
(Johnsonet al. 1989), this does not mean that ttvesdypes of sperm have the same
probability of fertilizing, because if there werdferences in their maturation, motility /
viability, or training / acrosome reaction, they ynhave different probability of
fertilizing. For example the “X” chromosome has moDNA than the *Y”
chromosome, so it is expected that there are diffs¥s in mass and weight between
sperm carrying chromosome “X” or “Y”. Taking intomsideration that the fertilization
process is a long and winding road where numerpeasts selection factors may affect
differently each sperm population; such as pH & fémale reproductive tract, uterine
and oviductal fluids, the immune response in theraductive tract, the hormonal
response, etc. For example, it has been reportadtiie proportion of males and
females at the time of fertilization in humans tenclose to 170 males per 100 females
(Pergament et al. 2002). However, a controversthimpoint exists, since other authors
reported in other species a balance between thesspgerm populations that reach the
site of fertilization (Guttenbachet al. 1997, Baic2001).

There are other mechanisms associated with theléemadich could also
influence the sex ratio, and that would affect tloeyte and the zygote and / or the
embryo. For example, it has been reported thatdégree of oocyte maturity for
fertilization affects the sex ratio. It has alsoebedescribed that, in many cases,
embryonic loss due to nutrient availability, phydispace of implantation, genomic
imprinting problems, epigenetic disorders, hormaarad environmental changes of the
pregnant mother could differently affect the emisryaccording to their gender. To

summarize, because the embryos of different seaes blear genetic and epigenetic
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differences (Bermejo-Alvarez et al. 2008), they nragpond differently to external
conditions during the peri-implantation period,teat maternal status could influence
the survival of embryos and fetuses, causing aiters in the sex ratio. This is the
reason why many of the evolutionary theories of sgection are based on the study of
maternal condition, its intrinsic mechanisms andeeral factors to ensure future

reproductive success.

In the literature, many factors that could haveiraad or indirect influence on
the imbalance of the sex ratio have been descridedever, the precise mechanism by
which this phenomenon occurs is still unknown. Tthigsis aims to analyze various
factors and possible mechanisms that may be retatdte sex ratio. In chapter I, the
fertilization capability of sperm with chromosomeadbing “X” or “Y” was analyzed. In
our study, we used a transgenic mouse model teaepts a marker sequence integrated
in the “X” chromosome, and we first analyzed thegble primary and secondary sex
distortion due to the presence of the transgenejedisas embryo quality measured by
the number of cells of the blastocyst. We subsetyeletermined whether there is a
relationship between the method of sperm selectioth / or sperm maturation and
fertilizing capacity of sperm carrying the chromoso“X” and “Y”. It was noted that
this genetic modification did not alter the sexagrimary or secondary, or cell number
of pre-implantation embryos, and because of thescansidered the transgenic factor as
non-determinant in the sex ratio. Because of thesalso used the transgenic model in
experiments Il, lll and IV. However, it was notedat the origin of the sperm
(epididymis or vas deferens) affects the sex rati@ that when uterine movement is
inhibited by the ritodrine hydrochloride, it haselbeshown in some circumstances an
alteration of the proportions observed in natuditions, indicating that the sperm
origin and female genital tract motility are imort and may produce alterations in sex

ratios.

In Chapter IlI, some factors affecting the sex rdkiat are modulated by the
mother were analyzed, such as: nutritional stressdyced by fasting or by
hyperglycemia conditions due to diabetes (in ousec&hemically induced). We
analyzed the effect of diet during pre-implantatiand post-implantation periods,
considering laterality (ovarian or uterine origibifferences in sex ratio were found
when the data of the source side (right or leftjemecorded, mainly in stages near to

the time of fertilization, and in mice with minohysical condition. These differences

XV



Summary

were correlated with embryonic loss and were nghicantly different when these

ratios were observed globally.

In Chapter Ill, because of the results relatedaterblity shown in Chapter II,
unilateral ovariectomy, right or left, were perfa&rd) and the relationship between
ovariectomy and ovarian hormonal balance, sex ptmgpoand position in the uterus for
each of the sexes were studied. No differencekarptoportions of males and females
between the right and left hemi-ovariectomy wernentbh However, the results showed
that females had a tendency to implant in sectebose to uterine cervix, presenting a

lower weight than those females implanted elsewiretiee uterus.

Finally, in Chapter 1V, it was analyzed whetherrthe/as a relationship between
the rate of preimplantation development (secondotioitdivision and subsequent
embryo development to blastocyst) and the qualiy sex of embryos produced
vivo. It is known thatin vitro culture affects the rate of embryo developmentalig
male embryos developing faster than females. Gaultsedo not show a difference in
the sex ratio in embryos recovered in the 2 to IBcstage, nor on the rate of
development to blastocyst. It was only observedighdr proportion of females in
embryos that arrived to the 3-cell stage the slowaesl subsequently took longer to
reach the blastocyst stage. A relationship betwhenembryo quality defined by the
expression of markers of pluripotency and by theirpplantation speed division was

also observed.
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INTRODUCCION

El “sex ratid o proporcion de sexos es el término que se atjtiara denotar la
relacion de la cantidad de machos con respects admbras en una poblacion. La
probabilidad esperada en la seleccion del sex@les0860. Sin embargo, se observa un
desajuste en esta proporcion en muchos estudiizackzs con distintas poblaciones y
grupos de especies tanto monotocas como politouzstyando resultados variables con
respecto a la obtencion de un sexo u otro, depeaoide muchos factores como la
biologia reproductiva de cada especie y sus madiiimes medio-ambientales,
genéticas, epigenéticas y fisioldégicas. En la @spbamana, siempre ha sido un
importante tema de interés el definir el sexo delén nacido. A lo largo de la historia,
diversas culturas antiguas daban una importandevaiete al nacimiento de hijos
varones que darian sustento a la familia, y dahamportancia de la mujer para la
reproducciéon y manutencion de la descendenciaakiag altas y en algunas culturas, la

prioridad del primogénito varén incluso sentencialmuerte a la nifia recién nacida.

Desde tiempos antiguos, varios pensadores y fid§sofalizaron conjeturas
sobre la determinacion del sexo basadas sobreetwdwincidencias de lo observado,
mas que en estudios cientificos rigurosos. Por @gnse pensaba que los machos
provenian del testiculo derecho, y las hembras tesiculo izquierdo; o que la
determinacion del sexo estaba dada por la positiGhadoptada tras finalizar el coito,
o ideas acerca del orgasmo como indicador a lad®@redecir el sexo. Sin embargo,
en la actualidad, a pesar de conocer mucho masgtatedla fisiologia reproductiva y
que las técnicas moleculares estan muy avanzadat ta fecha los métodos para
dirigir el sexo del futuro individuo, no son sefasl y se utilizan técnicas bastante
intrusivas, como por ejemplo, la separacién de resg®zoides “X” o “Y” por
citometria de flujo, o el diagndstico pre-gestaalopre-gestational diagnosifGD),
que ayudan a revelar el sexo del embrién antes dessferencia. El diagnodstico pre-
gestacional permite conocer el sexo del embriomdg pocas horas de desarrollo, tan
solo utilizando unas pocas blastomeras obtenidaBame una biopsia del embrion y
mediante técnicas de hibridacitimsitu o de biologia molecular. Este procedimiento se
utiliza para evitar enfermedades relacionadas domsego como la hemofilia, o

problemas de aneuploidias cromosoémicas, y no @sadéica comun en las clinicas de
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reproducciéon humana fuera de este contexto, debidme en muchos paises esta
prohibido o bien debido a conflictos éticos y a pasibles dafios que pueda sufrir el

embrion.

En ganaderia, la produccion de un determinado sspecifico, permitiria la
explotacion mas eficiente, ya sea aprovechandoelamen corporal de un macho para
la industria carnica o del beneficio productivahle de las hembras. Se ha extrapolado
el beneficio que brindaria el poder determinar ¢iabilidad el sexo del ganado,
viéndose aumentada su produccion y ganancia (S2fs). Por ello, actualmente se
hace uso del semen sexado, principalmente en gdmaaao, pero su uso es aun muy

costoso y su eficacia en las inseminaciones irdranats es baja.

En consecuencia, la alteraciéon de la proporciorsel®s es un tema que ha
cautivado a muchos investigadores a través deptientebido al hecho de poder ejercer
una influencia sobre él y poder manejarlo con @#es comerciales, de conservacion y
para estudios evolutivos, por lo que abordar losamemos mediante los cuales se
permite obtener un sexo determinado interesa alorsedinico, ganadero y de

investigacion.

¢, Qué es la proporciéon sexual?

La proporcion del sexo se refiere a la cantidadndehos con respecto a las
hembras que se encuentran en una poblacion enpani@sy tiempo determinado. La
proporcion del sexo sera positiva cuando el nunderanachos es superior al de las

hembras, y sera negativa cuando en nimero de maseaasenor que el de hembras.

Tipos de proporcion del sexo

Proporcion primaria del sexo: Se determina cuando las proporciones entre las
cantidades de machos y hembras se observan emosspadt-concepcionales y pre-

implantacionales. Puede encontrarse diferenciaslaeth mayor éxito de fecundacion
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de una de las poblaciones de espermatozoides patadel cromosoma “X” o “Y”, o

debido a pérdida embrionaria durante el desarpseimplantacional.

Proporcion secundaria del sexo:Se determina en estadios que abarcan desde la
implantacion hasta etapas cercanas al nacimientan&lificacion estaria dada por

pérdidas fetales por reabsorcion o abortos.

Proporcion terciaria del sexo: Tienen lugar en la vida adulta, desde que los

organismos son reproductivamente activos, hagiabartad.

Proporcion cuaternaria del sexo:En la vida adulta post-reproductiva hasta la neuert

Teorias acerca de la divergencia de la proporciénell sexo

Sabemos segun las teorias evolutivas de Charlesirbgue aquellos seres que
sobreviven y se adaptan mejor a las condiciondav®sbles y adversas, son aquellos
que consiguen a su vez un mejor éxito reproductiebido a que segregaran y
afianzaran mejor sus genes en la descendenciau Bhra The Descent of Man, and
Selection in Relation to Sex, en 18Marwin noté que los padres realizaban un mismo
esfuerzo en la generacion de hijos e hijas, pgul consideraba que la proporcién del
sexo tendria que estar ajustada por la seleccibmah&Darwin 1871). En los estudios
sobre la distorsion del sexo, muchas teorias ewmulistas sugieren que los padres
demandan una inversién energética para mejoraoidicdon de su descendencia y
posteriormente tener un mayor éxito reproductitcases del tiempo (Darwin 1871 ,
Fisher 1930 ). Fisher postulaba que los padresergem en una proporcion del sexo

evolutivamente estable donde la inversion en maghwembras es igual (Fisher 1930).

Hamilton en 1967 hizo un postulado sobre el éxgjraductivo y planted la
hip6tesis sobre la existencia de una competentia B machos por el apareamiento.
Observo que existia una variacion en la propordiénsexo en las avispas, donde se
generaban mayor cantidad de hijas. Ademas los m&atios se producen muy cercanos
al lugar donde se dan los cruzamientos, lo quélesta una competicion local por el
apareamiento por parte de los machos hermanosaderaque los padres invertirian
mayor cantidad de recursos en producir mas henfHaasilton 1967). Posteriormente,

Clark generalizé esta hipdtesis por una competgmmieel recurso (RC), por lo que la
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competencia estaria dada por el sexo que se gqaexfata zona donde se encuentra el
recurso (filopatria). En este caso, las camadashipean a tener mas hembras cuando el
recurso es abundante en la zona; y cuando hayesscls recurso la balanza se
inclinaria a favor de los machos (Clark 1978). Beismo fendmeno se observé en
ciertos primates bush babies analogamente a la competicion local por el
apareamiento. Clark sugiri6 que las hembras entrahacompetencia por el recurso y
que los padres invertirian por ello mas en sus ldjoantes (Frank 1990).

Una importante diferencia entre la competenciallpoa el apareamiento y la
competencia local por el recurso, se da en qua enrhera la competencia se da entre
hermanos que luego se cruzan con sus hermanasgeéoendogamia; en cambio en la
competicion local por el recurso compiten entrenasnanas o incluso entre madres e
hijas, pero los machos pueden tener otra procegl@acilo que se trata en este caso de

cruces no consanguineos (Clutton-Brock e lason)1986

Trivers y Willard postularon que las madres de lueondicion corporal
podrian invertir su estatus fisiologico en un seeterminado que pueda asegurar el
éxito reproductivo posterior, por ejemplo en espegoliginias, podrian inclinar la
proporcion de sexos hacia mas nacimientos de maahgeriodos de abundancia de
recursos; y en periodos donde la condicion matesgobre se generarian mayor
cantidad de hembras debido a que su inversiondaptiva es menor. En la naturaleza,
se ha visto que dependiendo de esta caracterissittes padres podrian dirigir y desviar
el sexo de su camada de acuerdo al coste y benefieiles generaria producir un sexo
determinado. En los ciervos, ungulados monoto@spservéd que el estatus corporal,
comportamiento y grado de dominancia, guardabaiéglacon la segregacion del sexo
de su descendencia, por lo que los hijos provessede cruces en buena condicion
pueden unirse a una élite de machos dominantesa cgie vez fijardn sus genes de
manera mas eficiente a futuras generaciones (Friv&illard 1973). Sin embargo, las
hembras con pobre condicidbn corporal desviaran ezlo sde su progenie a ser
mayoritariamente hembra y asi tener mayor proloiullide éxito reproductivo futuro,
por razones de coste-beneficio, ya que produchijgnmacho, demandaria una mayor
inversion por parte de la madre, con el agrega@oegte macho tendria una condicién
inferior a otros machos, disminuyendo su posibiidie cruzamiento y de afianzar

“buenos” genes a sus descendientes, por lo que sstperderian (Trivers y Willard
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1973, Clutton-Brock e lason 1986, Crawford 1987m€eon 2004, Rosenfeld y Roberts
2004, Sheldon 2004).

Asimismo, en el ciervo existe una gran diferendacexual (siendo los machos
mas grandes y agresivos) y distintos grados de rdomia en ambos sexos. El éxito
reproductivo puede ser mayor en aquellos que pi@senayor jerarquia (Trivers y
Willard 1973, Clutton-Brock e lason 1986, Kojola889 Wauters 1995, Cassinello
1996, Meikle 1996, Kruuk et al. 1999, Sheldon 200Ejh esta especie con esta
diferencia sexual tan marcada es donde se ha alogemejor la correlacion de la
distorsion de sexos (Clutton-Brock e lason 1988tFAlbon et al. 1997, Kruuk et al.
1999) y posteriormente también se ha observaddras especies como la oveja (Kent
1992 , Cassinello 1996), el reno (Kojola 1989)¢caido (Meikle 1996), otras especies
de bévidos (Roche et al. 2006), roedores (Blumizrgl.) y en la especie humana
(Gibson y Mace 2003), etc.

Esta teoria toma como hipétesis que la condicidiema ejerce un cambio en el
estado pre-concepcional, pre-implantacional y gestal que varia la proporcion de
sexos hacia machos o hembras. Se han postuladoostatdtores que pudieran tener
alguna influencia sobre el sistema reproductivoemmat como la concentracion de
glucosa, los niveles hormonales, el rango de damiaala edad parenteral, el tamafio
de camada, el orden de paridad, la placentaci@ndifiintos tipos de dietas, el tiempo
de ovulacion, tiempo de fecundacion, concentragi@n testosterona en el fluido
folicular, el estrés, la estacionalidad, la laieleed de origen, etc. (Figura 1). Esta
hipotesis ha sido muy sugerente y atractiva a maghastigadores evolucionistas y ha
sido utilizada para tratar de encontrar una respuaseste fendmeno en todas las
especies de mamifero y no mamifero, siendo el stiostie estudios de meta-analisis en
los cuales se encuentran variedad de resultadasiasule los cuales concuerdan con
estos postulados (Cameron 2004, Sheldon 2004).
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Factores que influyen en la distorsion de la propaion del sexo: concordancias y

conflictos acerca de la aceptacion de la hipotesis Trivers y Willard (TWH)

Condicién corporal de la madre

La condicion corporal es uno de los argumentoslguapotesis de Trivers y
Willard remarca como generadora de alteracionda enoporcion del sexo, ya que de
acuerdo a esta condicion, la inversion (energétida recursos) de la madre hacia su
descendencia sera mayor o menor. Por ejemplojtelréproductivo de las crias macho
esta fuertemente influenciado por la inversion gética de la madre antes del destete,
las madres de buena condicidn corporal inviertes méursos en sus crias machos que
en las hembras, como se ha mostrado en el ciejz@erwvus elaphugClutton-Brock e
lason 1986); y en el ren®angifer tarandus taranduéSkogland 1986). En yeguas
salvajes, se encontré una alta proporcion de machoglacionada con una buena
condicion corporal, posteriormente cuando las nsagerdian esa 6ptima condicion
corporal, el porcentaje del sexo se reducia (Camgtonklater 2007).

Los meta-analisis realizados en diferentes esp@eies analizar cuales son los
factores que afectan la proporcion del sexo, mamesina correlacion positiva de la
distorsion del sexo en favor de la teoria de TsweMWillard cuando se asociaban al
estatus corporal materno. Se ha observado que @isndjusto el término condicion
materna por el de condiciébn materna corporal, glltado de las investigaciones que
apoyan la hipoétesis se incrementd hasta el 74% ¢@an2004, Roche, Lee et al. 2006).
Ademas, los resultados de correlacion positivalagoporcion del sexo se produjeron
en etapas pre-concepcionales y con grados de docmn@n su comportamiento
(Sheldon 2004). Otros estudios mostraron una @mi@ negativa (29%) o ningun
efecto (43%) a la teoria de Trivers y Willard asdoi a esta condiciéon (Clutton-Brock e
lason 1986, Cameron 2004, Sheldon 2004). Sdélo serad una mejor correlacion del
desajuste de la proporcion de sexos cuando se earoarlos estudios antes del

nacimiento y después de la concepcion (Cameronkidter 2007).

Sin embargo, otros estudios intentan justificae éshémeno sefialando que en
ungulados la influencia sobre la proporcion de sexo estaria dada por la condicion

corporal materna sino que es dependiente de ladaehpoblacional y muchos otros
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factores medioambientales como el invierno, queipalimentar los niveles de estrés
en la madre gestante donde se producirian pérdidasionarias por baja fecundidad
(Kruuk et al. 1999). Asimismo, en elefantes mariseobservé que a pesar que existe
un dimorfismo sexual corporal entre el macho ydemhra de aproximadamente 7-8% al
nacer y al momento del destete, la proporcion adesséue similar, no presentando
tampoco ningun efecto sobre la capacidad reprodupthsterior de la madre ya sea en
el sexo del siguiente parto o su tasa de prefidadDea ello se sefala que el sexo de las
crias no esta determinado por la edad de la madaenpoco por su condicion corporal
(Le Beeuf 1989), sugiriendo que la teoria de TriveWillard no seria una teoria que
explicara todos los fenbmenos observados, ya qukasevisto muchos resultados
contradictorios en la literatura donde se observeonflictos al contrastar
experimentalmente los postulados sobre la seg@yatel sexo, y estos resultados
inconsistentes han sido dificiles de interpretdntfGn-Brock e lason 1986, Frank 1990,
Hewison 1999, Brown 2000, West et al. 2002, Wadal.e2003, West et al. 2005). Se
ha propuesto que estas diferencias de resultatir$aesdadas debido a tener una baja
muestra poblacional, por lo que muchos resultados de naturaleza estocastica

(Clutton-Brock e lason 1986, Hiraiwa-Hasegawa 1993)

Nutricion materna y glucosa

Muchos autores hacen referencia a la nutricion mateomo papel clave en el
desajuste del tamafio de camada y la viabilidaemékion (Meikle y Drickamer 1986,
Meikle y Thornton 1995, Rosenfeld, Grimm et al. 20QRoche, Lee et al. 2006,
Cameron y Linklater 2007). Los defensores de ladtegis de la nutricibn materna
postulan que parece tener mayor efecto cuandoeldsdos de restriccion de alimento
son cercanos al momento de la concepcion, debidaeaen estudios donde se ha
analizado el efecto post-concepcional, no se haecealo cambios significativos en la
proporcion de sexos de las crias (Cameron 2004d&@h&004). Todos estos supuestos
se han usado en modelos como el raton, la vaaaea, el hamster, etc. donde han
propuesto experimentos de restriccion de alimenémdo el efecto de la sub-nutricion

sobre la generacion de machos y hembras.

En muchas investigaciones buscan alterar las coneis naturales del ambiente

materno-embrionario mediante diferentes tipos d#égs ya sean alimenticios,
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quimicos, y hormonales, que afecten la proporcérod sexos. Por ello, en estudios
donde se pretende causar un estrés alimentarapnsete a diversos tipos de dietas y
restriccion de alimento. Meikle experimentd coromals restringiendo el alimento y
observé que los machos que provienen de madredeaegules han restringido el
alimento de forma intermitente la semana previa eoncepcion, son pequefios en su
vida adulta y ademas se altera la proporcion dessdg su descendencia produciendo
muchos menos machos en comparacion con agquelloshguenacido de hembras
alimentadasd libitum (Meikle y Drickamer 1986). Quizas este fendmendeiga a la
pérdida fisiolégica de machos, en madres con alinesstringido, ajustandose estos
resultados con la hipétesis de Trivers y Willarde{ke y Thornton 1995). Ademas
encontraron resultados similares al restringir rmteentemente el alimento antes y
durante la gestacion, observando que la propomzoimclinaba al nacimiento de hijas
(Meikle y Thornton 1995). A diferencia de un estuenterior donde no se observaron

diferencias significativas en la proporcion de sef@amiri 1978).

La sub-nutricibn materna puede crear disrupciétaersteroidogénesis y afectar
el desarrollo de glandulas sexuales accesoriaasdaias macho, posiblemente debido a
que los fetos no reciben los nutrientes necesaliosnte el periodo critico de
diferenciacion sexual. Por ello en algunos casssgllandulas sexuales accesorias de los
machos son mas pequefas y quizas este fenOmeraoredagion con que los hijos de
los controles, experimentan una mayor dominancia lgs de alimento restringido
(Marty et al 2003; Rehm et al., 2008). A pesar lie, eicha subnutricibn no parece
tener repercusion en el almacenamiento del espgrena,si puede verse afectado su
tamafo corporal significativamente (Hamilton 198Beikle y Westberg 2001). En
relacion a la descendencia de madres que han sietislas a una restriccion de
alimento, se ha observado una disminucién en &b éeproductivo de las hijas, asi
como una reduccidn en su proporcion de sexos, igoidose un mayor numero de hijas
debido a la susceptibilidad de los machos por esteés (Labov 1986; Meikle y
Westberg 2001; Rosenfeld et al. 2003). Sin embaryjos autores no aseguran que la
descendencia de madres con alimento restringickepte una desventaja reproductiva
(Krackow 1993).

Por otro lado, muchos estudios demuestran que daepcia de macro y
micronutrientes son de especial importancia enddrencuando se encuentra gestante y

gue la falta de alguno de estos nutrientes tiefheeimcia sobre el desarrollo del feto o

11
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de la placenta, por lo que podria desarrollar emddades metabdlicas y
cardiovasculares en la vida adulta y afectar lgpgm@ion de sexos (McMillen y
Robinson 2005). Determinados azlcares o derivaawsd los polioles esenciales en la
ruta de las pentosas fosfato), pueden ejercer tames efectos a medio y largo plazo
en el desarrollo embrionario, sobre todo en lon@ros meses de gestacion (Jauniaux et
al. 2005). La condicion materna y el mantenimiedé los niveles de glucosa en
concentraciones normales son importantes parasarmddo del feto (Symonds et al.
2007), altas concentraciones de polioles y azucanesl medio de cultivo de ratas
desarrollan anormalidades congénitas en el dekafethl (Hod et al. 1986). Ademas
parecen ser mas relevantes determinados nutripatesel proceso embrionario que
para el fetal, como la fructosa, que es un precwsbpoliol sorbitol, fundamental para
mantener los tejidos embrionarios y regular el hi@@ade oxido-reduccion de las
pirimidinas nucleotidicas (Jauniaux et al. 20053irdismo cuando se altera la dieta
normal, hay probabilidades de alterar la ingestatdes micronutrientes como el alfa
tocoferol (vitamina E), la cual puede modificaisaministro de glucosa materna vy fetal

en el plasma (Roxborough et al. 2000).

En ovejas y ratas el cambio metabdlico experimenfaat la dieta, debido a la
restriccion total, parcial o alternativa de alineert al experimentar cambios en su
contenido en carbohidratos al momento de la géstaonodifica la homeostasis de la
glucosa materna por los cambios en la presion $saegly contenido de cortisol. Estos
cambios metabdlicos también podrian generar digl®mteadultos, hiper-insulinemia y
tejidos resistentes a la accion de la insulina.l®que se obtendria como resultado una
menor cantidad de nacimientos, y crias de bajo (fiswonetta et al. 1991, Edwards y
McMillen 2001, Fernandez-Twinn et al. 2003).

La restriccion de alimento lleva a cambios en kofogia del organismo,
activando rutas biosintéticas distintas y decrelweren el Utero la actividad
glicerofosforil colina diesterasa, disminuyendorahgo de concentracion de sodio y
potasio (Mitra y Chowdhury 1989). Ademas conllevaeambios en el fenotipo de las
crias, los machos y las hembras son mas pequef@squellos que provienen de
madres controlad libitum (Meikle y Thornton 1995, Meikle y Westberg 2001).
También se ha observado que las dietas bajas eente$ permiten que el cuerpo
sintetice menor cantidad de corticosterona matepoa, lo que el embridn puede

desarrollar problemas en el sistema cardiovasgubajos niveles de presién sanguinea
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(Edwards y McMillen 2001). Ademas hay que tener a@msideracion que al
restringirles el alimento, también se les estairggéndo el consumo de &cidos grasos
esenciales, lo cual ha sido considerado como Isacde una baja proporcion de machos
y pequeiios tamafios de camada en roedores. (LaBe M@riya y Hiroshige 1978,
Zamiri 1978, Meikle y Drickamer 1986, Pratt y Lid®89, Meikle 1995, Krackow
1997). Otros estudios remarcan la importancia greetla sustitucion alimentaria por
alimento de mayor o menor aportacion energéticaflejan las fuentes caldricas que se
tienen en la dieta y que modifican la proporcioriadesexos en la descendencia, se ha
visto en ratones que ante una dieta alta en engegdaatuvo en los nacimientos un 75%
de machos, mientras que una dieta de menor cooteniergético produjo un 46% de
machos (Rosenfeld et al. 2003).

Cuando se dieron dietas altas en contenido cal@rizajas en proteinas a ratas
gestantes, las dietas bajas en proteina generpreod®s de hiperglucemia materna,
induciendo apoptosis de la masa celular intern@ desencadenaron en cambios
fisiol6gicos a mediano o largo plazo en su desastidgArmitage 1987, Kwong 2000,
Fernandez-Twinn et al. 2003). Las ratas sometiddssatipos de dietas, una baja en
grasa donde el aporte calérico estaba dado poma@dgazuicares y carbohidratos
complejos y otra alta en grasa, compuesta de gesardo, tuvieron una proporcion de
sexos dos veces inferior a los controles alimerstadn alimento estandar; se observo
también una reduccién en el tamafio de camada, lposhte debida a la alta
mortalidad y susceptibilidad de los machos (Rivi3%4). En ratones se ha observado
que una dieta alta en grasa generaba mayor desoémdi machos, aun cuando los
contenidos caloricos eran similares a los de ledientrol (Rosenfeld et al. 2003). Por
lo que parece importante el estudio del contenelgrdsa en el alimento y su relacion
con la distorsion de los sexos (Rosenfeld et @32Rosenfeld y Roberts 2004).

Sin embargo existen otros datos contradictoriosgya algunos autores han
observado que al disminuir los niveles de grasal elimento, la proporcion de sexos
inclind la balanza hacia el nacimiento de un maymnero de hembras en la camada
(Alexenko, Mao et al. 2007). En los laboratoriosk3an siempre se usaba la misma
marca comercial de alimento que contenia un pagentlativamente alto de grasa y
contenido proteico y se hizo un estudio retrospection diferentes cepas de ratones
desde 1959 hasta 1966, donde se analiz6 si esd&idoninfluia en la proporcion de los

sexos. Los resultados mostraron que no habia starglon significativa de los sexos
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(Schlager 1968). Tampoco se observd cambios sigtifos en la desviacion de la
proporcion de sexos cuando se administraron dedtas en grasa a ratonas que se
cruzaron a las 10 semanas de edad. Sin embargodais® realizaron los cruces
después de 20, 28 y 40 semanas, se apreci0o unatlatento en la proporcion de
machos en la dieta alta en grasa con respectdhaitalgras, y por el contrario en ratonas
alimentadas con menor cantidad de grasa y altédeainde carbohidratos, la proporcién
de sexos disminuy6 significativamente (Rosenfeldhlet2003, Rosenfeld y Roberts
2004, Baker 2005). Otros estudios se han centradarear un estrés alimentario
disminuyendo la cantidad de acidos grasos en ktagjiobservando que las crias son
mas pequefas y las camadas tienen una tendermigranhas hembras (Rivers 1974,
Kwong 2000). Resulté sorprendente observar quailades de IGF1 y corticosterona
eran similares al grupo control después de unasiagde 40 semanas, en las cuales no

se cre6 un desajuste metabdlico ni un desbalamrgétito (Alexenko et al. 2007).

Asimismo, en analisis realizados en humanos, serebsjue al consumir mayor
cantidad de acidos grasos poli-insaturados (PURAkEs dietas, se obtuvo mayor
cantidad de hijos varones (Austad S 1986, Crawi®®i7). Eso estaria en acuerdo con
otros estudios donde al parecer los acidos grasesmpaturados proporcionados por la
dieta influirian en la distorsion de la proporcide los sexos (Rosenfeld et al. 2003,
Alexenko et al. 2007, Whyte et al. 2007). De forsimailar, las zarigieyadD{delphis
marsupialig alimentadas con una dieta suplementada con satdmostraron una
mayor proporcion de machos en las camadas, pardse ha sugerido la hipétesis que
el alto contenido de acidos grasos poli-insaturadss el responsable de este
desequilibrio (Austad1986).

También se ha estudiado este fenbmeno dando mafasi€en la accién de
determinados acidos grasos (Rosenfeld et al. 28i@3enko et al. 2007, Whyte et al.
2007). Se observo que las madres alimentadas @ensentos de acidos grasos poli-
insaturados como los Omega 6 y 3, desarrollan maysiedad y estrés que los
controles. Esto se ve reflejado en la construcd@éros nidos y en la estereotipia de
acicalar excesivamente el pelaje de sus crias]gogue pudiera tener un resultado
directo con la disminucion de la proporcion de sere la camada. Al parecer, los
suplementos de acidos grasos de Omega 6 poseenayoa actividad para la ansiedad
que los de Omega 3 (Wells 2000, Rosenfeld y Rol2®@g, Uller 2005). Tanto es asi

que la proporcion de la distorsion de sexos esobledde hembras que de machos
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empleando suplementos de Omega 6, lo cual contraoécresultados que afirmaban
que el ahorro de &cidos grasos poli-insaturado®rdisnan el sexo hacia machos
debido al alto contenido de &cido palmitico, estedy oleico (Fountain et al. 2008),

como se ha observado en humanos, donde parecé¢ euggeecimiento de Omega 6 y

sobre todo de Omega 3, tiene un efecto en produsr hombres que mujeres (Austad
1986, Crawford 1987).

También se ha observado en ratas una disminuciémpmteporcion de los sexos
en funcion del alto contenido de sodio, potasi@jp ltontenido en calcio en el alimento
(Til 1971, Bird y Contreras 1986). Ademas se haoriglo que otros electrolitos
presentes en la dieta materna, también afectaropoion de los sexos cuando no se
encuentran en equilibrio, como se describe en wdiesrealizado en humanos (Papa et
al. 1983). Por ello, es logico que la alimentaaidaterna esté muy relacionada con lo
que puede ocurrir en el ambiente uterino, debidgua sus secreciones contienen
nutrientes que son esenciales para la superviveetiembrion y el feto, con lo cual el
aumento o disminucion del tamafio de camada puederala proporcién del sexo
(Carter 2007). Ademas, los micronutrientes son rmgortantes debido a que su
carencia o el exceso de estos (los cuales son dasade grupos metilo como el acido
folico, vitamina B12, metionina y colina) afectanlaaprogenie; un rasgo fenotipico

claro se observa en la pérdida de coloracion dajgp@/Naterland et al. 2006).

Williams y Gloster argumentaron que en la espeaindna existe una
correlacion positiva entre la disponibilidad dermainto y las buenas condiciones
maternas para el mayor nacimiento de nifios (Wilignsloster 1992). Esto se sustenta
en los estudios realizados en comunidades africdoade existe un alto grado de
desnutricion, y donde se registran un mayor nardernacimientos de nifias que suelen
ser mas pequefias y de poco peso (Andersson y Bengs®98). Ademas coincide con
los resultados de mujeres de etiopia de mejor itoaigin fisica, medido en parametros
de masa muscular y corporal, donde presentabanrncaydidad de nacimientos de
hijos, que aquellas que poseian menores indicesaga y musculo (Gibson y Mace
2003). De forma similar, se observaron en poblasonalianas, que mujeres de
constituciéon muy delgada, eran menos propensasea I§os varones (Cagnacci et al.
2005). Al parecer en la especie humana, los emdsiomacho tienen mayores
requerimientos caldricos y energéticos que las hasnifTamimi et al. 2003). De

manera retrospectiva, histéricamente han existmudiciones severas en las se han
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sometido a muchas poblaciones a diversos factooescgusa de las guerras. Por
ejemplo, se observo la descendencia de una poblagiandesa durante la segunda
guerra mundial, en periodos de hambruna, dondedsgor el nimero de nacimientos y
de pesos de los nacidos, alterando los niveleoaedstasis glucosa-insulina. (Ravelli
et al. 1998).

Existe una estrecha relacion entre la nutriciéa gisfuncion de la glucosa como
elemento modificador de la fisiologia del individu®e asocia con la mortalidad o el
estado alterado del embridn/feto y el cambio emptaporciones de machos y hembras,
asi como con un mayor desarrollo de los machos edias con alto contenido de
glucosa. Esto se ha observado en los topillos &grédicrotus agrestiy (Helle et al.
2008) y en ratones diabéticos (Machado et al. 20@4)mismo, se muestra que las
dietas con alto contenido de grasa presentan raltetes de glucosa circulante (Folmer
et al. 2003), y también el estrés social por lasgmeia de una hembra dominante
aumenta los niveles de glucosa circulante (Prafisk 1989, Pratt y Lisk 1991). En
ratonas diabéticas, se ha observado un retrasouedesarrollo, asi como una
modificacion del transportador de glucosa (Diamehdl. 1989, Moley et al. 1998).
Ademas, mujeres diabéticas dependientes de inspliegentaron un mayor nacimiento

de hijas (Rjasanowski et al. 1998).

Tamafo de camada y placentacion

Una diferencia importante a considerar es si lps@ss son monotocas, es decir
que dan lugar a la gestacion de un unico hijo (cporcejemplo en la especie humana,
la vaca, la yegua, etc.), las cuales tienen padas ¢ la gestacion es mucho mas larga;
o por el contrario son especies politocas comoelaa; el conejo, el ratén, y otras
especies de roedores que pueden albergar varas yrson de gestaciones cortas
(Symonds et al. 2007).

Se entiende que grandes tamafos de camada puedencaldenar una
restriccion del espacio intrauterino, que juegaa@mtra del numero de implantaciones a
desarrollar, permitiendo la pérdida fetal por reatisnes y modificando la proporcion
de los sexos (Tse et al. 2008, Laguna-Barraza 20&R). En cobayas individualizadas,

se observd que un pequefio tamafo de camada (&s) €avorecia un aumento de
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machos. Este efecto no se observo cuando los @asmampartian jaulas, por lo que
podria existir otro factor afiadido como el rangaldminancia (Peaker y Taylor 1996).
En cepas de ratonas salvajes, cuando se analilabdistancias ano-genitales (DAG),
aquellas que mostraban DAG grandeposteriori presentaban tamafos de camada

pequefios y con un mayor numero de machos (Szdraizi2®13).

Un aspecto que acompafa al tamafio de camada,tips ele placentacion de
acuerdo a la especie. En las especies monotoaagocps la placentacion es diferente;
por ejemplo, los roedores y humanos tienen unaeptacdiscoide hemocorial, las
cerdas presentan una placenta epiteliocorial; atomso la perra, gata y la loba entre
otros carnivoros presentan placenta endocoriahtrai® que otras especies de rumiantes
como las ovejas tienen una placenta con cotiledsmeesmocorial. En cualquiera de
los casos, estas placentas controlan el transgertéertos nutrientes y moléculas de la
madre al feto (Carter 2007), y en caso de prodeicirsdefecto en la placenta, se puede
llegar a la muerte fetal que conllevaria a la desditeracion de la proporcién de los

Sexos.

En humanos, debido a diversas patologias placagtaomo desprendimiento
prematuro de placenta y placenta previa, se obsanvincremento de nifios en la
proporcion de sexos, y las pacientes con “placantaieta” y gestacion extrauterina
mostraban un mayor nimero de nifias (James 199%phseevaron resultados similares
en un estudio con pacientes del sur de Australlzol§g 1998). Por otro lado, se ha
relacionado el tabaquismo durante el embarazo asrcdémplicaciones placentarias,
donde la placenta previa reducia la proporcién dehwos (Mortensen et al. 2001). Estos
resultados son dificiles de explicar, sin embargpasecer los niveles andmalos de
hormonas esteroideas durante la concepcion pogkeiaerar estos desequilibrios (James
1995). Asimismo, el estrés prenatal condicionafaesion de diversos agentes como el
receptor activador de la proliferacion de peroxiasrtPPAR peroxisome proliferator-
activated receptqr el factor de crecimiento similar a la insulin@G&FBP-1,insulin-
like growth factor binding protein)lel factor 3a inducible por hipoxia (HIFBypoxia-
inducible factor 33 y el transportador de glucosa 4 (GLUGtycose transporter en
placentas macho, y no en hembras (Mueller y Bal&8R0
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Factor hormonal: hormonas esteroideas, grado de damancia, posicion uterina y

tiempo de inseminacion

Muchos de los factores que determinan la proporegxual tienen relacion unos
con otros. Es dificil determinar si estos son causéecto de uno o mas factores sobre
el resto. Por ejemplo, la testosterona circulaeteetun efecto sobre los padres de forma
diferente, que condiciona la proporcion de sex@sp ppdemas marca el grado de
dominancia de la especie. Asimismo, en especiatopas$, los fetos hembra que se
encuentran implantados al lado de machos recibsis daoayores de testosterona y de
forma similar el macho que se encuentra entre hesnbecibe distinta dosis de
gonadotropinas (Clark y Galef 1988). Las hembrasbién pueden afectar su nivel
hormonal con un exceso de gonadotropinas, que @ondn su ovulacion mas
temprana o tardia, siendo importante este momeatra jguando se realice la

inseminacion y la fecundacion.

En relacién a la concentracién de hormonas estmejdse ha observado que en
anfibios es muy marcada su influencia para camiiégaun sexo a otro, o llevarlo a
estados intersexuales, como en la rana saltaddealddia Euphlyctis cyanophlycijs
donde al modificar las concentraciones hormonabesocel propionato de testosterona
y el 178 estradiol (Phuge y Gramapurohit 2014) se prodste efecto de reversion del
sexo. Sin embargo, esto no ocurre en mamiferog, fprina en que las hormonas
influyan sobre la proporcion de sexos se da enidande las condiciones ambientales
para la concepcion, pre-implantacion, estadios nptales para la supervivencia

embrionaria y fetal.

Se ha propuesto que los niveles hormonales dealdr®g, cercanos al tiempo de
concepcion afecta a la proporcion de los sexosgd&ar880, James 1985, James 1990,
James 1992, James 1995, James 1996, James 2008¢jeRwlo, altas dosis de
gonadotropinas generan mayor nacimiento de hijasi€d 1980), asi como las altas
concentraciones de testosterona paterna producgmieatos de mas hijos (James
1986). De igual manera, la presencia de caracteassulinizantes en la madre como la
distribucion de la grasa corporal producto de Ilevaglos niveles de estroégenos y
andrégenos en el tiempo de la concepcion, perrteteer mayor descendencia de nifios
(James 1990, Singh y Zambarano 1997); de formdasimmn bovinos también se hace
referencia a la influencia de la testosterona ptesen el fluido folicular como
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condicionante para la determinacion de la propard® los sexos (Grant e Irwin 2005,
Grant et al. 2008). Muchos de los resultados desgagion del sexo han sido dificiles
de interpretar, incluso cuando se generan en usaanmadre, posiblemente debidos a
que el incremento de la concentracion de los reveéehormonas durante el tiempo de
concepcion es muy variable (Rose et al. 1975, Ma2u6). Ademas, dependiendo de
las especies, parece ocurrir que en aquellas dan@se folicular es corta, el ovocito
puede ser mas receptivo a determinado tipo de ragpezoide “X” 0 “Y”, a presentar
mayor facilidad de penetrar la zona pelacida, queespecies donde los ciclos
foliculares son mas largos (Mittwoch 1989, Salirg1). En humanos se dice que la
fecundacion que altera la proporcién de sexos ssndarma de U, con fecundaciones
muy tempranas y tardias que dan ventaja al espezoidé “Y”, por lo que se
producirian mas machos, que las fecundacionegnatias, las cuales favorecerian la
penetracion del espermatozoide “X” obteniéndose me&mbras (Pratt et al. 1987,
Hedricks y McClintock 1990, Jimenez 2001).

Se ha observado que en ciclos foliculares cortogbsuvo mas nacimientos de
machos (Weinberg et al. 1995). No obstante, en stade® multicéntrico donde se
realizaban ciclos naturales, se insemind de acuedddongitud del ciclo folicular y a
caracteristicas que indicaban el dia de ovulacidambios en moco cervical y
temperatura basal), no encontrandose distorsida geoporcion del sexo (Gray et al.
1998).

Asimismo, se ha estudiado la influencia del cud@peo en la longitud de la fase
folicular de ovulaciones ipsilaterales y contraialies y se estudié si éstas determinaban
el estatus de calidad del foliculo dominante sigeieEl cuerpo liteo remanente en
ciclos foliculares tempranos secreta progesteroni@ayserie de factores que ejercen un
efecto negativo sobre la calidad del foliculo deamite y su ovocito, inhibiendo los
factores de crecimiento y la produccion de estiddicular (Fukuda et al. 1996). Si
bien se asume que la mitad de las ovulaciones rseemial ovario derecho y la otra
mitad en el izquierdo, aun se desconoce el patsegair de la siguiente ovulacion, es
decir si sera ipsilateral o contralateral (Gouggdmrfevre 1984, Werlin et al. 1986). Se
ha encontrado o bien que la ovulacion del ladoatherees tan frecuente como la del
izquierdo (Balasch et al. 1994, Fukudaet al. 1&e&uda et al. 2000), o que las del lado
derecho son las mas frecuentes (Potashnik et &F, I8heck et al. 1991). Ademas, se

ha observado que los ovocitos liberados del ovdgrecho tienem posteriorimayor
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potencial de prefiez cuando en el ciclo anteriopreelujo la ovulacion en el lado
izquierdo (Fukuda et al. 2000, Fukuda et al. 2006).

En la especie humana y hembras de mdtiossuslas ovulaciones con ciclos
previos inferiores a 14 dias ocurrian generalmentel lugar contralateral, mientras que
en ciclos de mayor duracion, la ovulacion se dab&ados aleatorios (Wallach et al.
1973, Fukuda. 1996, Fukuda et al. 2000). Al paraceticlo folicular largo, aparece de
forma frecuente cuando dos ciclos ovulatorios couts@s se manifiestan en el mismo
ovario (Wallach et al. 1973). Ademéas el estatusfdiétulo dominante, parece estar
influenciado por la lateralidad del foliculo detla anterior. Por ello en fecundaciones
in vitro con ciclos naturales, la obtencion de un embriamnsferible de mejor calidad se
encuentra en la ovulacion contralateral, presentahfluido del foliculo dominante del
lado ipsilateral altas concentraciones de andréggnbajas de estrdgenos, las cuales
son negativas para el ovocito. En una ovulaciérsecautiva ipsilateral, el cuerpo Iuteo
actua como inhibidor, secretando factores ovarncpsogesterona que disminuyen la
calidad del foliculo dominante. De forma generadnamos decir que un foliculo
dominante maduro durante un ciclo natural, es nidbkles si la ovulacion anterior

ocurriéo de manera contralateral (Wallach et al.31$ukuda et al. 1996).

Por ello, el control hormonal es muy importante yymariable en sus efectos,
se ha observado que desoérdenes producidos en Hamras esteroideas afectan el
sistema nervioso y pueden producir problemas edesérrollo del lenguaje (DLD,
developmental language disordledonde se ha observado una significativa propaorci
de hermanos varones en poblaciones danesas conpedikema (Mouridsen y
Hauschild 2010). No observado en otros desordeoe® el autismo (ASDautism
spectrum disordejsdonde no se observo una relacion clara en laopc@m de

hermanos con este problema (Mouridsen et al. 2013).

En los casos donde se presenta un mayor gradondmattia en relacion al
exceso hormonal (sobre todo de testosterona), sebkarvado un cambio en la
proporcion del sexo. Por ejemplo, inicialmenteifgtesis de Trivers y Willard (TWH)
se fundamenta en estudios realizados en unguladgs, grado de dominancia de las
hembras era alto, por ello en estos casos, estdsesn@oseian mayor condicion
corporal y mejor estatus nutricional. La hipbtesigeria que estas madres soportarian
mejor el llevar a término prefieces de machos y suse hijos heredarian un rango
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superior en la lucha por la dominancia entre losaemachos (Trivers y Willard 1973,
Cassinello 1996).

Se ha descrito que cuando a las jaulas de hembérhémster se introducia una
hembra con comportamiento agresivo, las hembrasrdumadas presentaban mayor
cantidad de crias hembra, de menor tamafio conctespdas crias hembra de hamster
de comportamiento normal. El mayor nacimiento daliras, posiblemente se debe a la
pérdida de embriones macho entre los primeros 8 ¢ids de gestacion (Pratt y Lisk
1989, Bacon y McClintock 1999). Si a ratonas suinadas se les administra
dexametasona, un esteroide que inhibe el transplertglucosa, reduce sus niveles
plasmaticos y actia con poco impacto sobre el dgkafolicular (Hahn 1999 et al.
2001, Buren 2002), evitando el estrés producido lgerratonas dominantes, y éstas
vuelven a recuperar los tamafios de camada perdida peabsorciéon de machos (Pratt
y Lisk 1990).

En primates como el Iémur, el estrés social exmmtado permite la mayor
produccion de machos que hembras, ajustandoselmézdalo de competicion por el
recurso propuesto por Clark, siendo independieateestado nutricional de la madre
(Clark 1978, Perret 1990, Hiraiwa-Hasegawa 199&ckow 1997). En especies de
babuinos, el rango jerarquico no determina el manygmimiento de crias macho, sino
que por el contrario nacen crias hembras, posilie@ara mantener la alta jerarquia
en sus hijas y su buen rango social (Brown y SORZ). De manera similar se ha
descrito en babuinos amarillos que las hembras rdites Papio cyanocephal)s
producian 34,5% de machos en comparacion con besdinadas que tenian 68,2% de
machos (Altmann 1980 ). Sorprendentemente esteidaléambién se ha observado en
cerdas domeésticas, donde se ha reportado que lar @@yinancia de las madres tiene
un efecto sobre la mayor producciéon de crias hen#8%% que las hembras
subordinadas 41% (Meikle 1993).

El tiempo de inseminacién parece ser otro factomooal muy determinante en
la proporcion de sexos, y junto al efecto que tielos componentes nutricionales del
alimento materno, potencian su distorsion. En bmwvise ha asociado este fenGmeno
con la cantidad de glucosa y la fluctuacion deolarfona luteinizante circulante durante
la sincronizacién del estro (Rorie 1999, Camerddd20En otros estudios el tiempo de

inseminacion fue relevante para la distorsién debscuando se hicieron en etapas muy
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tempranas, y en etapas de estro tardio obteniéndager nacimiento de machos,
posiblemente debido a la disminucion del pH vagiyelque puede modificar en los
espermatozoides, su longevidad, motilidad y capacig@cundante (Hammond 1934,
Pratt et al. 1987, Rorie 1999). Ademas si tomamosuenta el grado de maduracion de
los ovocitos con respecto al tiempo de inseminaamdwritro, se observé un mayor
namero de individuos machos cuando la fecundaaié@ntdrdia y mayor niamero de
hembras cuando se insemind inmediatamente despaéd gvocito extruyera el primer
corpusculo polar (Gutierrez-Adan et al. 1999). Es® correlaciona con estudios
realizados en ciervos y ovejas, donde la varia@anel tiempo de inseminacion
temprano o tardio parece ser importante para fardién del sexo a favor de hembras y
machos respectivamente. También se ha descritaglieacion de la interaccion entre
los gametos y la duracidon de la incubacion preeidod espermatozoides antes de la
fecundacion producen un sesgo en la proporcion ed@ssen embriones bovinos
(Lechniak et al. 2003). Sin embargo, en otros éssudn bovinos, estos factores no
produjeron ningun efecto (Rorie 1999).

Los resultados en humanos tampoco son claros. Seb$exrvado que si el
tiempo de inseminacion es temprano, y las fasedadarrollo folicular son intermedias
o tardias, unos 2-3 dias antes de la ovulacionnteyor porcentaje de nifios (Harlap
1979, Martin 1997). Sin embargo estos datos secezdsi se produce la inseminacion
un dia antes de la ovulacién (Guerrero 1970). & alie la proporcién de los sexos y el
tiempo de inseminacién se encuentra representadarera de U, y eso puede ser
explicado por el pico de produccion de hormonaitigante y por los niveles de
glucosa circulante (Cameron et al. 2008). Setg®ntd que en las etapas donde la
fecundacion se daba a mitad del ciclo ovulator@pbktenia mayor nimero de nifios
(86%) y que el modelo de fecundacion relacionatbo @oporcion de los sexos estaria
representado con la forma de una U invertida (#se1f970). Sin embargo, a pesar de
los datos reportados, no esta claro que en todosa®os el tiempo de inseminacion u

ovulacion tengan algun efecto directo sobre elgtaje del sexo de la descendencia.

Otro de los aspectos que llaman mucho la atengidcuanto a la influencia de
las hormonas sobre la descendencia, es la podigdos fetos en el Gtero materno
(Vandenbergh y Huggett 1994, Vom Saal 1999). Selisarvado que los fetos hembra
que se encuentran entre dos machos, elevan sussnieetestosterona, y presentan una

distancia ano-genital mayor que aquellas que rensentraban entre machos. Ademas
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luego en la vida adulta presentan camadas de npagporcion de machos, al parecer
debido a los niveles de andrégenos, y llegan aiadaun rol masculinizante y un
caracter dominante (Grant 1994, Grant 1996, GraRtaypce 2001). Por el contrario
cuando no se encuentran adyacentes a fetos mawgégs,en la vida adulta presentan
una inclinacion en la proporcion de sexos a ten&s hijas (Vandenbergh y Huggett
1994). Y cuando una cria hembra se encontrabaalda sélo un macho, esta producia
en su vida adulta una proporcion de sexos cerdaaguilibrio, de igual forma ocurrié

al verse la proporcion de sexos en un segundo ¢Waelenbergh y Huggett 1994).

Velocidad de desarrollo

Uno de los primeros parametros que permitieron lasr diferencias entre
embriones pre-implantacionales de distinto sexsuegelocidad de division. Se observo
gue entre los embriones cultivadositro de rapida divisidbn generalmente se encuentra
una mayor cantidad de machos que hembras. Estenémmmoha sido observado en
bovinos (Avery 1989, Avery et al. 1991, Yadav et193), murinos (Valdivia et al.
1993) y ovinos (Bernardi y Delouis 1996, Catt 199%tr. Se ha demostrado que los
embriones macho, bajo determinadas circunstantteasen una mayor velocidad de
desarrollo que las hembras (Avery et al. 1992, Medet al. 1993, Yadav et al. 1993,
Cassar et al. 1994, Pergament et al. 1994, Bergdddiouis 1996, Tsunoda 2005). Las
mayores desviaciones hacia una mayor proporcisexles se observa en aquellos que
han desarrollado mas rapido hasta blastocistogryuebo mas claro cuando se analizan
blastocistos expandidos y eclosionados (Xu et321Grisart et al. 1995, Pegoraro et
al. 1998, Lonergan, Khatir. 1999). Por ejemplo,pencino se ha diferenciado si los
embriones eclosionadas vivo son machos, en funcion a su mayor nimero de sélula
(Cassar et al. 1994, Cassar et al. 1995, Kimueh &004). Sin embargo, otros afirman
gue esta diferencia es mayor en los cultivadastro (Catt 1997, Pegoraro et al. 1998).
Ademas se ha demostrado que embriones con un alksanas lento, posteriormente
dieron lugar a hembras (Carvalho et al. 1996, VagMhdonk-de Leeuw et al. 1998,
Gutierrez-Adan et al. 2001). Este fendmeno impi&cgue en condiciones de cultivo
vitro los embriones macho soportan mejor el desarrbiistadio de blastocisto que las
hembras (Rosenfeld y Roberts 2004). No obstanteotess estudios realizados en
humanos, bovinos y murinos cultivados hasta eldestde blastocisto, esta diferencia
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de velocidad de desarrollo de los machos no hatailevidente (Pomp et al. 1995,
Kaminski et al. 1996, Holm et al. 1998) indicandeegsolo algunas condiciones de
cultivo afectan de distinta forma a la velocidadddsarrollo de embriones macho o

hembra.

En embriones bovinos, se ha observado que si serdarta concentracion de
glucosa en el medio de cultivo, desarrollan de #ommés rapida los machos que las
hembras (Bredbacka y Bredbacka 1996, Peippo 199@ier@&z-Adan et al. 2001,
Larson et al. 2001). Larson observé un blogueonglorienes bovinos en el momento de
la formacion de la cavidad del blastocele, al afiadi medio de cultivo altas
concentraciones de glucosa (Larson et al. 200h).e8ibargo, estudios similares, no
han observado el fendmeno de disminucién del dakarentre machos y hembras
(Gutierrez-Adan et al. 1999).

Factor paterno

La mayor parte de los estudios realizados en &aaion de la proporcién del
sexo, se basan en los factores que afectan a leemagoco se ha estudiado sobre
factores que afectan al padre y que determinaexel de su descendencia. El macho, al
ser el sexo heterogamético en mamiferos, presentsueesperma dos poblaciones
potenciales de fecundacion, su aporte tedrico pda @vento de fecundacion seria del
50%, asumiendo que en la espermatogénesis se prdduenisma cantidad de
espermatozoides con carga haploide “X” e “Y”, y @umeesa misma proporcion llegan
al sitio de fecundacion. Sin embargo, el esperntgigdener una motilidad diferente en
el tracto reproductor de la hembra dependienddfdeedtes causas, como la viscosidad
del moco uterino, la motilidad intrinseca del espgepor buena condicion mitocondrial
y el pH vaginal. Asimismo, el tracto uterino tietigersos nutrientes y secreciones que
ayudarian o dificultarian al espermatozoide a Heg@enetrar el ovocito (Pratt et al.
1987, Martin 1997).El esperma también puede mosttathas condiciones fisiologicas
intrinsecas que contribuyen o no a fecundar, pemgjo, su facilidad para realizar la
capacitacién espermatica y posterior reaccion aomm®. Existen ademas otras
condiciones que pueden posibilitar que un espemuate con determinada carga

genética “X” 0 “Y” puedan potencialmente logrargdanetracion de la zona pelucida,
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como el grado de maduracién del ovocito y en el erdmde la inseminacion, lo que

facilita el éxito de dicho evento (Dominko y Filg97).

También se ha observado que el estrés térmico itedlif proporcion de sexos
cuando se somete a altas temperaturas testicyldumego se cruzan, la proporcién del
sexo disminuye (Perez-Crespo et al. 2008). Lo misomede en ocupaciones donde
existe un riesgo de mayores temperaturas testwsulaomo es el caso de los
conductores, panaderos, o los expuestos a quinatms)ol y radiacion (Dickinson y
Parker 1994, Thonneau et al. 1998, James 2008).

Edad parental

El ambiente uterino, dependiendo de si éste seeatreuen situaciones optimas
para la gestacion, maximiza los recursos energéfiena que la prefiez se lleve con
éxito, pudiendo hacer mas viable el mantenimiercechbriones de un determinado
sexo, en funcion de los requerimientos de ese @@falls 2000). Padres de edades
avanzadas pueden generar un estrés fisiologicafgeea al embrion o al feto, ademas
de aumentar los problemas de pre-eclampsia, des®gdgomosémicos y nacimientos
prematuros que pueden llevar a la muerte preratadr(ess et al. 2012). En estos casos
se ha observado que los machos son mas sensietesatipos de pérdidas (Vatten y
Skjaerven 2004).

En la reproduccion humana, parece existir una leaid entre la proporcion
del sexo con la edad paterna, y el orden de nacimige la descendencia. Novitski
asoci6é una disminuciéon del porcentaje de machgsadres con edades avanzadas con
respecto a las madres de similar edad, y atribaig diferencia debido al cambio de la
frecuencia relativa de espermatozoides con cargae“XY” (Novitski 1953, Ruder
1985), observado en los cambios del d#ipA que podria afectar los niveles de
andrégenos en edades avanzadas (James 1996);nasitammbién al aumento de la

secrecion de gonadotropinas maternas con la edaw$J1980).

También se ha descrito que la descendencia de nipdeados de fabricas
industriales de Finlandia entre los afios 1775— 18%Yon mayoritariamente nifios,
coincidiendo con periodos donde la poblacion addéiehombres fue joven (Lummaa

1998). Tras la revolucién industrial hubo un excesb nacimiento de mujeres en
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ciudades industrializadas, lo cual aparentementmgespondia con una elevada edad
materna. En un estudio, en Espafa entre los a#&s 1197 y otro realizado en Estados
Unidos entre 1964-1988 con mujeres no caucasieasbservo la misma correlaciéon

entre la disminucién de la proporcion de sexosegdad materna (Gutierrez-Adan et al.
2000, Nicolich 2000). En madres del movimiento ltaésis de la religion Luterana, se

ha observado que aquellas de edad avanzada, paraede los 35 afios, presentan
varios partos (por encima de 10), en los que laomi@ayson mujeres (Juntunen et al.
1997).

Otros tipos de factores

Muchos son los estudios y muchos son los factotes mgarecen tener una
relacion con el desequilibrio de la proporcidon de $exos. Sin embargo, existen otros
factores que han sido menos relevantes en trataxgleear de manera mas global la
causa de estas diferencias. Muchas de ellas escoamdiactor mas general que causa
un efecto sobre ellas. Por ejemplo, se han repmrtadhbios hormonales producidos
bajo condiciones de estrés en los hamsteres, dandéministracién oral de cafeina
distorsiona la proporcion de sexos hacia la obéende mas hembras, y se sugiere que
es debido a la inhibicidon de la actividad cAMP @mbésterasa que puede causar un
estrés al embrién y modificar su viabilidad (Weasbee et al. 1975). Asimismo, otros
estudios han realizado diferentes tipos de estréseducen el tamafio de nacimientos
de machos en roedores, como la administracion subear de ACTH (Hormona
Adenocorticotrépica Humana) en ratas, el estrépofinamiento en jaulas metalicas,
y cruces a bajas temperaturas o simuladas conpmogfana (Geiringer 1961, Lane
1973, Moriya y Hiroshige 1978, Krackow 1997).

En especies salvajes, se ha observado un aumerdgesporcién de los sexos
cuando se acercan las épocas de verano y primg@esiblemente por la abundancia de
alimento (Drickamer 1990). De forma similar en @mibnes humanas se reporté un
efecto de la estacionalidad, donde se aprecia ign@rdicion de la proporcion de sexos
entre los meses de Febrero-Abril y Mayo-Julio emlgmones franco-canadienses
(Nonaka et al. 1999). En otras poblaciones se vhsegfectos en funcion de la raza
cuando se compararon las proporciones de sexodosiéavorables a un mayor

nacimiento de hombres, provenientes de pareja®blaqdn caucéasica que de parejas
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de procedencia afroamericana. (Khoury et al. 1984lemas se ha observado una
mayor cantidad de nacimientos de machos en 6 espdei ungulados en cautividad
(Cassinello 1996). También se han descrito modiiicees en la proporcién de los
sexos debidos al cambio de pH, instinto sexuapuestas a toxicos en las dietas, etc.
(James 2004). Otras diferencias que dan lugar na&ggnrentos a hijos, son las
enfermedades relacionadas al cancer de préstatdayhapatitis B relacionado con
mayores concentraciones de androgenos en el pddree$ 1990), y de mayor
nacimiento de nifias producidas por enfermedades tmesclerosis multiple (Olsson y
Brandt 1982), y el sindrome de no Hodgkin mostranda relaciéon del aumento y

disminucién de la testosterona con el estrés piddymor la enfermedad (James 1994).

En India se ha propuesto que existe una relacitye Ennatalidad femenina y el
nivel de educacion, sugiriendo que sigue el modelana U invertida al momento de la
concepcion, dando mayor ventaja a los hijos al nmbondel nacimiento (Echavarri y
Ezcurra 2010). Como se ha descrito anteriormeiecp que el estrés desencadena un
efecto sobre la proporcién de los sexos. Situasicc@mo terremotos muestran la
disminucién en la proporcion de machos (Fukuda |etl898) asi como ataques
terroristas (Catalano et al. 2005) o guerras (Médcmg Pugh 1954). En fumadores se
ha observado que la proporcion secundaria del sexacrementa cuando las madres
fuman mas de 10 cigarros al dia, en su primeraagést (Beratis et al. 2008), pero
también se ha descrito el mayor nacimiento de niftapadres y madres fumadoras
(Fukuda et al. 2002, Parazzini et al. 2005).

Finalmente, uno de los factores que se ha estugiacio y que generalmente no
se considera al estudiar los mecanismos de codérda proporcion del sexo, es la
bilateralidad del tracto genital femenino. En l&gente tesis, hemos considerado la
lateralidad ovérica y uterina, analizando el nunt&@vocitos generados y fecundados,
y la cantidad de implantaciones y reabsorcionesagta cuerno uterino. Ademas, la
proporcion del sexo puede ser distinta en funci@n lal supervivencia de mas
poblaciones de espermatozoides con carga genéfica “Y” por cada evento de
fecundacion (en la ampolla del oviducto) o al amgento diferencial de los embriones
machos y hembras en los cuernos uterinos derechguaerdo. También puede haber
diferencias entre el momento de ovulacion de cadai® que pueda estar relacionado
con la mayor disposicion a ser fecundados por esgieroides portadores del

cromosoma “X” 0 “Y”".
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Existen pocos estudios en mamiferos sobre la asamegproductiva de los
cuernos uterinos (Wimsatt 1975, Baird y Birney 1985n la coneja, un exceso de
hembras ha sido reportado en el Gtero derecho traseque en ratonas y en hembras de
Gerbillos de Mongolia Mleriones unguiculatysse muestra una distribucion de los
sexos en el Utero derecho a favor de los machato(Binal. 1987, Clark et al. 1991). En
otros estudios sin embargo no han encontrado ésaniia (Peaker y Taylor 1996). En
esta especie también se realizaron trasplantesvat@®®, cuando porciones del ovario
derecho fueron trasplantados al lado izquierdmbservd un mayor incremento de la
proporcion del sexo (Clark et al. 1994). De fornmailar, en las ratas se ha visto una
menor cantidad de sitios de implantacion en el raueequierdo (Buchanan 1974,
Wiebold y Becker 1987). Una posible explicaciénstos resultados es el caso del
hamster, se encuentre una mayor concentracion nedfjest en el cuerno derecho
inmediatamente después de la monta (O y Chow 188i7povino, cuando se colecto
embriones de los cuernos derecho e izquierdo dasvauaperovuladas, se observo
diferencias en el porcentaje de los sexos a fawdosimachos en el cuerno derecho. Sin
embargo no se dieron estas diferencias en los @asigigrecho e izquierdo cuando estas
fueron ovariectomizadas unilateralmente, quizasegb@oco numero analizado o por la

poca respuesta folicular luego de la ovariectofigan et al. 2009).

Aunque la sugerencia de la diferencia en la proporae sexos por la
lateralidad de origen no ha sido siempre bien adep{Cohen 1998), algunos autores
han intentado explicar este mecanismo mediantgtadsis de diferencias hormonales
y de flujo sanguineos entre derecha e izquierdags&2001, Thomson et al. 2001, Avni
et al. 2012). Debido a ello, en esta tesis conaides que es un factor importante a
valorar cuando se estudia la divergencia de lagroign de los sexos. Suponemos que
las diferencias de riego sanguineo que posee ocaat#o 0o/ cuerno uterino, pueden
generar una diferencia hormonal y ambiental, yi@pér en la determinacion de las
alteraciones de la proporcion de sexos. Ademasndat este mecanismo dual, puede
ser un factor clave para comprender mejor el papehonal en el control global de los
organos encargados de la reproduccion, y su inflaean el desarrollo del sexo que va

a implantar, asi como el ambiente nutricional pesaliferentes tamafos de camada.
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Objetivos Generales y especificos

OBJETIVO GENERAL:

Analizar factores peri-implantacionales que pueénir en la proporcion de
sexo en mamiferos, usando el ratbn como modelou®oparte se consideran factores
gue puedan actuar diferencialmente en los espezxoidas portadores del cromosoma
“X” 0 “Y”, y en segundo lugar, analizar factores equnfluyen en la condicion
reproductiva materna, y que pudieran alterar Ipgn@dn primaria y secundaria de los
sexos, considerando la lateralidad (origen ovayicoterino derecho y/o izquierdo)

como factor fundamental en los resultados.

Objetivos especificos:
El objetivo general se divide en los siguienteetps especificos:

1.- Determinar si los espermatozoides transgémioasdores de un marcador en el
cromosoma “X” son similares a los no transgénicasomprobar si los animales no
presentan distorsion en sus poblaciones espermditae “Y” ni en la proporcion de
sexo de su descendencia. Analizar si la propord@érsexos puede variar debido al
método de seleccidn espermatica y/o de acuerdo arigan (epididimal o vaso
deferente); y si la inhibicibn de la motilidad umer permite identificarin vivo
diferencias de motilidad entre espermatozoidesadores del cromosoma “X” e “Y”

que afecten a la proporcion del sexo (capitulo I).

2.- Analizar la influencia del estrés nutriciondbydiabetes inducida quimicamente
sobre la distorsion de sexos en etapas maternas ypr@ost-concepcionales,

considerando la lateralidad de cada oviducto yrmmuaterino (capitulo II).

3.- Analizar la influencia de las hemi-ovariectom@erecha o izquierda, y de la
competencia embrionaria generada, en la propom#&rsexo en cada cuerno uterino

(capitulo 1II).

4.- Determinar si la velocidad de divisién del emibra 3 células y posteriormente
de las diferencias en velocidad de desarrollo sttdésto pueden permitir seleccionar

embriones de distinto sexo y distinta calidad eontaiia (capitulo V).
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Objetivos Generales y especificos
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Capitulo |

Influencia del factor paterno en la proporcién primaria y secundaria de sexos:
seleccion 'y maduracién espermatica, motilidad intraterina y capacidad

fecundante del espermatozoide portador del cromosamiX” e “Y”
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Capitulo I.

1. Introduccién

En mamiferos existe el consenso que la determinagd& sexo de la progenie
depende del sexo heterocromosomico, en este chswdeo, debido al aporte haploide
de sus espermatozoides portadores del cromosoma “X”; siendo la probabilidad
tedrica de fecundacion de los espermatozoidesdmwea del cromosoma “X” o “Y” del
50%. En las teorias evolutivas es muy discutidanfzortancia del factor paterno en la
determinacion de la proporcion de sexos, donde sem@& que durante la
espermatogénesis los gametos portadores del cramad36 o “Y” permanecen unidos
por conexiones tipo “gap junctions” hasta el estadié espermatida donde cesa la
transcripcion, por lo que pueden intercambiar pnai®y transcriptos citoplasmaticos, y
como consecuencia ambos tipos de espermatozoidedelserian de comportar
exactamente igual. Sin embargo, el cromosoma “@fidiun tamafio mucho mayor que
el cromosoma Y, por lo que se espera que el tapafiasa podria ser diferente en un
espermatozoide portador del cromosoma “X” o “Y".tUekos realizados sexando
espermatozoides mediante citometria de flujo, raostruna diferencia en motilidad, en
particular en las velocidades rectilineas y lineateedidos por sistemas CASA entre
estas poblaciones de espermatozoides portadorgs demosoma “X” o “Y” (Penfold
et al. 1998).

Diversos estudios proponen que de acuerdo a ladoletgia empleada para la
seleccién y capacitacion espermatica, se puedeeejen desequilibrio de la proporcién
de sexos, lo que mostraria un distinto comportaimiem su motilidad/viabilidad o
capacitacion/reaccion acrosomica, entre las paiasi espermaticas “X” o “Y”. Por
ejemplo, se propone que el hecho de nadar hacguparficie en la capacitacion
espermaticaswim up selecciona una mayor cantidad de espermatozadescarga
genética “Y”, debido a que el espermatozoide comoasoma “Y” es mas ligero, rapido
y pequefio que el “X” y por ello presenta una setecdiferencial (McEvoy 1992,
Johnson 2000). Es decir, dicha seleccién genesadadistorsion de la proporcion del
sexo hacia una mayor cantidad de machos (Pegod@®).2Asi, en bovino, utilizando
la técnica del Swim up, se ha encontrado una mayor diferencia a faedod machos
con los espermatozoides obtenidos de la superBaieontraste con la separacion del

esperma mediante el sistema de gradiente de ddasidan Percoll u otras resinas, que
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mostraron mayor obtencion de hembras (lwasaki et18B8). Este método de

separacion mediante gradiente de densidad es mmperpuesto que el plasma seminal
presenta glicoproteinas, polipéptidos y fibronexginque se unen firmemente a la
superficie del espermatozoide, y al retirarlos ayadla capacitacion espermatica y
posterior reaccion acrosomica. Sin embargo, alg@sbsdios dan cuenta de que las
poblaciones esperméticas separadas por gradieatelergsidad o con la técnica del
“swim up no selecciona a los espermatozoides “X” e “Y” (W2D08) y ademas niegan

que el macho ejerza algun efecto en la proporciénselxos, cuando se realizan

fecundaciones vitro (Yan et al. 2006).

Por otro lado, si la viabilidad de los espermatdesi“X” e “Y” es distinta, la
madurez y calidad del esperma podria desencadengrotencial diferencial para
fecundar. En humanos se asocia la curva de prdpo® sexo en forma de “U”
obtenida en relaciéon al momento de inseminacionvylagion, con la vialidad y
supervivencia de las poblaciones espermaticas “XY'e (James 1996). Ademas,
estudios realizados en humanos han sugerido guespesmatozoides provenientes del
vaso deferente tras la descongelacién presentarégor calidad a la hora de realizar
una inyeccion intracitoplasmética de un espermadezdintracytoplasmic sperm
injection, ICSI) que los utilizados en FIV e ICSI con espefreaco eyaculado (Hovatta
et al. 1996). Ademas se observo que las tasascdedacion y desarrollo a blastocisto
fueron mayores cuando los espermatozoides provelgida cola del epididimo y del
conducto deferente, y que estos valores disminciiando las muestras provenian de

muestras eyaculadas (Pomerol et al. 1993, MiamgLé&t al. 2009).

Un factor importante que puede contribuir a la cajad fecundante de los
espermatozoides, es la interaccion que tiene armspcon el utero, debido a que
promueve las contracciones uterinas que facilitantransporte hasta el lugar de
fecundacion, asi como su influencia en la respuestane para eliminar los excesos
espermaticos muertos, dafiados o inméviles meditagecitosis. Un hecho que
respalda esta interaccion es haber detectado mdtggrostaglandinas en extractos de
testiculos y epididimos, y en diferentes fracciodesfluido seminal de caballos y
humanos respectivamente (Watson et al. 1999, KaWidl). Sin embargo Katila
concluye con la posibilidad de que la motilidad ezspatica no sea esencial para el

transporte y mas bien las contracciones uterieagti un rol determinante en el proceso
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de fecundacion (Katila 2001). La eliminacion deasstontracciones uterinas nos
permitiria analizar sin vivo existe una diferencia de motilidad de los espevrmities

portadores de los cromosomas “X” e “Y”.

En la presente tesis, debido a que utilizamos utkefoade raton transgénico con un
marcador de proteina verde fluorescente en el goma “X” (Green fluorescent
protein, X-EGFP) (Nakanishi et al. 2002, Kobayashi et28l06)(que utilizamos para
determinar el sexo de los embriones y fetos) nesaes comprobar en primer lugar si
el esperma transgénico se comporta de forma sirallaro transgeénico, y que la
expresion del marcador no produce ningun efectelezspermatozoide portador del
transgén, ni altera la proporcion de sexos. Nuesijetivo es por una parte comprobar
que los animales transgénicos con un marcador emlosoma “X” son Optimos para
los estudios de proporcion del sexo; y en segundar] analizar si la proporcion de
sexos puede variar debido al método de seleccigrermgatica utilizado en
procedimientosn vitro, y/o de acuerdo a su grado de maduracion espeangto por
la inhibicion de la motilidad intrauterina.

2. Materiales y métodos

2.1. Animales

Todos los experimentos de los capitulos I, IlyllV, han sido llevados a cabo
de acuerdo a la Directiva del Concejo de la Cormadhifuropea sobre Cuidado Animal
(86/609/EEC) y siguiendo las guias del Uso de Atemae Laboratorio, adoptado y
promulgado por la Sociedad de los Estudios sobprddeccion (SSR), con el fin de
minimizar el sufrimiento, el nimero de animaledizados y el canibalismo en los
momentos de restriccion de alimento. Los animatesipieron de nuestra colonia del
animalario del Departamento de Reproduccién Aniagkal INIA de Madrid. Los
animales se mantuvieron en condiciones controlddasclos de 14 horas de luz y 10
de oscuridad a 23°C y alimentacién con dieta de (@iobal Diet 2018) y dieta de
mantenimiento (Global Diet 2014) ambas de Harlabdratories (SantFeliu de

Codines, Spain).
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Se utilizaron hembras B6C3F1 (C57BL/6J “X” CBA) YCy machos CD1 y
transgénicos pCAGGS-EGFP (CX-EGFP, CX-38 Chr “Xbtenidos del repositorio
RIKEN BioResource Center, Japan, descrito previdgenen (Nakanishi et al., 2002),
portadores de una marca fluorescente en el cronmesoth (X-EGFP) de fondo
genético B6C3F1. Este modelo murino transgénicoersgled para distinguir los
blastocistos hembras de los machos (Anexo 1). Adema@n grupo de ratonas se les
suministro Ritodrine Hydrochloride(250 mg/mL) (Sigma PubChem Substance ID
24278672).

Los embriones pre-implantacionales se recuperanomedio tamponado M2
(Anexo 3) y se cultivaron en un medio optimizadm qmtasio suplementado con
aminoacidos (KSOM, Specialty Media, Milipore, EsppfiAnexo 4) hasta su

utilizacion.

2.2. Analisis del efecto del estado de maduracioredos espermatozoides en la

proporcion primaria de sexos de embriones fecundadan vitro

2.2.1. Obtencion de complejos cumulos-ovocitos

La estimulacion ovarica se realizd mediante iny@ues intraperitoneales de 7,5
unidades internacionales (Ul) de PMSG (gonadrotom@érica de yegua gestante,
Folligon 500, intervet), seguida a las 48 horasuda inyeccion con 7,5 Ul de hCG
(gonadotropina coridénica humana, Veterin Corioniigest). Después de 13-15 horas
post hCG, las hembras se sacrificaron y los complelimulos-ovocitos fueron
recuperados mediante desgarro de la zona de lallangwaductal. Se colocaron en
medio sintético de Fluido Tubarico Humandufman Tubal FluidHTF; Anexo 5) a la
espera de ser fecundados por los espermatozoipasitealos poswim up procedentes
de la cola del epididimo o del conducto deferemtein ratbn X-EGFP o de un macho

control no portador del transgén, segun el caso.
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2.2.2. Obtencion de espermatozoides y fecundaciimvitro

Se utilizaron machos adultos transgénicos X-EGFPCB1; mediante
identificaciébn anatomica y cirugia se separaron daks de los epididimos y los
conductos deferentes, conservando el contenidareapieo en estos tejidos. Después
de un suave arrastre mecanico, se liberaron lesrespozoides de ambos epididimos y
conductos deferentes en medio HTF equilibrado,baodose para su capacitacién
vitro durante 30 min, y ajustandose a una concentraidhx 16 espermatozoides por

mL para la inseminacion de los complejos cumulussios maduros.

Después de 4-6 horas post-inseminacion, se recopel@s presuntos cigotos,
mediante lavados sucesivos en medio HTF equilibraliminando el exceso de
espermatozoides no adheridos, posteriormente swartah en medio KSOM, y se
mantuvo en incubacion a 37°C en atmoésfera himeda®dele didxido de carbono
(CO,) hasta 84 horas post hCG, es decir el dia quesmynde al estadio de blastocisto.

2.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimeradaolymerase chain reactiorRCR) para

determinar el sexo de los embriones

Para la determinacion primaria del sexo de lostdd&stos provenientes de
machos CD1 (no portadores del transgén), primextigigeron con proteinasa K (100
mg/mL) durante toda la noche a 55°C. A continugcsénprocedio a determinar el sexo
de los embriones mediante PCR. Se realiz6 una dobj#ificacion de una secuencia
repetida del cromosoma “Y” (DYzEms3, 352 pares deeb Anexo 6) (Navin et al.
1996), usando el gen autosomico Rn18S como cagrdlDN gendmico (Anexo 6). La
amplificacion se llevé a cabo en un volumen total2b uL de la mezcla de PCR
conteniendo 1U de Taq polimerasa (Promega, Madsphiia), SuL de tampon 5X
(Promega), 100uM de dNTP, 0,21uM de cada cebador sentido y antisentido
(DYzEms3y Rn18S) y 1,25 mM de MgCIA continuacion, las muestras se colocaron
en el termociclador, el primer ciclo se realiz6 Gominutos para su desnaturalizacion a
95°C, 45 segundos a 55°C para la hibridacion yedbrelos a 72°C para la extension y
luego 34 ciclos de 15 segundos para su desnafagdliz a 95°C; 45 segundos de
temperatura de hibridacion a 55°C y 20 segundaxtimsion a 72°C. A continuacion,

se utilizaron 15 pL del producto de PCR en un geagarosa al 2,0% para proceder a
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una electroforesis a 200 voltios durante 20 minrezdizo la tincion corbafeVievM
(Safe View Nucleic Acid Stain, New Live Biochem;uh en el gel de agarosa) y se
observdé en un transiluminador de luz ultravioleos bandas en el revelado
significaban que la muestra era de un blastocigtohm mientras que una sola banda

(18S) significaba que la muestra provenia de urriémbembra (Figura 1).

Doble amplificacion de una secuencia repetida del cromosoma Y™
(DYzEms3, de 352 pares de base,

211 (TAGGATGGTAAGCCCAATGC)
212 (TTGGTTGGTTAATTGTTTGGG)

Cebadores

211, 212

18S

T7TTd RR

Figura 1: Reaccion en cadena de la polimerasa de astocistos de ratén no
transgénico para la identificacion del sexo. 2 barad (macho), 1 banda (hembra)
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2.2.4. Determinacién de la proporcion primaria delsexo obtenidos de fecundacion
y desarrollo pre-implantacionalin vivo

Se indujo la superovulacién a ratonas B6C3F1 siglaies| protocolo descrito en
el apartado 2.2.1 y se cruzaron con machos X-EGé&#amte fecundaciones vivo,
posteriormente se recuperaron los embriones ef,8imediante lavados oviductales y
uterinos, registrando la proporcion de sexos, tdidad de embriones recuperados y el
namero de células del trofectodermo (TE) y la mastular interna (MCI) de
blastocistos machos y hembras.

2.2.5. Doble tincion para el recuento del numero deglulas de los blastocistos

Para la tincion diferencial, se permeabilizé elstiaisto en una solucién de
Yoduro de propidio 10 mg/mL disuelto en tritdn Xe18l 0,2% durante 30 segundos en
una placa térmica a 37°C. Posteriormente, se mamnsolucion de tincion y fijacion
de 25 pg/mL de bisbenzimida (Hoechst 33342, Sig226B) disuelta en alcohol etilico
absoluto durante 3 minutos a temperatura ambidfitealmente, se colocaron los
blastocistos en glicerol en una lamina portaobjetra visualizarlos al microscopio de
epifluorescencia. Se hicieron multiples fotografadiferentes secciones, asi como un

analisis de imagenes para el recuento celulazanitio el programa ImageJ.

2.3. Determinacion de la proporcion secundaria de egos obtenidos con
fecundacionesn vivo

Para los estudios relativos a la divergencia derd@orcion secundaria de los
sexos obtenidos para nuestro modelo transgénigaosedio a cruzar a estos machos
mediante monta natural (sin superovulacién de déashinias) con ratonas de la cepa CD1
y B6C3F1 (Anexo 2). Después de registrarse el diaagpon vaginal, los embriones se
dejaron desarrollam vivo hasta el momento de recoger los datos de propoaad
sexos y el nimero de implantaciones y reabsorcifiiasl?2 desde la observacion del
tapon vaginal). Estos datos fueron tomados dexpsramentos control de los capitulos
Il iy iv.
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2.4. Motilidad espermatica y capacidad fecundantentrinseca de espermatozoides
HX” e HY”

Los embriones en estadio de cigoto fueron recupsrdeé la ampolla de cada
oviducto a las 27 horas después de la inyeccién ldede hCG y cruce con el macho,
realizando lavados con medio tamponado M2, sietgon@ando en cuenta la lateralidad
de procedencia. Posteriormente se cultivamorvitro en medio KSOM separando
aproximadamente el 20-30% de los embriones deidlivimas rapida, (grupo rapidos
“R"), quedando el resto como el grupo lentos “L’e brma similar se recuperaron y
separaron en el mismo porcentaje que el grupoiantéss cigotos provenientes de
hembras B6C3F1 superovuladas a las cuales inyes@® rdg/mL de ritodrine
hydrochloridela noche anterior a la determinacién del taporineg se cruzaron con
machos X-EGFP de fondo genético B6C3F1, los cigotoaperados se cultivaron en
medio KSOM hasta el estadio de blastocisto pametarminacion primaria del sexo
(Anexo 1).

2.5. Andlisis estadistico

En las comparaciones estadisticas se utiliz6 ebrpma SigmaStat 3.5
(SystatSoftware, Inc). Todos los andlisis de projgor de sexo, tanto primario como
secundario, se realizaron a través de una prueldideuadrado con bondad de ajuste.
Para comparacion del recuento celular entre maghoambras se utilizé un analisis
mediante un&studentEn los casos donde el valor de confianza fue sopali95% se

considero como diferencia significativa.
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3. Resultados

3.1. Determinacion de la proporcion del sexo de embnes producidosin vivo de

machos transgénicos X-EGFP

Los datos de las Tabla 1 muestran un patron sirailers resultados tedéricos
esperados de 50% en la proporcion de machos y hembo existiendo diferencias
cuando se fecundaron mediante monta natural hensuperovuladas B6C3F1 con
machos transgénico X-EGFP o controles no transggmdicando que la presencia del
transgén no afecta la proporcion de sexos. AsimisnT@bla 1 muestra que no existio
diferencias en la cantidad de embriones recuperdtiosa Tabla 2 se observa que el
namero de células del trofectodermo y de la makdaceinterna es similar para los

blastocistos de distinto sexo producidosivoen los animales transgénicos.

Tabla 1. Proporcion primaria de sexos y numero de mebriones recuperados,

mediante estimulacidn ovarica con monta natural

Proporcion de
N° embriones totales Sexos _
N° de embriones
Machol| Hembra recuperados por
Total [|Macho| Hembra | (%) (%) ratona(media+SEM)
X-EGFP || 1170 598 572 51,1] 48,89| 27,39+1,9
Control | 352 179 173 50,85ﬂ 49,15“ 26,3+2,4
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Tabla 2. Recuento celular de la masa celular intemny del trofectodermo de

blastocistos producidosn vivo

N° células
) trofectodermo N° células MCI
N° de células totaleg
(mediatSEM) (mediatSEM) (mediatSEM)
n | Macho || Hembra || Macho | Hembra Macho Hembra
51,86 46,39 37,18 33,22 14,68 13,17
X-EGFP A5 +2,96 +1,96 +2,35 +1,46 +0,88 +0,75

3.2. Determinacion de la proporcion secundaria deegos

Los resultados de la Tabla 3 muestran la ausereiané distorsion en las
proporciones secundarias del sexo a nivel glolndb tan las cepas CD1 (394 fetos, 48%
de machos) como en la B6C3F1 (339 fetos, 51% déaosccon respecto al tedrico de
machos y hembras (50:50). Asimismo el tamafo deadanse presenta dentro de los
parametros normales de cada cepa (11-13 en cepasyCI29 en cepas con fondo

genético C57BL6/J), con escasa muerte fetal ptasmraion (datos no mostrados).
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Tabla 3. Proporcién secundaria de sexos utilizandel macho X-EGFP y hembras
CD1ly B6C3F1

N° fetos Proporcion Tamafio total de
camada(N° de fetostSEM
de sexos
Hembras| Total || Macho||Hembra| Macho|Hembra Total
CD1 394 191 203 48,0“ 52,0 13,13+0,65
B6C3F1 | 339 173 166 51,0“ 49,0 8,92+0,53

3.3. Efecto de la maduracién espermatica en la propcion del sexo de embriones
producidos por fecundaciénin vitro

Al realizar fecundacionem vitro con muestras espermaticas control (CD1, no
consanguineo) y transgénicas (X-EGFP, F1 de dosscegnsanguineas) provenientes
de cola de epididimo o de conducto deferente, nensentraron diferencias en el
porcentaje de sexos de los blastocistos provesiatdgelas muestras espermaticas de
cola de epididimo (Tabla 4). Sin embargo, en btastos de la cepa no consanguinea
hay una diferencia a favor del desarrollo de enmschembra en muestras esperméticas
obtenidas de conducto deferente y utilizadas pamandacionn vitro (p<0,01) (Tabla
4).
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Tabla 4. Porcentaje de sexos de blastocistos obt#éos mediante fecundaciénn
vitro (FIV) con espermatozoides de cola de epididimo y @enducto deferente

Blastocistos totales, n Porcentaje de sexds
Fuente Spz en la FIV Total Macho || Hembra | Macho | Hembra
Epididimo CD1 192 100 92 52,08 47,92
Deferente CD1 212 89 123 41,98 58,02
EpididimoB6C3F1 1052 527 525 50,10 49,90
DeferenteB6C3F1 642 340 302 52,95 47,05

N=numero de embriones®” indica diferencias significativas con P<0,01.

3.4. Efecto de la relajacion muscular uterina sobréa fecundacion espermatica en

la primera divisibn embrionaria

Para determinar si la motilidad de los espermatie=oi portadores del
cromosomas “X" 0 “Y” es distinta y puede tener diecéo en la proporcion de sexos, se
inhibié la contractibilidad del tracto genital fenieo y se evalué el sexo de los
embriones obtenidos en cada oviducto, seleccionsdembriones por la velocidad de
la primera divisidbn mitotica del cigoto. Las hengfaeron inyectadas cdritodrine
hydrochloride(un inhibidor de las contracciones del musculo dlsl Utero) al momento
de la inyeccion de hCG a una concentracion de 25tnhin(Guidobaldi et al. 2012). La
inhibicion de la motilidad produce que los espeonaides tengan que llegar al lugar de
fecundacion exclusivamente gracias a su motilidah este modelo se puede analizar
si existe alguna diferencia en motilidad vivo entre espermatozoides portadores del
cromosoma “X” o “Y”. Los resultados de la Tabla fuestran diferencias en la
proporcion de sexos de los grupos de rapidos tamtd lado derecho como el izquierdo
de los controles. Estas diferencias no se obsewados animales tratados con ritrodine.
Ademas, se observa que el nimero de ovulacionesnéy®r en el ovario derecho,
reflejado en la mayor cantidad de embriones enadaf en el lado derecho;
adicionalmente se observo que del ovario deredoles primeros en ovular y realizar

la primera division celular (datos no mostrados).
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Tabla 5. Proporciéon de sexos en embriones agrupadgmor la velocidad de la

primera divisibn embrionaria, provenientes del ovaio derecho e izquierdo de
hembras tratadas conRitodrine hydrochloride

IZQUIERDO n, (%)

DERECHO n, (%)

TOTAL n, (%)

Réapido || Lento | Subtotal | Rapido|| Lento | Subtotal || Rapido| Lento | Total
Control 56 151 207 287 393 | 494
45 242 101
machos [ (63,647 (49,02)] (52,27) | (61,64%| (51,27)| (52,66) ||(62,63F| (50,38) (52,50)
32 157 189 28 230 258 60 387 | 447
Control
hembras [[(36,367](50,98)| (47,73) |(38,367| (48,73)| (47,34) |(37,27}| (49,62) (47,50)
- 47 145 192 51 180 231 98 325 | 423
Ritodrine
Machos | (44,76) (49,66)| (48,36) | (56,67)| (53,57)] (54,23) | (50,26)] (51,75)| (51,40)
- 58 147 205 39 156 195 97 303 | 400
Ritodrine
Hembras || (55,24) (50,34)| (51,64) | (43,33)| (46,43)| (45,77) | (49,74)] (48,25)| (48,60)

n=Numero de cigotos llegados a blastocistos en gutt in vitro, (%)=porcentaje.

Diferencias entre machos y hembras®® indican, significativas con p<0,05;%¢
indican, significativas con p<0,01
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4. DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que los ratonesgémaitos portadores de un
marcador fluorescente en el cromosoma “X” no attdeaproporcion del sexo de sus
descendientes, indicando que ambos espermatozmdisiores del cromosoma “X” o
“Y” tienen en condiciones normales, igual capacidiedfecundar y demostrando la
inocuidad de la presencia del transgén en el cromas“X”. El desarrollo pre-
implantacionalin vivo e in vitro de los embriones transgénicos es similar al de los
embriones no transgénicos del mishaxkgroundy el nimero de células de la MCl y
del TE son similares entre machos y hembras. Lderesa son similares a los
observados anteriormente de ratones hibridos nwsgémicos (Burgoyne 1993) y
utilizando diferentes técnicas de marcacion celfldandyside y Hunter 1984),
indicando que al menos los embriones producidosivo no muestran diferencias
ligadas al sexo en el nimero de células, y quedsepcia del transgén tampoco afecta

el nUmero de células del embridn.

En las fecundacionén vivo con superovulacion de las hembras, no se observa
una diferencia a favor de ningun sexo. Tampocemifi los tamafios de camada, y las
escasas reabsorciones y pérdidas embrionariagraogm afectar el equilibrio de sexos
en los embriones y fetos producidos con el espdramsgénico X-EGFP. Ademas
contribuye el haber realizado el cultivo vitro con un medio optimizado como es el
KSOM para que las diferencias entre embriones stenth sexo no sean tan marcadas,
debido a que el KSOM mantiene mejor las carackesstmorfologicas, genéticas y
epigenéticas, y a pesar que retrase ligeramemesalrollo que las condicion&svivo,
sus caracteristicas para dar embriones capaceaargdetirse e implantar son buenas
(Erbach et al. 1994, Summers 2013).

En el experimento de FIV donde comparamos espernmides de cola del
epididimo y del vaso deferente, no se observametiféas en la proporcion de sexos en
la cepa B6C3F1 transgénica. Sin embargo, llamadacen la alta produccién de
hembras cuando las muestras espermaticas provienennducto deferente en la cepa
CDL1. Los espermatozoides del vaso deferente soprilogros eyaculados y sirven en
el caso del raton para cambiar el pH vaginal, mamen el que generalmente mueren,
siendo posteriormente los espermatozoides de & dml epididimo los que llegan al
Utero. Es posible qumm vitro, estas poblaciones del vaso deferente se compdeten
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forma diferente debido a su mayor periodo de maitmaen el epididimo y vaso
deferente, y como consecuencia las diferenciag gxablaciones espermaticas “X” e
“Y” se hagan mas evidentes en estos espermatozoaesiayor grado de maduracion.
Desconocemos cual es el motivo que solo el efexteea en CD1 y no en B6C3F1,
suponemos que es un efecto lotkgroundgenético.

El transporte y la fecundacién de los espermatezo@h el 6vulo estan también
supeditados a las contracciones uterinas y de dighuctal (Guidobaldi et al. 2012). Si
bien los espermatozoides intrinsecamente tienematiéidad linear y progresiva, éstos
estan ayudados por las condiciones maternas queiteerllegar en pocas horas al
istmo del oviducto, lugar donde se va a llevar laoda fecundacién (Suarez y Pacey
2006). En las cavernas del oviducto se encontrdedn primeras oleadas de
espermatozoides que han sobrevivido a las condisiaterinas previas, gracias al
fluido seminal que inmunosuprime en cierta manéiente uterino (Katila 2001),
aguardando hasta recibir la sefial de fecundaci@ ocgiminara en la capacitacion
espermatica para la posterior reaccién acrosomigeenetracion (Guidobaldi et al.
2012). Se ha demostrado que los espermatozoideslpmrs de cromosoma “X” e “Y”
difieren en algunos parametros de su motilidadaliggorogresiva (Penfold et al. 1998).
Nosotros hemos comprobado qaevivo, cuando se inhibe las contracciones del utero a
hembras superovuladas, no se modifica el porcemtajanachos y hembras. Sin
embargan vivo, cuando no se inhiben las contracciones, los posnembriones que se
dividen tanto del oviducto derecho como del izgqleeson machos, indicando que los
espermatozoides “Y” son mas rapidos que los porgsddel cromosoma “X” para
fecundar el ovocito, pero no debido a su motilitiaglal (que deberia haberse puesto en
evidencia cuando se inhibian las contraccionestrdeto femenino). Los resultados
indican que las contracciones uterinas son critgasa que los espermatozoides
portadores del cromosoma “Y” fecunden antes quespermatozoides “X”, y que las
diferencias en estas poblaciones deben produairsaracteristicas relacionadas no con

la motilidad lineal sino con la capacitacion, hgivacion y/o la reaccion acrosomica.

En resumen, nuestro estudio muestra, tanto/ivo como in vitro, que la
utilizacion de espermatozoides provenientes umrainsgenico X-EGFP no altera la
proporcion del sexo primario y secundario. Por,ed® un modelo adecuado para los

estudios realizados en los siguientes capitulda geesente tesis, donde las diferencias
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existentes de acuerdo a los experimentos disefed@s referidas Unicamente al factor
materno. Hemos demostrado también que existerediders entre los espermatozoides
del vaso deferente y del epididimo que puedenafé&tproporciéon de sexo. Ademas
hemos observado que en condiciones de inhibiciohaslecontracciones uterinas la
proporcion de sexos de los embriones es la misnem,  caso de los controles (sin
inhibicién), las contracciones uterinas facilitamcialmente la fecundacién de los
espermatozoides portadores del cromosoma Y, sndoida existencia inicial de

diferencias en capacitacion, reaccion acrosémigperactivacion y/o capacidad para

penetrar el ovocito.
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Efecto de la restriccion de alimento durante el peodo peri-concepcional y la
diabetes quimicamente inducida en la proporcion deexos y tamafio de camada
considerando la bilateralidad
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INTRODUCCION

Las diferentes teorias evolutivas sobre el efeatolal condicion materna en la
determinacion del sexo han sido valoradas en vasagcies animales obteniendo resultados
diversos (Armitage 1987, Avery 1989, Pratt y Lisd8®, Perret 1990, Bacon y McClintock
1999, Edwards y McMillen 2001). Asi, un meta-andlide casi 1000 trabajos, mostro la
existencia de resultados con correlacion positivegativa e incluso la no existencia de
correlacion (Cameron 2004) con la teoria de coadiciorporal materna de Trivers y Willard
(Trivers y Willard 1973). De estos multiples estglse ha derivado la hipétesis de que al menos
3 factores parecen provocar una distorsién haciseno determinado, como son la condicion
corporal materna (Bronson y Marsteller 1985, Anslemsy Bergstrom 1998, Rosenfeld et al.
2003, Rosenfeld y Roberts 2004, Alexenko et al.7200ameron y Linklater 2007), la
concentracion de glucosa (Pratt y Lisk 1989, Per@®0, Pratt y Lisk 1990, Rjasanowski et al.
1998, Hahn 1999, Machado et al. 2001) y la rela@atre el momento de ovulacién y de
fecundacion (Kojola 1989, Cameron y Linklater 2007)

En poblaciones africanas inmersas bajo pobres cionés de desarrollo, se ha visto
afectada la proporcién positiva del sexo (propara@é machos) debido a la condicién materna
durante la gestacion, registrandose un mayor nantmide mujeres en condiciones maternas de
malnutricion (Andersson y Bergstrom 1998). Diverstabajos en ratones donde se
experimentaban diferentes dietas, alterando ladzaahte los componentes nutricionales, como
grasa o carbohidratos, mostraron resultados dispgarda proporcidén del sexo. Por ejemplo, en
las dietas con mayor contenido de grasa se eviglemcsesgo de la proporcion de sexos hacia
una mayor cantidad de machos y cuando se estudiasoproporciones del sexo utilizando
dietas con mayor contenido de carbohidratos, awmbarii poblacién de hembras (Rosenfeld et
al. 2003, Rosenfeld y Roberts 2004). En ocasionastipo de componente especifico del
alimento puede ser el causante de la distorsiobalahce de los sexos. Por ejemplo, cuando se
alimento a ratonas con suplementos ricos en agdasos poli-insaturados, en concreto con
mayor contenido en Omega 3, la descendencia tuganayor proporcion de machos, y cuando
los acidos grasos contenian mas Omega 6, se obhavmayor cantidad de hembras (Fountain
et al. 2008). Otros resultados muestran como tnthsconcentracion de sodio administrado en

el estadio pre-ovulatorio afecta de forma inveasprbporcion secundaria del sexo, o lo que es lo
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mismo, a mayor concentracion de sodio se obterdamuenor proporcion de machos (Bird y
Contreras 1986).

Por otro lado, se sabe que en una dieta normapate de macro y micronutrientes son
importantes para el mantenimiento de los niveleglaeosa del embridn y de los futuros estados
gestacionales (McMillen y Robinson 2005). De lo tcamo se pueden producir anomalias
congénitas en el feto, como problemas cardiovassjladiabetes y otros desordenes
metabdlicos, condicionando la supervivencia al nacelterando los fenotipos de fetos en
comparacion con aquellos provenientes de madreseaiadas con dietas equilibradas
(Simonetta et al. 1991, Edwards y McMillen 2001Irnaadez-Twinn et al. 2003).

En dietas con bajo contenido proteico, se obtuwidrajos pesos al nacer, asi como
hiperinsulinemia, diabetes y problemas relacionamwosel sindrome de resistencia a la insulina
(Fernandez-Twinn et al. 2003). Esta dltima se haeokado en paises recientemente
industrializados. Su importancia reside en quenfailina regula el metabolismo del azucar,
proteinas y grasa, manifestandose este sindrome@l@s receptores de los tejidos no llegan a
captar la insulina, y esta se va acumulando eorgdrite sanguineo. Posteriormente, los altos
contenidos de azucar desencadenan diabetes acalopal@altas presiones sanguineas y altos
niveles de triglicéridos (Mi et al. 2000). Es pdiogpor lo que el descontrolado contenido de
proteinas, carbohidratos y azucares en la dieggmugenerar desérdenes que afectan a los

sistemas involucrados en la reproduccion.

En mujeres diabéticas, los altos contenidos deoghuen sangre tienen efectos nocivos
para el embrion y el feto, que conllevan procesmgptbdticos, o desencadenan malformaciones
fetales y alteraciones de la proporcion de sexbdi¢h et al. 2012). En estos ultimos afios se ha
reducido la tasa de muerte perinatal por hiperghigegracias a los tratamientos con insulina.
Sin embargo, aun se mantienen latentes los cangjpiesocurren a nivel epigenético en los
blastocistos producidos bajo estas condicionespagnncremento de la expresion del gen Bax
y el incremento de apoptosis en presencia de atiasentraciones de glucosa (Moley et al.
1998). Ciertos estudios vitro donde se suplementa el medio de cultivo con uromagntenido
de glucosa han mostrado diferencias en la distord& sexo hacia la obtencion de mayor
cantidad de machos en embriones bovinos (Gutiddemr et al. 2001), encontrandose
correlacion entre el tiempo de inseminacién y lacemtracion de glucosa y de hormona

luteinizante durante el estro (Rorie 1999, Cam&@®4). Sin embargo en otros trabajos, en el
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modelo in vivo de ratbn no se observaron cambios en la propord®rsexos y soOlo se

encontraron diferencias en el peso al nacer enate®provenientes de transferencias realizadas
a receptoras sanas (Bermejo-Alvarez et al. 2018gn#as, se ha observado una diferencia a
favor del desarrollo y la supervivencia de los noacbhuando se suplementa con glucosa el

medio de cultivan vitro (Gutierrez-Adan et al. 2001).

Debido a que las distintas dietas determinan lalica@m corporal materna y regulan la
homeostasis fisiolégica donde se desarrolla el @mprtambién podrian afectar a la
supervivencia de embriones en funciéon de su gémdatas con un alto contenido caldrico y
bajas en proteinas pueden generar cuadros de lniggrga y condicionar el estatus saludable
del embrion o feto, ya que pueden ocurrir episo@ipeptéticos parciales o generalizados
(Armitage 1987, Kwong 2000, Fernandez-Twinn et 2003). Ademas, las dietas con alto
contenido en grasas son capaces de modificar lasng&ros hormonales debido a que se valen
de ellas para su sintesis (Brewer y Balen 201®¢tando posiblemente el momento de
ovulacion, al cual se le ha atribuido un rol ediktorsion del sexo (James 1996). Posiblemente,
la razén resida en que, dependiendo del momentdad&cundacion, el ovocito y el
espermatozoide podrian encontrarse en una madsirezéica producto de la fluctuaciéon del
pico de gonadotropinas (Avery 1989). Todo ello,donia otras posibles modificaciones
fisiolégicas como el pH vaginal (Pratt et al. 198puede condicionar a las poblaciones
espermaticas, modificando su motilidad y longevidsdicionalmente, el tiempo de ovulacién y
fecundacion tendrian una influencia sobre las semres oviductales y uterinas (Wang et al.
2005, Whyte et al. 2007). Estas actuan como tangpgnson de gran importancia en la
supervivencia del embrion, pudiendo condicionardisrencias en la proporcién de los sexos
(Gardner et al. 2005).

Nuestro objetivo es determinar por una parte altefde la restriccion de alimento y por
otra parte el efecto de la hiperglucemia (diabetdscida quimicamente) en etapas claves de la
peri-concepcion sobre la determinacion primarieegusdaria del sexo, tamafio de camada y

calidad embrionaria/fetal.
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2. Materiales y métodos

2.1. Animales

Los animales fueron mantenidos con un fotoperioeld4 horas de luz y 10 horas de
oscuridad, a una temperatura de 23°C y humedatleetie 60%. Las hembras utilizadas fueron
destetadas en el dia 21 o 22 de nacimiento ygdrlle una edad entre 6-15 semanas se cruzaron
con machos fértiles individualizados. La determidiaale la copula se realizé observando la
presencia del tapon vaginal en las ratonas prim$paP horas después del cruce (dia 0,5 del

embrion pre-implantacional).

Se utilizaron hembras pertenecientes a dos ce&33mBL (C57BL/6J x CBA) y Random
Swiss-Webster (CD1 no consanguinea) para los erpetos relativos a restriccion de alimento,
superovulacion y diabetes. Ademas se utilizaronbnasnadultas CD1 como pseudogestantes.
También se emplearon machos fértiles y vasectomszae la cepa CD1 para los cruces, y
ratones machos B6C3F1 con el transgéen X-EGFP (CRFEGCX-38 Chr X D), descrito
previamente por Nakanishi (Nakanishi, Kuroiwa et28l02), para la determinacion del sexo en
los blastocistos y fetos obtenidos (Anexo 1y peeivamente).

2.2. Protocolo de estimulacion ovarica y obtencidme embriones pre-implantacionales

Para la superovulaciéon se utilizaron hembras aslaléa6-15 semanas las cuales fueron
inyectadas de forma intraperitoneal con 7,5 unigadéernacionales (Ul) de gonadotropina
sérica de yegua gestante (PMSG Folligon 500, iaterseguida 48 horas después de una
segunda inyeccion intraperitoneal con 7,5 Ul deagoiropina coriénica humana (hCG; Veterin

Corion Equinvest), para posteriormente cruzarlasnachos fértiles X-EGFP.

Tras comprobar la existencia de tapén vaginaletobriones se recuperaron del oviducto
mediante lavados por el infundibulo utilizando eddio tamponado M2 (distinguiendo el lado
derecho e izquierdo del ovario/oviducto de origeppsteriormente se cultivarem vitro en un
medio optimizado con potasio suplementado con aidos (KSOM Specialty Media,

Milipore, Espafia) y con 5% de albumina sérica bayBSA, Sigma A6003), hasta el estadio de
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desarrollo deseado. La formulacion de los mediosdetenimiento y de cultivo se encuentra

detallada en los Anexos 3y 4.

2.3. Disefio experimental de los grupos bajo estrabmenticio

Todas las ratonas fueron alimentadas con dieta rotmheequilibrada estandar para
roedores (2014 Teklad Global, Harlan Ibérica) yaaad libitum el grupo con sometimiento a
estrés por restriccion de alimento programadoeserdtird el alimento de acuerdo al disefio

experimental propuesto para las etapas de pre@enlg pre-implantacion.

Para el estudio de la proporcion secundaria desto®s por influencia del estrés
nutricional pre-concepcional, se hicieron 3 grupow en el cual el alimento era suministrado
24 horas (F) y luego se restringia otras 24 hdRasl¢ manera alternativa durante 8 dias (grupo
8RF), es decir, se le retiraba y suministraba alimele forma intermitente por cada dia y
durante 8 dias previos al cruce con el macho, y reauperaba el estadd Bbitum el dia que se
observaba la presencia del tapon vaginal. En eireEggrupo pre-concepcional, el alimento era
restringido a la mitad de la cantidad ingeridagiary por ratona (1,0 gramo de alimento para la
cepa B6C3F1) durante una semana previa al crucelamacho (grupo 7R/2), recuperando su
estado dead libitum, igual que el caso anterior, cuando se observalpaelsencia de tapon
vaginal. En el tercer grupo se utilizaron raton&s Gometidas a superovulacion, produciéndose
dicha restriccion de 48 horas entre las inyecciaesPMSG/eCG y la hCG (grupo eRh),
recuperando luego el estaald libitum

También se analizé la distorsion del sexo en ratango alimento fue restringido en
periodos embrionarios pre-implantacionales retio&edel tercer y cuarto dia desde la presencia

del tapén vaginal (gruposR).

En todos los experimentos llevados a cabo se régssexo, la posicion, el tamafio de
camada y la pérdida de fetos por reabsorcionesogngiupos de restriccion de alimento,
transferencias y controles en cada uno de los oseasterinos para la determinacion del sexo

primario y secundario. El esquema del disefio empmrial se realiz6 como indica la Figura 1.
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Concepcional

Fase: Preovulatoria Ovulatoria reimplantacional

Grupos
control

TR/2
8RF
eRh
Sov

R

- Alimento
: Mitad del alimento

Sin alimento

Figura 1: Disefio experimental de dietas y alimenteestringido en estadios de peri-concepcion

2.4. Induccién de diabetes

Para el desarrollo de este experimento se utilizairatonas CD1 de 6-15 semanas de
edad las cuales fueron sometidas a cruces con sach@FP y retiradas del cruce una vez
detectada la presencia del tapon vaginal. Al cab@®&l horas, se aplicG una inyeccion Unica
intraperitoneal de aloxan@lfoxan Monohydrate“ALX” Sigma-Aldrich A7413) a la dosis de
200mg/Kg, dejando previamente a la ratona en aylurante 15 horas. El aloxano destruye
selectivamente los islotgisdel pancreas que producen insulina, generaialmetes mellitusle

tipo 1.

El dia 3,5 de gestacién, se determind el nivelldeoga en sangre mediante un pequefio
corte en el extremo de la cola y colocando una detsangre en la tira reactiva del glucémetro
(Glucocard G sensor, Arkray Factory, Inc.). Las stas que daban registros superiores a 400
mg/dL de glucosa en sangre fueron consideradas catnoas diabéticas (hiperglucémicas)
(Diamond et al. 1989). Para los controles se atiim ratonas no inyectadas, con valores

normales por debajo de 200 mg/dL. A continuaciomasaron los oviductos y Uteros de estos
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animales con medio tamponado recuperandose lo®tiktss, evaluandose la proporcion de
sexo total y parcial producido por cada ovario deoee izquierdo.

2.5. Doble tincion para recuento del nimero de cdlas de la masa celular interna y del
trofectodermo de los blastocistos

Para la tinciéon diferencial, se permeabilizd ektilaisto en una solucion de Yoduro de
propidio 10 mg/mL disuelto en triton X-100 al 0,2Mrante 30 seg en una placa térmica a 37°C.
Posteriormente, se mantuvo en solucion de tincidijagion de 25 pg/mL de bisbenzimida
(Hoechst 33342, Sigma B2261) disuelta en alcohlit@tabsoluto durante 3 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se colocaron los blastockstoglicerol en una lamina portaobjetos para
visualizarlos al microscopio de epifluorescencia. Hicieron multiples fotografias a diferentes
secciones, asi como un analisis de imagenes paecwtnto celular utilizando el programa

ImageJ.

2.6. Efecto de la transferencia de blastocistos prenientes de ratonas hiperglucémicas a

ratonas pseudogestantes sanas

Los Dblastocistos obtenidos mediante lavado oviducta uterino de ratonas
hiperglucémicas (ALX) y controles fueron sexado®kdia 3,5 de desarrollo pre-implantacional
y agrupados en igual cantidad de machos y hemianas Ipego ser transferidos a receptoras
pseudogestantes sanas (11-15 semanas de edadjasruzen machos vasectomizados y con
glucosa en sangre200 mg/dL) a través de transferencias intrauteribéshas ratonas fueron
sacrificadas en el dia 12 de gestacion registr&nabssexo de aquellos fetos que habian
implantado, asi como identificando las posibles fonalaciones del feto producto de la

hiperglucemia pre-implantacional, y el nUmero debs®rciones.
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3. Andlisis estadistico

Todos los analisis de proporciones de sexos tantbapas como secundarias se
realizaron a través de una prueba de Chi-cuadradobondad de ajuste. En los casos de
comparacion de proporciones entre machos y hemdwadistintos grupos experimentales se
realizd una prueba Z con correccion de Yates. Blerd de células de los blastocistos se valoro
mediante analisis de varianza de una ofe(way ANOVA Ademas se realizé unrrTest Mann-
Whitney U Statistigpara las comparativas de la concentracion de giuensangre. En los casos
donde el valor de confianza fue superior al 95%awesiderd6 como diferencia significativa. En

las comparaciones estadisticas se utilizo el pnogr@igmaStat 3.5 (Systat Software, Inc).
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4. Resultados

4.1. Efecto de la restriccion de alimento pre-conpeional en la proporcion de sexos y el

tamafio de camada

4.1.1. Restriccion alimentaria pre-concepcional

Los resultados en la Tabla 1 muestran, que erelgascCD1 y B6C3F1, la proporcion de
sexos de los fetos al dia 12 de desarrollo, degiopos de restriccion de alimento de forma
alternativa y los de disminucién de alimento (8RA-2 respectivamente) no fueron diferentes a
los obtenidos en los controles. Tampoco se encatifieéencias en la proporcion de machos y

hembras entre los dos grupos de restriccion desatim

Tabla 1. Proporcion de sexos de ambos cuernos utess en los grupos de restriccion

alimentaria pre-concepcional (8RF, F/2) y controlen cepas CD1 y B6C3F1

Grupos de restriccién N° fetos implantados y

Proporcion de sexos
de alimento Total
Cepa CD1 Total Machos Hembra Machos Hembra
Control 394 191 203 48,0 52,0
8RF 235 119 116 51,0 49,0

Cepa B6C3F1

Control 339 173 166 51,0 49,0
8RF 208 115 93 55,0 45,0
7F/2 231 114 117 49.0 51,0
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Ademas considerando de forma independiente cadena@ugterino, no se registrd
variacion en la proporcion de los sexos en la ¢&pa ni en el atero derecho (machos: control
48% vs 8RF 54%) ni en el izquierdo (machos: coB% vs 8RF 48%), como muestran las
Tablas 2y 3.

En cambio, en el utero derecho de la cepa B6C3&il&T12), el grupo control muestra un
patréon de segregacion de sexos distinto a la pecaporesperada (50:50), aumentando la
proporcion de machos hasta un 59%. Lo mismo ocamda dieta de alimento intermitente 8RF
con resultados similares a los controles (58%). édnibargo, el grupo 7F/2 no distorsiona la
proporcion de sexos, presentando diferencias ggtiifas con el grupo control y con el de dieta
intermitente 8RF (p<0,05).

Tabla 2. Proporcion de sexos del cuerno uterino decho en cada grupo (8RF, F/2 y
control) en cepas CD1 y B6C3F1

Proporcion de sexos utero

Grupos N° fetos utero derecho derecho

Cepa CD1 Total || Macho| Hembra Macho Hembra
Control 200 97 103 48,0 52,0
8RF 111 60 51 54,0 46,0

Cepa B6C3F1

Control 169 99 70 59°0 41,0
8RF 111 65 46 58°5 42 5
7F/I2 115 58 57 50°4 49,6

abc\myestran diferencias significativas, P<0,05. N°: naero de fetos implantados.

El cuerno uterino izquierdo de la cepa B6C3F1 témbnuestra un patron de segregacion
en los controles diferente al esperado de 50:50tramdo a lo ocurrido en el cuerno uterino

derecho, que aumenta la proporcion de hembrassasofdroles. Por contra, en los grupos 8RF y
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7F/2 las proporciones entre machos y hembras natranediferencias significativas, como se
observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Proporcion de sexos del cuerno uterino izgerdo en cada grupo (8RF, F/2 y
control) en cepas CD1 y B6C3F1. N°: numero de fetamplantados

Proporcion de sexos utero

Grupos N° fetos Utero izquierdo izquierdo

Cepa CD1 Total Macho Hembra Macho Hembra
Control 194 94 100 48,0 52,0
8RF 124 59 65 48,0 52,0

Cepa B6C3F1

Control 170 74 96 44°0 56,0
8RF 97 50 47 51,5 48,5
7F/2 116 56 60 48,0 52,0

aP\Muestran diferencias significativas, P<0,05.

Los resultados obtenidos debido al estrés porigegin de alimento en los tamafos de
camadas totales y parciales de cada utero y encepadaestudiada se muestran en la Tabla 4. Se
analizaron 48 camadas de la cepa CD1, donde nbssva un cambio en el tamafo total de
camada del grupo de restriccion alimentaria presgpcaional 8RF, ni en los cuernos uterinos
derecho e izquierdo por separado, comparado cohdervado del grupo control. Por otro lado,
la cepa CD1 alberga mayor cantidad de crias tamtatero derecho como en izquierdo en
relacion al tamafio de camada encontrado en laB@f8F1 tanto en los grupos control como
en los grupos de restriccion de alimento. Por tadm se analizaron 87 camadas en la cepa
B6C3F1 donde en el grupo 7F/2 se encuentra un nmgmoero de embriones implantados en el
total de los cuernos uterinos comparados con glognontrol debido a la menor cantidad de
implantaciones en el Gtero derecho (p<0,05), masntjue el grupo 8RF solo muestra una

disminucién no significativa de embriones en etaliezquierdo.
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Tabla 4. Numero de fetos por camada en los cuernoserinos derecho e izquierdo de los

diferentes grupos de restriccion de alimento pre-ecwepcional

Grupos de . ) )
c Tamanototal de| Cuerno uterino || Cuerno uterino
epas
P restriccion de N° camada (N° de|| derecho (N° del izquierdo (N° de
alimento camadad| fetoszSEM) fetostSEM) fetostSEM)
CD1 Control 30 13,13+0,65 6,67+0,55 6,47+0,41
8RF 18 13,06+0,91 6,89+0,52 6,17+0,73
B6C3F1 control 38 8,92+0,53 4.47+0,29 4.,45+0,31
8RF 24 8,660,581 4,62+0,48 4,04+0,46
7F/2 28 8,25+0,36 4.14+0,34 4,11+0,27

ab\Muestran diferencias significativas, P<0,05.

4.1.2. Proporcion primaria de sexos por restricciorde alimento pre-concepcional durante

la superovulacion

La

intraperitoneales de PMSG (eCG) y hCG, no afecfisdporcion de sexos de los blastocistos de

restriccion de alimento durante la superovulacicentre las inyecciones
la cepa CD1 (Tabla 5A); y tampoco se observaroerglifcias en la proporcion de sexos de los
blastocistos obtenidos de cada cuerno uterino astlakide manera independiente derecho (Tabla

5B) e izquierdo (Tabla 5C) con respecto a sus otadr
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Tabla 5. Proporcion global de sexos (A) de blast®tos y provenientes de oviducto derecho

(B) e izquierdo (C) de ratonas CD1 superovuladas yometidas a restriccion de alimento

pre-concepcional

A.
CD1 N° embriones totales Proporcion de sexos total
Total || Macho | Hembra Macho Hembra
Control SOV 1123 547 576 49,0 51,0
eRh 848 444 404 52,0 48,0
B.
Proporcion de sexos ovario
CD1 N° embriones derecha derecho
Total || Macho || Hembra Macho Hembra
Control SOV 603 283 320 47,0 53,0
eRh 423 215 208 51,0 49,0
C.
Proporcion de sexos ovario
CD1 N° de embriones izquierda izquierdo
Total | Macho | Hembra Macho Hembra
Control SOV 567 289 278 51,0 49,0
eRh 425 229 196 54,0 46,0

SQV: superovulacion, eRh: grupo con restriccién dalimento entre la administracién de PMSG y hCG.
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4.2.- Efecto de la restriccion de alimento y la dizetes quimicamente inducida en el periodo
pre-implantacional en la proporcion de sexos y enal recuperacion y calidad de

embriones/fetos

4.2.1. Proporcion secundaria de sexos por restri@n de alimento pre-implantacional

En este analisis, se retird el alimento a las hamtde las cepas CD1 y B6C3F1, en el
tercer y cuarto dia de su desarrollo pre-implaotadi (grupo R4) y luego se sacrificaron al dia
12 de gestacion para registrar el porcentaje dessgkamaro de camada de forma total y parcial
en los fetos implantados en cada cuerno uterinmp@cados con los controles, no se encontré
una diferencia en la proporcion total de los sexosmbas cepas por la restriccion de alimento

practicado en estadios embrionarios cercanosnadantacion (Tabla 6).

Tabla 6. Proporcion de sexos de ambos cuernos uteos en restriccion de alimento pre-

implantacional

Grupos N° fetos Proporcién de sexos Total (%)
Cepa CD1 Total || Machog Hembra Machos Hembra
Control 394 191 203 48,0 52,0
R34 196 101 95 52,0 48,0

Cepa B6C3F1

Control 339 173 166 51,0 49,0

Rs.4 170 84 86 49,0 51,0

R34 grupo con restriccion de alimento en el tercer guarto dia del periodo pre-implantacional.

Cuando analizamos los resultados considerandootetao uterino (Tabla 7), se observa
que la restriccion de alimento no afecta a la c@pd. En cambio, en la cepa B6C3F1, la

restriccion de alimento causa un desequilibriordifeial entre machos y hembras. Se aprecia en
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el utero derecho un efecto contrario entre el obhndlonde hay mayor proporcién de machos vy el
grupo de restriccion de alimento, donde hay mayopgrcion de hembras. En cambio en el lado
izquierdo, solo el grupo control alberga mayor icltt de hembras, mostrando el grupo de

restriccion de alimento una tendencia contrargrabo control (Tabla 7).

Tabla 7. Proporcion de sexos del cuerno uterino decho e izquierdo en restriccion de

alimento pre-implantacional en cepas CD1 y B6C3F1

Grupos N° fetos utero derecho Proporcién de sexasero derecho
Cepa CD1 Total Macho || Hembra Macho Hembra
Control 200 97 103 48,0 52,0
R34 100 55 45 55,0 45,0
Cepa B6C3F1
control 169 99 70 5970 41,0
Rs.4 70 28 42 40,0 60,0

N° fetos uUtero izquierdo Proporcion de sexos Uteniaquierdo
Cepa CD1 Total Macho || Hembra Macho Hembra
Control 194 94 100 48,0 52,0
R34 96 46 50 48,0 52,0
CepaB6C3F1
control 170 74 96 4450 56,0
Rs.4 100 56 44 56,0 44,0

Ra.4. grupo con restriccion de alimento en el tercer guarto dia de pre-implantacion.*”Muestran diferencias

significativas, P<0,05.
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En relacion al tamafio de camada (Tabla 8) no senadns diferencias en la cepa CD1,
sin embargo, cuando se analizan en la cepa B6G8F&| grupo R4 hay diferencias con el

control en el total y en cada uno de los cuernesnds.

Tabla 8. Niumero de fetos por camada en los cuernagerinos derecho e izquierdo del

restriccion de alimento pre-implantacional en cepa€D1 y B6C3F1

Ne Tamario total|| Cuerno uterino Cuerno uterino

Grupos camadaq de camada derecho izquierdo
Cepa CD1

Control 30 13,13+0,85 6,90+0,51 6,47+0,41
R34 17 11,12+0,91 5,82+0,40 5,29+0,70

Cepa B6C3F1

control 38 8,92+0,24 4,65+0,29 4,27+0,3

R34 22 6,73+0,42 3,48+0,28 3,25+0,38

Ra.4. grupo con restriccion de alimento en el tercer guarto dia de pre-implantacion.*” Muestran diferencias

significativas, P<0,05
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4.2.2.- Proporcion primaria de sexo y tasa de recgpacion de embriones provenientes de
madres diabéticas

4.2.2.1. Proporcion primaria de sexos

Las ratonas fueron inyectadas i.p. con aloxano (ARlgma A7413-10G) previamente a
la inyeccion de hCG. Después de 84 horas, los dsmmesentaron altas concentraciones de
glucosa en sangre 400 mg/dL), muy superiores a los controke200 mg/dL) (Figura 2).

700 -
600
500 4
400
300
200 4

100 4 }

0 T T
control ALX

Concentracion de glucosa en sangre mg/dL

Figura 2. Rango de concentracién de glucosa en saadmg/dL) de ratonas inyectadas i.p con aloxano (&),
y controles al momento de la recuperacién de los ddtocistos (Dia 3,5 de desarrollo pre-implantaciofia

Normoglucemia< 200 mg/dL, hiperglucemia> 400 mg/dL. T-Test Mann-Whitney U Statistic con P<@O01.

Cuando se analizaron los resultados de proporatal tel sexo, se observé una distorsion
positiva del sexo debido a la administracion de AlpX0,05) (Tabla 9), igual que cuando se
analizé de manera independiente el oviducto izqoiép<0,05). Estas diferencias no fueron tan
visibles en el oviducto derecho, donde se increenégeramente el porcentaje de machos sin

llegar a ser la diferencia estadisticamente sigatifra (Tabla 9).
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Tabla 9. Proporcién primaria de sexos en estadio delastocisto de dia 3,5 recuperados de
hembras CD1 sanas e hiperglucémicas, de los ovidastderecho e izquierdo

Grupos N° de embriones recuperado$ Proporcion de sexototales
Total Macho | Hembra] Macho Hembra
Control CD1 229 122 107 53,0 47,0
ALX CD1 425 236 189 550 45,0
Oviducto derecho
Control CD1 121 61 60 50,0 50,0
ALX CD1 209 111 98 53,0 47,0
Oviducto izquierdo
Control CD1 108 59 49 54,0 46,0
ALX CD1 216 125 91 58 42,0

ALX: aloxano. *”Muestran diferencias significativas, P<0,05.

4.2.2.2. Numero de blastocistos recuperados de rats diabéticas

Para determinar la proporcion primaria de los sexosatonas inyectadas con ALX, se
les realizé lavados a través del infundibulo héstaarte terminal del Gtero, con el objetivo de
recuperartodos los embriones, tanto los que serrddaeon hasta blastocisto como los que
estuvieran en estadios de desarrollo anterioreRoshente se determind su sexo mediante luz
ultravioleta y se registraron las proporciones pdentes de cada oviducto. No se encontraron
diferencias significativas en el numero de emborecuperados con respecto a los controles
(Tabla 10) aunque se observé un menor numero deobistos recuperados de las ratonas

tratadas con aloxano (Tabla 10).
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Tabla 10. Numero de blastocistos recuperados de losiductos derecho e izquierdo en dia
3,5 post-inyeccion de hCG de ratonas hiperglucémisa (ALX) (= 400 mg/dL) y
normoglucémicas (Control) € 200 mg/dL)

Recuperados| Recuperados

N° de embriones de oviducto de oviducto

Grupos n [recuperados/ratond| derecho izquierdo
Control (<200 mg/dL)| 8 28,63%5,72 15,13+3,54 13,5+3,54
ALX (> 400 mg/dL) 19 26,71+2,79 13,77+1,99 13,94+1,34

n: namero de ratonas, ALX: aloxano.

4.2.3. Calidad embrionaria en condiciones de hipehgcemia y supervivencia después de su

transferencia a ratonas sanas: tasa de implantacignanormalidades fetales

4.2.3.1. Numero de células del trofectodermo (TE) ¢e la masa celular interna (MCI) de

blastocistos obtenidos de hembras tratadas con akxo (ALX)

Se recuperaron blastocistos de las ratonas sometidd. X con el fin de determinar la
cantidad de células que pudieran perderse debiths aondiciones apoptoticas del medio
hiperglucémico donde se desarrollaron. Para eloprecedio con tinciones diferenciales de
masa celular interna y de trofectodermo. Para thalsrienes machos se encontraron diferencias
tanto en la MCI como en el total de células. Enlmaren el caso de los embriones hembra solo
se observaron diferencias en el numero de célelds BICI (Tabla 11 y Figura 3y 4).
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Tabla 11. Recuento celular de blastocistos machoshembra sometidos a un ambiente
hiperglucémico (promedio celular + SEM)

Ne° células
NUmero de células N° células

totales trofectodermo MCI

n Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra

51,86 46,39 37,18 33,22 14,68 13,17

ControlCD1 || 45| 2,96 +1,96 +2 35 +1,46 +0,88 +0,75"

ALX CD1 44,37 41,82 34,21 30,29 10,16 11,53

>400 mg/dL || 36 | +2,38 +2.62 +2,04 +2.28 +0,62 +0,54

ALX: aloxano, n: nimero de embriones, MCI: masa cellar interna. Muestran diferencias significativas hs

letras a,b con p<0.05;y c,d con p<0,01.

Trofoectodermo (TE)

Masa celular interna (MCI)

Blastocisto 3,5 dias Blastocisto 3,5 dias
control <200mg/dL glucosa Aloxano >400mg/dL glucosa

Figura 3: Tincién diferencial de blastocistos de r#n, control y expuesto a aloxano. Se observa un&ngdida

celular en la masa celular interna y trofectoderman los expuestos a aloxano
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M Control CD1 <200 mg/dL
M ALX CD1 > 400 mg/dL

TE

Machos

H Control CD1 <200mg/dL
M ALX CD1 > 400 mg/dL

TE

Hembras

Figura 4. Recuento celular de blastocistos machos hembras en los grupos control y grupo ALX. Se
observan diferencias en las células de la masa daluinterna de machos y hembras, y en el total en

machos.Muestran diferencias significativas las leéts a-b: p<0,05 y c-d: p<0,01.

74



Capitulo II.

4.2.3.2. Transferencia de embriones de madres higgucémicas a receptoras sanas

Una vez determinado el sexo de los blastocistosepentes de la madre que estuvo expuesta
a la dosis de aloxano hasta las etapas finalegnmlentacionales (dia 3,5 de desarrollo), se
recuperaron los blastocistos, y seguidamente ssfiti@ron igual cantidad de machos y hembras
(6M+6H) a uteros de ratonas pseudogestantes naghipémicas <200 mg/dL de concentracion
de glucosa en sangre). A continuacion, se saaufica las ratonas en el dia 12 de gestacion. Se
observé una mayor implantacion de embriones pratedede madres control que de madres
hiperglucémicas (Tabla 12), aunque ninguno de ¢@sséxos se vio significativamente afectado.

Algunos estudios han reportado diversas alterasi@re el desarrollo y crecimiento de
determinados 6rganos como espina bifida o exemrefldbido a la alta exposicion pre-
implantacional de los embriones a un ambiente naehniperglucémico (Machado et al. 2001).
Por ello, se realizé una inspeccién anatomica $icdra los fetos de nuestro estudio con una

lupa estereoscépica, aungue no se apreciaron defemigénitos o anormalidades en ellos.

Tabla 12. Proporcion de fetos implantados provenidgas de embriones transferidos macho

y hembra (1:1) de forma simultanea a ratonas pseudestantes sanas

Total de blastocistos

transferidos (M+H) % Implantacion a Dia 12 de desarllo

Fetos machd| Fetos hembrqg Total
Macho (n) || Hembra (n) (%) (%)
Control 50 50 24 (48) 28 (56) 52 (52%0)
ALX 50 50 16 (32) 21 (42) 37 (370/6’)

ALX: aloxano, n: nimero de embriones transferidosM+H: machos y hembras, %: porcentaje.
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5.- Discusion

Las teorias evolutivas acerca de la divergencidaeproporcion del sexo han sido
ampliamente discutidas en varios modelos animglaeg, han intentado esclarecer en base a la
alteracion de diferentes factores implicados epreteso de la reproduccion. La teoria de la
condicion corporal materna (Trivers y Willard 19&3)una de las mas aceptadas, aunque existen
otras teorias como la competicion por el recutsicdl Resource EnhancemdrRE o Local
Resource CompetitiobRC, respectivamente) (Fisher 1930), o por el aarento Local Mate
Competition,LMC) (Hamilton 1967). Segun la hip6tesis de Trivévdlard, la madre podria
influir en el sexo del bebé antes del nacimienfpedédiendo de los factores ambientales. Esto se
traduciria en que en condiciones adversas nace@amifias y en condiciones mejores nacerian
mas nifios (Wallner et al. 2012). Por ejemplo, seléscrito que la dieta afecta la proporcion
primaria y secundaria del sexo, sin embargo muegkass los resultados son contradictorios
(Rosenfeld et al. 2003, Baker 2005). Los distimosientes que rigen la constitucion materna, y
las alteraciones que sufre la homeostasis ovidyctaterina sobre el embridbn o sobre los
espermatozoides pueden ser la causa de la alterd@dinfluencia de la concentracion de
glucosa en el medio ambiente embrionario pre-intp@onal en periodos cercanos al tiempo de
inseminacion e implantacion, ha sido reportadaghgunos autores como las que tienen mayor
correlacion con el mecanismo de distorsion delldxjia tedérico de los sexos (Cameron 2004).
Muchas de las estrategias realizadas se basan remageestrés en momentos clave de la
generacion embrionaria y vida fetal. Por ello, destricciones de alimento en los tiempos de
produccion ovocitaria, pre-concepcional o pre-imtdaional (determinacion primaria del sexo)
y durante el desarrollo fetal (determinacion seaniaddel sexo) representarian un buen modelo

de estrés hipoglucémico y metabdlico en general.

En nuestro desarrollo experimental, se sometien@toges hembras a una restriccion de
alimento programada en estas etapas clave, utlizalos cepas que muestran condiciones
corporales distintas lpackgroundgenético distinto. Asi, la cepa no consanguined, &3 mas
grande y almacena mayor cantidad de grasa a megidaenvejece (aproximadamente una
ratona reproductivamente adulta a las 6 semanaa pefe 26,5t1,5 gramos (Fuente:
Laboratorios Harlan). Ademas puede albergar una cpatidad de fetos en su utero (10-14 crias

por camada) (Bechard et al. 2012) y al términcadegréfiez tienen un comportamiento maternal
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mas notorio (evitan el canibalismo de crias en fmmae camadas pequeiias, e inclusive aceptan
crias de diferentes cepas). Ademas presentan upoctamiento mas sosegado que las B6C3F1
(cruce de dos cepas consanguineas), las cuales&opequefias a lo largo de su vida, (a las 7
semanas aproximadamente pesan 15,42+0,89 granfasente: Laboratorios Harlan -), con
mayor comportamiento de estereotipia por estréyuna menor capacidad uterina para llevar a
término prefieces de grandes camadas (media deiésBpor camada); (Bechard et al. 2012).
Cuando analizamos los efectos producidos por ta & alimento sobre la proporcion del sexo
primario y secundario en ambas lineas de ratorerebsos que ninguna de las dietas propuestas
modificé significativamente el porcentaje de segeperados (en torno al balance proporcional
50:50 de machos y hembras), ni en CD1 ni en B6C8&ndo se registraron los sexos de los
fetos de sumando ambos cuernos uterinos en condgide monta natural. Sin embargo, se
observé una diferencia entre cepas cuando se aralifos cuernos uterinos por separado (tanto
derecho como izquierdo de forma independientegubd también se ha reportado en la especie
bovina (Hylan et al. 2009).

En principio pensabamos que la restriccion altéraale alimento 8RF podria ser méas
estresante que la del grupo 7R/2, debido a la ciarele alimento en lapsos de un dia tomados de
forma intermitente. Sin embargo, en nuestro casanado se analiza el total de fetos, sin
considerar el Utero de origen, no se observa alteran la proporcion de sexo, y solo hay una
pequefia disminucion del tamafio de camada en ebgr&f2. Sin embargo al analizar los
cuernos uterinos por separado se observa que @relo derecho el grupo 7F/2 es distinto al
grupo control y 8RF, y en el cuerno izquierdo las djrupos de restriccion son distintos al
control. Estas diferencias se correlacionan cafisiaminucion del nimero de fetos observados en
cada respectivo cuerno uterino, indicando que enieino izquierdo se produce una pérdida de
hembras en ambos grupos de restriccidon y en etli@ise produce una pérdida de machos en el
grupo 7F/2. El dato que la restriccion 7F/2 sea esagsante que la 8RF lo constatamos también
con el hecho de que no pudimos realizar este gexperimental con los ratones CD1, que por
su condicion corporal soportaban muy mal este dswaputricional y llegaban en algunos casos
al canibalismo, por lo que decidimos no realizéa dteta en la cepa CD1.

La presencia de fetos machos en mayor proporci@i emerno derecho que en el izquierdo
ha sido reportado anteriormente en diferentes espate mamiferos, como en el raton
(Hollander 1950, Falconer et al. 1961), la ratacfizunan 1974), el hamster (O y Chow 1987), en
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cerdos (Riboni 2002), en bovinos (Hylan et al. 20p®n conejillos de indias (Clark y Galef
1990), entre otras (Endo et al. 1987, Clark y Ga890). Estas publicaciones se basaron en la
existencia de un mayor niumero de cuerpos lutemgpkantaciones de fetos en el lado derecho en
comparacion con el izquierdo. También en la mugeha observado este fendmeno, donde la
mayor parte de los ovocitos ovulados proceden dati@ derecho (Fukuda et al. 2000). Sin
embargo, otros autores sostienen que los estudindedse encontraba una diferencia bilateral
ovarica podrian tener resultados sesgados debmiee dueron realizados en poblaciones con
sospecha de infertilidad, baja respuesta folicplavulatoria y/o problemas de implantacion y de
gestacion. Es mas, se obtuvieron distintos datasdmuse realizaron estos estudios con mujeres
sanas, las cuales no presentaban diferencia est@varios derecho e izquierdo en cuanto a la
respuesta por estimulacion ovérica, tasa de owvrlacatalidad, porcentaje de fecundacion,
division y tasa de prefiez (Balasch et al. 1994%dtos hemos observado una tendencia en este
experimento a tener mas implantaciones el cuerreckde que el izquierdo, pero las diferencias

no eran significativas.

En el atero izquierdo los controles sufren una disigion en la proporcién del sexo,
contrario a lo que ocurre en el Utero derecho.gforcuando se toman las proporciones a nivel
global no se encuentran diferencias. En cambioelegrupo 8RF y 7F/2, no se observa el
incremento de hembras en el izquierdo. Si el ovemgiierdo ovula mas tarde y tiene mas
posibilidades de ser fecundado por espermatozgidesmdores del cromosoma X, es mas
probable que sea un embrién hembra el que en gondgde restriccion de alimento tenga mas
problemas para generarse y por eso se observa m@maro de implantaciones en ese cuerno.
De forma equivalente, si el ovario derecho ovulesy sus ovocitos tienen mas posibilidades
de ser fecundados por espermatozoides portadoresodeosoma Y, también es mas probable
gue en condiciones de restriccion se produzcan snembriones de sexo masculino, y esto es

justamente lo que se observa para el grupo mé&saste 7F/2.

Si la restriccion de alimento se realiza en etgggasmplantacionales (grupoz;&® no se
encuentran diferencias en la distorsion secundilasexo en el global de ambos cuernos
uterinos en las dos cepas de estudio, asi commtangn los Uteros tomados por separado de la
cepa CD1. Sin embargo en la cepa B6C3F1 en conéigide restriccion, se ve muy disminuida
la proporcion de machos en el Gtero derecho ermeméado en el Utero izquierdo comparado

con los controles, con menor implantacion de felesambos Uteros. La pérdida de fetos en
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condiciones de restriccién podria explicar la dimmion de la proporcion de sexo en el Utero
derecho y el aumento en el izquierdo. Nuestrodtesis coinciden con trabajos previos en rata
y hamster donde ha sido descrito que el ovarioctierevula mas y produce a término mayor
cantidad de machos, y que a su vez en el Uteralietey mayor pérdida de fetos machos que
hembras (Pratt y Lisk 1991, Bacon y McClintock 199n los cruces donde se indujo la
ovulacion, el porcentaje primario del sexo en lpac€ED1 no se modificé ni en los blastocistos
totales obtenidos ni en los recuperados por cagl@.lita restriccion de alimento para la cepa
CD1 no dio lugar a una modificacion de las canidade machos y hembras, correlacionandose
los resultados con los obtenidos por Sakai, doadgdco se reportd un cambio importante
(Sakai y Endo 1987).

Cuando se recuperaron los embriones provenientesigiErovulacion en un ambiente
hiperglucémico en la cepa CD1, el porcentaje global machos se incrementd, debido
principalmente a la mayor proporcion de machospe@ados en el oviducto izquierdo. En un
estudio previo realizado en ratones sometidos »aatben montas naturales, observaron que el
porcentaje secundario global de sexos aumentabeh@da et al. 2001). Sostuvieron igualmente
qgue la causa de sus resultados se debieron alnaloeh cual tenia una influencia sobre la
generacion de embriopatias que derivaban en altdalidad fetal por la generacion de
anormalidades congénitas (como espina bifida oceftailms) (Machado et al. 2001). En nuestro
caso, nosotros observamos que la exposicion aradosa periodos cercanos a la implantacion
no afecta el niumero de embriones recuperados cadgmrcon los controles. Para tratar de
explicar esta diferencia, se analizé la calidadodeblastocistos machos y hembras en términos
de numero de células y viabilidad a implantar. Xjposicion a aloxano redujo significativamente
la masa celular interna de machos y hembras coohpgion el control. Esto se puede explicar
por efecto de la apoptosis que afecta prefereneratina la MCI (Perez-Crespo et al. 2005).
Ademas el efecto eras mas evidente en machos danda@én el nimero de células total
disminuye. Por otra parte, corroborando lo descrio estudios anteriores sobre la
teratogenicidad del aloxano(Takano et al. 1965, Hddo et al. 2001), se recuperaron menos
fetos implantados del grupo de embriones procedeatgemadres tratadas con aloxano. Por lo
cual de nuestros datos podemos inferir que si §gerecupera el mismo numero de embriones
pre-implantacionales, las calidades embrionarias m@nores, lo cual se evidencia por la
reduccion del niumero de las células de la MCI. @&mclusién, en este trabajo observamos que

hay una distorsion de la determinacién del sexmamip y secundario en momentos proximos a
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la pre-concepcion y peri-implantacion cuando seegenuna restriccibn programada de
alimentos, Unicamente cuando se considera a caglaccwterino de forma independiente.
Ademas, esto afecta de forma significativa a lawmbras de menor condicion corporal. Por
altimo, la hiperglucemia en el dia 3 y 4 de deskrjare-implantacional aumenta la proporcion
de blastocistos machos debido probablemente atairicion de la viabilidad de los embriones

hembra y disminuye la implantacion embrionaria.

80



Capitulo 111

Distribucién de las implantaciones fetales en hembs ovariectomizadas, en
relacion con la proporcion de sexos de acuerdo a lateralidad del oviducto o

cuerno uterino de origen
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INTRODUCCION

Los vertebrados poseen una simetria bilateral eordanizacion externa del
cuerpo. Sin embargo, muchos de los 6rganos intsmoasimétricos, como el corazon,
higado, pancreas, etc. Y otros 6rganos internogpaces pero presentan un desarrollo
asimétrico, tales como las estructuras encargadiaprdceso de la reproduccion. El
funcionamiento de estos érganos no se rige de @dauar aporte del 50% de cada
componente, sino que varia entre cada 6Organo ysuerconjunto, mantienen la
homeostasis deseada. Es por ello que si se obsgeviorma independiente, cada uno
puede comportarse de manera diferente a su pan(Re05). En muchos de los casos
de actuacion dual de los 6rganos, como es el asmsdrganos de la reproduccion, la
falta de uno de ellos hace que el sistema se attapgado de compensar esa carencia y
procurando mantener el equilibrio funcional. Sirbango, estas alteraciones consiguen
un cambio y una modificacién del organismo, que &ez generan nuevos cambios y
alteraciones colaterales en su fisiologia (Hollark850, Mclaren 1963, Peppler 1971,
Baker et al. 1980, Burden et al. 1986, Chavez y ibgaez 1994, Hylan et al. 2009).

Muchos autores coinciden en que cada uno de lasswalos cuernos uterinos
se comportan de manera distinta durante la vidaodeptiva (Hollander 1950,
Yamanakay Soderwall 1960, Falconer et al. 1961jddast al. 1966, Reimers et al.
1973, Buchanan 1974, Baird y Birney 1985, O y CH&®87, Wiebold y Becker 1987,
Clark y Galef 1990). Asi, se sugiere que el ovdececho genera mayor producciéon de
foliculos capaces de madurar y ovular en comparacah el ovario izquierdo. Esta
diferencia se ha descrito con anterioridad en naicspecies, como en el ratdn
(Hollander 1950, Falconer et al. 1961), la ratacfizunan 1974), el hdmster (O y Chow
1987), en cerdos (Riboni 2002), en bovinos (Hylaal.e2009) y en conejillos de indias
(Clark y Galef 1990) entre otras. Estas publicaesoge basaron en la existencia de un
mayor numero de cuerpos luteos e implantacionesetds en el lado derecho en
comparacion con el izquierdo. También en la mugeha observado este fenémeno,
donde la mayor parte de los ovocitos ovulados plercelel ovario derecho (Fukuda et
al. 2000). Sin embargo, otros autores sostienenlapiestudios donde se encontraba
una diferencia bilateral ovarica podrian tener ltados sesgados debido a que fueron
realizados en poblaciones con sospecha de indedili baja respuesta folicular y

ovulatoria y/o problemas de implantacion y de gedtm Es mas, se obtuvieron
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distintos datos cuando se realizaron estos estudiosmujeres sanas, las cuales no
presentaban diferencia entre los ovarios derechguéerdo en cuanto a la respuesta por
estimulacion ovarica, tasa de ovulacion, calidamcgntaje de fecundacion, division y

tasa de prefiez (Balasch et al. 1994).

En pequefios rumiantes como las ovejas, el 55-658vulaciones y prefieces se
presentaron en el ovario y utero derecho (Casidd. €966, Reimers et al. 1973). El
motivo de estas diferencias parece estar respaldagidmicamente, debido a que el
lado derecho es el lugar opuesto al rumen, y @memste la ubicacion anatomica del
rumen hace decrecer el flujo sanguineo en el laglaerdo, teniendo influencia sobre la
cantidad de gonadotropinas que recibe el ovarigiezdo. Pese a que esta justificacion
no seria aplicable a roedores, en éstos se havalseren general que existen
diferencias en la poblacion ovocitaria y suministeanguineo, influenciada
posiblemente por la inervacion vagal que puede tafediferencialmente a las
poblaciones ovocitarias del lado derecho e izqoididollander 1950, Yamanaka y
Soderwall 1960, Falconer et al. 1961, Casida €t2fi6, Reimers et al. 1973, Buchanan
1974, Baird y Birney 1985, Burden et al. 1986, @lyow 1987, Wiebold y Becker
1987, Clark y Galef 1990).

Segun la anatomia del raton, el suministro de saafjlovario y cuerno uterino
izquierdo se origina de una rama de la arterialremantras que el suministro al ovario
y cuerno uterino derecho se origina directamentéadaorta descendente (Figura 1)
(Avni et al. 2012, Raz et al. 2012). En cambioamuijer el flujo sanguineo diferencial
que reciben los ovarios y los Uteros, se daria degliente manera: mientras que ambos
ovarios reciben el suministro sanguineo de lasiasteovaricas provenientes de la
arteria aorta, el riego de las venas presentaediéeas en el lado derecho, donde se
drenan directamente de la vena cava inferior. BEadel izquierdo, primero se drena a la
vena renal izquierda, para luego pasar por la eama inferior. Ademas, las diferencias
anatomicas espaciales de estas estructuras pagerenar distinto tipo de flujo, debido
a que el ovario izquierdo se recuesta sobre ehcsigmoideo, mientras que en el lado
derecho el ovario se encuentra adyacente al ciegbapéndice. Esto produciria las

supuestas diferencias en la irrigacion ovarica (fi$mn et al. 2001).
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Figura 1. Esquema de la distribucion sanguinea em$ lados derecho e izquierdo de una ratona
gestante. El suministro de sangre al ovario y cueonuterino izquierdo se origina de una rama de la
arteria renal, mientras que el suministro al ovarioy cuerno uterino derecho se origina directamente

de la aorta descendente.

Algunos autores consideran que las diferenciasaiegb podrian incrementar o
adelantar la presencia de LH y FSH en el ovarieawsr, con lo que se explicaria su
mayor tasa de ovulacién y/o una asincronia del mémnde ovulacién (Wiebold y
Becker 1987). Por otra parte las diferencias egorien el Gtero podrian crear una
diferencia en la capacidad de implantacion y dellarentre ambos cuernos uterinos, e

incluso entre distintas regiones uterinas.

Cuando se extirpa un ovario en raton, rapidamenfgaducen cambios dramaticos
en el otro ovario, doblando su tamafo y funciomalién una semana, y finalmente

produciendo la misma cantidad de ovocitos que miadulos dos ovarios. En otras
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especies como en porcino, también se ha observad@adalta de un ovario no alteraba
el tamafio de camada (Hunter 1787). Actualment®sece que, tras una ovariectomia
unilateral, tiene lugar una hipertrofia del ovar@manente, el cual produce una alta
respuesta hormonal compensatoria (Hollander 195€areh 1963, Peppler 1971,
Baker et al. 1980, Burden et al. 1986), ademasndmeremento en la obesidad y un
desajuste hormonal y fisiologico de la hembra (Kadap08). Se ha descrito tal
compensacion en diversas especies como el ratdiggBy Kaliwal 2004), la rata
(Trujillo et al. 2004), la oveja (Mallampati y Cdai 1970), el conejillo de Indias
(Riboni 2002), y en bovinos (Johnson et al. 198%,6t al. 1987). Mas aun, cuando se
midieron las concentraciones de hormona luteinzafitH) en ratas hemi-
ovariectomizadas, se observo que estas eran muelyores que las de ratas con
ovarios intactos. De hecho, en el ovario remandasgealtas concentraciones de LH y
hormona foliculo-estimulante (FSH) potencian unamgensacioén ovocitaria y un
incremento de la tasa de ovulacion e implantaciielfold y Becker 1987). Se ha
descrito que las tasas de ovulacion fueron mayrasdo se extirpa el ovario izquierdo
en lugar del derecho (Wiebold y Becker 1987), y quando se realizaba una
ovariectomia unilateral en el tercer dia de gedtase producia una alta mortalidad de
los embriones en el cuerno ipsilateral al ovario,cemparaciéon con el contralateral
intacto (Bruce et al. 1968). Debido a esta compmasala tasa de ovulacion y el
namero de gestaciones en mujeres hemi-ovariectdaszae mostraron con niveles
similares a los embarazos de mujeres con los dasosvintactos (Boutteville et al.
1987).

En consecuencia y de forma general, se ha evidingae existe en mdltiples
especies una asimetria bilateral entre los ovayiageros que permite un distinto
desarrollo folicular(Casida et al. 1966, Fukuda at 2000), variable cantidad
embrionaria pre-implantacional (Hylan et al. 200@ysiable éxito de implantacion
(Baird y Birney 1985) y una distribucion intrauteidistinta de los fetos (Clark y Galef
1990).Igualmente, puede provocar un flujo sanguicembiante que condicione un
efecto sobre el embrion/feto mediante la conceidtnacde gonadotropinas y dosis
hormonales, las cuales pueden influir a su veaaelistorsion de la proporcion del sexo
de los embriones a implantar o en los fenotipotoddetos a desarrollar dentro de la

camada (Clark y Galef 1990). Por lo tanto, son roadbs estudios que muestran esta
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disparidad anatomo-fisiolégica del ovario y Utem atuerdo a la lateralidad. En este
capitulo, se ha querido mostrar las implicacioned gfecto que tiene esta asimetria,
basandose en la compensacion ovulatoria por madifin hormonal y la influencia del
ambiente uterino sobre la proporcion de sexos skxim en fetos de ratonas de cepas
consanguineas y no consanguineas. Ademas nos @emalizar como la competencia
embrionaria que se produce en un cuerno uterina dembra hemi-ovariectomizada,

afecta el tamafio de camada y a la proporcion dessex

En el primer experimento analizamos el efecto qassa&n las ovariectomias
unilaterales, tanto derecha como izquierda, en hesnllle raton de cepas no
consanguineas. Asimismo, estudiamos su influemcla proporcion de sexos, asi como
la relacién de lateralidad y posicionamiento seglisexo de los fetos en el Gtero. En el
segundo experimento se utilizaran hembras ovareztamlas de la cepa consanguinea
B6, cuyas crias son genéticamente idénticas (pguddas diferencias fenotipicas seran
de origen ambiental y/o epigenético), para estudlaefecto de la compensacion
ovocitaria/uterina del lado no ovariectomizado,6yno podria modificar la proporcién

del sexo, el peso fetal y su distribucidon embri@nan el utero.
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2. Materiales y métodos

2.1. Animales

Se utilizaron ratonas CD1 (no consanguineas) yE&BL/6J) consanguineas
para realizar las ovariectomias unilaterales. Asimoi se utilizaron machos tanto
transgénicos pCAGGS-EGFP (CX-EGFP, CX-38 Chr Xdbtenidos del repositorio
RIKEN BioResource Center, Japan, descrito previaenen (Nakanishi et al., 2002),
portadores de una marca fluorescente en el cronmesoth (X-EGFP) de fondo
genético B6C3F1, y también utilizaremos machosadeepa B6 consanguineos. Los
animales fueron mantenidos con un fotoperiodo dehdrds de luz y 10 horas de
oscuridad, a una temperatura de 23°C y humedatd/eette 60%.

2.2. Ovariectomia unilateral en ratonas CD1 y B6

Una semana previa al cruce se realizo la ovaridetamilateral. Para ello 55
hembras CD1 (12-15 semanas de edad) fueron sometid@rugia para extirpar un
ovario y asi obtener ratonas hemi-ovariectomizadagn del lado derecho (grupo con
sélo la presencia del ovario izquierdo, OVX-D) erbidel lado izquierdo (grupo con
sb6lo la presencia del ovario derecho, OVX-l). Laastomas se anestesiaron
inhalatoriamente empleando isoflurafib-cloro-2,2,2-trifluoroetil difluorometil étey)
con control de oxigeno y temperatura en un ambiestteril. La ovariectomia se realizo
mediante cirugia y con previa sutura de vasos s$aegsl involucrados, evitando dafar
el oviducto o cualquier otra estructura adyacebDespués de la operaciéon se inyectd
buprenorfina 0,1 mg/Kg por via intraperitoneal (@ediorios Schering-Plough,
Espafa). Al cabo de una semana de recuperacidealsgaron cruces de monta natural
(sin superovulacion) con machos X-EGFP y se manéesarrollo fetal hasta el dia
12 de gestacién, anotdndose en ese momento laadute fetos, el sexo y la posicion

uterina.

En el caso de las ratonas B6 consanguineas, sedhsd una ovariectomia

unilateral izquierda y después de una semana deulgia se cruzaron con machos B6.
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Luego de determinarse la presencia del tapon Jagseaesperé 16 dias para su
sacrificio. A continuacion, se determino el sexadiaete el reconocimiento anatémico
de estructuras primigenias de testiculos y ovamaodlos germinales). Asimismo, se
realizaron disecciones, y se registraron tantesbgomo la posicion de cada sexo que

ocupan dentro del utero.

3. Andlisis estadistico

Para todas las proporciones secundarias de los gitmales, parciales y por secciones
uterinas, se realizé una prueba de Chi-cuadraddboadad de ajuste. Ademas en los
casos de tamafnos de camada y pesos fetales, seoammpanalisis de varianza de una
via. Todos los intervalos de confianza por encireh 3% fueron tomados como
diferencias significativas. En las comparacionemdisticas se utilizo el programa

SigmasStat 3.5 (Systat Software, Inc).
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4. Resultados

4.1. Efecto de la ovariectomia unilateral en ratorm CD1 sobre la proporcién de

sexos y distribucion de los fetos en el cuerno uteo

Los resultados de la Tabla 1 muestran las propoesiale sexos de los fetos en

dia 12 en cada cuerno uterino de ratonas CD1 ctamezadas unilateralmente y

cruzadas mediante monta natural, con ratones #amsgy X-EGFP una semana

después de la operacién. No se observé diferemaitie los grupos de ovariectomia

unilateral derecha (OVX-D, presencia de ovario ieglo) y ovariectomia unilateral

izquierda (OVX-I, presencia de ovario derecho) carago con la proporcion de sexos

de los controles totales, y de cuernos uterinoscthers e izquierdos de ratonas CD1

tomados de forma independiente. Tampoco se obsendiferencias en los pesos de
los ovarios de hembras OVX-1 o OVX-D.

Tabla 1. Proporcion del sexo secundario en ratona€D1 ovariectomizadas

unilateralmente

Proporcion de

Proporcion de

Proporcion de

Sexos sexo sexo
cuerno uterino cuerno uterino
N° fetos totales derecho izquierdo
Total || Macho||Hembra | Macho| Hembra || Macho || Hembra | Macho || Hembra
Control | 394 191 203 48,0 52,0 48,0 52,( 48|00 52,
OVX-D | 286 134 152 47,0 53,0
OVX- 337 180 157 53,0 47,0

OVX-D= hemi-ovariectomia derecha, OVX-I= hemi-ovarectomia izquierda.
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En cuanto al tamafio de camada, las ratonas owangezdas tuvieron una
tendencia a compensar la pérdida de fetos a inglgar camada que se produce al
retirarse quirdrgicamente uno de los ovarios. De cale obtuvimos diferencias de
tamafios de camada por cada cuerno uterino de lasasa ovariectomizadas
comparadas con los cuernos uterinos tomados deafmependiente de los controles
de ratonas CD1. Ademas no se encontraron difeemritre los tamafios de camada
entre los grupos OVX-1'y OVX-D. (Tabla 2). En cuaral nUmero de fetos totales por

hembra, se observa una ligera disminucién en lwsaes ovariectomizados.

Tabla 2. Promedio de fetos implantados en los cuesa uterinos en ratonas CD1

después de realizar una ovariectomia unilateral

Tamanos de camada
Cepa CD1 n Macho Hembra Total
Cuerno uterino
derecho 27 3,26+0,34| 3,37+0,358
13,13+0,65
Control
Cuerno uterino
izquierdo 27 3,10+0,32| 3,41+0,29
OVX-D 26 5,15+0,44| 5,85+0,39 [11,00+0,48
OVX-I 29 6,21+0,51| 5,41+0,40 |11,62+0,58

abMuestran diferencias significativas, P<0,05. n=niinte de camadas.

4.2. Ubicacién de machos y hembras en el cuerno tt® de ratonas CD1 hemi-

ovariectomizadas

Ademas de registrar el sexo de los embriones em @aefno uterino, se anoté la
posicidbn que ocupaban dichos embriones dentro @b (con el fin de observar si
existia algun patrén de implantacion de acuerdseab. Para ello, se dividio cada
cuerno uterino derecho e izquierdo en 4 parteslagualos extremos y dos partes

intermedias, y se dividié los tamafios de camadee eedtas secciones de manera
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proporcional. Se consideré la primera seccion clanfue se encontraba mas cercana al
ovario remanente y la cuarta la seccion fue lasguencontraba mas proxima al cérvix.
En la ovariectomia unilateral izquierda, OVX-I (@telerecho), las tres regiones mas
cercanas al ovario mostraron un ligero aument@egumdporcion de machos, pero tanto
las secciones consideradas individualmente, comaadpupaciones de secciones no
mostraron diferencias significativas en la propamoile sexos. (Tabla 3). Solo cuando
se considera conjuntamente la comparacion entrérdasprimeras secciones con la
cuarta (aplicando la suma de las tres chi-cuadradopbserva que la seccion mas
cercana al cérvix presenta mayor proporciéon de hasnue el resto de las tres

secciones (Figura 2).

En las hembras con ovariectomia unilateral dereON&-D (Utero izquierdo),
la proporcion de sexos por secciones era mas laegue en las hembras con
ovariectomia izquierda. La proporcion de machoslaeprimera seccion se mostro
ligeramente superior y menor en la segunda y guattaque solo esta Ultima tuvo
diferencias significativa a favor de las hembras0(p5) (Tabla 4). Cuando se agrupan
las secciones, ninguna de las mitades muestralarsadiferencia en la distorsion de la

proporcion 50:50.
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Tabla 3. Proporcién del sexo de los fetos distribdos en 4 secciones del cuerno

uterino derecho de hembras CD1hemi-ovariectomizad&®v/X-I

Divisiones del utero derecho (OVX-I), n (%)
J Primera+ Tercera+
Primera | Segundal| Tercera |Cuarta

segunda cuarta

Machos 46,5 45,5 48,25 40 92 88.25
(57,40) || (54,00) | (57,27) | (47,50) (55,7) (52,27)

Hembras 34,5 38,75 36 44,25 73.25 80.25
(42,60) || (46,00) | (42,73) | (52,50) (44,3) (47,65)

Primera seccién= préxima a oviducto; cuarta secciérpréxima a cérvix. OVX-I= ovariectomia

izquierda, n=nmero de fetos, %=porcentaje*”Muestran diferencias significativas, P<0,05.
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Hemiovariectomia izquierdo ({tero derecho)  Hemiovarieciomia derecha (utero izquierdo)

A Corazoén k Corazén k
Rifion * |

Primera

seccion Primera

seccion

Segunda

i Segunda
seccion

seccion

Tercera
seccion

Tercera
seccion

Cuarta
seccion

Cuarta
seccion

Figura 2: Esquema mostrando las diferencias de ri@gsanguineo de arterias ovaricas y uterinas a
los fetos implantados, en ratonas hemi-ovariectonazlas del lado derecho e izquierdo. En cada
placenta se indica en amarillo el aporte de las atias ovaricas (amarillo) y uterinas (rojo). A los
lados se muestra esqueméticamente las 4 seccionegrinas (feto verde=hembra). Figura
modificada de (Raz et al. 2012)

94



Capitulo III.

Tabla 4. Proporcién del sexo de los fetos distribdos en 4 secciones del cuerno

uterino izquierdo de hembras CD1 hemi-ovariectomizdas OVX-D

Divisiones del ttero izquierdo (OVX-D), n (%)
Primera+ Tercera+
Primera | Segundal Tercera| Cuarta
segunda cuarta
Machos 40,00 29,00 38,00 || 27,00 69,00 65,00
(56,00) || (40,00) | (53,00)| (38,00} (48,42) (45,61)
Hembras 31,25 42,25 33,25 || 44,25 73,50 77,50
(44,00) || (60,00) | (47,00)| (62,00} (51,58) (54,39)

Primera seccidn= proxima a oviducto; cuarta seccién proxima a cérvix. OVX-D= ovariectomia

derecha, n=ntmero de fetos, %=porcentaje:°Muestran diferencias significativas, P<0,05.

En OVX-l, se observd que en el utero derecho, egoade lugares de
implantacion va desde 4 hasta 18, siendo el nudermplantaciones que mas se repite
de 12 fetos por camada. Estas se encuentran er28 gdonas prefiadas (28%), y de
estas 8 ratonas, 5 tienen mayor porcentaje de ragdraatona, por encima del 50%, y
2 de ellas con menor proporcion de machos (33%)I&bx Entre las ratonas con mas
de 12 implantaciones, también habia un mayor nunterohembras con mayor

proporcion de machos, 5 tenian mas de 50% de mgcBhosenos de esa proporcién.

En OVX-D el rango de implantacién encontrado fuelde 14 fetos por ratona.
El nUmero de implantaciones que mas se repite e&3détos por camada, y se
encontraron en 8 de las 26 ratonas prefiadas. s 8stsolo 3 tenian una alta
proporcion del sexo por encima de 50%, y en 5 kds sk obtuvo un ligero aumento de
la proporcion de las hembras. En este grupo, sééoratona tuvo una proporcion de
machos del 23% (3 machos: 10 hembras) (Tabla 3. 8@ ratona tuvo mas de 13
implantaciones, mientras que en el grupo de OVX¥H7 de 29 que tuvieron mas de
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13 implantaciones. Se observd un menor numero mbgaamente inferior de
implantaciones en el grupo de ovariectomia derepia la izquierda, aunque las
diferencias no eran significativas. Tampoco hubferdncias en la proporcion de

machos globales.
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Tabla 5. Proporcién secundaria de sexos por tamafile camada en hembras CD1

hemi-ovariectomizadas OVX-ly OVX-D

OVX-I (cuerno uterino derecho)

OVX-D (cuerno uterino izquierdo)

N° de sitios de | Razon| Proporcion| N° de sitios de || Razon| Proporcién
N° de| implantacion de machos| implantacion de machog
camadag por hembra M:H (%) por hembra | M:H (%)
1 18 10:08 56,0 14 05:09 36,0
2 17 14:03 82,0 13 09:04 69,0
3 15 08:07 53,0 13 09:04 69,0
4 15 05:10 33,0 13 07:06 54,0
5 14 08:06 57,0 13 06:07 46,0
6 14 07:07 50,0 13 06:07 46,0
7 14 06:08 43,0 13 06:07 46,0
8 13 09:04 69,0 13 06:07 46,0
9 13 05:08 38,0 13 03:10 23,0
10 12 10:02 83,0 12 07:05 58,0
11 12 09:03 75,0 12 07:05 58,0
12 12 08:04 67,0 12 07:05 58,0
13 12 08:04 67,0 12 03:09 25,0
14 12 07:05 58,0 11 08:03 73,0
15 12 06:06 50,0 11 07:04 64,0
16 12 04:08 33,0 11 05:06 45,0
17 12 04:08 33,0 11 04:07 36,0
18 11 07:04 64,0 11 03:08 27,0
19 11 06:05 55,0 11 03:08 27,0
20 11 04:07 36,0 10 04:06 40,0
21 11 03:08 27,0 9 05:04 56,0
22 10 07:03 70,0 9 04:05 44,0
23 10 05:05 50,0 8 05:03 63,0
24 9 05:04 56,0 8 02:06 25,0
25 9 04:05 44,0 5 02:03 40,0
26 9 03:06 33,0 4 01:03 25,0
27 8 04:04 50,0
28 5 02:03 40,0
29 4 02:02 50,0
Media 11,62+3,02 53 10,96+2,50 47

M:H = machos:hembras.
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4.3. Ovariectomia unilateral izquierda en la cepaansanguinea B6

Una semana después de haber realizado la hemectamia izquierda a 39
hembras de cepas consanguineas B6, y de cruzsiasuperovulacion) con machos
B6, se registré la distribucion de sexos y pestads en dia 16 segun la posicion en la
gue se encontraban en el Utero. La proporcion sleciandel sexo encontrada fue de
47,79% de machos y 52,21% de hembras. El tamaardada fue de 6,38+0,26 crias.
De forma similar al experimento anterior se dividib utero de 13 ratonas en 4
secciones donde la primera seccion es la que seemine mas cercana al ovario
remanente. Cuando se organizaron de acuerdo ades&iones, no se encontraron
diferencias significativas en el promedio de losgsede cada sexo de las tres primeras
secciones empezando desde el ovario intacto (FR)uin embargo, en la porcibn més
cercana al ceérvix, el peso de las crias hembrag d &l eran inferiores a las otras
secciones y presentaba un menor peso significalivide los machos (Tabla 6). Al
considerar los datos de la proporcion de sexosmesf global, no se observo alterada la
proporcion de sexos. Sin embargo, la cuarta se@nipezando desde el extremo mas
cercano al ovario, se observo un alto numero déaimgciones de embriones hembras
(Tabla 7), y cuando agrupabamos secciones la agdupae la tercera y la cuarta

también contenia mayor proporciéon de hembras (T8bla

Tabla 6. Peso de fetos en dia 16 de gestacion efac®n con la posicion fetal
intrauterina, de cruces naturales de hembras B6 herovariectomizadas (OVX-I)

con machos B6

Divisiones del utero derecho (OVX-I)

Peso(Q) Primera Segunda Tercera Cuarta
Machos 0,629 0,639 0,63F 0,643
Hembras 0,625 0,647 0,633 0,562

Primera seccion= préxima a oviducto; cuarta secciéGnproxima a cérvix.

abMuestran diferencias significativas, P<0,05.
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Figura 3. Peso de fetos en dia 16 de gestacion efacion con la posicién fetal intrauterina, de
cruces naturales de hembras B6 hemi-ovariectomizadacon machos B6%° Muestran diferencias

significativas, P<0,05.

Tabla 7. Proporcidon secundaria de sexos de fetos dka 16, de acuerdo a las
divisiones uterinas en ratonas B6 hemi-ovariectomadas (OVX-I)

Secciones uterinas, n (%)

Primera+ Tercera+

Primera || Segunda| Tercera| Cuarta
segunda cuarta
Machos 41,00 29,00 36,00 21,00 70,00 57,00
(53,25) || (50,00) | (51,43)| (32,81} (51,85) (42,54}
Hembras| 36,00 29,00 34,00(4 43,00 65,00 77,00

8,57)

(46,75) | (50,00) 67,19¢ | 48,15 | (57,46

aPMuestran diferencias significativas de la proporcié 50:50, P<0,05.
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También se tratd de establecer si la cercania de dws o la ausencia de
embriones machos o hembras adyacentes a un fetifiqabd los patrones en el peso
fetal, debido a la influencia hormonal y nutricibrdel hermano adyacente. Sin
embargo, en estos estadios de desarrollo no sentemaoinguna relacion de estos
parametros (Tabla 8).
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Tabla 8. Peso de fetos en dia 16 respecto al sex@ de rodea, provenientes de

cruces de monta natural de ratonas consanguineas BBVX-I) con machos B6

Estado fetal, dependiente del herman|
adyacente

Efecto del hermano mach{ Peso del fetd

Efecto del hermano

Peso del feto|

en el feto hembra D16 (g) macho en el feto macho D16 (g)
oM 0,634+0,05 oM 0,627+0,05
iM 0,549+0,05 M 0,675+0,08
2M 0,651+0,01 2M 0,575+0,12
Efecto de la hermana Efecto de la hermana

hembra en el feto macho hembra en el feto hembrs

OH 0,563+0,05 oM 0,678+0,05
1H 0,652+0,05 M 0,566+0,03
2H 0,614+0,05 2M 0,639+0,03

OM: ningan hermano macho adyacente, 1M:

un hermanomacho adyacente,

2M: entre dos

hermanos machos, OH: sin hermanas adyacentes, 1Hnai hermana adyacente, 2H: entre dos

hermanas.
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5. Discusion.

El presente capitulo analiza las posibles difeenen la proporcion secundaria
de los sexos que se pueden originar por las difereentre ovarios y Uteros derechos e
izquierdos en hembras ovariectomizadas. Algunosidest realizados utilizando
fecundaciones vitro (FIV) han mostrado una respuesta diferencial decanolarios y
cuernos uterinos y cdmo esta respuesta puede tdgana influencia sobre la
proporcion de sexos primaria y secundaria (WielyoBecker 1987). Ademas, se ha
publicado que el ovario derecho ovula con mayocueaecia y cantidad que el
izquierdo(Fukuda et al. 2000), y que existen difetas bilaterales para el desarrollo
embrionario en el medio ambiente uterino. Nuestessiitados confirman que después
de una hemi-ovariectomia en raton, se produce ampensacion fisiolégica debido a
la hipertrofia del ovario y como consecuencia naeskice a la mitad el tamafio de
camada en comparacion con las ratonas con ambosydollander 1950, Mclaren
1963, Peppler 1971, Baker et al. 1980, Burden etl@86). No hemos encontrado
diferencias entre el tamafio de camadas de los grapariectomizados OVX-D y
OVX-l, pero se han encontrado camadas mas gramdelsgeupo de OVX-I, indicando

mayor capacidad del utero derecho o mayor capadieadular del ovario derecho.

En relacion a la proporcion de sexos, aunque auoses en bovino (Hylan et al. 2009)
y en roedores (Vickers 1969, Clark y Galef 199@rCkt al. 1994) han publicado que
el ovario derecho produce mas machos que hemboasiras hemos observado que
cuando utilizamos la cepa de ratones CD1 no consadg o la cepa B6 consanguinea,
no encontramos diferencia entre el porcentaje tdéalsexos en el cuerno uterino

derecho ni izquierdo, causados por la ovariectamilateral.

En cuanto a la posicion de los fetos en el cueteono, los resultados muestran
cierta tendencia de ubicacién uterina dependieateseko. Al dividir cada atero en 4
partes, siendo la primera mas cercana al ovare §itima mas cercana al cérvix, se
observa en ratonas B6 con OVX-l un aumento de im@taones hembras en el
segmento mas cercano al cérvix. Esto indica quexieemo uterino mas cercano al
cérvix es la region mas susceptible de encontnaacianes en la proporcién de sexos

de los fetos implantados en las ratonas hemi-ostan@zadas. Hay que indicar que los
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extremos del Utero reciben menor riego sanguineods el extremo mas cercano al
cérvix el que recibe menor riego de la aorta ogarseendo en principio peor lugar para
implantar, de forma que solo los embriones masasattos en desarrollo encuentran
disponible esta posicidbn. Como las hembras durahtiesarrollo pre-implantacional
generalmente se desarrollan mas lentamente, smteci@n el lugar de implantacién
después que el de los machos, esto explicaria @oetjiextremo final del Utero
izquierdo tiene mayor proporcion de hembras. Eftet@ también se observa, aunque
en menor medida en las hembras CD1, probablementgupmejor condicion corporal
no existan tan claras diferencias entre las dairegiones del Utero.

Por otro lado, el nimero de fetos implantados qgése se repite en las camadas
es de 12 en el utero derecho y 13 en el izquidtdtm muestra un nimero promedio de
implantaciones similar a lo que se obtendria dendnatural. Lo que indica que la
compensacion ovulatoria y gestacional esta oculoede forma efectiva en estas
camadas. Cuando analizamos la proporcién de macitasamada, observamos que en
el atero derecho de las hembras OVX-I nos encomsacon 19 de 29 camadas donde
hay mas del 50% de machos, mientras en el Uteuteiztp de las hembras OVX-D hay
solo 10 de 26 camadas tienen mas del 50% de makhogue las diferencias totales no
son significativas, los resultados concuerdan admpotesis que el cuerno derecho con
distinto riego sanguineo puede albergar mayor poijpo de machos. En la misma
tendencia se observa que la media de fetos eprel dérecho es 11,6 frente a 10,9 en el

izquierdo.

Los resultados obtenidos con las hemi-ovariecton(@8X-) de la linea
consanguinea B6 nos permiten descartar en nuesiédisis, el factor genético como
fuente de variacién entre camadas. Los animalesisda misma edad y crecidos en el
mismo ambiente, y son genéticamente idénticos, Ipoque las diferencias entre
individuos deberan tener un origen que no sea igenéi mediado por la parte
ambiental comun controlada. En cuanto a la proportdtal de sexos de las crias de
cepas consanguineas B6 ovariectomizadas unilagmggntampoco se observo una
desviacion de la proporcion esperada 50:50. Sinaegob se observO una mayor
implantacion de embriones hembra en la cuartaidividel Gtero, la mas cercana al
cérvix. También se observé en esta seccion maaree@ cérvix que los pesos en las

hembras era menor que el peso de hembras y maohlas @tras secciones. Estos
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hechos nos permiten pensar que como los embriomesdesarrollo mas lento son

hembras, estos embriones se implantan en las peones que el resto de embriones
dejan disponibles, de tal forma que las partes atgjadas del ovario, las cuales tiene
peor flujo sanguineo, son las Unicas disponiblea [@implantacién de los embriones
de desarrollo mas lento, que corresponderian laglabras de peor calidad. Este menor
peso al nacer de los primeros animales que pam@mtagjp una ventaja adaptativa para

favorecer el parto.

En nuestro estudio, no parece haber influenciaaahancia o pérdida de peso
por la presencia o ausencia de un feto del mismo galel sexo contrario adyacente.
Otros autores han publicado en hembras de cerdelgexo de los fetos hermanos no
afecta los niveles de testosterona y estrogends.l&dconcentraciones de thymofh
han sido bajas en hembras rodeadas de dos madrosggta concentracion no se
modifica cuando hay un macho entre dos hembrase(WGhristenson 1992). Algunos
autores han mostrado en cerdos, ratones y humguoesla presencia o ausencia de
hembras hermanas adyacentes a una hembra ejeroefeatn, ya sea por las
concentraciones de estradiol (2H) o de testostg@n(Vom Saal 1999). Sin embargo
es posible que la variabilidad genética de embsdribridos no consanguineos, tenga
un efecto sobre estas condiciones, que en cepaarguineas no se aprecien. Por otra
parte, las diferencias puede que no sean visible§aal6é de desarrollo en el que

realizamos nuestras observaciones.

Nuestros datos corroboran los resultados obtenigweviamente de
compensacion ovulatoria por hemi-ovariectomia @uaker 1950, Mclaren 1963,
Peppler 1971, Baker et al. 1980, Burden et al. 1, 98&mostrando que no existe una
relacion directa entre la ovariectomia del ovaseedho o izquierdo y la proporcién de
sexo del total de fetos implantados. Sin embargdag hembras hemi-ovariectomizas
se observa un aumento de la proporcion de fetodiaeren la seccion uterina mas
cercana al cervix, y en las cepa consanguinea B®serva una clara disminucion del
peso de las hembras implantadas en la region nmrdaneeal cervix, posiblemente
indicando que esta region de menor riego sangudsda Ultima region disponible para
la implantacion de los embriones que llegan maketal Utero, que corresponderia con

los embriones hembra de division mas lenta.
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Calidad embrionaria en funcion de la velocidad de esarrollo pre-implantacional y
proporcion de sexos
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INTRODUCCION

Durante el desarrollo pre-implantacional, los ewores de distinto sexo
presentan un dimorfismo sexual causado por susedif&s cromosdmicas que hace
que en funcidbn de su sexo muestren caracteristivaleculares distintas (como
inactivacion del cromosoma X, expresion genétioaciones metabodlicas y cambios
epigenéticos) (Bermejo-Alvarez et al. 2011), y rfiagien ademas distintas
caracteristicas fenotipicas, como por ejemploralifeias en su velocidad de desarrollo
(Avery et al. 1992, Peippo y Bredbacka 1995) yen@nero celular (Burgoyne 1993).
Muchas publicaciones muestran que los embrionehonae desarrollan mas rapido
gue los embriones hembra en bovinos (Avery 1989%txal. 1992, Yadav et al. 1993),
murinos (Valdivia et al. 1993, Peippo y Bredback&®3), ovinos (Bernardi y Delouis
1996, Catt 1997), porcinos (Cassar et al. 1994,s&ast al. 1995) y humanos
(Pergament et al. 1994). Sin embargo, otros estugtiohumanos (Munne et al. 1993,
Ng et al. 1995), bovinos (Holm et al. 1998) y pood (Kaminski et al. 1996) no han
reportado este fendmeno. Ademas, esta diferenda wlocidad de division es mucho
mas evidente en los embriones producidogtro (Avery, 1989; Avery et al. 1991; Xu
et al. 1992; Carvalho et al. 1996) aunque tambirh@ encontrado en embriones
obtenidosin vivo (Avery et al. 1992). Se ha observado, que cuandwienes bovinos
producidosin vitro se agrupan en rapidos y lentos de acuerdo a sicidatl de
crecimiento, a las 192 horas post inseminaciopyeguce una distorsion del sexo hacia
blastocistos macho, proponiendo que después deir@erna divisibn embrionaria,
existen factores dependientes del sexo que intemieen el desarrollo embrionario
(Lonergan et al. 1999, Kochhar et al. 2003). Enclimica humana, cuando se
seleccionaban los embriones para transferir derédoua la rapidez de alcanzar el
estadio de blastocisto, se obtuvieron un mayor norde nacimientos de hombres que
mujeres, debido a una seleccién de embriones mg@ubonostraban un desarrollo mas

rapido (Pergament et al. 1994, Tarin et al. 1995).

La utilizacion de medios de cultivia vitro, ademas de alterar la velocidad de
crecimiento, pueden influir en la supervivencialake embriones, modificando incluso

la proporcion primaria de los sexos (Thatcher e1@89). Por ejemplo se observo que
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los embriones bovinos cultivados en medio KSOM-3IDFante 156 horas de cultivo
que eclosionan, daban lugar predominantemente &aradNedambale et al. 2004).
También se ha evidenciado que otros medios devadtib-6ptimos como el CR1aa sin
glucosa, también podrian afectar a la proporcidrseds (Bredbacka y Bredbacka
1996). Por otra parte se ha descrito que la utifade medios de cultivo con altos
contenidos de glucosa generaba una mayor cantidaghdbriones bovinos de sexo
masculino (Avery et al. 1992, Gutierrez-Adan et28101). Sin embargo, otros autores
indican que sus resultados, al menos en ratonpmea@ncluyentes en relacion a la alta
concentracion de glucosa en el medio de cultivauypapel en la distorsién de la

proporcion del sexo (Bermejo-Alvarez et al. 2012).

Para mejorar los sistemas de cultimovitro, se utilizan métodos de co-cultivo
que intentan reproducir lo que ocuimevivo, adecuando los medios y sistemas para su
uso en el laboratorio. Cuando se realizan co-adtie embriones bovinos con células
epiteliales de rifidn (células Vero) y con célulpgediales del oviducto bovino (BOEC)
se ha descrito una influencia positiva en el aumdet nUmero de células en el estadio
de blastocistos (Pegoraro et al. 1998). Ademasnemos co-cultivos se observo un
aumento de la proporcion de machos (Pegoraro &048); estos resultados no fueron
observados en otro estudio cuando los embrionesorfueultivados en medios
condicionados con células del oviducto y libresdero hasta el sexto y séptimo dia de
desarrollo pre-implantacional (Grisart et al. 199mpoco se observaron diferencias
en relacion a la proporcion del sexo cuando se acanpn dos medios de cultivo como
el SOF y TCM 199 con suero, complementados ambosuooco-cultivo de células
oviductales (Larson et al. 2001). Actualmente etlimenés utilizado para el cultivo de
embriones de raton, es el medio optimizado simpl@atasio (KSOM), el cual se ha
descrito que no altera la expresion global de gened blastocisto cuando se compara

Su expresion con embriones producigosgivo (Summers 2013).

La diferencia en velocidades del desarrollo tambw@nsido utilizada para
predecir la calidad de un blastocisto a la horang@antar (Edwards et al. 1984). En
algunas clinicas humanas es un criterio que haegoido mejoras en sus tasas de
implantacion (Kaser y Racowsky 2014). Actualmeict®) las técnicas de analisis de

imagenes en lapsos de tiempo (ILT), se ha podidalgmir con alta fiabilidad el
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desarrollo a estadio de blastocisto antes de lavaagin del genoma materno-
embrionario humano (EGA) (Wong et al. 2010), redndb de esta forma el periodo de
cultivo in vitro. Sin embargo la seleccion por ILT continda siendo método
experimental y no existe ningin parametro morfdanéque de forma consistente
prediga el potencial de implantacion de un embr{aser y Racowsky 2014).
Recientemente se ha observado que los embrionesi@pores y menores velocidades
de division in vitro tienen mas alteraciones en su regulacion epigendgtianas
anomalias cromosémicas en los embriones con upaidatl de desarrollo intermedia
(Magli et al. 1998). Debido a ello se ha propuesto realizar transferencias de
embriones con una velocidad de desarrollo excesimague muchas veces estos
embriones contienen anomalias cromosémicas y effigas que dan lugar a tasas de
prefiez muy bajas (Gutierrez-Adan et al. 2014). &acién a los embriones que se
desarrollan mas lento, se ha propuesto en porgirmlos embriones con desarrollo mas
lento sobreviven peadn vivo (Cassar et al. 1994), posiblemente porque esaediex
en velocidades de desarrollo pre-implantacionaltgpmsmente refleje el lugar de
implantacion intrauterino, siendo los mas lentos due tiene los peores lugares de

implantacion y por lo tanto peor tasa de supendigefetal.

En este capitulo, nuestro objetivo se centra efizanasi existe una relacion
entre la velocidad de desarrollo a 3 células, justspués de la activacion gendémica
embrionaria, y la posterior velocidad de desarralldlastocisto, con la proporcion
primaria de sexos y la calidad del blastocisto tifiemda en niveles de expresion
génica. Para todos los experimentos se considenaoonseparados los embriones
obtenidos del ovario derecho y del izquierdo.
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2. Materiales y métodos

2.1. Animales, tratamiento de superovulacion y cuito de embriones

Se han utilizado hembras B6C3F1 (C57BL/6J x CBA& ibhduccion de
superovulacion se realizd por inyeccién intrapeetl de 7,5 unidades internacionales
(Ul) de gonadotropina sérica de yegua prefiada (PM&on 500, intervet) seguida
48 horas despueés de 7,5 Ul de gonadotropina coadnimana (hCG; Veterin Corion
Equinvest). Para la determinacion de la propordigrsexo las hembras se cruzaron con
machos reproductores de la cepa B6C3F1 con elgeans®™ ()CAGGS-EGFP, CX-
EGFP, CX-38 Chr X D) (Nakanishi et al., 2002). eestansgénico se empled para
distinguir en los estadios de blastocisto y morigs,machos y las hembras (Anexo 1).
Estos ratones transgénicos fueron obtenidos daisitepio (RIKEN BioResource
Center, Japan). Los embriones se cultivaron en edianoptimizado con potasio
suplementado con aminoacidos (KSOM, Specialty Meditlipore, Espafa) en
condiciones de atmésfera humeda y con un 5% deddidade carbono (C£ en aire a
37°C.

2.2. Obtencion de embriones y clasificacion segun selocidad de desarrollo

A las 42 horas post hCG se recuperaron los emisrieneestadio de dos a tres
células mediante lavados a través del oviductograémdo un 20-30% del total de
embriones en estadio de 3 células, este gruporseiied de division mas rapida “R”.
Los restantes embriones se clasificaron en dosogrum grupo que a las 45-50 horas
post hCG habia completado su division a 3 célglago que se denomind de velocidad
de desarrollo intermedia “M”; y el resto de embasncon divisiones posteriores a las
50 horas post hCG, fueron considerados como endwxida desarrollo mas lento “L”.
Finalmente, los tres grupos de embriones se degmarllar hasta el estadio de
blastocistos, para la determinacién primaria dgbsese clasificaron nuevamente por
su velocidad de desarrollo como blastocistos tengsablastocistos y blastocistos

expandidos de acuerdo la clasificacion del Mang&S (Stringfellow y Givens 1990).
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De forma que a los embriones que el dia 3,5 esthastadio de blastocisto tempranos
y blastocistos (tB+B) se les calificO como “Lentgsa los que estaban en estadio de
blastocistos expandidos (exB) se les calificd c6Répidos”, generandose 6 diferentes
grupos en funcion de la velocidad de desarrollo Zde 3 células y de 3 células a
blastocisto): “Rapido/Rapido” (RR), “Réapido/Lento”(RL), “Medio/Rapido”
(MR),“Medio/Lento” (ML), “Lento/Rapido” (LR) y “Lemo/Lento” (LL).

2.3. Aislamiento de ARN, sintesis de ADN copia y &ecién en cadena de la

polimerasa cuantitativa (QPCR).

Se realizaron 4 repeticiones experimentales pagdizan los 6 grupos de
blastocistos clasificados de acuerdo a la velocdiadlivision como se indico en el
apartado anterior. EI ARN fue extraido agrupanddli@tocistos de cada muestra de
los grupos usando @RNeasy Micro Kit (Qiagen)Bermejo-Alvarez et al. 2011).
Después de la extraccion se llevd a cabo la ratrstripcion; brevemente, en el
termociclador, los tubos fueron calentados a 7@C5pminutos hasta desnaturalizar la
estructura secundaria del ARN, permitiendo el aliniento de pequefias secuencias del
cebador al azargndom primey y oligonucleétidos con colas de timina (oligo-dLa
mezcla de retrotranscripcion fue completada coadiaion de 5 unidades del enzima
Superscript RTA continuacion, los tubos fueron incubados aomatura ambiente por
10 minutos y luego a 42°C por 60 minutos, permikiefa transcripcion inversa del
ARN, sometiendo posteriormente la muestra a tenyas de 70°C por 10 minutos
para desnaturalizar e inactivar el enzima de mainstripcion. Para la deteccion de cada
transcrito, se usaron 2 ul de DNA copia y se ciiadtimediante la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (R RPGsando el kit comercial GoTaq
gPCR Master Mix (Promega). Las secuencias de cebadstan detalladas en el Anexo
6.

Los experimentos fueron disefiados comparando lsesi relativos de cada
transcrito, al del gen de expresion ubicua de H&std2az en cada muestra. El método
utilizado para medir los niveles de expresion feé aclo comparativo déhreshold

(CT) (Bermejo-Alvarez et al. 2010). La cuantificatifue normalizada con controles
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enddgenos H2az. Para determinar el ciclthdeshold(momento de cuantificacion), la
fluorescencia fue adquirida en cada ciclo, sele@ndo el ciclo en la fase linear-
logaritmica de la reaccion mientras la fluoresamirementa en cada muestra. Dentro
de esta region de curva de amplificacion, una @ifeia de un ciclo es equivalente al
doble de producto de PCR amplificado. De acuerdmébdo de CT comparativo, el
valor de CT fue determinado sustrayendo el valo€d@ede H2az de cada muestra, al
valor de CT de cada gen por muestra analizadaalbt de CT fue calculado usando el
valor de CT de la muestra mas alta (es decir, lastna con mas baja expresion del gen
amplificado) como una constante arbitraria parssastraida de todos los otros valores

de CT. El cambio en la expresion relativa del gendeterminado mediante la férmula
2T,

3. Andlisis Estadistico.

El procesamiento de los datos fue realizado mesliahprograma Sigma Stat
(Jandel Scientific, San Rafael, CA). Para complrarporcentajes de proporcion de
sexo se usoO una prueba de Chi-cuadrado con bormdapliste. Para los porcentajes de
desarrollo, y transcripcion de genes entre losaguje estudio se realizé un analisis de
varianza de una viaoile wayANOVA) y la significacion fue determinada por una
prueba Holm-Sidak post hoc. Fue necesario realeaonversion de porcentajes y
proporciones a arcoseno para normalizar los datosvalor de confianza mayor del

95% se considero estadisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Efecto de la velocidad de la segunda divisiG@mbrionaria y la proporcién

primaria del sexo

Los embriones se recuperaron a las 48 horas dedpuéasnyeccién de hCG, en
el paso de 2 a 3 células. Como se muestra en la Tabe recuperaron mas embriones
fecundados en el oviducto derecho. Asimismo, edltate fecundados mas no
fecundados y fragmentados era también mayor eniélicto derecho, indicando una
mayor ovulacion de este ovario. Los embriones sepagon en rapidos, medios y
lentos como se describe en Material y Métodos. Uem alcanzado el estadio de
blastocisto se determiné el sexo mediante la \a@bn de la emisidn de
fluorescencia por parte de los embriones hembraeXénl). No se observaron
diferencias significativas en la proporcion priraade sexos en estos grupos, aunque
existe una proporcion de machos mayor en el gripoagidos, que en el resto de

grupos (Tabla 2).

Tabla 1. Porcentajes de ovulacion en los grupos @enbriones separados segun su

segunda division embrionaria

. Total n,
Embriones Fragmentado o no
Oviducto recuperados n,(%) | fecundado n, (%) (%)
336 41 377
Izquierdo (45,84)* (10,87) (45,64)*
397 52 449
Derecho (54,16)* (11,58) (54,36)*
Total 733 93 826

* indica diferencias significativas con p<0,05. n=8mero de embriones, (%)=porcentaje.
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Tabla 2. Porcentaje de sexos de los embriones agagms segun la velocidad de su

segunda division

Oviducto Izquierdo Oviducto Derecho
Total

(%) (%) (%)

Sub Sub

Sexo Réapidofl Medio | Lento | total | Rapido || Medio | Lento || total

Macho 54,14 | 50,91) 49,4 51,7954,94 52,55| 41,84 50,851.00|

Hembra| 45,86 | 49,09 50,54 48,3145,06 47,45” 58,14 49,1219.00|

4.2. Relacion entre la segunda division embrionarig la posterior velocidad de

desarrollo a blastocistos con la proporcién de sego

Una vez separados los embriones como R, M o L ecido de la division a 3
células, los grupos se separaron de nuevo de acaend velocidad de crecimiento en el
dia 3,5, de forma que a los embriones que el &ia&aban en estadio de blastocisto
tempranos y blastocistos (tB+B) se les calificé odibentos” y a los que estaban en
estadio de blastocistos expandidos (exB) se laficoacomo “Réapidos”. La Unica
diferencia significativa que se observo, fue quelegrupo que llegé ultimo al estadio
de 3 células y que demordé mas en completar suntiertio hasta blastocistos (grupo
LL), la mayoria de embriones eran hembras. El réstims grupos, incluido el grupo de
mayor rapidez en los dos estadios sefialados, netraubferencias significativas de la
proporcion 50:50 (Tabla 3).
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Tabla 3. Proporcion de sexos al considerar la veload de la segunda division
embrionaria (R=rapido, M=medio y L=lento) y la velaidad de crecimiento hasta
dia 3,5 (R=rapido y L=lento)

Divisién a 3 células" Ré&pido Medio Lento
RR RL MR ML LR LL
Desarrollo de
células a Blastocistqy exB | tB+B exB tB+B exB tB+B
Macho 48,95| 45,76] 53,01 56,47 50,00| 42 ,36*
57,64*

Hembra 51,05” 5424 46,99 43,53| 50,00

exB= blastocistos expandidos, tB=blastocisto tempma, B=blastocisto. *indica diferencias

significativas con p<0,05.

4.3. Analisis de la expresion génica en embrionegrapados segun la velocidad de

la segunda division y la posterior velocidad de dagollo a blastocisto

Se cuantifico la expresion de mARN de tres gends®blastocistos obtenidos
de los 6 grupos del apartado anterior. Los embsi@® recogieron en el estadio de
blastocisto expandido; aquellos que en dia 3,5eergraban en estadios anteriores de
desarrollo se cultivabaim vitro hasta alcanzar el estadio de blastocisto expan&ielo
analizaron dos genes de pluripotendianog (Nanog homeobgxy Pou5f1 (octamer-
binding transcription factor 4también conocido com@®ctd), y un gen de estrés
oxidativo, Osgin2 (oxidative stress induced growth inhibitor family mieer 3. Los
blastocistos expandidos provenientes del grupo “RLEMR” tuvieron una expresion
similar del genOsgin2de los controlesn vivo “VV”, mientras que en los 4 grupos
restantes se observé una mayor expresion del mBara. el gemMNanog y Pou5fllos
grupos “RL” y “MR” mostraron similar expresién qe control y mayor expresion
gue la mayor parte de grupos restantes (Figura 1).
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7 —
ERR mRL MR m ML LR LL mVVW
6 | b
Abundancia relativa de mRNA
5 i

Osgin2 Nanog Pou5f1

Figura 1. Expresion relativa de genes de pluripotaria y estrés oxidativo en los embriones
considerando la velocidad de la segunda division dmmonaria y la posterior velocidad de desarrollo
a blastocistos. La primera letra indica la velocidd de la segunda divisién y la segunda letra la
velocidad de desarrollo posterior hasta el estadiode blastocisto: RR=rapidos/rapidos,
RL=rapidos/lentos, MR= Medio/Rapidos, ML= Medio/Leno, LR=lentos/rapidos, LL=lentos/lentos,

VV=in vivo. Letras a y b indican diferencias significativas decada grupo con P<0,05
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5. Discusion.

En los embriones de ratdn, en el estadio de 2agkdmienza la activacion del
genoma embrionario (EGA) y la expresion de gendspdmio embridn, siendo un
momento clave del desarrollo embrionario. Por egivo hemos analizado la relacion
de la velocidad de la segunda division embrion@@&2 a 3 células) con la calidad
embrionaria y con la proporcion de sexos. En naesstudio, no se observaron
diferencias en las proporciones del sexo al sdparasegun las velocidades de
desarrollo en el paso de 2 a 3 células, tanto eorienes provenientes del ovario
derecho como del izquierdo. Solo cuando se coiogl@conjuntamente la velocidad de
division a 3 células con el siguiente periodo dead®llo de 3 células a blastocisto, en
el grupo de divisibn mas lenta (grupo LL) se engbona distorsién de la proporciéon
del sexos hacia mayor cantidad de hembras. Otrtsresuhan descrito que los
embriones macho tienen una velocidad de divisiés ragida que las hembras (Avery
1989, Xu et al. 1992, Valdivia et al. 1993, Yaddvak 1993, Peippo y Bredbacka
1995). Sin embargo, nosotros hemos encontradooguenbriones que se desarrollaban
mas rapido en ambos estadios sefialados, no mastldbeencias en la proporcién de
sexos (Munne et al. 1993, Ng et al. 1995, Kamieslal. 1996, Holm et al. 1998). Estas
diferencias con otros autores pueden ser debidas diferencias en los medios de
cultivo, ya que en la actualidad el cultivovitro de los embriones de raton se encuentra
muy optimizado. Ademas, como observaron otros asfoencontramos un mayor
namero de embriones provenientes del ovario der@dhlbander 1950, Falconer et al.
1961).

Para analizar si la velocidad de la segunda divisidbrionaria guarda relacion
con la calidad de los embriones, analizamos laesigm de genes de pluripotencia
como sorNanogy Pou5fl Qct4)y un gen de estrés oxidativOsgin 2(Wrenzycki et
al. 2007, Rizos et al. 2008). De acuerdo con lssltados de Market et al (2012) donde
la calidad del embrion mejora cuando su crecimigm@-implantacional es lento
(Market et al. 2012), nuestros resultados muestraa mayor calidad embrionaria
cuando las velocidades de desarrollo no son lasra@das (Gutierrez-Adan et al.

2014), indicando que muy probablemente sean logograle velocidad de desarrollo
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intermedia, los que van a producir mayor impladacy desarrollo. La discordancia
con lo propuesto por Tsunoda, acerca de la mejidadaembrionaria a transferir
provendria del desarrollo rapido, creemos que b&ldea la diferencia en calidad de los
medios de cultivo utilizados (Tsunoda 2005). Portdoto, para mejorar la calidad
embrionaria in vitro, consideramos muy importante la utilizaciéon de io®d
optimizados, como el KSOM (Summers 2013), debida@se ha comparado con otros
medios de cultivo sub-Optimos, los cuales muestmanefecto importante sobre la
impronta genética pre-implantacional (Mann et &@04), que al transferirse esos
embriones, pueden incrementar la probabilidad dérdenes genéticos, similares a los
reportados en humanos, como son los sindromes gielrAan, Beckwith-Wiedemann y
Prader-Willi (Nicholls y Knepper 2001, Maher et 2003). Debido a ello, posiblemente
se pueda explicar la diferencia de nuestros rekdty los de Market, que propone el
desarrollo lento (Market et al. 2012), los cualasrén realizaron en medios sub-
optimos como el medio Whitten (Giritharan et al020Market et al. 2010), en cuyo
caso, otros estudios han reportado como los meslibsdptimos causan pérdida de
impronta gendmica y modificaciones a nivel epigenéen la descendencia del ratén
(Fernandez-Gonzalez et al. 2004, Calle et al. 2012)

Si bien nuestros datos de velocidad de desarrollonedios optimizados no
muestran una distorsion del equilibrio entre machdsembras a nivein vitro, en
ambos oviductos y separados en derecho e izquiamloescartamos que exista una
velocidad de desarrollo diferencial entre machoshembras. Quizas futuras
investigaciones con ayuda de la tecnologia de inggyen lapsos de tiempo (ILT),
revelen mejor el comportamiento de acuerdo al sgx® Jos sistemas de cultivovitro

parecen solapar.
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Desde tiempos antiguos, las civilizaciones a trale$a historia han intentado
manipular el sexo de la descendencia, numerosasofds realizaron supuestos de
coémo conseguirlo sin una base cientifica solida agegurara el éxito. Ademas, se ha
observado a lo largo de la evolucion de las espegae muchas poblaciones se
comportan de manera diferente respecto a la prigpoiel sexo, no reflejando el
equilibrio tedrico 50:50 entre machos y hembras.abDeque muchas hipétesis hayan
sido formuladas para explicar dicho fenémeno, cam®@l| caso de la hipétesis de la
competencia por el apareamiento (Hamilton 1967ptapetencia por el recurso (Clark
1978), la hipétesis Fisheriana (Fisher 1930, hipdtesis de la condicion materna de
Trivers y Willard (Trivers y Willard 1973). Esta gitesis es la mas aceptada y
numerosos estudios la han utilizado para justifeas resultados. En base a estas
hipotesis se han descrito multiples factores inaplis en la distorsién del equilibrio
sexual, como son la concentraciéon de glucosa, ilesles hormonales, el rango de
dominancia, la edad parental, el tamafio de canehdaden de paridad, la placentacion,
los distintos tipos de dietas, el tiempo de ovidiacitiempo de fecundacion,

concentracion de testosterona en el fluido folicuhestrés, la estacionalidad, etc.

Muchos trabajos experimentales sobre proporciosede presentan resultados
dispares e incluso contradictorios (Cameron, 208dgstra hipétesis de partida es que
en el caso de las especies politocas, debido difExencias fisiolégicas entre ovarios,
oviductos y uteros derechos e izquierdos, los t@$o$é de proporcion del sexo de
ambos lados se deben considerar por separado, ey&rgumuchos casos los sesgos
producidos en un lado puede que se compensen cotroelado, de forma que el
resultado final no presenta distorsién. Existeropagstudios (Endo 1987, Clark y Galef
1990, Hylan et al. 2009), que dieron la importareieada uno de los lados de forma
independiente; por lo que resulta altamente estintelanalizar algunos factores que
han sido considerados importantes en la propodgbsexo desde una perspectiva de la

bilateralidad de los aparatos reproductores fenasnin

En mamiferos el macho es el sexo heterogamétidoegpermatozoide “X” o
“Y” que fecunde un oOvulo es el que determina eloseel animal. Aunque como
resultado de la meiosis se espera el mismo numergammetos portadores del
cromosoma “X” o “Y”, como ya se describié en larattuccion, existen multiples
eventos y factores que ejercen influencia sobreoarphdres, y no siempre se mantiene

el equilibrio de proporcion de los sexos tedricm & capitulo I, hemos querido
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comenzar analizando la posible influencia patem#aeroporcién del sexo, mientras
qgue en el resto de capitulos analizamos la cowmidhumaterna. El objetivo de este
primer capitulo fue determinar si el factor patemftuia o no en la proporcion del sexo.
Si bien se ha descrito que la espermatogénesisugegodgual cantidad de
espermatozoides portadores de cromosomas “X” e (®uttenbach et al. 1997,
Barczyk 2001), existen trabajos que han descrifereficias de motilidad entre
espermatozoides portadores del cromosoma “X” o {Pénfold et al., 1998), y
diferencia en masa y peso debido a las difererdgatamano del cromosoma “X” e
“Y”; ademas se ha descrito que algunos eyaculad@s ajgunas poblaciones
espermaticas pueden contener distinto porcentajespermatozoides “X” o “Y”
(Chandler et al. 2007). Algunos resultados dan mmuafiportancia al factor paterno
como modulador de la proporcion sexual (Khouryl.et @84, James 1996, James 2008,
Edwards y Cameron 2013, Almifiana et al. 2014). df@mplo se ha publicado que la
proporcion de machos y hembras en el momento fcilmdacion en humanos puede
ser cercana a 170 machos por 100 hembras (Pergataht 2002). Trabajos mas
recientes estiman que en humanos la proporciéseda varia entre 1,29 y 1,50 en los
embriones producidos por fecundaciorvitro (Tarin et al. 2014). Es importante por lo
tanto analizar mecanismos que estuvieran ligadesagho y que pudieran alterar la

proporcion de sexos.

Para identificar facilmente el sexo de los embrsogefetos hemos usado un
ratbn transgénico que tiene incorporado una car@tm genética, que expresa la
proteina verde fluorescente (Green FluorescentiRfot€FP), en uno de sus
cromosomas “X” (Nakanishi et al. 2002, Kobayasisotani et al. 2006). Cuando
cruzamos este macho transgénicos con una hembteamsgénica, se produce una
descendencia en la que los machos no llevan elas@rdransgénico (sin X-EGFP),
mientras que todas las hembras llevan el cromosfhdel macho transgénico (con
X-EGFP), por lo que la expresion del marcador EGEf® la luz ultravioleta permite
seleccionar los embriones de sexo femenino (Angx&sto nos permitié registrar los
datos de proporcion primaria (estadios de bladtmcig secundaria de los sexos
(estadios fetales, Anexo 2). Resultados anteriba@sdemostrado que algunos ratones
transgénicos, como consecuencia de la modificagénética pueden alterar la
proporciones de sexos (Sipila et al. 2002, Yeun@let?2002). En nuestro caso el

marcador se encuentra en el cromosoma “X” por B lguyprimero que analizamos fue
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si la presencia del marcador fluorescente en ehasoma “X” podria tener algun
efecto en la proporcion de sexos. Los resultadbsagdtulo | han determinado que la
presencia del transgén no afecta la proporciéregessni primaria ni secundaria tanto

in vivo comoin vitro.

Hemos observado que cuando se analiza la propodeid&exos obtenidos con
espermatozoides del conducto deferente o del épidjda cepa CD1 produce una
menor proporcion de machos cuando la fecundadionvitro se realiza con
espermatozoides obtenidos del conducto defererst®s Eesultados sugieren que la
poblacion de espermatozoides del conducto defe(gote contienen solo un 2% de la
cantidad total de gametos presentes en los corglagtwetores), que han sufrido mayor
tiempo de maduracién que los de la cola del epitidique contienen el 70%) y que
generalmente sirven en el caso del raton para earabpH vaginal, pero dificilmente
sobreviven para llegar a fecundar al ovocito, mestén un comportamiento diferencial
en su capacidad para fecundar el ovogitovitro en funcion de que porten el
cromosoma “X” o “Y”. Se ha sugerido que los espdaomaides que portan el
cromosoma “Y” de menor masa que los que portanXgl y con diferencia en
motilidad, puedan tener mayor habilidad para fedil el ovocito y menor
supervivencia (James 1996). Si los espermatozaldeyaso deferente que son mas
viejos que los del epididimo han perdido como comsecia de su edad, cierta
viabilidad, esto podria explicar que las diferesci@n supervivencia entre
espermatozoides “X" e “Y” fueran mas evidentes, diaruna ventaja a los mas

longevos, que corresponderian a los que portamelasoma “X”.

Hemos observado también la importancia de las &ocibnhes uterinas en la
modulacion de la proporcion de sexos. En condigonermales, el 20% de los
embriones que se dividen a dos células mas rafadty en el oviducto derecho como
en el izquierdo, presentan mayor proporcion de wo®chndicando que los
espermatozoides que portan el cromosoma “Y” soaa@pde fecundar mas rapido que
los que portan el cromosoma “X”. Ademas, cuandankéen las contracciones del
musculo liso del utero mediante el uso de la dRigadrine hydrochlorid¢Guidobaldi
et al. 2012), no se altera la proporcion de maemo®s embriones que se dividen mas
rapido, indicando que la ventaja en rapidez pacan@ar de los espermatozoides “Y”
desaparece en ausencia de contracciones uterirasayjuiden a las poblaciones

espermaticas a desplazarse al lugar de fecundacion.
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En los siguientes capitulos hemos profundizadoaetofes que afectan a la
madre que pudieran tener un efecto en la propodkdésexos. Las diferencias entre los
oviductos y uteros derecho e izquierdo, se obsewaado a ratonas de una condiciéon
corporal menor, se las somete a estrés alimentigdiante ayunos programados en
etapas pre-ovulatoria, pre-concepcional, pre-intptaonal e implantacional, como se
observa en el capitulo Il. Se sabe que las distidigtas hiper-caléricas como las altas
en grasa (Rosenfeld et al. 2003), las bajas eripo{Fernandez-Twinn et al. 2003), o
micronutrientes (McMillen y Robinson 2005), las asc en &acidos grasos poli-
insaturados (Fountain et al. 2008) o en determmaaetabolitos (Jauniaux et al. 2005),
crean una disfuncién ovarica y uterina que afedtapoporcion de sexos. Ninguna de
las dietas utilizadas modificé el porcentaje deosessperado, ni en CD1 ni en B6C3F1,
cuando analizdbamos el global de fetos sumandoamiBynos uterinos. Sin embargo,
al analizar los cuernos por separado, se obsendifenencias en la cepa B6C3F1 de
menor peso y aptitud materna. En el cuerno deretlhyoupo 7F/2 es distinto al grupo
control, y en el cuerno izquierdo los dos grupogedriccion son distintos al control.
Se observa que esta disminucion tiene una reladdra disminucion en el nimero de
fetos, y se observa una mayor presencia de fetoeoven el cuerno derecho, algo que
ya ha sido observado en otras especies (Bucharah @y Chow 1987, Riboni 2002,
Hylan et al. 2009, Clark y Galef 1990, Endo, Ggt&akai 1987). En el Gtero izquierdo
se observa una disminucién de la proporcion de,g@xoeso al considerar el global de
ambos cuernos uterinos no se encuentran diferenicideando la importancia de
analizar ambos lados por separados en los expddmee analisis de proporcion de
sexos. Si consideramos que si el ovario derechta@ntes y sus ovocitos tienen mas
posibilidades de ser fecundados por espermatozpioieadores del cromosoma “Y”,
también es mas probable que en condiciones deicogstr se produzcan menos
embriones de sexo masculino, y esto es justamernjed se observa para el grupo mas
estresante 7F/2. Por el contario, si el ovarioieago ovula un poco mas tarde que el
derecho, tiene mas posibilidades de ser fecundadegpermatozoides portadores del
cromosoma “X”, es mas probable que sea un embeambha el que en condiciones de
restriccion de alimento tenga mas problemas parargese y por eso se observa menor

namero de implantaciones en ese cuerno.

En los periodos cercanos a la implantacion (digtg,Ra restriccién produce en
la cepa B6C3F1 una disminucién de la proporcidomdehos en el Gtero derecho y un
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incremento en el Gtero izquierdo comparado corctwdroles, con menor implantacion
de fetos en ambos Uteros. Hay que considerar das esbriones son producidos de
manera natural y por ello no interfiere en su ealitbs suplementos hormonales para la
superovulacion (Sakai y Endo 1987). La pérdidaedesfen condiciones de restriccion
podria explicar la disminucién de la proporcion sexo en el Utero derecho y el
aumento en el izquierdo. Nuestros datos coincident@bajos previos en roedores que
demuestran que el ovario derecho ovula mas, proshag@r cantidad de machos y es
en el utero derecho donde hay mayor pérdida de t@aniBacon y McClintock 1999,
Pratt y Lisk 1991). Los efectos de restriccion bi@mento no alteraron la proporcion de
sexos ni el tamafio de camada en la cepa CD1 de owjdicion corporal y aptitudes
maternas, indicando que quiza las condiciones téseso fueron adecuadas para esta
cepa, y que quiza en unas condiciones de dismimuigbtamafio de camada también se

viera afectada la proporcion de sexos.

La alteracion de la proporcion de sexo observadandm se indujo
guimicamente diabetes mediante inyeccidén Unicaldgafio (200 mg/Kg) en periodos
peri-implantacionales corroboran lo ya descritom#ns trabajos, donde un fuerte estrés
glucémico durante el periodo peri-implantacionagdifica las proporciones del sexo
(Rjasanowski et al. 1998, Machado et al. 2001)ahkcobtencion de mayor cantidad de
machos (Machado et al. 2001) en momentos cercarasiraplantacion (Cameron
2004). Los datos coinciden también con lo desceito ambientes hipoglucémicos
inducidos por dexametasona (DEX) que alteran lpgmén del sexo hacia hembras
(Cameron et al. 2008). Se observa una disminuciorelenamero de embriones
recuperados de las hembras tratadas con aloxamgueauesta disminucion no es
significativa, esta tendencia explicaria la mayoopprcion de machos debida a la
pérdida de embriones hembras. Sin embargo, ergrentbriones que sobreviven, los
machos parecen ser mas sensibles a la glucosagya fiperglicemia afectoé al nUmero
total de células solo en los embriones macho yjoesignificativamente la masa celular
interna de machos y hembras comparados con ebtoBstos datos de reduccion de la
MCI se pueden explicar por un aumento de la ap®pfqae afecta preferencialmente a
la MCI), algo que ya ha sido observado en embrioaes presencia de altas
concentraciones de glucosa (Moley et al. 1998)n Esduccion en el nimero de células

se refleja también en una reduccion del porced@jenplantacion.
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Las hembras sometidas a restriccion de alimentagmeepcional no sufrieron
alteracion de la proporcion de sexos, indicando egie factor no tiene consecuencias
en la proporcién del sexo. Cabe sefalar, que heamalizado blastocistos y puede que
el efecto se manifieste después en la implantaziéhdesarrollo embrionario. Por lo
tanto no podemos concluir que la dieta pre-conogpti no afecte la proporcion

secundaria de sexos.

Debido a que muchas de las diferencias observatdia®san evidentes cuando
analizamos los cuernos uterinos de manera indegrteglidecidimos en el capitulo Il
analizar mediante hemi-ovariectomias las diferenerala proporcion secundaria de los
sexos que se pueden originar por las diferencia® @varios y uteros derechos e
izquierdos, y determinar si existe alguna prefaeede un sexo determinado por un
lugar de implantacion en el Gtero. Una semana @ssga la ovariectomia, se produce
una hipertrofia del ovario que se manifiesta enlgegatonas tengan unos tamafios de
camada muy similar a los que tendrian con ambososva&En relacion a la capacidad
uterina se han encontrado camadas mas grandegemelde OVX-I, indicando mayor
capacidad del Utero derecho para el desarrollogliéetos o mayor capacidad de ovular
del ovario derecho. En relacion a las observacialeeque el ovario derecho produce
mas machos que hembras (Hylan et al. 2009, Cl&klgf 1990, Clark, Ham, y Galef
1994, Vickers 1969), en nuestro experimento conifmearectomias no encontramos
diferencia entre el porcentaje total de sexos ezuetno uterino derecho ni izquierdo.
Tanto con hembras consanguineas como no consaaguine observamos una

desviacion de la proporciéon de sexo esperada 50:50.

Un aspecto interesante observado fue la dispos@@dmplantacion intrauterina
de los fetos machos y hembras en cada cuerno autd?ara el analisis dividimos al
Gtero en 4 secciones proporcionales, siendo lagoaimas cercana al ovario y la ultima
mas cercana al cérvix. En ratonas B6 con ovaridetambtuvimos un aumento de
implantaciones hembras en el segmento mas certagovx. Hay que indicar que esta
region mas cercana al cérvix es la que recibe meago de la aorta ovarica, siendo
posiblemente el dltimo lugar que seleccionariambrén para implantar, y es posible
que solo los embriones mas retrasados en desaemdigentren esta disposicion para
implantar. Son por lo tanto las hembras que gemerdle se desarrollan mas
lentamente, las que seleccionarian el lugar deam@tion después que el de los

machos, lo cual explicaria por qué el extremo fawlltero tiene mayor proporcién de
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hembras. Este efecto también se observa, aunqueeeor en las hembras CD1,

probablemente por su mejor condicién corporal netax tan claras diferencias entre
las distintas regiones del Gtero. También obtuviemo$a seccion mas cercana al cérvix
que los pesos en las hembras era menor que edpdsembras y machos en las otras
secciones. Nuestra hipotesis es que como los enasricon desarrollo mas lento son
hembras, se implantan en las regiones que los maclos otros embriones hembra de
division mas rapida han dejado, de tal forma qaekates mas alejadas del ovario, las
cuales tienen peor flujo sanguineo, son las Urdegsonibles para la implantacion de

los embriones hembra de desarrollo mas lento.

A diferencia de lo observado por otros autoresndoautilizamos la cepa
consanguinea B6, no encontramos diferencias eres® fetal por estar al lado de
hermanos del mismo sexo o de sexo contrario, poodible influencia de los niveles de
testosterona o estrogenos (Wise y Christenson 288, Saal 1999). Es posible que la
variabilidad genética de embriones hibridos no aogsineos, tenga un efecto sobre
estas condiciones, que en cepas consanguineas apresen. Por otra parte, las
diferencias puede que no sean visibles al dia 16edarrollo en el que realizamos

nuestras observaciones.

En el capitulo IV, hemos analizado si la velocidaddivision a tres células y la
posterior velocidad de desarrollo a blastocistagrdan una relacion con la calidad
embrionaria y con la proporcion de sexos. Hemascs&lnado la velocidad de division
a 3 células, porque este es un momento clave datrddo embrionario en el raton, ya
que en el estadio de 2 células comienzan la adhivalel genoma embrionario (EGA) y
la expresion de genes del propio embrién. Ademas seleccion temprana de los
embriones evitaria el mantener los embriones diveouh vitro y transferir en etapas
mas tempranas de desarrollo el embrién de mayatachly de un sexo determinado.
Sin embargo, no hemos observado diferencias grdg®rciones del sexo al separarlos
segun las velocidades de desarrollo en el paso ae Zélulas, tanto en embriones
provenientes del ovario derecho como del izquieRwamente los embriones que se
desarrollan a blastocisto méas lentamente presemtammayor proporcion de hembras.
Estos resultados son contrarios a otros que hamitegue el cultivan vitro acelera la
velocidad de division de los embriones de sexo olia&c (Avery, 1989; Xu et al.,
1992; Valdivia et al., 1993; Yadav, King y Betteygd 1993; Peippo y Bredbacka,

1995). Las diferencias pueden ser debidas a ltistds sistemas de cultivo utilizados,
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ya que en la actualidad el cultivo in vitro de mtéstd muy optimizado. Los
experimentos nos han permitido también confirmar eluovario derecho produce més

embriones que el izquierdo.

En relacién a la calidad de los embriones, hematizao la expresion de tres
genes relacionados con pluripotencia y estrés twxalaAunque tradicionalmente se
han considerado los embriones que se desarrollarrapé&o son los que tienen mayor
calidad, recientemente se ha indicado que los emésique se desarrollan muy rapido
o0 muy lento no son los que tienen mayor calidatbsique van a producir mayores
prefieces (Gutierrez-Adan et al.,, 2014). En consisde con estas observaciones,
nuestros resultados muestran que los grupos guoentigna expresion de los genes
analizados similar a los embriones producidosvitro son los embriones con una
velocidad de division intermedia. Por una parte$olds que se dividen lentamente a 3
células tienen distinta expresion que el grupoivo. Mientras que en el grupo de
division rapida a 3 células, aquellos que posterémte se dividen mas lentamente a
blastocisto presentan una expresion génica masasiatigrupoin vivo que los que se
dividen entre 3 células y blastocisto de forma nageda. Por el contrario, en el grupo
de division a tres células intermedia, los embsomee se dividen mas rapido presentan
mas similitud con la expresion del grupo contrad ¢ps que se dividen mas lentamente.
Por lo tanto, la division a tres células ya nosrf@thdicar los embriones mas lentos
que deberiamos descartar, pero para identificamie@res dentro de los grupos de
division rapida y media a 3 células deberiamosiveulos hasta el estadio de
blastocisto. Para confirmar estos datos debemdgzaedransferencias embrionarias

para determinar aquellos grupos que producen mayasas de prefez.

En esta tesis nuestros resultados muestran qedpsrciones del sexo pueden
ser moduladas tanto por factores paternos comamaateEn condiciones naturales las
contracciones uterinas favorecen que los esperoidas portadores del cromosoma
“Y” lleguen antes a fertilizar los ovocitos, comfiando que las diferencias fenotipicas
que existen entre espermatozoides portadores daammosoma “X” o “Y” pueden
modular la proporcion de sexos (Capitulo I). Emcin con la contribucion materna,
nuestros datos indican que la proporcién del sexpuede modular por las pérdidas
embrionarias por estrés nutricional y fallo de iampacion (en la proporcion primaria
del sexo) como se ha observado en el Capitulodémés, nuestros datos indican que

en los estudios sobre proporcién de sexo en esppoldéocas se deben analizar por
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separado, los resultados obtenidos de cada cuderma) ya que las diferencias
morfolégicas de los érganos reproductivos del lddeecho e izquierdo, asi como las
diferencias en flujo sanguineo a estos érganosjguuproducir resultados distintos en
cada cuerno, que pueden pasar desapercibidos csandoalizan los resultados de
forma global (Capitulo 1ll). Ademas hemos documeatgque una mayor proporcion de
hembras tienden a implantarse en lugares cercdnoénax, siendo estos fetos de
menor tamafio que el resto de sus hermanos (Cafiijuleinalmente hemos observado
que en un medio de cultivio vitro 6ptimo, solo podemos encontrar una relacion entre
velocidad de division y sexo en el grupo de emlmsomue se desarrolla mas
lentamente. Ademdas, analizar la velocidad de dimisi 3 células nos permite identificar
gue los embriones de division mas lenta tienen ora@a calidad embrionaria
(cuantificada por expresion de genes candidatohtnaie que en el resto de embriones,
necesitamos también analizar la velocidad de divisa blastocisto para poder

identificar los grupos que presentan una mejoresipn genética (Capitulo 1V).
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1.- La presencia del marcador pCAGGS-EGFP en el@soma “X” de nuestro modelo
de ratén transgénico (CX38) no afecta la capacidauindante de los espermatozoides
portadores del cromosoma “X” ni a la viabilidadlde embriones portadores de dicho
transgeén.

2.- La diferencia en el grado de maduracion enbte dspermatozoides del vaso
deferente y del epididimo es un factor que pueddutao la proporcion de sexos.

3.- La motilidad uterina es fundamental para quedspermatozoides portadores del
cromosoma “Y” alcancen mas rapidamente la capacipach fertilizar que los
espermatozoides portadores del cromosoma “X”.

4.- Durante el periodo peri-implantacional, la rieston de alimento y la diabetes
inducida quimicamente por aloxano afecta la prdporde sexos reduciendo la
viabilidad de los embriones de un determinado sexo.

5.- Debido a las diferencias bilaterales (derechjaierda) de los 6rganos reproductores
internos en la ratona, en los analisis de propord sexo se deben analizar de forma
independiente los resultados obtenidos en cada lado

6.- En hembras ovariectomizadas una mayor propom@hembras de tamafio menor
gue el resto de sus hermanos, tienden a implardarksares cercanos al cérvix.

7.- La velocidad de division pre-implantacional glea relacion con la calidad
embrionaria siendo los embriones de division maglpredominantemente hembras.
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Anexos

ANEXO 1: (A) Esquema del sistema de sexado X-EGFEB) En la izquierda se
muestran blastocistos de raton en dia 3,5 post-cojty en la derecha se observa que
solo los blastocistos hembras muestran expresionrde fluorescente.

XX x  XCPY

7 v
XX XY
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Anexos

ANEXO 2: Identificacion de la proporcion secundariade los sexos, en fetos de dia
12, X-EGFP (en verde se muestra a las hembras) madte fluorescencia
ultravioleta

R R E
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ANEXO 3: Composicion del medio de lavado y manteniranto M2.

MEDIO M2
Cantidades en
REACTIVOS gramos
500 | 250 | 100
ORDEN [ NOMBRE TEMPERATURA [REFERENCIA | mL mL mL
1 Hepes T° ambiente Sigma H-4043 24 845907/ 0,9938
Cloruro de Calcio
2 (Cl,Ca.2H0) T° ambiente Sigma C-790p 0,12600756 0,0504;
3 Cloruro de Sodio (NaCl) T° ambiente Sigma S-582@,665 16,599 11,066
4 Cloruro Potasico (KCI) T° ambiente Sigma P-5405,178| 0,10680,0712
5 Fosfato Potasico (KIPO4) T° ambiente Sigma P-5655 0,481 0,0488324
Sulfato de Magnesio
6 (MgSQO,.7H,0) T° ambiente Sigma M-1880 0,14@50879 0,0586
Bicarbonato de Sodio
7 (NaHCQy) T° ambiente Sigma S-887p 0,17451047 0,0698
8 Piruvato Sodico Nevera 4°C Sigma P-2256 0,00811.08 0,0072
9 Glucosa Anhidra T° ambiente Sigma G-7021 0,%008000 0,2000
Lactato de Sodio 60% syruf
10 |(mL) Nevera 4°C Sigma L-7900 18,8501,310 0,7540
11 Rojo de Fenol Nevera 4°C Sigma P-5530 0,0051030 0,0020
12 Penicilina Nevera 4°C Sigma P-4687 0,0310186 0,0124
13 Estreptomicina Nevera 4°C Sigma S-9137 0,0231150 0,0010
14 Albumina (BSA) Nevera 4°C Sigma A-3311 0,5p00.25 0.1
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Anexos

ANEXO 4: Formulacion del medio KSOM

MEDIO KSOM
REACTIVOS Cantidades en gramos
500 250 100
ORDEN NOMBRE UBICACION | REFERENCIA mL mL mL
1 Cloruro de Calcio (GCa.2HO) T° ambiente Sigma C-7902 0,1257 0,06p8H251
2 Cloruro de Sodio (NaCl) T° ambienteg Sigma S-588627,759( 13,880 0,5552
3 Cloruro Potésico (KCI) T° ambientg) Sigma P-5405 ,0982 | 0,0466| 0,0186
4 Fosfato Potasico (KIRO4) T° ambiente Sigma P-5654 0,0238 0,0119 0,0048
Sulfato de Magnesio
5 (MgSQ,.7H,0) T° ambiente Sigma M-1880 0,0246 00,0123 0,J049
6 Lactato de Sodio 60% syrup Nevera 4°C Sigma 16790 0,7150| 0,357 0,1430
7 Glucosa Anhidra T° ambiente Sigma G-7021 0,0[L800049D | 0,003¢
8 Piruvato Sédico Nevera 4°C Sigma P-2256 0,0[L100055, | 0,0022
9 Bicarbonato de Sodio (NaHGQO| T° ambiente Sigma S-5761 10,500 0,525 0,4100
10 Glutamina Nevera 4°C Sigma G-57683 0,0735 0,038H146
11 EDTA T° ambiente Sigma E-6635 0,009 0,0009 @00
12 Penicilina Nevera 4°C Sigma P-468Y  0,031450156 | 0,0062
13 Estreptomicina Nevera 4°C Sigma S-9137 0,0p500120,( 0,005(
14 Rojo de Fenol Nevera 4°C Sigma P-5530 0,0p50 026,0 0,001d
15 Aminoécidos esenciales 50X Nevera 4°C Sigma @6 10 5 2
16 Aminoacidos no esenciales 10PX Nevera 4°C Sigma M-7145 5 2,5 1
Sigma A-3311
17 Albumina (BSA) Nevera 4°C | Sigma A-9647 0,5 0,25 0,1

164



ANEXO 5: Formulacién del medio HTF (Human tubal fluid)

HTF (Human tubal fluid)
REACTIVOS Cantidades en gr/mL
ORDEN NOMBRE TEMPERATURA | REFERENCIA [500 mL|250 mL| 100 mL

1 Cloruro de Calcio (GCa.2H0) T° ambiente Sigma C-790R 0,15Q@)07500 0,01500
2 | Cloruro de Sodio (NaCl) T° ambiente Sigma S-9629%96 875 148,439 0,29688
3 | Cloruro Potéasico (KCI) T° ambiente Sigma P-5403% 17480 0,0874 0,01748
4 | Fosfato Potasico (KIRO4) T° ambiente Sigma P-565py 0252 0,01260 0,00252

Sulfato de Magnesio T° ambiente Sigma M-188p
5 (MgSQ,.7H,0) 0,0246( 0,01230 0,00246

Lactato de Sodio 60% syrup Sigma L-7900
6 (mL) Nevera 4°C 171,000 0,8550( 0,17100
7 Piruvato Sédico Nevera 4°C Sigma P-2256 0,0184m910 0,00182
8 Glucosa Anhidra T° ambiente Sigma G-7021 0,2500r50(0 0,02500

Bicarbonato de Sodio
9 (NaHCQ) T° ambiente Sigma S-576[L  105,00062507 0,10500
10 Penicilina Nevera 4°C Sigma P-4687,0375(0 0,01875 0,00375
11 Estreptomicina Nevera 4°C Sigma S-9137 0,026 250 0,00250
12 Rojo de Fenol Nevera 4°C Sigma P-5530 0,002@m10d 0,00020
17 Albumina (BSA) Nevera 4°C Sigma A-31]L 2 1 20
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Anexos

ANEXO 6: Cebadores usados para la determinacion dekexo y en las RT-PCRs

Gene Primer sequence 5 ->3°

DYzEms3 TAGGATGGTAAGCCCAATGC/ TTGGTTGGTTAATTGTTTGGG
AGAAACGGCTACCACATCCAA/

Rn18s CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT

H2az AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG/CACCACCAGCAATTGTAGCCTTG

Osgin2 TCCGGCCTTACTGCCGCTGA/TGGCTGGCTTGAGTTACGGCC

Nanog AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG/CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG

Pou5f1 GGAGAGGTGAAACCGTCCCTAGG/AGAGGAGGTTCCCTCTGAGTTGC
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