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20 de Junio 2016
A quien le pueda interesar

He revisado la tesis doctoral de Blanca Algarra Onate titulada “Estudio molecular de
la glicoproteina oviductal OVGP1 y su efecto en la fecundacion y el desarrollo
embrionario in vitro en la especie porcina (Sus scrofa) y bovina (Bos taurus)”
presentada en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia.

En vista del creciente numero de parejas sometidas a técnicas de reproduccion asistida
en la actualidad, asi como la baja fertilidad existente en ciertos grupos de especies de
ganado, en particular la vaca lechera, el tema de la tesis es de gran interés y relevancia
para la comunidad cientifica.

Los objetivos de la tesis fueron:

(1) Disefiar, clonar y expresar diferentes proteinas recombinantes OVGP1 en
dos lineas celulares de mamiferos.

(i)  Determinar el posible patréon de union a la zona pelucida del ovocito.

(iii)  Detectar la posible endocitosis de la proteina por parte del ovocito.

(iv)  Examinar el efecto fisiologico de OVGP1 en la resistencia de la zona
pelicida a la digestion por pronasa.

) Analizar el efecto fisioldogico de OVGP1 durante la fecundacion y el
cultivo embrionario temprano.

Ha sido un proyecto ambicioso en el que, hasta el momento, se han escrito dos
articulos basados en el trabajo realizado en la presente tesis, para su publicacion en
revistas internacionales revisadas por pares. El primer articulo estd bajo revision en
Scientific Reports, una revista on-line de acceso abierto de los editores de Nature con
un impresionante indice de impacto de 5.228. El segundo articulo esta todavia en
preparacion. Ademas, la candidata ha presentado su trabajo en varios congresos tanto
nacionales como internacionales (Francia, Turkia, Escocia, Grecia, EEUU), lo que es
una excelente produccion para una tesis doctoral.

Basandome en todo lo anterior, recomiendo la tesis como apta para su presentacion
como Doctorado con mencién internacional.

Sinceramente

o
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A quien corresponda

Informe del trabajo de tesis realizado por D2. Blanca Algarra Oiiate

El trabajo de tesis denominado Estudio molecular de la glicoproteina oviductal OVGP1 y su efecto en la
fecundacion y el desarrollo embrionario in vitro en la especie porcina (Sus scrofa) y bovina“(Bos taurus)
que D2. Blanca Algarra Oriate presenta como tesis doctoral, desde mi punto de vista es aceptable para
su defensa. Los resultados obtenidos en este trabajo ayudaran de forma importante a dilucidar los
complejos procesos biologicos que rodean la fecundacion y desarrollo embrionario. El hecho de que
algunos de los resultados de esta tesis han sido incluidos en publicaciones y presentados en congresos
especializados confirma la pertinencia de este trabajo.

v

El documento que D2. Blanca Algarra Onate, presenta una introduccion clara, materiales y métodos
descritos de tal forma que cada una de las técnicas puede ser reproducida. A pesar de que la introduccion
es muy amplia puede ser muy informativo para los estudiantes que inician en al &rea de reproduccion. Las
conclusiones son claras y concuerdan con los resultados.

Considero que no existe razon alguna que impida que este trabajo pueda ser defendido.

Saludos cordiales

/f

Dra. M', ia Dolores Saavedra Leos

Profesar Investigadora de Tiempo Completo
Universidad Autonoma de San Luis Potosi, México
Campus Huasteca Sur

maria.saavedra@uaslp.mx

Teléfono: +52 4833624500
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Stockholm, 17 June 2016

A quien le pueda interesar:

Luca Jovine, Ph.D.
Professor of Structural Biology

Telephone: +46.8.524-81136
Fax: +46.8.6081-501

E-mail: luca.jovine @ki.se
Web: hitp://jovinelab.org

Por la presente carta confirmo que Blanca Algarra Ofate ha realizado dos estancias
predoctorales en nuestro laboratorio, del 18/09/2013 al 22/12/2013 y del 15/01/2014 al
31/03/2014. Concretamente, durante su estancia ha expresado y purificado proteinas
OVGP1 recombinantes para ser utilizadas en el contexto de la realizacion de su Tesis

Doctoral con mencién internacional.

Blanca ha adquirido diferentes habilidades y técnicas durante su estancia en el
Departamento de Biociencia y Nutricion y Centro de Biociencia en la universidad
Karolinska Institutet (Estocolmo). Fue un placer tenerla como un miembro de nuestro

grupo y espero contribuir a su desarrollo como joven investigadora.

Por favor, no dude en ponerse en contacto conmigo si tiene alguna pregunta.

Muy atentamente,
/ 4
//z%/_\

Luca Jovine, Ph.D.

Profesor de Biologia Estructural y EMBO Young Investigator

Karolinska Institutet

Department of Biosciences and Nutrition & Center for Biosciences
Hélsovagen 7, SE-141 83 Huddinge, Sweden

Web: http://ki.se/bionut






El presente trabajo ha sido desarrollado para optar al grado
de doctor en el Programa de Doctorado con Mencion hacia
la Excelencia "Biologia y Tecnologia de la Reproduccion
en Mamiferos" (Ref. MEE2011-0019). Asimismo, ha sido
propuesto para Mencion de Doctorado Internacional en
virtud a las estancias predoctorales realizada en el
Departamento de Biociencia y Nutricion y Centro de
Biociencia de Karolinska Institutet (Estocolmo, Suecia)

con una duracion de seis meses.

Esta Tesis Doctoral ha sido realizada durante el periodo de
disfrute de una beca-contrato predoctoral de la Universidad
de Murcia y de dos ayudas para estancias en el extranjero
para beneficiarios del programa de contratos predoctorales
FPU de la Universidad de Murcia (R.- 632/2013). Esta
tesis Doctoral ha sido financiada por el Ministerio de
Ciencia e Innovacion (Proyecto AGL2012-40180-C03-02).
Asi mismo, se ha desarrollado en el marco del Programa de
Ayudas a Grupos de Excelencia de la Region de Murcia de
la Fundacion Séneca, 04542/GERM/06.






Algunos de los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis doctoral han sido

incluidos en las siguientes publicaciones:

ARTICULOS

Algarra B, Han L, Soriano-Ubeda C, Avilés M, Coy P, Jovine L, Jiménez-Movilla M.
C-terminal of OVGP1 modulates remodeling of the zona pellucida and modifies

fertility parameters among species. (En revision en Scientific Reports).

Algarra B, Maillo V, Aviles M, Rizos D, Jimenez-Movilla M. Effect of recombinant

porcine OVGPL1 protein in bovine embryo development in vitro. (En preparacion).






COMUNICACIONES A CONGRESOS

Blanca Algarra , Carla Moros , Irene Mondéjar , Maria José Izquierdo Rico, Pilar

Coy , Manuel Avilés, Maria Jimenez Movilla. Recombinant porcine OVGP1 binds
to zona pellucida from matured oocytes. Comunicacion oral: Premio a la mejor
comunicacién oral. XI Congreso Internacional de la Asociacion Espafiola de
Reproduccién Animal. Cordoba (Espafia), 2012.

Blanca Algarra, Manuél Avilés, Pilar Coy, Maria Jiménez-Movilla. Recombinant

porcine OVGP1 is endocyted by maturated oocytes. Poster. 1st General Meeting of
EPICONCEPT. COST 2013. International meeting. Antalya (Turquia), 2013.

Blanca Algarra, Laura Ballester, Manuel Avilés, Pilar Coy, Maria Jiménez-Movilla. C-

terminal regions from porcine OVGP1 modify its affinity for the ZP matrix and
allow protein endocytosis. Comunicacion oral. EMBO Workshop : Oocyte maturation

and fertilization. International meeting. Banyuls Sur-mer (Francia), 2013.

Blanca Algarra, Manuel Avilés, Maria Jiménez-Movilla. Cloning and expression of

recombinant OVGP1 proteins in mammalian CHO cells to assess role played by
different protein domains. Poster. VII Congreso Internacional de la Federacion
Espafiola de Biotecnélogos (BAC 2013). Sevilla (Espafia), 2013.

Blanca Algarra, Manuel Avilés, Maria Jiménez-Movilla. Cloning and expression of
recombinant Rabbit OVGP1 in mammalian CHO cells. Pdster. MED-SOUK: |
Congreso Internacional de Jovenes Investigadores del Mediterraneo. Murcia (Espafia),
2013.




Blanca Algarra, Ling Han, Cristina Soriano-Ubeda, Manuel Avilés, Pilar Coy, Luca

Jovine, Maria Jiménez-Movilla. Deletion of the C terminal region of OVGP1 affects
porcine fertilization in vitro. Pdster. 3rd World Congress in Reproductive Biology.
Edimburgo ( Escocia), 2014.

Blanca Algarra, Manuel Avilés, Pilar Coy, Maria Jiménez-Movilla. Production of

recombinant OVGPL1 protein from rabbit to improve IVF technology in pig. Poster.
The 12th International Congress of the Spanish Association for Animal Reproduction
(AERA). Alicante (Espafia), 2014.

Blanca Algarra, Cristina Soriano-Ubeda, Manuél Avilés, Pilar Coy, Maria Jiménez-

Movilla. C-terminal of OVGP1 modulates binding to the zona pellucida and
modifies fertility parameters. Pdster. Gordon Research Conference on Fertilization

and Activation of Development. Holderness (Estados Unidos), 2015.

Veronica Maillo, Blanca Algarra, Manuel Avilés, Dimitrios Rizos, Maria Jiménez-

Movilla. Effect of recombinant porcine OVGP1 protein in bovine embryo
development in vitro. Poster. Epiconcept Conference 2015. Epigenetics and

periconception environment. Hersonissos, Crete (Grecia), 2015.
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de maneva difevente.”

Albert Sazent-Gjysgui
(1893-1986)
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I. Introduccién

La fecundacién in vitro es una herramienta bésica para el desarrollo de la
tecnologia de la reproduccion, tanto en las especies de interés veterinario como en la
especie humana. También se utilizan estas técnicas para la conservacion de especies en
peligro de extincion (Cseh et al., 2000, Clulow et al., 2014, Comizzoli et al., 2014, Holt
et al., 2014, Comizzoli, 2015).

Sin embargo, la eficiencia actual de las técnicas de fecundacion in vitro (FIV) no
es Optima y en la mayoria de las especies la eficiencia en fecundacion es menor in vitro
que in vivo (Mondejar et al., 2012). A pesar de que las diferentes tecnicas de
reproduccion asistida no dejan de estar en continua evolucién y de ser objeto de
investigacion para mejorarlas en todos los niveles, todavia hoy no conocemos los
aspectos moleculares y fisiologicos responsable de estas diferencias. Se barajan como
posibles responsables fallos en la maduracion final de los gametos, una deficiente
interaccidn entre el ovocito y el espermatozoide y la pobre habilidad del zigoto recién
formado de desarrollarse. Todos estos procesos, que probablemente afectan la eficiencia
de las técnicas reproductivas in vitro, tienen lugar en el oviducto bajo condiciones

fisiologicas.

Se considera que el oviducto y en particular sus secreciones, juegan un papel
clave en diferentes aspectos de la fecundacion. Aunque el oviducto ha sido
considerado durante mucho tiempo como un mero conducto para los gametos y
embriones, numerosos estudios realizados durante las pasadas décadas han demostrado
que el oviducto esta involucrado en diferentes e importantes procesos como son la
maduracion de gametos, capacitacion, seleccion espermatica y desarrollo embrionario.
Todos estos procesos son de gran relevancia para la correcta fisiologia del gameto y
del embrion (Hunter, 1991; Avilés et al., 2010, Coy et al., 2012a, Hunter, 2012).

Los resultados obtenidos a partir de numerosos estudios sugieren que las
condiciones de cultivo durante la produccion de embriones in vitro podria influenciar el
potencial de desarrollo y la calidad de los embriones tempranos (Lonergan et al., 2007).
Las estrategias desarrolladas para la mejora del desarrollo embrionario incluye el
cocultivo con células epiteliales, el uso de medio de cultivo suplementado con
diferentes proteinas y factores de crecimiento y el uso de oviductos ajenos al animal, ya

que la transferencia de embriones a oviductos de otras especies se ha utilizado para
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optimizar el desarrollo embrionario temprano en diferentes especies, reconociendo el
oviducto como el mejor microambiente para ello (Gandolfi et al., 1987, Lonergan et al.,
2003, Gutierrez-Adan et al., 2004, Rizos et al., 2007, Rizos et al., 2010).

La generacion de nuevos conocimientos relacionados con el proceso
fisioldgico de la fecundacion puede tener una aplicacion directa en la mejora de los
sistemas de fecundacion in vitro en las diferentes especies de mamiferos de interés
zootécnico. Estas mejoras se podrian traducir en el aumento en la calidad y cantidad
de embriones producidos in vitro a través de la utilizacion de nuevos medios de
cultivo. Los embriones podrian a su vez utilizarse en los distintos campos de
aplicacion como la conservacion de razas en peligro de extincion, la mejora genética o
el incremento de la productividad de los animales, la produccién de animales
transgénicos con diferentes fines biomédicos o productivos y la generacion de
conocimiento en biologia reproductiva con futuras nuevas aplicaciones (Holt et al.,
2014, Keefer, 2015, White et al., 2015).

El interés cientifico del desarrollo de esta Tesis Doctoral es el estudio de
proteinas oviductales que participan activamente en el momento de la fecundacién y en
las primeras etapas de desarrollo embrionario, como es la glicoproteina oviductina
(OVGP1), proteina especifica y mas abundante del fluido oviductal (FO) secretada por
el oviducto. Se utilizara la tecnologia de produccion de proteinas recombinantes con el
objetivo de obtener las proteinas recombinantes correspondientes a OVGP1 porcina y
de coneja, puesto que como es conocido, tienen un efecto en distintos mecanismos
relacionados con la fecundacion y el bloqueo de la polispermia (McCauley et al., 2003,
Coy et al., 2008a, Yang et al., 2015). Ademas, también se obtendran otras variantes de
OVGP1 porcina truncadas en parte de su secuencia aminoacidica. Todo esto nos
permitira estudiar la funcion concreta que tiene OVGPL en los procesos reproductivos
tempranos, asi como el papel desempefiado por cada una de las regiones de esta
proteina. Como aplicacion al estudio de la funcion de OVGP1 podriamos producir e
incorporar OVGP1 a medios de cultivo utilizados en técnicas de reproduccion asistida
(TRAS) para la mejora de los resultados obtenidos tras el uso de dichas técnicas.









1. Objetivos

Por lo expuesto anteriormente y con el propdsito de ampliar los conocimientos
actuales sobre la glicoproteina OVGP1, la funcion de las regiones que componen su
secuencia y su efecto fisioldgico en la reproduccién como componente del fluido

oviductal, los objetivos planteados en la presente tesis doctoral son los siguientes:

I.  Disefiar, clonar y expresar diferentes proteinas OVGP1 recombinantes en dos

lineas celulares de mamifero.

Il.  Determinar el posible patron de union de OVGP1 a la ZP de ovocitos de
diferentes especies.

1. Detectar la posible endocitosis de OVGP1 por los ovocitos de diferentes

especies.

IV. Examinar el efecto fisiologico de OVGP1 en la modificacion estructural de la

ZP reflejada en la resistencia frente a la digestion enzimatica de la ZP.

V. Analizar el efecto fisiolégico de OVGP1 durante la fecundacion y el cultivo
embrionario temprano, asi como su implicacion en la mejora de los medios

utilizados en técnicas de reproduccién asistida in vitro.
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3.1. Fecundacion

El proceso por el cual dos células germinales haploides se fusionan formando un
zigoto diploide totipotente, que dara lugar a un organismo de caracteristicas Unicas, se
denomina fecundacion (Yanagimachi, 1984, Yanagimachi, 1994). Es un proceso
complejo en el que intervienen numerosos fenomenos y factores, siendo algunos de
ellos clave. Su estudio es necesario para conocer de manera minuciosa y global los
entresijos de la formacion de una nueva vida. También servird para asentar la base del
conocimiento a partir de la cual podremos desarrollar nuevas técnicas de diagnostico y
tratamiento de problemas de infertilidad, ademas de técnicas novedosas y mas efectivas

de reproduccion asistida.

En cuanto a las estrategias de fecundacion utilizadas en el reino animal,
podemos encontrar dos fundamentales (Dale et al., 2011). Una de ellas es la
fecundacidn externa, que consiste en la liberacion de los gametos tanto femeninos como
masculinos al medio acuoso, donde se encuentran entre si. El otro tipo de fecundacion
es la interna, comun en mamiferos, en la que durante el apareamiento el macho deposita
los gametos en el interior del aparato genital de la hembra, utilizando un 6rgano
especifico para ello. EI semen es depositado en la vagina en rumiantes, primates y
conejo, o en el Gtero en cerdo, perro, caballo y algunos roedores (Hunter, 1991a, Hunter
etal., 2011).

En mamiferos, la fecundacién se produce en la trompa de Falopio en primates o
en el oviducto en no primates (Menezo et al., 1997), en una regién del mismo
denominada ampolla oviductal. Aqui se produce el reconocimiento entre un ovocito

ovulado y un espermatozoide capacitado (Hunter, 2005).

La fusion del 6vulo y el espermatozoide es un proceso complejo que consta de
una secuencia de eventos seriados, la cual comienza con la capacitacion del
espermatozoide en el istmo del oviducto. Una vez capacitado, el espermatozoide puede
llegar a la ampolla oviductal, donde le espera el 6vulo rodeado por el cimulo ovigero
(CO) o cumulus oophorus. El espermatozoide tiene que atravesarlo para unirse a la zona
pellcida del 6vulo (ZP). Una vez unido, sufrird la reaccién acrosomica (RA) y sera
entonces apto para atravesar la ZP ovocitaria. Se ha visto que en ratbn no es

exactamente asi, ya que utilizando espermatozoides de ratones transgénicos, se ha
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descrito que la mayoria de espermatozoides no sufren la RA cerca o en contacto con la
ZP, sino que una gran proporcion la sufren en el segmento superior del istmo oviductal
(La Spina et al., 2016). A continuacién, deben fusionarse las membranas de los dos
gametos, a lo que el ovocito responde activandose y desencadenando la reaccion
cortical, la cual evita la entrada de espermatozoides adicionales, mientras se inicia la

formacion del cigoto (Visconti et al., 2010).

El oviducto y sus secreciones, que forman parte del fluido oviductal (FO), son
un elemento clave en el proceso de la fecundacion. Crean un microambiente que
acompafia a los gametos y al embridén hasta su descenso al utero, por lo que los
componentes del FO deben de estar implicados en muchas funciones importantes de
todo el proceso (Aviles et al., 2010, Coy et al., 2012a, Mondejar et al., 2012).

3.2. El oviducto

Los oviductos, denominados en la mujer trompas de Falopio, son dos 6rganos
tubulares intraperitoneales que por un extremo se abren hacia la cavidad abdominal a
través de un orificio infundibular y por el otro extremo se comunican con la luz uterina
mediante un segmento estrecho. El extremo infundibular abierto se encuentra en

conexion estrecha con el ovario (Welsch et al., 2008).

Durante décadas se les ha atribuido como unica funcion ser el conducto a través
del cual se produce el transporte de los gametos, Ovulos y espermatozoides, en
direcciones opuestas para encontrarse y transportar al embrion formado hasta el utero,
donde se producira la implantacion y el desarrollo embrionario. Més tarde se demostro
que la funcién del oviducto y sus secreciones, es mucho mas compleja, siendo
fundamentales en el transporte de los gametos, la fecundacién y el desarrollo

embrionario temprano (Coy et al., 2012a, Hunter, 2012).

3.2.1. Anatomia

El oviducto es un conducto musculo-membranoso de longitud variable en las
diferentes especies de mamiferos (es de 16-18 centimetros en la mujer y 28-30
centimetros en la cerda). En su anatomia se diferencian cuatro regiones funcionales

(Leese, 1988, Menezo et al., 1997), que son el infundibulo, la ampolla, el istmo y la
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unién utero-tubéarica (Fig. 1). El infundibulo es la regién mas cercana al ovario. Tiene
forma de embudo. En su extremo posee prolongaciones, las fimbrias, gracias a las
cuales existe una estrecha aproximacion entre ellas y el ovario. La ampolla oviductal se
corresponde con casi dos tercios del oviducto, es una region méas dilatada y menos
muscular y se considera la verdadera porcidn secretora. El istmo ocupa un tercio del
oviducto y termina en unidn utero-tubarica (o porcion intramural en la mujer) la cual es

morfologicamente diferente entre especies y se abre en la cavidad uterina.

Infundibulo Unién ampular-

Unidn utero-
Ampolla istmo

istmica tubdrica

Figura 1. Oviducto porcino disecado. Podemos observar las regiones anatémicas en las que se
divide el oviducto: Infundibulo, ampolla, unién ampular-istmica, istmo y la unién utero-tubarica
(Aviles et al., 2010) (Barra: 1 cm).

3.2.2. Histologia

A nivel histolégico podemos decir que son tres las capas que forman el oviducto,
siendo la capa serosa la mas externa, la muscular la capa media y la mucosa la que esta

en contacto con la luz del tubo.

3.2.2.1. Capa serosa

La capa serosa es la mas externa de todas ellas y estd representada por el
peritoneo que se continda con el ligamento ancho. Estd formada por mesotelio y una

delgada capa de tejido conjuntivo.

3.2.2.2. Capa muscular

La capa muscular posee un espesor que aumenta desde el extremo ovarico del
oviducto hasta el extremo uterino y esta compuesta por dos capas musculares: una capa

circular interna mas gruesa y una capa longitudinal externa mas delgada.
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3.2.2.3. Capa mucosa

La capa mucosa posee un revestimiento formado por un epitelio cilindrico
simple. Esta mucosa presenta pliegues ramificados, largos y numerosos en la ampolla y
van disminuyendo progresivamente hacia el istmo, donde la luz es estrecha con
pequefias elevaciones no ramificadas. Intercalados entre estas proyecciones hay un
sistema complejo de criptas, bolsillos y surcos (Hunter et al., 1991, Yaniz et al., 2000).
La luz de la ampolla es muy pequefia, lo que permite que el 6vulo, con su cumulo
ovigero, se encuentre en contacto intimo con el epitelio ciliado (Yaniz et al., 2006,
Desantis et al., 2011).

Esta compleja estructura anatomica contribuye a la seleccion espermaética y
participa probablemente en la regulacion del nimero de espermatozoides que alcanzan
el sitio de la fecundacion, controlando la polispermia y promoviendo diferentes
microambientes oviductales (Hunter, 2012). La composicion del microambiente
oviductal, determinado por la composicién de la mucosa oviductal, es decisivo para la
fertilidad, debido a su importancia en la migracion de gametos, desplazamiento y
desarrollo embrionario (Szulanczyk, 2009, Katarzyna et al., 2010, Winuthayanon et al.,
2015).

3.2.2.4. Células del epitelio oviductal

El epitelio oviductal estd formado por dos tipos celulares principalmente, las

células ciliadas y las células secretoras no ciliadas (Fig. 2), ademéas de alguna célula

linfoide dispersa (Umezu et al., 2004, Yamanouchi et al., 2010).
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Figura 2. Células epiteliales de la union ampular-istmica (AlJ) del oviducto bovino. A:
Micrografia electronica de barrido de la superficie epitelial de la ampolla de oviducto bovino en
fase folicular tardia. B: Micrografia electronica de transmision de AlJ. Células ciliadas (CC),
células secretoras (SC), granulos secretores (SG) y cilios (Ci). Barra: 5 um. (Modificado de
Mondéjar et al., 2012)

Las células ciliadas poseen unos cilios delgados mdviles, los cinocilios, que
estan extendidos hacia la luz y podrian jugar un papel importante en el transporte de
ovulos y embriones, ademas de su participacion en la progresion espermatica (Hunter,
1994, Abe et al., 2008).

Durante la fase folicular del ciclo estral o0 menstrual, en especial en el momento
cercano a la ovulacién, ocurren cambios en la porcion ciliada del oviducto, donde los
cilios se ponen erectos, asumiendo progresivamente movimientos de batido
sincronizado. Este batido es direccional, sobre todo en las zonas del infundibulo
fimbriado y la ampolla. Los extremos curvados de los cilios recogen el complejo
cumulo-ovocito de la superficie del foliculo ovérico y lo desplaza hacia el lugar de
fecundacion (Hafez et al., 1969, Blandau, 1973, Lyons et al., 2006, Shi et al., 2011).
Contracciones del miosalpix contribuyen en esta progresion (Halbert et al., 1976,
Martinez et al., 2000, Wang et al., 2004, Rios et al., 2007).

La concentracion de hormonas ovaricas modula la rapidez con la que se mueven
los cilios, siendo mayor en la fase ovulatoria que en la luteal (Bylander et al., 2010). La
frecuencia del movimiento de los cilios es mayor en el infundibulo y va disminuyendo
conforme nos desplazamos hacia el istmo en la mujer (Yamaoka, 1987). Los cilios de
las fimbrias se mueven sincronizadamente hacia el infundibulo desplazando el ovocito
recién ovulado hacia la region inicial del oviducto (Nutu et al., 2009). Las contracciones
del oviducto, junto con este movimiento ciliar, permiten el desplazamiento de los

ovocitos hasta la zona de fecundacion y el de los zigotos al Gtero (Shi et al., 2011).

La distribucion de los dos tipos celulares presentes en el oviducto y sus
caracteristicas dependen de la region oviductal, siendo las células ciliadas mas
abundantes en la zona de las fimbrias e infundibulo y disminuyendo en direccion al
istmo, a la vez que se hacen méas abundantes las células secretoras no ciliadas. La
distribucion espacial tiene un papel funcional ya que las células ciliadas son abundantes

donde el ovocito ha de ser captado por la superficie oviductal y las secretoras donde su
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secrecion es necesaria en la interaccion ovocito-espermatozoide (Abe et al., 2008,
Yamanouchi et al., 2010).

Las células secretoras poseen la superficie apical cubierta de numerosas
microvellosidades. Estas células sintetizan proteina de manera activa. Poseen granulos
de secrecidn de naturaleza, tamafio y numero diferente segin el segmento del oviducto,
la zona basal o apical de los pliegues, la especie y la fase del ciclo estral (Abe, 1996,
Yaniz et al.,, 2000, Yaniz et al., 2006, Abe et al., 2007, Desantis et al., 2011). La
secrecion esta regulada por hormonas ovaricas, importantes en la preparacion de los
gametos para la fecundacion y la posterior proteccion y nutricién del embrion (Hunter,
1994, Abe et al., 1995b, Gandolfi, 1995, Hunter, 2012, Suarez, 2015).

El epitelio de las fimbrias y la ampolla es muy cambiante durante el ciclo estral,
mientras que en el istmo y union utero-tubérica estos cambios son escasos o nulos (Abe,
Onodera et al., 1999; Tienthai, Sajjarengpong et al., 2009). En la fase folicular temprana
se produce la formacion de cilios y aumento de la altura de las células ciliadas, lo que
disminuye en la fase folicular tardia o post-ovulatoria temprana (Abe et al., 2008,
Tienthai et al., 2009). En la fase luteal tardia se produce deciliacion y atrofia de los
mismos, disminuyendo el porcentaje de células ciliadas en el infundibulo y ampolla
(Odor et al., 1980, Abe et al., 2008, Konar et al., 2014). En la fase peri-ovulatoria
aumenta la cantidad de granulos de secrecién en las células secretoras, siendo esta fase
el punto de mé&xima secrecion (Shirley et al., 1996, Abe et al., 2007). En la fase luteal,
las células del infundibulo no poseen granulos de secrecion y en las de la ampolla

disminuye su contenido (Odor et al., 1983).

Las diferencias que aparecen no son sélo temporales, ya que aparecen diferentes
tipos de células ciliadas y secretoras en las diferentes zonas del oviducto, lo que sugiere
que el epitelio de cada segmento estd implicado en la creacion de un microambiente
distinto con una composicién bioquimica Unica relacionada con su funcién en cada una
de las etapas del ciclo estral (Abe, 1996, Desantis et al., 2011). Se ha observado que la
regulacion de la expresion genica de las células epiteliales ademéas de ser diferente
durante las distintas etapas del ciclo estral (Bauersachs et al., 2004), también lo es entre
la regidn ipsilateral y la contralateral del oviducto bovino (Bauersachs et al., 2003).
Ademas, el FO bovino que ha sido obtenido en diferentes fases del ciclo estral y en

diferentes porciones oviductales afecta de diferente manera a las tasas de unién y
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fecundacion (Way et al., 1997). La gran variabilidad existente en la composicién de las
secreciones oviductales, tanto a nivel espacial como temporal, nos sugiere que faltan
muchos elementos a tener en cuenta al intentar reproducir in vitro las condiciones de

cultivo a las que embriones y gametos estdn sometidos in vivo.

Ademas hay que tener muy en cuenta que la composicion del FO puede ser
modificada por la presencia de los gametos (Georgiou et al., 2007, Lopez-Ubeda et al.,
2015).

3.3. El fluido oviductal (FO)

La secrecion oviductal es un fluido complejo formado por componentes
secretados a partir de las células epiteliales que tapizan el oviducto asi como

componentes procedentes del plasma sanguineo.

Varios estudios han demostrado que las secreciones oviductales son capaces de
regular la fecundacion y en particular procesos como la union del espermatozoide a la
ZP y el desarrollo embrionario temprano (Hunter, 1991a, Kim et al., 1996, Wang et al.,
1998, Slavik et al., 1999, Buhi, 2002, McCauley et al., 2003, Lloyd et al., 2009b,
Winuthayanon et al., 2015). Sin embargo, los mecanismos moleculares en los que

participan las secreciones oviductales no han sido esclarecidos en su totalidad.

El FO también estd compuesto por el contenido de los foliculos ovéaricos que se
libera durante la ovulacion, el fluido del peritoneo en especies carentes de bolsa ovérica
y por fluido uterino si hay reflujo a través de la union Gtero-tubérica (Roberts et al.,
1975, Leese, 1988, Malayer et al., 1988, Aviles et al., 2010). Este FO contiene muchos
componentes metabdlicos (Tay et al., 1997, Harris et al., 2005, Hugentobler et al.,
2008, Leese et al., 2008, Hugentobler et al., 2010) y un gran nimero de proteinas (Buhi
et al., 2000, Killian, 2004, Georgiou et al., 2007, Aviles et al., 2010).

La proporcion de los componentes del fluido oviductal dependerd del estadio del
ciclo en el que se encuentra el animal (Leese et al., 2008) y de la presencia o no de
gametos y embriones. Ademas, la composicion del FO puede verse afectada por la dieta
materna (Harding, 2001, Leese et al., 2008).
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3.3.1. Formacién del FO

Las hormonas son las reguladoras de la formacion del FO (Bishop, 1956,
Mastroianni et al., 1961, Hunter, 2012). Hunter (2012) reviso la procedencia de las
hormonas que estan en contacto con el tejido oviductal. Algunas como esteroides
(oestradiol, progesterona) y prostaglandinas proceden del ovario. Otras hormonas
proceden del fluido peritoneal, como las hormonas ovaricas, las hormonas procedentes
del intestino y mesenterios y las asociadas a depdsitos de tejido graso, como las leptinas
(Hunter et al., 2007). También las células foliculares y el fluido folicular son otra fuente
de hormonas que podria influir sobre el tejido oviductal. Un trabajo reciente muestra
que el CCO secreta R-N-acetyloglucosaminidasa (NAGASA) durante la maduracion a la
vez que consume B-galactosidasa (3-GAL), pudiendo probablemente tener el ovocito un
comportamiento distinto si madura de manera individual o en grupo (Dovolou et al.,
2016). Una alta actividad de a-manosidasa (a-MAN) en el medio de maduracion podria
ser un indicador de una apropiada maduracion del ovocito, que resulta en un incremento
en la tasa de division y el nimero de células del embridn resultante. Podria ser que la
actividad de estas tres enzimas durante la maduracion esté relacionada principalmente
con la calidad del CCO y no demasiado con el tamafio folicular (Dovolou et al., 2016).
Se ha descrito que estas tres glicosidasas (NAGASA, a-MAN y B-GAL) presentan

actividad en el FO durante la fase folicular y luteal (Carrasco et al., 2008a).

Los patrones de secrecidon de hormonas esteroideas en el momento cercano a la
ovulacion prepara al oviducto para la recepcion y maduracion de los gametos
masculinos y femeninos, ademas de para la fecundacion y desarrollo embrionario
temprano. Si se utilizan hormonas esteroideas para tratar pacientes o animales se
produce la perturbacion de la funcion fisiolégica del oviducto, comprometiéndose la
fecundacion y el desarrollo embrionario temprano (Harper, 1977, Hunter, 1980).
Ademas, podemos afirmar que las células del epitelio oviductal son muy sensibles a las
variaciones de concentracién de esteroides en sangre (Murray, 1995), produciendo
cambios en la morfologia celular asi como en la produccion del FO. Comer y
colaboradores comprobaron que los estrogenos producian hipertrofia, maduracion e
incremento de la altura de las células epiteliales secretoras y reestablecian el fenotipo de

las células ciliadas in vitro (Comer et al., 1998).
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En la mujer, la principal fuerza motriz implicada en la formacion del FO es la
secrecion transepitelial de iones cloro (CI") al oviducto, siendo el adenosin trifosfato
(ATP) extracelular el regulador de la formacion del mismo (Dickens et al., 1995,
Dickens et al., 1996). Ademas, utilizando cultivos celulares crecidos en monocapa, se
ha demostrado que el transporte de iones CI desde la zona basal a la apical es
favorecido por la adrenalina, mientras que el AMPc favorece el transporte en sentido

contrario, produciéndose absorcion (Dickens et al., 1993).

Por otro lado, los neurotransmisores del sistema nervioso simpatico, adrenalina y
noradrenalina, producen vasoconstriccion que disminuye el aporte sanguineo al
oviducto, lo que inhibe la formacion de FO (Jankovic et al.,, 2004). Estos
neurotransmisores también acttan directamente en el oviducto siendo responsables de

absorcion, en presencia de noradrenalina, y secrecidn bajo la accion de acetilcolina.

3.3.2. Propiedades fisicas del FO

Las propiedades fisicas del FO (volumen, temperatura, viscosidad Yy
concentracion de componentes) varian a lo largo del ciclo, creando las condiciones

Optimas en el momento de la fecundacion.

El volumen de FO presente en el oviducto cambia ciclicamente, produciéndose
una acumulacion del mismo en la fase folicular (Hunter, 2012) debido a que el volumen
y la tasa de secrecion de FO son dependientes de estrogenos. Se produce una secrecién
activa en la fase estral del ciclo, con un maximo en el momento de la ovulacion y
disminuye en la fase luteal, donde predomina la progesterona (Perkins et al., 1965,
Carrasco et al., 2008b). Se ha descrito una tasa de secrecion diferente para cada especie,
que va desde los 16 a los 90 uL/h en fase folicular (Perkins et al., 1965, Iritani et al.,
1969, Roberts et al., 1975, Leese et al., 1985, Dickens et al., 1995). En cuanto al
volumen de FO, en cerda (Iritani et al., 1974), en vaca (Carlson et al., 1970), en oveja
(Black et al., 1963) y en yegua (Engle et al., 1975) los volimenes oscilan entre 0,5y 0,7
mL y en conejas entre 0,2 y 2,6 mL, dependiendo del momento del ciclo. Hay que tener
en cuenta que en la misma fase del ciclo estral, el volumen de FO varia dependiendo de
la porcién oviductal, obteniéndose mayores cantidades en la ampolla que en el istmo
(Belve et al., 1968, Kavanaugh et al., 1988, Killian, 2011).
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En cuanto a la temperatura debemos sefialar que durante mucho tiempo se ha
aceptado como cierto el dogma de que la temperatura interna del cuerpo se mantiene
uniforme, pero se han descrito pequefios gradientes de temperatura presentes en tejidos
reproductivos en oveja, conejo y cerdo, que podrian haber asumido importancias
funcionales durante la evolucion de animales euterios (Hunter, 2002, Hunter, 2009). La
temperatura del oviducto, y por tanto a la que esta sometido el FO varia a lo largo del
ciclo y en las diferentes regiones oviductales. Se han medido valores que muestran que
la region caudal del istmo presenta una temperatura 1-2 °C mas fria que la region
craneal de la ampolla (Hunter y Nichol, 1986). El gradiente de temperatura se muestra
mas pronunciado durante el estro y minimo en la fase luteal, por lo que podria existir

una influencia regulatoria de las hormonas esteroideas ovaricas (Hunter, 2012).

Las variaciones ciclicas de temperatura que aparecen en el oviducto en el
momento cercano a la ovulacion influyen en la viscosidad, otra de las propiedades
fisicas del FO. Se crea un gradiente de viscosidad, debido al gradiente de temperatura
preovulatorio, que influye en el patron y resistencia de la actividad flagelar y en la tasa
de movimiento rectilineo progresivo del espermatozoide (Hunter, 2002, Hunter, 2005,
Hunter et al., 2011). Se ha descrito la viscosidad con un valor de 1°8 mPa/sec., similar a
la del suero (Menezo et al., 1997). La viscosidad del contenido oviductal se debe a la
secrecion glicoproteica del epitelio oviductal, distinta segun la regién del oviducto, que
es controlada a nivel hormonal, ademas de a la temperatura. En respuesta a los niveles
de progesterona, el FO disminuye mucho en viscosidad y cantidad en el intervalo post-
ovulatorio. Aplicando progesterona de forma local, se disminuye el contenido y
viscosidad del FO en el istmo de cerdas, lo que obtuvo como resultado una alta
incidencia en fecundacién polispérmica (Hunter, 1972b), lo que indica una posible

seleccion espermatica debida a la viscosidad del medio, ademas de a otros factores.

3.3.3. Propiedades quimicas del FO

Las propiedades quimicas (pH, osmolaridad y tension de oxigeno) del FO se van

a comentar a continuacion.

El valor de pH depende de las fluctuaciones de bicarbonato que se dan en el
oviducto, que estan influenciadas por las hormonas esteroideas. El pH es practicamente

neutro en fase folicular y se alcaliniza en la ovulacion y en fase luteal, siendo similar en
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las diferentes especies en las que se ha medido (Menezo et al., 1997). De manera
general, el pH del moco cervical es basico, con un valor de 8,4y el del FO esde 7,1 a
7,3 en fase folicular y de 7,5 a 7,8 en fase luteal (Hafez et al., 2000).

La osmolaridad es otra de las propiedades quimicas del FO. Es similar a la del
suero, con un valor aproximado de 290 mOsm/litro, sin estar modificado por

variaciones hormonales ni interespecificas (Menezo et al., 1997).

Existe un poco de controversia en cuanto a la tension de oxigeno presente en el
FO, ya que se describio en el mono rhesus, hdmster y coneja de 35mmHg (Fischer et
al., 1993), mientras que Menezo y Guerin afirmaron que es de 60 mmHg

independientemente de la especie (Menezo et al., 1997).

3.3.4. Composicion del FO

La composicion del FO es un dato importante a tener en cuenta a la hora de
disefiar medios de cultivo que imiten, de la manera mas fiel posible, las condiciones a
las que estdn sometidos los gametos y embriones in vivo. También podremos
comprender mejor los procesos reproductivos al conocer los componentes implicados

en ellos.

Aparte de existir una variacion cuantitativa del FO durante el ciclo estral,
también se produce una variacion cualitativa. Ademas, se ha detectado una composicién
elemental diferente del FO presente en el istmo y en la ampolla de raton (Roblero et al.,
1976). Esta diferencia regional, también observada en el tipo de granulos secretores a lo
largo del oviducto, podria representar un mecanismo para crear diferentes

microambientes (Desantis et al., 2011).

3.3.4.1. AguaYy electrolitos

El agua es el componente mayoritario del FO. Fluye dependiendo de los

gradientes osméticos, no de un transporte activo del epitelio oviductal.

Los electrolitos presentes en el FO proceden de la sangre y son los responsables

primarios del pH y de la osmolaridad del mismo, ademas de influir algunos de ellos de
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manera importante en la capacitacion y movilidad espermatica, reaccion acrosémica
(RA) y fecundacion (Leese et al., 1985, Gott et al., 1988, Grippo et al., 1992).

De manera general podemos afirmar que los niveles de potasio (K") son
significativamente mayores en el FO que en el plasma, el sodio (Na*), magnesio (Mg?*)
y cloro (CI") son similares en ambos. El calcio (Ca?*) puede estar en concentracion
similar o menor en FO que en plasma y la concentracion de ién bicarbonato (HCO3') en
FO es superior a la del plasma aunque puede haber diferencias entre especies en algun

ion en concreto (Borland et al., 1980, Menezo et al., 1997).

Se han descrito algunas funciones que cumplen los electrolitos presentes en el
FO. La elevada concentracion de K" presente en el FO (aprox. 50 mM) mejora la
divisién embrionaria e implantacion en raton (Roblero et al., 1986) y en la especie
humana (Quinn et al., 1985). La alta concentracion de K* podria estar implicada en la
inhibicién del movimiento de los espermatozoides en el reservorio espermatico del
istmo en la coneja, que se puede revertir con piruvato (Burkman et al., 1984). Los
niveles de Na” influyen en la captacion de aminoacidos por los embriones tempranos de
ratona (Vanwinkle et al., 1985), por lo que es un ién importante en la nutricion del
embrion. También se ha descrito este iOn como necesario en la union del
espermatozoide de raton a la ZP (Saling et al., 1978) y que esta implicado en la
interaccion de proteinas oviductales a la superficie del espermatozoide, ademas de en la
movilidad del mismo (Grippo et al., 1992, Lapointe et al., 1996). La concentracion a la
que esta presente HCOj3 en el FO promueve la dispersion de las células de la corona
radiada y proporciona un entorno favorable para el desarrollo del embrién (Stambaug.R
et al.,, 1969, Maas et al., 1977), estimula la respiracion (Hamner et al., 1964), el
movimiento de hiperactivacion y RA en espermatozoides (Boatman et al., 1991).

3.3.4.2. Componentes energéticos

Se ha descrito la presencia de glucosa, lactato, piruvato, glutamato, glucdgeno y
aminoacidos (AA) en el FO, estando posiblemente involucrados en el soporte
metabolico de gametos y/o embriones (Leese et al., 1985), considerando la glucosa y el

piruvato los principales sustratos energéticos (Brewis et al., 1992).
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El contenido de glucosa en FO (1-3 mM) es inferior al del suero (5-6 mM)
(Menezo et al., 1997). En fase post-ovulatoria, en la regién de la ampolla es de 0,5 mM,
mientras que en la region ampular-istmica es de 1,3 mM (Leese et al., 2008). Por otro
lado, la concentracion de lactato es mayor en FO que en suero, debido al metabolismo
de la glucosa del propio oviducto, donde aproximadamente el 75 % del lactato del FO
es producido por las células epiteliales a partir de glucosa vascular y el 25 % procede
del lactato vascular (Leese, 1988, Menezo et al., 1997, Nichol et al., 1998). Los valores
de piruvato son similares en todas las regiones del oviducto durante todas las fases del
ciclo estral, siendo ademés similares a los del plasma. El contenido de lactato de la
ampolla en fase preovulatoria tampoco muestra diferencias con respecto a después de la
ovulacion (Nichol et al., 1992).

En las trompas de Falopio de la mujer en fase folicular, el fluido contiene en
3,11 mM de glucosa, 4,87 mM de lactato y 0,25 mM de piruvato, mientras que tras la
ovulacion los valores son de 0,5 mM de glucosa (luego vuelve a incrementarse hasta
2.32 mM en la fase luteal), 10,5 mM de lactato y 0,32 mM de piruvato (Dickens et al.,
1995, Gardner et al., 1996, Leese, 1998). Esta bajada de glucosa después de la
ovulacion también ocurre en cerda y coneja (Nichol et al., 1992, Edwards et al., 1993,
Leese et al., 2008).

La concentracion de estos componentes energéticos en el FO esta regulada por
mecanismos sistémicos, debido al hecho de que son independientes de la presencia o no

de embriones o de la realizacion de ovariectomias (Nichol et al., 1998).

3.3.4.3. Lipidos

El contenido de lipidos del FO es bajo, aunque estan presentes fosfolipidos,
triglicéridos, colesterol libre y colesterol esterificado. La concentracion de colesterol es
generalmente menor durante la fase no luteal, cuando la concentracién de fosfolipidos
es generalmente mayor. Aproximadamente el 40% de los fosfolipidos del FO son
fosfatidilcolina y  lisofosfatidilcolina, mientras que  fosfatidilinositol vy
lisofosfatidilinositol componene el 20% del total (Killian et al., 1989).

Las proteinas que actian como transportadores de lipidos en el FO son
principalmente lipoproteinas de alta densidad (LDH), que ademas podrian participar en
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la capacitacion espermatica en el istmo en la fase folicular (Ehrenwald et al., 1990) y la

albumina, que podria contener esteroides (Menezo et al., 1997).

3.3.4.4. Aminoécidos

Los amino&cidos (aa) son parte indispensable para el crecimiento y el desarrollo
del embrién ya que actian como precursores de proteinas y &cidos nucleicos. También
actan como sustratos energeéticos, reguladores de pH, sefializacion de moléculas y

quelantes de metales pesados (Gardner, 2008).

La concentracion de aa en el FO es menor que en el suero (Perkins et al., 1967),
lo que sugiere que su transporte al oviducto se produce por difusion facilitada,
exceptuando el raton y la yegua, especies donde la concentracion de aa es mayor en FO
que en plasma (Leese et al., 1985, Harris et al., 2005). . Los aa mayoritarios en FO son
alanina, aspartato, glicina, glutamato, serina y taurina (Gardner, 2008), habiendo un
claro predominio de la glicina en todas las especies examinadas como son coneja
(Perkins et al., 1967, Leese et al., 1985, Miller et al., 1987), ratona (Gardner et al.,
1990, Harris et al., 2005), mujer (Tay et al., 1997), cerda (Iritani et al., 1974, Li et al.,
2007), vaca (Hill et al., 1997, Elhassan et al., 2001, Hugentobler et al., 2007) y oveja
(Perkins et al., 1967), aunque existen pequefias variaciones entre especies en la

composicion de AA.

Vamos a especificar la funcion que pueden tener estos aa mayoritarios. Glicina y
alanina estan implicados en la regulacion del pH intracelular y en la proteccion del
embrion frente al estrés osmético (Fischer et al., 1993). Taurina e hipotaurina son
importantes para mantener la viabilidad de los gametos, en la capacitacion espermatica,
en el proceso de fecundacion y en el desarrollo e implantacion embrionario (Leese et
al., 2001). La hipotaurina esta encargada de captar radicales libres, dando lugar a la
formacion de taurina, con lo que tiene efecto antioxidante y de proteccion de
membranas celulares. Ademas, taurina, hipotaurina, glicina y alanina son considerados
aa con efecto beneficioso en el desarrollo de embriones de diferentes especies in vitro
(Menezo et al., 1997).
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3.3.4.5. Proteinas

En la mayoria de estudios de FO se han identificado una o pocas proteinas
utilizando métodos analiticos convencionales (Aviles et al., 2010), mientras que se ha
intentado identificar mas componentes utilizando tecnologias mas complejas, como el
uso de la electroforesis bidimensional (Verhage et al., 1988b, Gandolfi et al., 1989,
Buhi et al., 2000). Actualmente, es posible identificar un gran nimero de proteinas que
contienen los complejos fluidos corporales y estudiar los patrones de expresion genica
en diferentes tejidos gracias al desarrollo de la técnica de espectrometria de masas
(Soleilhavoup et al., 2016), y al descifrado del genoma de multiples especies. Se han
detectado 624 proteinas diferentes presentes en el FO, (Soleilhavoup et al., 2016), cuyo
origen sera el trasudado selectivo del plasma sanguineo, el producto de secrecién de las
células secretoras del epitelio oviductal, el contenido de los foliculos ovaricos que se
libera con la ovulacion, el fluido del peritoneo en especies carentes de bolsa ovarica y el
fluido uterino si hay reflujo a través de la union Gtero-tubérica (Soleilhavoup et al.,
2016).

Soleilhavoup y colaboradores realizaron un estudio comparativo del proteoma de
fluidos luminales de tres regiones del tracto genital femenino de oveja: el cérvix, el
utero y el oviducto. Estos autores identificaron un total de 749, 827 y 624 proteinas en
el fluido procedente del cérvix, del Utero y del oviducto respectivamente. EI 41% eran
proteinas citoplasmaticas, el 14% proteinas secretadas y el 11% proteinas de la
membrana plasmatica. De las 940 proteinas identificadas, 570 estaban presentes en el
fluido de las tres regiones. Las regiones anatbmicamente unidas a las otras comparten
un mayor numero de proteinas, probablemente debido al intercambio de fluidos entre
unas y otras. Se detectaron algunas proteinas que estaban presentes Unicamente en una
de las tres regiones: 74 en el moco cervical, 114 en el fluido uterino y 9 en el fluido
oviductal. Estas proteinas especificas de cada region tendrian una gran influencia en la

funcién que desempefia cada uno de estos fluidos (Soleilhavoup et al., 2016).

En cuanto a las proteinas cuyo origen es el trasudado del plasma sanguineo, sélo
del 5 al 10 % de las proteinas encontradas en el plasma estan presentes en el FO
(Roberts et al., 1975, Leese, 1988). Las méas abundantes en el FO son la albimina
(representa del 60-80 % del total de proteinas) (Menezo et al.,, 1997) y la

inmunoglobulina G, que componen juntas casi el 95 % de las proteinas séricas del FO
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(Lippes et al., 1972, Oliphant et al., 1978). La concentracién de proteinas séricas se
mantiene constante en conejas pseudoprefiadas (Oliphant et al., 1978) aunque se
produzcan cambios en el volumen del FO. En ratona, el FO de la ampolla con CCOs
tiene una concentracién de proteinas de 10°90£1°90 mg/ml en estro (Gardner et al.,
1990), apareciendo también en ese momento del ciclo la mayor concentracion total de
proteinas en vacas (Roberts et al., 1975). Carrasco y colaboradores no encontraron
diferencias significativas entre la concentracion de proteinas en FO bovino entre la fase
folicular (54.28 £ 3.71 pg/mL) y la luteal (55.89 + 2.93 pg/mL) (Carrasco et al., 2008a),
mientras que si describieron diferencias significativas en la cantidad de proteina total
por oviducto entre la fase folicular tardia (momento cercano a la ovulacién) (2118.6 £
200.7 pg/oviducto) y la fase luteal temprana (tras la ovulaciéon) (1680.5 + 122.8

pg/oviducto) en porcino (Carrasco et al., 2008Db).

Otra porcion de proteinas del FO son las secretadas por las células secretoras no
ciliadas del epitelio oviductal. Se han detectado més de 150 proteinas expresadas o
secretadas por el oviducto de diferentes especies (Aviles et al., 2010) y al menos 32
proteinas presentes en FO estan afectadas por la presencia de gametos, la mayoria
afectadas por el gameto masculino (Georgiou et al., 2005, Georgiou et al., 2007). Las
proteinas cuyo origen es el epitelio oviductal pueden clasificarse en: factores de
crecimiento, citoquinas y sus receptores, hormonas y sus receptores, proteasas y sus
inhibidores, agentes de proteccién antioxidante, agentes de proteccion o defensa,
glicosidasas y glicosil-transferasas, otros enzimas, chaperonas y proteinas de choque
térmico, otras proteinas, glicosaminoglicanos y proteoglicanos y otros componentes
(Aviles et al., 2010). La sintesis y secrecion de estas proteinas se produce como
respuesta a la estimulacién por estrégenos, siendo en general su concentracion en FO
mayor durante el periodo preovulatorio y descendiendo después. La progesterona parece

que tiene poca influencia en esta sintesis y secrecion de proteinas (Abe et al., 1998).

Coy y Yanagimachi realizaron recientemente una revision acerca del papel,
comun o especie-especifico, que juegan ciertas proteinas oviductales en la fecundacion
y desarrollo embrionario (Coy et al., 2015). De las méas de 150 proteinas detectadas en
el oviducto (Aviles et al., 2010), algunas se han demostrado beneficiosas en FIV:
osteopontina (ONP o SPP1) (Hao et al., 2006, Goncalves et al., 2008a), glicodelina
(PAEP) (Yeung et al., 2009, Lee et al., 2011), Plasmina (Carmeliet et al., 1994, Ebisch

et al., 2008), proteinas de la familia de proteinas de choque térmico (HSPs) (Dix et al.,
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1996, Elliott et al., 2009), proteina suprimida en tumores cerebrales malignos 1
(DMBT1) (Teijeiro et al., 2012, Ambruosi et al., 2013), lactoferrina (Ward et al., 2003,
Zumoffen et al., 2013), fetuina B (Schroeder et al., 1990, Dietzel et al., 2013),
haptoglobina (Lavery et al., 2003, Herrler et al., 2004, Georgiou et al., 2005), Spam1
(Griffiths et al., 2008), factor de estimulacion de colonias granulocito-macréfago
(GMC.SF) (Sjoblom et al., 1999) y oviductina (OVGP1) (Buhi, 2002). Haremos una
revision minuciosa acerca de esta ultima proteina mas adelante, ya que el objetivo de
esta tesis doctoral es investigar la posible funcién fisiologica de OVGP1 como
componente mayoritario del FO y el papel de cada una de las regiones de su secuencia.
A continuacién iremos revisando las caracteristicas de cada una de las proteinas

enumeradas y de algunas mas.

Proteinas de choque térmico (HSPs) son proteinas consideradas intracelulares.
Sin embrago se han detectado en suero y plasma humano, ademés se ha descrito una
secrecion a través de una ruta lisosomal no convencional de un miembro de esta familia
(HSP70) (Marnbula et al., 2007). También se han detectado algunas de las proteinas de
esta familia en el fluido y epitelio oviductal de cerdo (Georgiou et al., 2005), vaca
(Boilard et al., 2004), carnero (Lloyd et al., 2012), ratén (Lin et al., 2012) y especie
humana (Lachance et al., 2007). Las HSPs se unen al espermatozoide durante su
transito por el oviducto. Se ha descrito que HSPA8 mantiene la viabilidad espermatica
en el jabali, el carnero y el toro (King et al., 1994b, Desouza et al., 1995, Goncalves et
al., 2008b, Elliott et al., 2009, Lloyd et al., 2009a). Ademas, los niveles de HSPAS8 en el
oviducto de cerda en presencia de espermatozoides son cinco veces mas altos que en
ausencia de los mismos (Georgiou et al., 2005). El incremento de HSP8 detectado en el
FO en estro estaria relacionado con esta funcion de superivivencia espermatica en el
periodo de tiempo alrededor de la ovulacién (Soleilhavoup et al., 2016). Otros
miembros de la familia también poseen efectos en la fecundacion, como HSPA5
(GRP78), que es esencial para el crecimiento celular embrionario, siendo los embriones
knockout para esta proteina incapaces de eclosionar de la ZP (Luo et al., 2006). El
macho knockout para HSP70 también es infértil, ya que no produce espermatozoides
maduros (Dix et al., 1996). Otra de las proteinas de la familia es GRP94 con un papel
fundamental en el desarrollo embrionario (Wanderling et al., 2007).

DMBT1 (proteina delecionada en tumores malignos de cerebro 1) es una

glicoproteina multifuncional dependiente de estrogenos detectada en el epitelio
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endometrial del mono y la rata (Tynan et al., 2005). En cuanto al oviducto, se ha
detectado la presencia del ARNm de esta proteina en oviducto porcino, bovino y
humano (Mondejar et al., 2012) estando presente la proteina en el epitelio y fluido
oviductal porcino y equino (Mondejar et al., 2012, Ambruosi et al., 2013) y en la
superficie apical del epitelio oviductal bovino, donde se une a espermatozoides
capacitados produciendo un mecanismo de seleccion espermatica negativa (Teijeiro et
al., 2012). Ademas, la preincubacion de ovocitos porcinos y equinos con DMBT1 antes
de la FIV incrementa el porcentaje de fecundacion monospérmica (Ambruosi et al.,
2013).

Otra proteina secretada por el oviducto sugerida como moduladora de la funcién
espermatica, interaccion entre gametos y migracion en el oviducto es osteopontina
(OPN) (Killian, 2011). Es una fosfoproteina descubierta por primera vez en los
osteoblastos formadores de hueso. Es sintetizada en variedad de tejidos y secretada a los
fluidos corporales. Es sintetizada y secretada por las células oviductales y estd presente
en el FO en el que se han detectado tres formas glicoproteicas (25, 48 y 55 kDa) (Gabler
et al., 2003, Killian, 2004, Killian, 2011). La transcripcion del gen de la osteopontina no
varia a lo largo del ciclo estral en el oviducto de vaca (Gabler et al., 2003) pero si esta
sobreexpresada en estro en oviducto de ratén (Liu et al., 2015) y de oveja (Soleilhavoup
et al., 2016). Esta relacionada con la regulacion inmune, transduccion de la sefial y
adhesion celular (Wang et al., 2008). Se une a integrinas a través de la secuencia de AA
arginina-glicina-aspartico (RGD) que posee, por lo que puede estar implicada en
procesos de adhesion celular (Denhardt et al., 1993). También posee un sitio de unién a
iones Ca®* y dos dominios de unién a heparina. En cuanto a su funcién en reproduccion,
se ha visto que esta relacionada con la fertilidad del macho en la especie bovina al estar
0 no presente en el plasma seminal del toro (Cancel et al., 1997). Se ha detectado su
secrecién por la mucosa oviductal en la especie bovina (Gabler et al., 2003) y la oveja
(Soleilhavoup et al., 2016). Dependiendo de la dosis utilizada en FIV, osteopontina
reduce la RA espermatica y la incidencia de polispermia, dando como resultado un
incremento de fecundacion normal in vitro en cerdo (Hao et al., 2006), mientras que no
se ha observado efecto en la FIV de caballo (Mugnier et al., 2009). La adicion de
anticuerpos frente a esta proteina desciende la union espermatozoide-ovocito en la
especie bovina in vitro (Goncalves et al., 2008a). Diferentes estudios han evidenciado

que el mecanismo por el cual osteopontina influencia la unién espermatozoide-ovocito y
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la fecundacion depende de la unién a integrinas mediante la secuencia RGD presente en
osteopontina. En vista de estos resultados, parece que el papel de osteopontina en
fecundacion es dependiente de la especie. Por otro lado, el raton knockout para
osteopontina es fértil, presenta una talla normal y su descendencia se desarrolla con
normalidad (Rittling et al., 1998), lo que sugiere que es una proteina que modula la

fecundacidn en el oviducto, pero que no es esencial, al menos en raton.

La proteina glicodelina (PAEP, proteina placentaria 14 o proteina endometrial
asociada a progesterona) es una glicoproteina que presenta al menos 4 glicoformas.
Estan presentes en fluido amniotico (glicodelina A), plasma seminal (glicodelina S),
fluido folicular (glicodelina F) y en las células del camulo (glicodelina C) (Yeung et al.,
2009). Se ha observado que el oviducto humano produce glicodelinas y que las células
oviductales cultivadas in vitro producen glicodelina A y F (Chiu et al., 2007a). La
funcién principal descrita de las glicodelinas esta relacionada con el desarrollo
embrionario post-implantacional, ya que son secretadas por el endometrio durante las
primeras etapas de la prefiez (Lee et al.,, 2011). Las diferentes glicoformas de
glicodelina se unen a la cabeza espermatica utilizando diferentes receptores: glicodelina
F se une por dos receptores diferentes presentes en la zona de la membrana espermatica
que recubre el acrosoma, uno de ellos es compartido con glicodelina A; glicodelina S
también posee dos receptores distribuidos por toda la cabeza espermatica; glicodelina C
posee un tipo de receptor distribuido por toda la cabeza espermatica pero con una mayor
presencia en la region ecuatorial (Yeung et al., 2009). La deglicosilacion de glicodelina
inhibe la unidn al espermatozoide. Las diferentes glicoformas presentan diferentes
funciones. La glicodelina S del plasma seminal suprime el flujo del colesterol de la
membrana plasmatica del espermatozoide para prevenir la capacitacién espermatica
precoz. Las glicodelinas Ay F presentes en el fluido folicular y oviductal inhiben la RA
prematura y la union espermatica a la ZP, glicodelina C presente en el cumulo
reemplaza a las dos anteriores para mejorar la RA y la union espermatica a la ZP (Chiu
et al., 2007b). Por esto ultimo, no debemos utilizar ovocitos libres del camulo en FIV,
ya que las células de la granulosa son importantes al modular la unién espermatozoide-

ovocito.

Se ha descrito la presencia de varios componentes del sistema plasmindgeno-
plasmina en el tracto reproductivo de mamiferos (plasma seminal, utero, oviducto y

ovario) con multiples funciones (Ebisch et al., 2008). La proteina plasmina presenta una
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funcién crucial en ovulacién e implantacion. Se propuso que el plasmindgeno del fluido
oviductal porcino se unia a la ZP y membrana plasmatica del ovocito, siendo activado
por un activador cuando el primer espermatozoide contacta con el oolema. Esta
activacion produce plasmina, que previene el avance de otros espermatozoides unidos
debilitando la unién al ovocito (Coy et al., 2012b). Ademas, se ha visto que el ratdn
knockout para los dos activadores del plasmindgeno es significativamente menos fertil

que el tipo salvaje (Carmeliet et al., 1994).

Lactoferrina (LTF) es una glicoproteina multifuncional relacionada con la
respuesta inmune e inflamatoria, regulacion del crecimiento y diferenciacion celular y
proteccion frente al desarrollo de cancer y metastasis (Ward et al., 2005). La proteina
esta presente en el epitelio y secreciones oviductales en la mujer, siendo abundante en el
fluido oviductal durante la fase periovulatoria del ciclo mestrual (Zumoffen et al.,
2013). Sin embargo, la expresion de la proteina en el oviducto de rata y ratén es mucho
menor que en la especie humana. Este hecho podria explicarse por una mezcla de fluido
uterino y oviductal en la mujer debido a que en la mujer el utero y la unién utero-
tubarica conforman una Unica entidad morfofuncional (Hunter, 2002). Seria posible
porque lactoferrina también esta presente en el endometrio de hamster, rata y raton
(Teng et al.,, 2002). En cuanto a su funcion, es una proteina que se une a
espermatozoides capacitados Yy a la zona peltcida de ovocitos (Zumoffen et al., 2013),
inhibiendo la unién entre ambos gametos, lo que reduce la fecundacion polispérmica. El
raton knockout para lactoferrina es fértil y su descendencia es normal (Ward et al.,
2003).

AWN es un miembro de la familia de las espermadhesinas con propiedades de
unién al espermatozoide (Topfer-Petersen et al., 1998) que podria estar involucrado en
la union primaria entre el espermatozoide y el ovocito (Topfer-Petersen et al., 1996). Se
identificé por inmunocitoguimica en el oviducto de cerda (Ekhlasi-Hundrieser et al.,
2002) y posteriormente se identifico en el FO, sugiriendo su secrecion (Soleilhavoup et
al., 2016).

El complemento C3 ha sido detectado en altas cantidades en los fluidos del
cérvix, el oviducto y el utero, incrementando su abundancia en el moco uterino y el
fluido uterino en estro (Soleilhavoup et al., 2016), lo que sugiere una regulacién

positiva por estrogenos. De hecho, la secrecion de C3 estd sometida a regulacién por
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estrdgenos en el oviducto de raton y humano (Lee et al., 2009) y la region que flanquea
el extremo 5°del gen C5 (otro componente de la cascada del complemento) contiene
secuencias homdlogas a elementos de respuesta a estrogenos (Carney et al., 1991). En
humanos, el complemento C3 juega un papel embriotréfico después de ser convertido
en iC3b por las células oviductales (Lee et al., 2009) y también se ha propuesto como
ligando puente entre el espermatozoide y el receptor del ovocito (Anderson et al., 1993,
Fabryova et al., 2009).

Ademas de proteinas relacionadas directamente con el proceso reproductivo se
han detectado otros grupos de proteinas mas abundantes en el FO en estro, como las
enzimas antioxidantes (Soleilhavoup et al., 2016). Una de ellas es la glutation
peroxidasa 1, cuyo ARNm es méas abundante en estro en el oviducto bovino (Lapointe
et al., 2003).

Existen otras proteinas de las que se conoce poco sobre su funcion. Se ha
detectado la proteina haptoglobina en tejido y fluido oviductal de vaca, cerda y coneja
(Lavery et al., 2003, Herrler et al., 2004, Georgiou et al., 2005), pero no se conoce su
efecto en la interaccion espermatozoide-ovocito. La proteina Spaml (PH-20) ha sido
detectada en el epitelio oviductal de raton (Zhang et al., 2003). Se ha propuesto que esta
proteina se une al espermatozoide en el oviducto para asistirlo, con la actividad
hialuronidasa que posee, en su paso a través de las células de camulo (Griffiths et al.,
2008).

Las glicosidasas y glicosil-transferasas son proteinas presentes en el FO
encargadas de modificar los azucares de las glicoproteinas, por lo que pueden modificar
glicoproteinas de la superficie del espermatozoide, de la ZP y de las células epiteliales.
Se ha descrito que su secrecion puede variar a lo largo del ciclo estral en la cerda y la
vaca (Carrasco et al., 2008a, Carrasco et al., 2008b).

La proteina miosina 9 incrementa su abundancia en el FO en el estro,
coincidiendo con un aumento de la proteina OVGP1, ya que se ha sugerido que podria
interaccionar con OVGPL1 y estar involucrada en la union de OVGP1 al espermatozoide
(Kadam et al., 2006). También se ha detectado una expresion de la proteina aumentada
en estro en el cérvix, por lo que la posible interaccion con espermatozoides se

produciria cuando entran por el canal cervical (Soleilhavoup et al., 2016).
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La proteina prostaglandina D sintasa tipo lipocalina (L-PGDS) se encuentra
también presente en el FO bovino y es capaz de unirse a la ZP de los ovocitos. No se
sabe si L-PGDS procede del plasma sanguineo o es sintetizada y secretada por el
epitelio oviductal (Goncalves et al., 2008b). Su funcion es desconocida actualmente
pese a ser identificada como una proteina asociada a la fertilidad en el plasma seminal
de toro (Gerena et al., 1998).

Una proteina no detectada en el oviducto pero con un papel importante en el
endurecimiento de la ZP es Fetuina B, una proteina derivada del higado y pertenece a
una familia de inhibidores de proteasas. Inhibe el endurecimiento de la ZP durante la
maduracion in vitro de ovocitos de rata y raton (Schroeder et al., 1990). Se piensa que
su presencia en el fluido folicular contribuye a inhibir las proteasas de los granulos
corticales en ovocitos inmaduros antes de ovular (Schroeder et al., 1990, Dell'Aquila et
al., 1999). Se ha utilizado fetuina B para prevenir el endurecimiento de la ZP de
ovocitos de yegua durante la maduracion in vitro, aunque no se observo mejoria en los
resultados de la FIV (Dell'Aquila et al., 1999). El raton knockout para fetuina es infértil
porque presenta una ZP muy endurecida, pudiéndose restaurar su fertilidad solamente
con perforar la ZP con un laser (Dietzel et al., 2013). Por el contrario, en las especies
bovina, porcina, caprina y ovina, el endurecimiento de la ZP ocurre de manera normal

antes de la fecundacion mediado por el FO (Coy et al., 2008a, Mondejar et al., 2013a).

3.3.5 Expresion génica del oviducto durante el ciclo estral o menstrual

Es interesante tener en cuenta la expresion génica del oviducto a lo largo del
ciclo estral, ya que sera en gran medida la responsable del microambiente creado por la
diferente composicién del FO en cada una de las fases del ciclo.

Se ha estudiado la regulacion de la expresion génica en el oviducto en estro y
fase luteal utilizando células oviductales cultivadas in vitro de la especie porcina
(Seytanoglu et al., 2008) y raspado de la mucosa de la especie bovina (Bauersachs et
al., 2004). El anélisis de la expresion génica en estro y en diestro mostro que se
expresaban de manera diferencial 77 genes en las dos fases del ciclo, siendo 37 genes
sobreexpresados en estro y 40 genes en diestro (Bauersachs et al., 2004). Estos genes
estaban relacionados con la respuesta inmune, secrecién y modificacion de proteinas,

endocitosis, sefializacion y regulacion de la transcripcion. En la especie porcina, se
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detectd un total de 330 proteinas en fase folicular y 510 en la luteal, de las cuales 51
proteinas presentaron una sobreexpresion en estro y 27 en fase luteal (Seytanoglu et al.,
2008).

En mujeres, realizé6 un estudio comparando el perfil de expresién génica de
células epiteliales de las trompas de Falopio en fase folicular y luteal, identificando
cinco genes sobreexpresados y quince con expresion disminuida (George et al., 2011).
Algunos de estos genes estan relacionados con la fecundacién y el desarrollo

embrionario.

En el estudio comparativo que realizaron Soleilhavoup y colaboradores sobre el
proteoma de fluidos luminales del cérvix, Utero y oviducto de oveja en dos etapas del
ciclo estral (estro y fase luteal), se detectd que el 28, 12 y 23 % del total de proteinas
presentes en el moco cervical, el fluido uterino y el fluido oviductal, respectivamente,
eran mas abundantes en la fase de estro. Las proteinas con mayor presencia durante la
fase luteal se correspondian con el 12, 17 y 6% del total de proteinas del moco cervical,
el fluido uterino y el fluido oviductal, respectivamente. De las proteinas especificas de
cada region, el 70% del cérvix y 79% del oviducto presentan una marcada expresion
durante el estro, mientras que en el Utero la expresion de proteinas especificas de esta
region es mas equilibrada entre la fase estral y luteal, siendo del 51% en fase luteal.
Centrandonos mas en la composicion proteica oviductal, se observé que 81 proteinas de
las 280 cuantificadas (el 28,9 %) tenian una expresion diferente entre el estro y la fase
luteal. Se detectaron 64 proteinas con una mayor abundancia durante el estro y 17 en la
fase luteal. Algunas de las proteinas del FO cuya abundancia estaba sobreexpresada
durante el estro son oviductina, miosina 9, isocitrato dehidrogenasa, factor de
elongacion 1-al, HSPAS, proteina 14-3-3 ¢ y anexina A8 y en la fase luteal o-2-
macroglobulina, ceruloplasmina, gelsolina, transtiretina y factor del complemento B
(Soleilhavoup et al., 2016). Por lo tanto, se podria afirmar que existe una regulacion
diferencial en las diferentes regiones del tracto genital femenino que dependen del
estadio del ciclo estral, estando caracterizado el estro por un incremento concomitante
en la abundancia de las proteinas del moco cervical y el fluido del oviducto, mientras
que la fase luteal por un incremento en las proteinas del fluido uterino. El significado
bioldgico asociado a este hecho seria que las proteinas que aumentan su abundancia en
estro en el moco del cérvix y en el FO estan orientadas a la interaccion con los gametos,

teniendo un importante papel en la fecundacion, mientras que el incremento en la
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abundancia de proteinas del fluido uterino durante la fase luteal, lo estaria para
interaccionar con el embridon. Ademas, OVGP1, osteopontina y HSPAS8, cuya
abundancia aumenta en el estro, han sido descritas como agentes que interaccionan con
los gametos (Lloyd et al., 2009a, Aviles et al., 2010, Killian, 2011).

La expresion génica del oviducto también estd modificada por otros factores
ademas de por la fase del ciclo estral. Uno de estos factores es la presencia de gametos,
tanto femeninos como masculinos, células de la granulosa con su fluido asociado y
embriones. Una de las observaciones que nos hace afirmar este hecho es que la union de
espermatozoides a las células del epitelio oviductal in vitro produce cambios en la
sintesis de proteinas (Ellington et al., 1993). Ademas, se produjo la caracterizacion de
varias proteinas en tejido oviductal bovino sélo en presencia de ovocitos y células del
cumulo (Einspanier et al., 1997, Gabler et al., 2008). Por otro lado, el resultado del
perfil de expresion génica en ratbn mostr6 que hay una variacion del transcriptoma
oviductal en presencia de espermatozoides, mostrandose una sobreexpresion de
adrenomedulina y prostaglandina peroxidasa sintasa tras la copula con machos fertiles
(Fazeli et al., 2004). En un estudio reciente se puso de manifiesto que, al estar presentes
en el oviducto espermatozoides o embriones en desarrollo, se producia una sobre
expresion de 17 genes y una expresion reducida de 9 genes, estando estos genes
modificados involucrados en respuesta inflamatoria y sistema inmune, transporte
molecular, trafico de proteinas, desordenes del desarrollo y sefializacion e interaccion
celular (Lopez-Ubeda et al., 2015). Por tanto podemos afirmar que gametos y
embriones son capaces de influenciar su propio microambiente oviductal (Georgiou et
al., 2005, Georgiou et al., 2007, Alminana et al., 2012).

Existen evidencias que muestran que en la expresion génica del oviducto de
diferentes especies hay factores comunes y otros diferentes. Se ha demostrado que en un
oviducto de raton se produce con éxito el desarrollo embrionario bovino (Rizos et al.,
2007). También se ha observado endurecimiento prefecundacion de la ZP en ovocitos
incubados en FO de diferentes especies, aunque produciendose este proceso en

diferentes escalas y no en todas las especies (Mondéjar Corbalan, 2012).

Un gran namero de evidencias apoyan la idea del complejo e importante papel
que juega el oviducto en diferentes aspectos de maduracién de gametos, fecundacién y

desarrollo embrionario temprano. El oviducto sufre importantes cambios en muchos
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aspectos, incluyendo su anatomia en las diferentes regiones, cambios en la histologia y
fisiologia de la mucosa durante el ciclo ovarico y patrones de expresion génica
complejos que varian dependiendo del estado del ciclo ovarico y con la presencia de
gametos y embriones. Se necesita informacion mé&s precisa acerca de los genes
expresados y las proteinas sintetizadas y secretadas por el oviducto en sus diferentes
regiones, en distintos estados hormonales y otras condiciones fisioldgicas para poder
clarificar el papel del oviducto. La informacion obtenida en diferentes especies
contribuira a entender los mecanismos conservados entre ellas y también los

responsables de la especie-especificidad.

Se considera que no es correcto buscar el componente clave del oviducto
responsable del éxito del proceso de fecundacion y desarrollo embrionario, sino mas
bien, debe ser la interaccion entre diversos factores oviductales que juntos son
beneficiosos. Hay que prestar especial atencion a las macromoléculas presentes en el
oviducto, y la interaccion de las mismas con los gradientes de temperatura propios de
este 6rgano, ya que pequefios cambios de temperatura influyen en la naturaleza y el
grado de expresion génica del oviducto asi como en el grado de plegamiento y

conformacién de las proteinas expresadas (Hunter, 2009).

3.3.6. Las proteinas en la formulacion de medios de cultivo in vitro.

Los medios de cultivo utilizados en FIV en mamiferos y cultivo embrionario
poseen una composicién parecida a los fluidos biolégicos en cuanto a sales minerales,
carbohidratos y aminoacidos, siendo medios quimicamente semidefinidos. Sin embargo,
estos medios requieren una fuente proteica. Durante muchos afios se ha utilizado como
fuente de proteinas el suero sanguineo, pero se detectaron muchos problemas
probablemente derivados en parte de su uso, como el “sindrome del ternero gigante” en
bovino y oveja (Young et al., 1998, McEvoy et al., 2000) y anormalidades locomotoras
en raton (Fernandez-Gonzalez et al., 2004). Actualmente se utilizan medios
quimicamente semidefinidos libres de proteinas. Sin embargo, no debemos olvidar que
la composicion del suero sanguineo y el FO es diferente y podrian ser justo esos
componentes presentes en suero y no en FO, o presentes a menor concentracion, los
causantes del problema. Por otro lado, las proteinas producidas por el epitelio oviductal
podrian tener la clave de una correcta fecundacion y desarrollo embrionario temprano,

ademas de establecer de manera correcta los marcadores epigenéticos en el embridn.
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Por esta razén, es importante el estudio de las proteinas presentes en el FO, para en un
futuro, utilizarlas como aditivos en la formulacion de los medios de maduracion de

gametos, de fecundacion y de cultivo embrionario in vitro.

3.4. Funciones del oviducto

Los gametos van a completar su proceso de maduracion en el oviducto, tras el
cual se producira la fecundacion, siempre y cuando todo ello ocurra en el momento
adecuado. Tras la fecundacion, el embrion permanece en el oviducto antes de llegar al
utero y producirse la implantacion. Por todo ello, las funciones del oviducto son
diversas, desde crear el microambiente 6ptimo para la maduracién de los gametos, crear
un reservorio espermatico y facilitar el proceso de fecundacion, hasta nutrir y proteger
al embrion en los primeros estadios de su desarrollo. EI FO también modifica los
gametos favoreciendo la fecundacion especie-especifica (Slavik et al., 1999). El
oviducto es capaz de desempefiar todas estas funciones gracias a la gran complejidad de
componentes que presenta su FO. La importancia fisiolégica del oviducto ha sido
enfatizada, entre otros por Yanagimachi (Yanagimachi, 2009).

3.4.1. (Es indispensable el oviducto para que se produzca la

fecundacion?

Hunter publicé una revision sobre la comprension actual del papel del oviducto
desde un nuevo punto de vista, propuesto en relacion a la capacidad de los embriones de
primate en estudios clinicos de desarrollarse en el Utero, sin una exposicion previa al
oviducto (Hunter, 2012).

El trénsito de los gametos y embriones por el oviducto y el contacto con el FO
podria no ser determinante para que se produzca la fecundacion de manera adecuada.
Hay diferencias en los resultados obtenidos en primates en contraste a los animales de
granja y laboratorio. En los tratamientos de infertilidad humana, la transferencia de
embriones se suele hacer en el utero, llevando el embarazo a término, sin que éstos
tengan contacto con el oviducto. Como en un caso publicado de un transplante de ovario
en Utero en una paciente con las trompas de Falopio bloqueadas (Estes Jr, 1924, Estes

et al., 1934). También se observo en monos rhesus, Macaca mulatta, que un embrion de
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una sola célula transferido al Gtero daba como resultado un descendiente vivo (Marston
et al., 1977) . Estos hechos podrian ocurrir porque el microambiente uterino reciba un
aporte de FO (Hunter, 1998). Seria debido a que la unién Gtero-tubarica no supone una
buena barrera en primates, permitiendo una mezcla de fluidos en ambas direcciones:
fluido uterino presente en oviducto y FO en Gtero. La presencia de pequefias cantidades
de FO en utero podria ser suficiente para un correcto desarrollo de embriones que no
hayan estado en contacto con el oviducto (Hunter, 2012), a la vez que la presencia de
fluido uterino en el oviducto podria estar detras de los casos de embarazo ectopico que
ocurren en primates (Hunter, 2002, Shao, 2010).

3.4.2. Funcion inmunologica

Inmunoldgicamente hablando, el oviducto es un 6rgano muy caracteristico, ya
que debe respetar la presencia de agentes extrafios como los espermatozoides y
embriones tempranos, mientras realiza su funcion defensiva ante agentes patdgenos
(Bergqvist et al., 2005). En la especie bovina, se ha detectado la presencia del sistema
Fas-FasL en el oviducto, cuya actividad parece estar relacionada con la eliminacién de
linfocitos T citotdxicos y células natural killer (NK), previniendo que ataquen a

espermatozoides y embriones tempranos (Bergqvist et al., 2005).

También se ha detectado la proteina HSP8, perteneciente a la familia de HSP
(Neuer et al., 2000, Boilard et al., 2004), como importante en la supervivencia de
espermatozoides en el oviducto (Elliott et al., 2009) y el acido hialurénico, también
presente en FO, posee efecto bacteriostatico (Pirnazar et al., 1999).

3.4.3. Funcion de barrera en la superficie oviductal

Ademas de OVGP1, en el oviducto se expresan otras proteinas de las familias de
las mucinas, como MUC-1, que forma una barrera de moléculas mucosas en la
superficie apical del epitelio oviductal al no ser secretada. La funcion de estas mucinas
ha sido revisada por Lagow y colaboradores (Lagow et al., 1999) y podria ser la de
evitar la deshidratacion de las células epiteliales lubricandolas, evitar protedlisis,
proteger contra ataques microbianos, modular la unién celular e inhibir la respuesta

inmune de las células. La proteina OVGP1 ha sido implicada en la prevencion de la
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implantacion embrionaria ectépica, en lo que MUC-1 también podria estar implicada,
ya que se ha descrito regulada a la baja en Utero en el momento de la implantacién
(Surveyor et al., 1995, Lapensee et al., 1997, Hoffman et al., 1998).

3.4.4. Funciones en relacién al ovocito

Antes de desarrollar la funcién que tiene el oviducto actuando sobre el gameto
femenino, es necesaria una breve introduccion acerca de la estructura que recubre el
ovocito, encargada de estar en contacto con el oviducto y sus secreciones: La zona
pellcida (ZP).

3.4.4.1. La zona pelucida

La ZP es una matriz glicoproteica acelular (Fig 3), de aspecto transltcido, que
rodea el ovocito de mamiferos. En otros vertebrados existe un sistema parecido en
estructura y funcion: la membrana vitelina en anfibios, la envoltura perivitelina en aves
y el corion en peces. En mamiferos, esta matriz esta involucrada en la formacién del
ovocito, en la fecundacion y en el desarrollo embrionario temprano (Wassarman, 1988,
Tian et al., 1997, Hyllner et al., 2001, Sasanami et al., 2002, Spargo et al., 2003, Monne
et al., 2011), ademas interviene en la foliculogénesis, la organizacion y diferenciacion
de las células de la granulosa, en el reconocimiento y en la union del espermatozoide, en
la induccion de la reaccion acrosémica (RA), en el bloqueo de la polispermia y en la
proteccion del embridn preimplantado (Berger et al., 1989, Liu et al., 1996, Rankin et
al., 1996, Benoff, 1997, Fazeli et al., 1997, Kolle et al., 1998, Rankin et al., 1999,
Rankin et al., 2001, Dean, 2004, Gupta et al., 2011, Gupta et al., 2012).
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Figura 3. Micrografia electronica de barrido de la zona pellcida de 6vulo de cerda. Se
observa la estructura tridimensional porosa. Barra: 30 pum.

La ZP de mamiferos es sintetizada durante el crecimiento folicular en el ovario y
en su formacion puede intervenir sélo el ovocito o el ovocito junto con las células de la
granulosa (Wassarman, 1988, Maresh et al., 1990, Sinowatz et al., 2001, Wassarman,
2008, Wassarman et al., 2012a).

La ZP estd compuesta por tres o cuatro glicoproteinas, segun la especie. La
ratona posee las glicoproteinas ZP1, ZP2 y ZP3 (Bleil et al., 1980, Lefievre et al., 2004,
Evsikov et al., 2006, Goudet et al., 2008). La cerda, la perra, la vaca, el delfin, el tarsero
y el titi poseen ZP2, ZP3 y ZP4 (Hedrick et al., 1987a, Noguchi et al., 1994, Goudet et
al., 2008, Stetson et al., 2012). La mujer, la rata, la coneja, la gata, el hdmster y el
macaco coronado poseen las cuatro glicoproteinas en su ZP: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4
(Lefievre et al., 2004, Hoodbhoy et al., 2005, Ganguly et al., 2008, Izquierdo-Rico et
al., 2009, Jimenez-Movilla et al., 2009, Stetson et al., 2012, Stetson et al., 2015).

Las glicoproteinas que constituyen la ZP comparten estructura, formada por

distintos dominios, que incluyen el péptido sefial, el dominio ZP, el dominio trefoil
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(solamente presente en ZP1 y ZP4), un sitio consenso para corte de furina, un dominio

transmembrana y un tallo citoplasmatico (Conner et al., 2005).

Existe controversia en cuanto a la estructura de la ZP. Greve y Wassarman
describieron un entramado tridimensional de fibras constituidos por filamentos de ZP2-
ZP3 que estarian unidos entre si por ZP1(Greve et al., 1985). En 2004, el grupo del Dr.
Dean propuso una nueva estructura, la cual estaria formada por repeticiones de
heterodimeros ZP3-ZP2 y ZP3-ZP1 formando la estructura fibrilar principal y unidos
entre si por las glicoproteinas ZP1 y ZP2 (Dean, 2004). En 2011 se propuso un nuevo
modelo basado en el modelo de Greeve y Wassarman de 1985, en el que ZP1 se
incorpora a los largos filamentos a través de su dominio ZP1, quedando la ZP
constituida por polimeros de ZP1-ZP2-ZP3 unidos entre si mediante homodimeros de
ZP1 a traves de enlaces disulfuro, creando una estructura tridimensional (Monne et al.,
2011). En el caso de especies de mamiferos que posean una composicion glicoproteica
distinta a ZP1, ZP2 y ZP3, como aquellas que presentan las glicoproteinas ZP2, ZP3 y
ZP4 o una ZP formada por 4 glicoproteinas, posiblemente también posean sea una
estructura similar a la descrita anteriormente. Se ha propuesto que el modelo de cuatro
proteinas estaria constituido por filamentos largos compuestos por las glicoproteinas
ZP2 y ZP3, entrelazados por otros tipos diferentes de filamentos que podrian ser
homodimeros de ZP1, homodimeros de ZP4 y heterodimeros de ZP1-ZP4 (Florman et
al., 2006).

La estructura tridimensional de ZP es porosa, lo que la hace permeable a
macromoléculas relativamente grandes y a pequefios virus (Van Soom et al., 2009,
Wassarman et al., 2012b). Se observan diferencias en cuanto a su disposicion
tridimensional entre la superficie externa e interna al observarla mediante microscopia
electronica de barrido (Fig. 4). En ratona, se observan fenestraciones en la superficie
externa que dan una apariencia esponjosa, siendo la superficie interna mas regular y
compacta (Phillips et al., 1980, Familiari et al., 1992, Familiari et al., 2006, Familiari et
al., 2008).

Ademas, al observar la ZP con PolScope se visualizan tres capas diferenciadas.
La capa interna es la mas birrefringente, brillante y gruesa. La capa media es poco
birrefringente, oscura y la mas delgada. La capa externa presenta una birrefringencia y

grosor mayor que la anterior. Se utiliza el aspecto de estas capas como marcador de la
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calidad de los ovocitos y del desarrollo embrionario (Pelletier et al., 2004, Shen et al.,
2005, Rama Raju et al., 2007). Se ha descrito que existe correlacion entre la estructura
de ZP y el grado de madurez del ovocito en la mujer (Familiari et al., 1988) y la ratona
(Calafell et al., 1992), siendo en la mujer la ZP homogénea y compacta en ovocitos
Metafase | y mas porosa en metafase Il (Tesarik et al., 1988).

Figura 4. Micrografia electronica de barrido de la zona peltcida de 6vulo de mujer. A.
Superficie externa de ZP. B. Superficie interna de ZP. (Familiari et al., 1992)

3.4.4.2. El ovocito en el oviducto: Maduracion oviductal

El ovocito esta flotando en el fluido folicular del interior del foliculo ovarico
junto con el cumulo ovigero (CO) que lo compafia (Thibault et al., 1987) hasta que se
produce la rotura de la pared del foliculo en de la ovulacion y el complejo COC se
expide a la cavidad abdominal. Las hormonas esteriodeas ovaricas estimulan los cilios
del infundibulo a moverse de manera sincronizada y dirigida hacia el orificio tubarico.

De esa manera el complejo cimulo-ovocito (CCO) es recogido, junto con una pequefia
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parte de fluido folicular denso y viscoso (Leese, 1988), e introducido en el oviducto,

donde se transportara hacia el lugar de fecundacion (Suarez, 2015).

Gracias a la combinacion del batido de los cilios y a las fuertes ondas de
contraccion del miosalpinx, el paso del complejo cumulo-ovocito del sitio de
fecundacién a la union ampular-istmica es relativamente rapido: 9-15 min en conejos y
30-45 en cerdos (Hunter, 1988). Este transporte es acelerado por estrogenos y
decelerado por progesterona (P4) administradas en dosis y tiempos adecuados (Chang,
1966). Otro elemento a tener en cuenta sobre el transporte ovocitario son las oxido
nitrico sintasas (ONS) (Lapointe et al., 2006). El 6xido nitrico (ON) juega un papel
como agente relajante en el oviducto de mamiferos, acelerando su inhibicion el

transporte del ovocito (Martinez et al., 2000).

El ovocito denudado se mantiene un tiempo en la region ampular-istmica
(Hunter, 1972a), donde se adhiere al epitelio de la ampolla oviductal (Croxatto et al.,
1975, Norwood et al., 1978, Kolle et al., 2009), hasta producirse la fecundacion.
Utilizando filmaciones microscopicos en oviducto de vaca, se ha sugerido que tan
pronto como el CCO maduro llega a la ampolla, éste es firmemente unido al epitelio
oviductal (Kolle et al., 2009).

Mientras se desarrolla el recién formado zigoto, viaja de manera lenta y
controlada por el istmo oviductal hasta llegar al Gtero (Kolle et al., 2009), normalmente
de 2 a 7 dias después, dependiendo de la especie. Se observa un gran contraste entre una
rapida progresion en la ampolla y lenta en el istmo. A pesar del rapido transporte por la
ampolla, el cambio drastico de las condiciones del foliculo Graafiano al oviducto es el
responsable de modificaciones moleculares en la superficie del ovocito (Yang et al.,
1989, Hunter, 1994, Hunter, 2003, Coy et al., 2008a, Coy et al., 2010).

Los ovocitos se desarrollan en el interior del foliculo ovérico, en un proceso
Ilamado foliculogénesis o crecimiento folicular, que implica cambios en la ZP (Tesarik
et al., 1988, Oehninger et al., 1991, Aviles et al., 1999, Aviles et al., 2000a, Aviles et
al., 2000b). Pero la maduracion final del ovocito se realizara durante su transito por el
oviducto. Se produciran modificaciones en el citoplasma, la ZP y el CO (Yang et al.,
1989). Las modificaciones producidas en la ZP se conocen con el nombre de
maduracion zonal y son fundamentales para que se produzca, de manera correcta, la

unién con el espermatozoide y el blogueo de la polispermia (Oikawa et al., 1988,
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Robitaille et al., 1988, Sakai et al., 1988, Schmidt et al., 1997a, Schmidt et al., 1997b,
Kolbe et al., 2005, Lyng et al., 2007). Se han descrito diferencias, algunas a nivel
ultraestructural, entre la ZP de ovocitos foliculares y oviductales (Funahashi et al.,
2001).

En algunas especies, como la vaca o la oveja, las células de la granulosa son
raramente detectadas alrededor de los ovocitos recién ovulados, mientras que en porcino
y primates acompafan al ovocito (Hunter, 1989). Las tasas de fecundacidon se mejoran
en la mayoria de especies de mamiferos cuando estan presentes las células del cimulo
(Campos et al., 2001, Zhuo et al., 2001, Van Soom et al., 2002). Durante el proceso de
expansion del camulo, la ZP del ovocito se hace més accesible al FO, permitiendo ser

modificada por diferentes moléculas.

Utilizando anticuerpos frente a la ZP de ovocitos oviductales, se detectdé un
componente oviductal que se unia a la ZP de los ovocitos en su transito por el oviducto
gue no estaba presente en los ovocitos foliculares (Araki et al., 1987, Leveille et al.,
1987, Kan et al., 1988, Oikawa et al., 1988, Stjacques et al., 1988, Kan et al., 1989,
Abe et al., 1990). Este componente detectado podria corresponderse con la
glicoproteina especifica del oviducto (OVGP1), osteopontina y prostaglandina D sintasa
tipo lipocalina, detectadas posteriormente unidas a ZP bovina de ovocitos oviductales
(Goncalves et al., 2008b). Ademas, se ha detectado OVGP1 unida a ZP de diferentes
especies (tabla 3) (Brown et al., 1986, Hedrick et al., 1987b, Robitaille et al., 1988,
Gandolfi, 1995). Habria que tener en cuenta que la secrecion de estas proteinas varia
con la fase del ciclo estral, con la region oviductal y entre especies (Buhi et al., 1989,
Buhi et al., 1993, Buhi et al., 2000). Por el contrario, se describié que no se observan
diferencias en la expresion de ARNm de OVGP1 durante el ciclo estral en hamster y
coneja (Paquette et al., 1995, Merchan et al.,, 2007). Por otro lado, Komiya y
colaboradores si observaron una variacion en la cantidad de ARNm correspondiente a
OVGP1 entre las etapas de estro y diestro, pero solo en la ampolla oviductal, no en el
istmo. También observaron que existia un nivel basal del transcrito tanto en la ampolla
como en el istmo (Komiya et al., 1996). Ademas, de acuerdo a estos resultados, Roux y
Kan mostraron por medio de un analisis cuantitativo que existia un maximo de OVGP1
en los granulos secretores de las células secretoras epiteliales en estro, siendo la sefial

minima en diestro en hamster (Roux et al., 1995).
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En relacion a esto, se ha descrito la proteina oviductal OVGP1l vy
glicosaminoglicanos como heparina procedentes del FO unidos a la ZP, haciéndola mas
resistente a la digestion enzimatica, a la penetracion y disminuyendo la union
espermatica (Coy et al., 2008a). Hasta entonces, el término endurecimiento de la ZP
habia sido considerado Gnicamente como resultado de la secrecion de los granulos
corticales ovocitarios (Illamado reaccion cortical) post fecundacion. A partir de entonces,
se sabe que la ZP sufre estos cambios en la maduracién oviductal previa a la
fecundacion, conociéndose el endurecimento producto de ellos como “endurecimiento
pre-fecundacion de la ZP”. Los niveles de polispermia en el cerdo y en la vaca estan
significativamente afectados por el contacto de la ZP con el FO, modificando el
resultado de fecundacion (Coy et al., 2008a). Se han encontrado resultados similares en
la oveja y la cabra (Mondéjar Corbaléan, 2012). Otro hecho que sugiere que el oviducto
participa en la maduracion zonal del ovocito es que se han descrito diferencias
significativas en el tamafio y estructura de la ZP de ovocitos que han sido madurados in

vivo e in vitro (Funahashi et al., 2000).

Por otro lado, se ha propuesto que algunas proteinas oviductales serian las
responsables de regular la exocitosis de los ganulos corticales y/o incrementarian la
sensibilidad de la ZP al contenido de los mismos (Hunter, 1991b, Kim et al., 1996).
Ademas, el tratamiento de ovocitos con FO previo a la FIV en sistema porcino,
incrementa la tasa de monospermia sin un descenso en la penetracién espermatica (Kim
etal., 1996, Coy et al., 2008a).

El paso por el oviducto modifica también los residuos glucidicos de las
proteinas, ya que se ha detectado un cambio significativo en los residuos de
carbohidratos de las glicoproteinas unidas a ZP después de la ovulacion (Aviles et al.,
1996b, Aviles et al., 1997, EI-Mestrah et al., 2001).

3.4.5. Funciones en relacion al gameto masculino

3.4.5.1. El espermatozoide en el oviducto

Una vez que se produce la eyaculacion en el interior del sistema reproductor
femenino, la mayoria de espermatozoides son eliminados por diferentes mecanismos

(Yanagimachi, 1994). Solamente un pequefio porcentaje de la poblacion espermatica es
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capaz de alcanzar la ampolla oviductal o la unién ampular-istmica. Las contracciones
del miosalpinx juegan un papel importante en la formacion del reservorio espermatico
en el istmo de raton y en el transporte de los espermatozoides desde alli hacia la regién
media del oviducto, desde donde es esencial la propia motilidad espermaética para
alcanzar la ampolla oviductal (Ishikawa et al., 2016). Un trabajo realizado con un
modelo de ratén genéticamente modificado muestra que el paso critico en el transporte

espermatico es su migracion a través de la union Utero-tubérica (Tokuhiro et al., 2012).

Se ha descrito el papel del oviducto en la capacitacion del gameto masculino
mediada por la unién de la cabeza del mismo a células epiteliales oviductales (Suarez,
1998, Goudet, 2011, Hunter, 2012, Suarez, 2015). En la zona caudal del istmo oviductal
se localiza una poblacién de espermatozoides viables unidos al epitelio constituyendo el
reservorio funcional espermatico (Hunter et al., 1980, Hunter, 1995), donde los
espermatozoides, inmersos en una secrecion glicoproteica viscosa, son estabilizados
durante el intervalo pre-ovulatorio con una supresion de motilidad y la superficie de sus
membranas intactas, protegidos de la influencia estimuladora del fluido uterino y de la
ampolla oviductal (Hunter, 2012). Ahi el espermatozoide prolonga su supervivencia al

retrasar el proceso de capacitacion (Fazeli et al., 2003, Suarez, 2008, Suarez 2015).

Las moléculas responsables de la union de los espermatozoides a las células del
epitelio del oviducto son distintas en cada especie (Talevi et al.,, 2010b). Los
espermatozoides que poseen en su superficie determinados receptores, son capaces de
unirse a las células epiteliales durante mas de treinta horas (Rodriguez-Martinez et al.,
2005, Hunter, 2012). Hung y Suarez consideran en su revision la proteina del plasma
seminal BSP1 (o PDC 109) y la proteina anexina de la membrana apical de las células
epiteliales como claves en este proceso (Hung et al., 2010). Los carbohidratos especie-
especificos expresados en el epitelio oviductal también intervienen en esta unién
(Suarez, 2015).

Por otro lado, la liberacion de los espermatozoides del reservorio estd modulado
por el ciclo estral femenino, incrementandose en el periodo peri-ovulatorio (Suarez,
2008) y es probable la existencia de una sefializacion desconocida entre el reciente
unido CCO con las células oviductales (Kolle et al., 2009) y con los niveles de P4
(Bureau et al., 2002). Aungue los mecanismos responsables de la liberacion de los

espermatozoides no estan claros, se ha realizado una identificacion parcial de diferentes
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proteinas y carbohidratos involucrados en la union y el desprendimiento del
espermatozoide al oviducto (Suarez, 2001, Gualtieri et al., 2010, Talevi et al., 20103,
Talevi et al., 2010b) y la relacion entre la ovulacion y el desprendimiento del
espermatozoide capacitado (Smith et al., 1991, Lefebvre et al., 1996, Gualtieri et al.,
2005, Suarez, 2007). Ademas, se ha visto que la actividad de diferentes glicosidasas
varia en el FO a lo largo del ciclo estral (Carrasco et al., 2008a, Carrasco et al., 2008b).
Estas enzimas podrian actuar sobre carbohidratos (o residuos glucidicos) especificos
presentes en las células epiteliales, necesarios para la union espermatica, contribuyendo
asi al despegue de los espermatozoides del reservorio. El despegue de los
espermatozoides también podria deberse a la pérdida de proteinas involucradas en la
unién. La presencia de anexina en el FO es otro factor que podria participar en esta

regulacion (Mondejar et al., 2012).

Como hemos mencionado anteriormente, en el oviducto se produce la
capacitacion  espermética. El proceso de capacitacion fue descubierto
independientemente por Austin (Austin, 1951) y Chang (Chang, 1951) y se define como
los eventos fisioldgicos que hacen al espermatozoide capaz de fecundar. En la mayoria
de mamiferos, la capacitacion in vitro se lleva a cabo incubando los espermatozoides en
un medio que imita el medio oviductal, que lleva como componentes bicarbonato,

calcio, fuente de energia y albdmina.

Podemos afirmar entonces que el oviducto interviene en las modificaciones que
sufre el espermatozoide y lo hace capaz de fecundar. Una de estas modificaciones es la
variacion en el patron de motilidad espermatica. Los espermatozoides en el epididimo
son inmoviles o poco moviles (estan inactivados). Cuando salen del epididimo y se
mezclan con el plasma seminal se activan. El término motilidad activada fue descrito
por Yanagimachi como el proceso por el cual el espermatozoide comienza a nadar recta
y vigorosamente con un batido flagelar simétrico (Yanagimachi, 1994). Una vez que
llega al oviducto forma el reservorio espermatico, se estabiliza durante el intervalo
preovulatorio con la motilidad suprimida y la superficie de sus membranas intactas
(Hunter, 2012). Al dejar el reservorio, adquieren otro patron de motilidad llamado
“motilidad hiperactivada”, que significa una motilidad vigorosa con batidos flagelares
amplios y asimétricos (Yanagima.R, 1970), necesario para fecundar. Este estado
superactivado es debido a la entrada de Ca®**, que produce un aumento de Ca**

citosélico, caracterizado por un latigazo del flagelo y el despegue del epitelio,
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progresando a través de la secrecion viscosa de la union ampular-istmica (Hunter,
2001).

El espermatozoide estd expuesto a diferentes microambientes (viscosidad,
agentes quimicos, temperatura, etc) en su viaje a través del oviducto, lo que implica una
readaptacion continua de su patrén de motilidad a esas caracteristicas (Coy et al., 20122,
Suarez, 2015). Durante la etapa pre-ovulatoria, el moco presente en el oviducto es
extremadamente viscoso, lo que contribuye a la supresion de la motilidad espermatica
(Hunter et al., 2011) mientras que después de la ovulacion, se hace menos viscoso, 1o
que facilita el batido flagelar y la progresion espermética adecuada hacia la ampolla
oviductal (Suarez et al., 1992, Hunter et al., 2011). Ishikawa y colaboradores han
observado recientemente in vivo en ratén que la propia motilidad del espermatozoide es
esencial para alcanzar la ampolla oviductal desde la region media del oviducto
(Ishikawa et al., 2016). Una vez que el espermatozoide alcanza el 6vulo, debe atravesar
las células del cumulo y atravesar la ZP. Se piensa que es capaz de hacerlo gracias a la
motilidad hiperactivada y a la presencia de hialuronidasas GPI ancladas a la superficie
espermatica (Yin et al., 2009). Es necesario que el espermatozoide sufra la RA para que
la fecundacion tenga lugar. Existe controversia sobre el lugar en que ocurre la RA
espermatica. Algunos investigadores creen que tiene lugar mientras el espermatozoide
avanza entre el cimulo, mientras que otros opinan que ocurre en la superficie de la ZP
(Szollosi et al., 1978, Yanagimachi, 1994). Combinando ambas informaciones, diriamos
que la ZP no es el unico lugar donde ocurre la RA, jugando las células del camulo un

importante papel en este proceso (Yanagimachi, 2011).

Todas las modificaciones que sufre el espermatozoide durante su transito por el
oviducto estan enfocadas a hacerlo capaz de unirse y atravesar la ZP, que seria la Gltima

barrera antes de producirse la fusion entre gametos (Gadella, 2011).

Se ha descrito que la interacion entre dos proteinas que son lzumol, presente en
la superficie del espermatozoide (Satouh et al., 2012) y Juno, una proteina de membrana
anclada a glicosilfosfatidilinoxitol (GPI) anteriormente conocida como receptor de
folato 4 (Folr4), es esencial para que se produzca la fecundacion en raton y que esta
interaccidn esta conservada en diferencies especies de mamiferos (Bianchi et al., 2014).
Se ha observado que se produce un desprendimiento de Juno del oolema tras la

fecundacién, sugiriéndose que este proceso compone un mecanismo de membrana para
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el bloqueo de la polispermia (Bianchi et al., 2014). Ademaés, Juno e Izumo son dos
proteinas esenciales en la fecundacion, ya que la hembra de la especie murina knockout
para Juno es infértil y los dvulos que no presentan esta proteina en superficie no se
fusionan con espermatozoides normales (Bianchi et al., 2014). Los machos knockout
para lzumo son también infértiles (Inoue et al., 2005).

Los espermatozoides que son capaces de penetrar el ovocito son funcionalmente

superiores y poseen una calidad de ADN superior (Holt et al., 2010).

3.4.5.2. Funciones del oviducto sobre el espermatozoide

El oviducto esta involucrado en la seleccion de espermatozoides (Rodriguez-
Martinez et al., 2005) y la guia de los mismos hacia el évulo (Holt et al., 2010).
Después de la cdpula, se deposita un gran nimero de espermatozoides en la vagina o en
el Utero, pero sélo unos pocos son capaces de llegar al lugar de la fecundacion. Los
espermatozoides con una deformacion severa en su morfologia no son capaces de entrar
en el oviducto (Styrna et al., 2002), sin embargo, aquellos que poseen una morfologia
normal o con pequefias anormalidades y movimiento linear progresivo pueden penetrar
en la union Utero-tubarica y entrar en el istmo (Shalgi et al., 1992, Holt et al., 2004,
Nakanishi et al., 2004).

Los espermatozoides son guiados en el interior del sistema reproductor
femenino. Se ha descrito la termotaxis y quimiotaxis como los procesos por los cuales
los espermatozoides son guiados por un gradiente de temperatura de frio a calor
(Eisenbach et al., 2006) o por un gradiente quimico (Chang et al., 2010) para alcanzar el
ovulo. Como potenciales quimioatrayentes se han descrito la P, (Chang et al., 2010) y el
precursor del péptido natriurético (Bian et al., 2012). Hay otros factores ademas de la
termotaxis y quimiotaxis implicados en el transporte y guia de los espermatozoides: el
movimiento del FO, las contracciones oviductales, el epitelio oviductal y la estructura
interna del oviducto (Burkitt et al., 2012). Las contracciones del miosalpinx son muy
importantes en la formacion del reservorio espermatico y en el transporte de los
espermatozoides desde este reservorio hacia la region media del oviducto, a partir de la
cual la motilidad espermaética es esencial para que el espermatozoide alcance la ampolla
(Ishikawa et al., 2016).
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El tracto genital femenino posee un efecto positivo en el potencial de
fecundacidon de espermatozoides genéticamente alterados (Kawano et al., 2010, Turunen
et al., 2012). Mondéjar y colaboradores (2012) revisaron estos aspectos proponiendo un
nuevo punto de vista acerca de la contribucion oviductal y uterina en la maduracion
espermatica en el tracto genital femenino, lo que contribuiria a desarrollar tratamientos
espermaticos con secreciones uterinas y oviductales. El objetivo seria mejorar la calidad
seminal, también en espermatozoides dafiados tras criopreservacion. Ademas, en un
trabajo reciente se ha mostrado que una gran proporcion de espermatozoides sufren la
RA en el segmento superior del istmo oviductal (La Spina et al., 2016).

Algunas sustancias presentes en el FO como glicosaminoglicanos, carbohidratos,
norepinefrina, catecolaminas, HSP y osteopontina modulan y modifican la funcion
espermatica (Killian, 2011). Ademas, la adicion de proteinas procedentes de FO
previamente a la congelacion espermética produce efectos beneficiosos en la movilidad

y viabilidad espermatica y en la integridad acrosomal (Kumaresan et al., 2006).

Podemos afirmar que existe una influencia en la viabilidad, movilidad, RA y
capacidad fecundante de los espermatozoides segun la porcién oviductal y la fase del
ciclo de la que proceda el FO (McNutt et al., 1991, Pollard et al., 1991, Grippo et al.,
1995). Ademas, se ha observado in vitro que los fluidos viscosos, como es el FO,
mejoran la capacidad de movimiento espermatico, la unién y penetracion al ovocito
(Coy et al., 2009). El uso de FO como aditivo en medio de FIV desciende la penetracion
espermatica y el numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado (Kim et al.,
1996).

3.4.6. Funciones en relacion al embrién

El FO también debe tener efectos sobre el embrion, ya que éste permanece en el
oviducto por un periodo variable segun la especie, pero no inferior a 48 h. Se han
descrito factores embriotréficos presentes en el oviducto (Liu et al., 1998, Lee et al.,
20064, Lee et al., 2006b, Aviles et al., 2010) que pueden actuar en las distintas etapas
de desarrollo del embrién produciendo: aumento del desarrollo del blastocisto, aumento
de la tasa de blastocistos, de eclosién y del nimero de células de la masa celular interna
del Dblastocisto, proteccion del embrion contra efectos adversos de la
trasncripcion/replicacion del ADN mitocondrial y apoptosis (Lee et al., 2006b, Lloyd et
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al., 2009b), ya que se han detectado en el embridn receptores para ciertos factores
presentes en el FO (Kane et al.,, 1997, Lee et al., 2006b). Por ello, el mejor
microambiente para que se produzca el desarrollo embrionario temprano es el creado
por el oviducto (Freeman et al., 1992). Teniendo en cuenta que las necesidades
metabolicas del embrion preimplantacional cambian durante su desarrollo (Leese,
1995), el FO modifica su actividad para proporcionar el ambiente Optimo en cada
momento (McGee et al., 1998, Buhi, 2002, Aviles et al., 2010).

Numerosos autores han utilizado el ambiente oviductal para cultivar embriones
de alta calidad tanto de manera homdloga como heteréloga, por lo que los factores
embriotréficos no parecen ser especie-especificos (Trounson et al., 1977, Rao et al.,
1984, Rizos et al., 20023, Rizos et al., 2002b, Gutierrez-Adan et al., 2004, Lazzari et
al., 2010, Rizos et al., 2010).

Las sustancias presentes en el oviducto modifican al embrién inmerso en su
microambiente, pudiendo afectar a la expresion génica de los embriones
preimplantacionales (Lee et al., 2001). Por otro lado, también ocurre la relacion inversa,
ya que la presencia del embrion altera la fisiologia y la expresion génica del oviducto
(Lee et al., 2006b). Hace afios se sugirié que el propio embrion es el que regula su
propio transito por el oviducto (Ortiz et al., 1986). Se ha publicado que la secrecion de
canabinoides podria ser la responsable de este proceso al coordinar la contraccion y

relajacion del musculo liso oviductal (Wang et al., 2004).

Con todos los estudios realizados, queda evidente que el oviducto juega un papel
critico en el desarrollo del cigoto y durante las primeras etapas de division embrionaria,
etapa en que se produce el paso de la regulacion gendmica materna a la embrionaria. Se
ha descrito perturbaciones de expresion génica cuando se generan y cultivan embriones
in vitro antes de transferirlos al Utero materno (Wrenzycki et al., 1999, Lonergan et al.,
2003, Wrenzycki et al., 2005, Lonergan et al., 2006). Un ejemplo de ello es el llamado
“Sindrome del Ternero Gigante” (McEvoy et al., 2000, Farin et al., 2006, Thompson et
al., 2007, Duranthon et al., 2008). Intentos de fecundacion en el Gtero, en lugar de en el
oviducto han dado como resultado un fallo en el proceso, o un indice de éxito
relativamente bajo (Chang, 1955, Hunter, 1968).
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3.5. OVGP1

La proteina oviductina (OVGP1) es la glicoproteina no-sérica mas abundante
especifica del fluido oviductal (Malette et al., 1995), aunque se han detectado
cantidades traza de OVGP1 en el tapdn mucoso del cérvix y en el fluido uterino
(Soleilhavoup et al., 2016), probablemente debido a la transferencia de FO a estos dos

compartimentos contiguos al oviducto.

OVGP1, también conocida como MUC9 (Lapensee et al., 1997), es una mucina
secretada codificada por el gen MUC9 u OVGP1 (designado como Ovgpl en raton). A
las mucinas se les ha atribuido diversas funciones: actdan como lubricantes y previenen
la deshidratacion de superficies celulares de epitelios mucosos (Jentoft, 1990, Devine et
al., 1992). La aglomeracion de oligosacaridos que poseen protege esa region de la
proteina frente al ataque proteolitico (Jentoft, 1990), protegen frente a infeccion o
colonizacion bacteriana (Lamblin et al., 1993), limitan el acceso a receptores de la
superficie celular y la adhesion a matrices extracelulares (Hilkens et al., 1992), aunque
también son capaces de promover adhesion celular, seleccionar ligandos y ser

transportadoras de estos ligandos selectivos (Hey et al., 1996, Zhang et al., 1996).

El andlisis in silico de la secuencia aminoacidica de OVGP1 muestra similaridad
con un grupo de proteinas de mamifero que incluyen la glicoproteina de cartilago
humana 39 (Hakala et al., 1993), chitotriosidasa humana de macréfagos (Boot et al.,
1995) y enzimas quitinasas. Todas estas proteinas pertenecen a la familia de proteinas
glicosil-hidrolasas 18, que incluye proteinas con actividad quintin-hidrolasa, aunque, en
el caso de OVGPL1, no se le ha descrito actividad enzimatica o catalitica (Desouza et al.,
1995, DeSouza et al., 1995, Jaffe et al., 1996), debido a la falta de un residuo de acido
glutdmico esencial (Buhi, 2002). En OVGP1 porcina, los aminoacidos 386-525
corresponden con el dominio C-terminal encontrado en algunas celulasas y quitinasas
(Buhi et al., 1996).

La proteina OVGPL1 ha sido detectada en el genoma de diferentes mamiferos que
incluyen monotremas (Warren et al., 2008), marsupiales (Mikkelsen et al., 2007) y
placentarios, incluyendo el hombre (Sutton et al., 1984, Donnelly et al., 1991, Arias et
al., 1994, Desouza et al., 1995, Sendai et al., 1995, Suzuki et al., 1995, Buhi et al.,
1996, Buhi, 2002, Killian, 2004) (tabla 1). Fueron Oliphant y colaboradores en 1984 en
conejo y Oikawa y colaboradores en 1988 en hamster los primeros en detectar una
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sustancia de alto peso molecular producida por las células no ciliadas del epitelio
oviductal (localizada en los granulos secretores apicales) y secretada al FO que se habia
unido a la ZP de ovocitos tras su paso por el oviducto (Oliphant et al., 1984, Oikawa et
al., 1988).

Conforme se han ido conociendo caracteristicas de la proteina, se ha ido
nombrando de diferentes maneras: oviduct secretory glycoproteins (pOSP) (Buhi et al.,
1996), oestrus-associated glycoprotein (EAP) (Sutton et al., 1984, Buhi et al., 1990,
King et al., 1994b), oviduct-specific oestrus-associated glycoprotein (EGP) (Hill et al.,
1996b), oviduct glycoprotein (sOP92) (Gandolfi et al., 1991), glycoprotein GP 215
(Kapur et al., 1985), oviductin (Robitaille et al., 1988), oviductal secretory proteins
(OSP) (Buhi et al., 1989), sheep oviduct glycoprotein (SOP) (Gandolfi et al., 1989),
hamster oviductin 1 (Hm OV-1) (Kan et al., 1990), estrogen dependent oviductal
secretory glycoproteins (OSP) (Buhi et al., 1993), oviduct-specific glycoprotein (OGP)
(Sendai et al., 1995, OdayBowman et al., 1996), Mucin-9 (MUC-9) (Lapensee et al.,
1997, Lagow et al., 1999) y oviduct-specific oestrogen-dependent glycoproteins (Buhi,
2002).
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Tabla 1. Especies de mamiferos en las que ha sido detectada la proteina OVGP1.

Especie Referencias

(Fazleabas et al., 1986, VVerhage et al., 1988a,

Babuina (Papio anubis) Donnelly et al., 1991, OdayBowman et al., 1996,
Verhage et al., 1997a)
Cabra (Capra ibex) (Abe et al., 1995a, Pradeep et al., 2011)

(Buhi et al., 1989, Buhi et al., 1990, Buhi et al.,

Cerda (Sus scrofa
( ) 1996, Kouba et al., 2000, Merchan et al., 2006)

Chimpancé (Pan troglodytes) (Kim et al., 2011) (Kim et al., 2011)

Coneja (Oryctolagus Cuniculus) (Ollphant et al., 1982, Merchan et al., 2009,
Garcia et al., 2010)

(Hachen et al., 2012, Hribal et al., 20144, Hribal et

al., 2014b)
(Leveille et al., 1987, Oikawa et al., 1988,

Robitaille et al., 1988, Kan et al., 1990, Suzuki et

Gata (Felis catus)

Hamster (Mesocricetus auratus) al., 1995, Schmidt et al., 1997a, Abe et al., 1998,
O'Day-Bowman et al., 2002, McBride et al.,
2004b)

Macaca (Macaca mulatta) (Verhage et al., 1997c, Yan et al., 2011)

(Rapisarda et al., 1993, Arias et al., 1994,
Mujer (Homo sapiens) Odaybowman et al., 1995, Briton-Jones et al.,

2001, Briton-Jones et al., 2004)

(Sutton et al., 1984, Gandolfi et al., 1989,

Oveja (Ovis aries) Gandolfi et al., 1991, Desouza et al., 1995, Hill et
al., 1997)

Perra (Canis lupus familiaris) (Saint-Dizier et al., 2014)
(Kapur et al., 1985, Sendai et al., 1995, Araki et

Ratona (Mus musculus)
al., 2003)

(Malayer et al., 1988, Boice et al., 1990a, King et
al., 1994a, Abe et al., 1995b, Martus et al., 1998)

Vaca (Bos taurus)

Por otro lado, es importante destacar que se ha descrito que la rata (Arias et al.,
1994) y la yegua (Buhi et al., 1996) no sintetizan OVGP1, debido a que su secuencia
nucleotidica aparece como un pseudogen, secuencia de ADN alterada que conlleva a la
no expresion de la proteina (Mugnier et al., 2009, Tian et al., 2009). Los analisis in
silico realizados recientemente con el genoma de yegua actualizado, muestran que el

gen que codifica OVGP1 si seria funcional.
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3.5.1. Caracterizacion bioquimica de OVGP1

Las mucinas, como OVGPL1, se definen como proteinas cuyos residuos de serina
o0 treonina estan altamente modificados por la incorporacion de oligosacéridos del tipo
O-unidos. Por tanto, OVGP1 es una glicoproteina. Ademas de O-glicosilaciones,
también posee carbohidratos unidos a aminoacidos asparagina situados en secuencias
especificas en forma de N-glicosilaciones. Los carbohidratos unidos a esta proteina
suponen aproximadamente un 50% o mas, dependiendo de la especie, de la masa
molecular de la misma. Utilizando programas de prediccion de secuencias, aparecen de
1 a 7 posibles sitios de N-glicosilacién y de 10 a 20 de O-glicosilacion en la secuencia
de OVGP1 de las diferentes especies, excepto en el ratén, que aparecen 67 sitios
posibles para estar O-glicosilados (Buhi, 2002). Satoh y colaboradores realizaron un
estudio in vitro en el que se investigo el papel biolégico de OVGP1 desprovista de
azucares. Al eliminar el acido sialico y los azucares de tipo N-unidos se observé una
reduccion significativa en la habilidad de OVGP1 bovina de mantener la viabilidad
espermatica (Satoh et al., 1995). También se observd que OVGP1 completamente
deglicosilada es insoluble. Podemos afirmar entonces que las glicosilaciones en esta
proteina son importantes para la actividad biolégica y mantener la solubilidad
extracelular. Ademas, se han detectado diferencias en la glicosilacion de OVGP1 a lo
largo del ciclo estral, lo que podria ser responsable de las diferentes acciones bioldgicas
de OVGP1 (McBride et al., 2004c, McBride et al., 2005).

Las proteinas OVGP1 desnaturalizadas y reducidas de las diferentes especies de
mamiferos poseen un peso molecular que va desde 66 a 350 kDa. Debido a los
diferentes grados de glicosilacién de OVGP1, aparecen diferentes glicoformas dentro de
la misma especie. En vaca, cerdo, oveja, especie humana, babuino y hamster aparecen
como minimo dos isoformas de la proteina, una &cida y otra basica (Buhi, 2002). En el
hamster, el peso molecular aparente de OVGP1 va desde 160 a 350 kDa (Malette et al.,
1993), lo que apunta a los carbohidratos como un componente muy abundante, siendo
los més abundantes los de tipo O-unidos (Malette et al., 1993). Existen tres glicoformas
de OVGP1 porcina: dos de ellas de 100 kDa, con puntos isoeléctricos (pl) de 5-6 y 8.5
y una de 75-85 kDa con pl de 4 (Buhi et al., 1990, Kouba et al., 2000). En la especie
bovina aparecen siete isoformas diferentes (Vieira et al., 1999). La proteina OVGP1

detectada en oviducto de coneja tiene un peso molecular de aproximadamente 66 kDa
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(Pan et al., 2002), aunque también se han descrito diferentes glicoformas en la OVGP1
de esta especie (Merchan et al., 2007 y en el hamster (McBride et al., 2004c, McBride
et al., 2005), ademas de la existencia de polimorfismos (Paquette et al., 1995, Merchan
et al., 2007).

3.5.2. Secuencia de OVGP1

La secuencia de aminoacidos de OVGP1 muestra una diferente longitud cuando
se estudia en las diferentes especies (Aviles et al., 2010) siendo de menor longitud en el
ornitorrinco y de mayor longitud en la ratona. EI marco abierto de lectura del ADN del
gen MUC9 codifica para una pre-proteina con un péptido sefial de unos 11-21
aminoacidos y una proteina de entre 527 y 721 aminoé&cidos, segun la especie. La
secuencia codificante de OVGPL1 esta contenida en 11 exones, con la secuencia sefial

localizada en los exones 2 y 3 y el péptido maduro entre los exones 3 y 11(Buhi, 2002).

La prediccion del peso molecular para OVGP1 es de entre 58.5 y 76.5 kDa, que
es considerablemente menor al calculado con las proteinas glicosiladas reducidas y
desnaturalizadas (Buhi, 2002). Todavia no se ha esclarecido el significado biolédgico de
estas diferencias en la secuencia de OVGP1 entre especies. Cuando se realiza un estudio
comparativo de las secuencias se observa que es una proteina altamente conservada,
mostrando un 70-78 % de identidad y un 76-87 % de similitud entre especies (Buhi,
2002). No toda la secuencia de la proteina ha sido conservada durante la evolucion de
igual manera, ya que existe un alto grado de conservacion en la region amino terminal
de la proteina, siendo muy variable el extremo carboxilo terminal (Verhage et al.,
1997a, Aviles et al., 2010). La region N-terminal del polipéptido maduro OVGP1
presenta un alto grado de identidad (77-84 %) y similitud (86-90 %) entre especies. Sin
embargo, la region C-terminal de OVGP1 presenta una baja identidad (37-63 %) y
similitud (50-75 %) (Buhi, 2002), poseyendo numerosas inserciones/delecciones en su
secuencia. Las principales diferencias en la secuencia se encuentran localizadas en la
region carboxilo terminal de la proteina, en el exdn 11 del gen muc9 (Verhage et al.,
1997a). Ademas, las posibles O-glicosilaciones estan principalmente localizadas en esta

region carboxilo terminal.

OVGP1 contiene secuencias repetidas en tandem del tipo mucina. La proteina

humana contiene en las ultimas 510 pares de bases de la region C-terminal tres
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repeticiones en tdndem de 45 pares de bases cada una seguidas de dos repeticiones
parciales, que codifican una unidad peptidica de repeticion de 15 aa compuesto
aproximadamente por un 20% treonina, un 7% de serina y un 11% de prolina (Arias et
al., 1994). OVGP1 de hamster también posee seis repeticiones de quince aminoécidos
cada una, que contienen numerosas Serinas O treoninas y que poseen una secuencia
consenso de N-glicosilacion en cinco de ellas (Paquette et al., 1995). En OVGP1 de
raton aparecen 21 repeticiones de siete aminoacidos (Sendai et al., 1995). En babuino y
en las especies bovina, ovina y porcina contienen repeticiones incompletas 0 no en
tdndem (Donnelly et al., 1991, Malette et al., 1995). Las repeticiones en tandem son una
caracteristica de las mucinas y es en esa region de repeticiones donde suelen estar
presentes todas las O-glicosilaciones de estas proteinas, normalmente organizadas en un
unico exén. Teniendo en cuenta esta informacion, podriamos decir que las proteinas
OVGP1 de ratén y hamster estdn mas relacionadas con otras mucinas que las OVGP1

de otras especies (Buhi, 2002).

La secuencia de OVGP1 muestra la presencia de un péptido sefial, un sitio de
corte por nardilisina y distintas modificaciones post-traduccionales involucradas en la
ruta secretora (Buhi, 2002), que cuadran con lo descrito en estudios de microscopia
electrénica en hamster (Abe et al., 1991), en cerdo (Buhi et al., 1993), babuino
(Verhage et al., 1990), humano (Rapisarda et al., 1993), macaco (Kadam et al., 2007) y
otras especies (Bhatt et al., 2004), que muestran la proteina presente en granulos de

secrecion.

También podria estar esta proteina involucrada en endocitosis, ya que posee una
caja de clatrina (Kadam et al., 2007). Se ha demostrado que OVGP1 es endocitada por
blastocistos en desarrollo y se ha hipotetizado con la posibilidad de que sufra

degradacion a traves de la via de la ubiquitina (Kan et al., 1993).

Ademas, el andlisis in silico de la secuencia ha revelado la presencia de un
dominio Class Il de union a PDZ en OVGP1 humana, de babuino, macaco y porcina,
sugiriendo que OVGP1 es un componente de un complejo multiproteico o de
estructuras de adhesion focal como las uniones estrechas presentes en las células
epiteliales (Kadam et al., 2007). Se ha inmunolocalizado OVGP1 en las uniones
estrechas y en los granulos secretores de las células epiteliales oviductales en el macaco

(Kadam et al., 2007). La presencia de esta secuencia, junto con modificaciones post-
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traduccionales, sugieren que OVGP1 puede tener una funcion en comunicacion celular,

morfogenesis y desarrollo (Kadam et al., 2007).

En la secuencia nucleotidica de OVGP1 humana se ha identificado una caja
TATA en la region que flanquea el extremo 5, mientras que las proteinas de hamster y
raton perdieron las tipicas cajas TATA, CAAT y CG y se han identificado secuencias
nucleotidicas atipicas en ambas especies. También se ha identificado un elemento de
respuesta a estrogenos imperfecto (ERE) en hamster y raton. Mediante experimentos de
transfeccion en células MCF-7 utilizando varias secciones de la region que flanquea el
extremo 5", demostraron que la actividad promotora de sensibilidad a estrogenos reside
en esta region (Buhi, 2002).

Algunos estudios han demostrado que OVGP1 de coneja (Oliphant et al., 1984),
de cerda (Buhi et al., 1990) y de hamster (Malette et al., 1993) son modificadas por la
adicion de sulfato inorganico. Aungque se ha sugerido la existencia de sitios de
fosforilacion en todas las especies, s6lo OVGP1 de cerda se ha mostrado fosforilada
(Buhi et al., 1991).

Las modificaciones post-traduccionales que sufre OVGP1 podrian proporcionar
propiedades bioldgicas especificas (Satoh et al., 1995) y esas modificaciones podrian
influenciar las interacciones proteina-proteina o célula-proteina con la membrana de
espermatozoides, ZP y membrana plasmatica de los ovocitos o de las blastdbmeras de
embriones tempranos. Estas modificaciones post-traduccionales (adicion heterogénea de
residuos de &cido sialico, otros carbohidratos, sulfataciones o fosforilaciones) también
podrian ser responsables de las diferentes isoformas de OVGP1 que aparecen en la

mayoria de especies (Buhi, 2002).

3.5.3. Regiones de OVGP1

La comparacion de la secuencia aminoacidica de OVGP1 de varios mamiferos

revela cinco regiones diferentes (Aviles et al., 2010) (Fig. 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de las regiones de OVGP1 en diferentes especies de
mamiferos. A: Regiones (A, B, C, D y E) presentes en la proteina OVGP1 de diferentes
especies. B: Se muestra la secuencia aminoacidica correspondiente a cada una de estas regiones
en las diferentes especies (Aviles et al., 2010).
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A

Human 197 DVRFLGRLLDFINVLSYDLHGSWERFTGHNSPLFSLPEDPKSS~--AYAMNYWRKLGAPSEKLIMGIPTYGRTFRLLKASKNGLOARAIGPASPGKYTKQEGFLAYFEICSFVWGAKKHWIDYQYVPYANKGKEWVGYDNAISFSYKAWF IRREH=-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGTGPFPL
Chimp 197 DVRFLGRLLDFINVLSYDLHGSWERFTGHNSPLFSLPEDPKSS~-AYAMNYWRKLGAPSEKLIMGIPTYGRTFRLLEASKNGLOARAIGPASPGKYTKQEGFLAYFEICSFVWGARKHWIDYQYVPYANKGKEWVGYDNAISFSYKAWF IRREH-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGTGPFPL
Orangutan 197 DVRFLGRLLDFINVLSYDLHGSWERF TGHNSPLFSLPEDPKSS-~AYAMNYWRKLGAPSEKLIMGIPTYGRTFRLLKASKNGLOARAIGPASPGKY TKQEGFLAYFEICSFVWGAKKHWIDYQYVPYANKGKEWVGYDDAISFSYKAWF IRQEH-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGTGPFPL
Macaque 197 DVRFLGRLLDFINVLSYDLEGSWEKFTGHNSPLFSLPEDPKSS=-~-AYAMNYWRKLGAPSEKLIMGIPTYGRTFRLLKASKNGLOATAVGPAS PGKYTKQAGF LAYFEICSFVWGAKKHWIDYQYVPYANKGKEWVGYDDAISFSYKAWF IRREH-FGGAMVWTLDMDDVKGTFCGTGPFPL
Baboon 197 DVRFLGRLLDFINVLSYDLHGSWEKF TGHNSPLFSLPEDPKSS~-AYAMNYWRKLGAPSEKLIMGIPTYGRTFRLLKASKNGLOATAIGPAS PGKYTKOAGFLAYFEICSFVWGAKKHWIDYQYVPYANKGKEWVGYDDAISFSYKAWF IRREH-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGTGPFPL
Mouse 197 DALLLGRRLDFINVLSYDLHGSWEKFTGHNSPLFSLPEDSKSS~-~AYAMNYWRKLGTPADKLIMGF PTYGRNFYLLKESKNGLOTASMGPASPGKYTKQAGF LAY YEVCSFVQRAKKHWIDYQYVPYAFKGKEWLGYDDTISFSYKAMYVKREE~-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGNGPFPL
Hamster 197 DVHLLGRRLDFINVLSYDLHGSWEKSTGHNSPLFSLPEDPKSS~~AFAMNYWRNLGAPADKLLMGFPAYGRTFHLLRESKNGLOAASMGPASPGKYTKQAGF LAY YEVCSFIQRAEKHWIDHQYVPYAYKGKEWVGYDDAVSFSYKAMFVKKEH-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGNGPFPL
Rabbit 197 DVRLLGKLLDFINVLSYDLHGSWEKFTGHNSPLFSLPEDPKSS~--AYAMNYWRKLGAPSEKLIMGF PTYGRTFHLLKATNHGLOAQAIGPASPGKY TKQAGFLAYYEVCSFVRKAKRHWIDYQYVPYAYKGKEWVGYDDAISFSYKAMFVKREH-FGGAMVWTLDMDDVRGTFCGNGPFPL
Sheep 188 DARLLGRLLDFISVLSYDLHGSWEKVTGHNSPLFSLPGDPKSS--AYAMSYWROLGVPPEKLLMGLPTYGRTFHLLRASQNELGAGAVGPASPGKYTKQAGF LAY YEVCSFVQRAKKRWINDQYVPYAFKGKEWVGYDDAISFGYKAFF IKREE-FGGAMVWTLDLDDFRGNFCGTGPFPL
Cow 195 EARLLGRLLDFISVLSYDLHGSWEKVTGHNSPLFSLPGDPKSS==-AYAMNYWRQLGVPPEKLLMGLPTYGRTFHLLKASQNELRAQAVGPASPGKYTKQAGFLAYYEICCFVRRAKKRWINDQYVPYAFKGKEWVGYDDAISFGYKAFF IKREH-FGGAMVWTLDLDDFRGYFCGTGPFPL
Pig 197 DVRLLGRLLDFINVLSYDLHGSWEKVTGHNSPLFSLSDDPKSS~-~AYTMNYWRKLGAPPEKLLMGFPTYGRTFRLLKASKNELGAEAVGPASPGKY TKQAGFLAYYEVCSFVQRAKKRWIDHQYVPYAYRGKEWVGYDDDISFSYKAFF IKKEH-FGGAMVWTLDLDDVRGTFCGTGPFPL
Dog 196 DVHLLGKLLDFINVLSYDFHGSWEKFTGHNSPLFSLPGDPSSS-~AYAMNYWRKLGAPPEKLLMGF PTYGRTYHLLKASKNGLOAQAVGPAS PGMY TKHPGFLAYYEICSFLORATKRWIDFQOVPYAYKGKVWVGYDDANSFSSKAMF IKEEH-FGGAMVWTLDLDDAKGTFCRTGPFPL
Opossum 209 DVAYIGSILDYISVLTFDFHGSWDMVTGHNSPLYGSNRNPFSPLQEFAMKLWEEKGAPREKLIMGFPTYGRTFDIL~-SSNKGVGAPAFGPASPGNYTQESGLWAY YEICPFLKKATVKWVDQORVPYAYKKNDWLSY DDTHSFAYKAWF IREKQ-YGGAMVIWSLDLDDFRGSFCGQGRFPL
Platypus 198 EVARIGALLDYISVMTYDFHGSWNSVTGHNSPLHEGPTDTGRS~-~ASAMKLWRDGGVPAEKLIMGFPTYGRTFDIA-GSGPGVGDPAFGPADPGDYTQESGVWAYYEICTFIKDATVRWAEKQKVPYAYTONQWVTFDNADSYAYKTSPIREENSFGGAMVWTLDMDDFNGSFCGEGPFPL
Human 375 VYVLNDILVRAEFSSTSLPQFWLSSAVNSSSTDPERLAVTTAWTTD-SKILPPGGEAGVTEIHGKCENMTITP-RGTTVTPTKETVSLGKHTVALGEKTE IT-GAMTMTSVGHQSMTPGEKALTPVGHQSV
Chimp 375 VYVLNDILVRAEFSSTSLPQFWLSSAVNSSSTDPERLAVTTAWTTD-SKILPPGGEAGVTEIHGKCENMTITP-RGTTVIPTKETVSLGKHTVALGEKTE IT=-GAATMTSVGHOSMTPGEKALNPVGHQSV
Orangutan 375 VYVLNDILVRAEFSSTSLPQFWLSSAVNSSSTDPEGLAVTTAWTTD-SKILPPGGEAGVTEI YRKCENMTITP-RGTTVTPTKETVSLGKRTVALGEKTE IT-GATTMTFVGHQSMTPGEKALTPVGHQSV
Macaque 375 VYVLNDILVRAEFSSTSLPQFWLSSAVNSSSTEPERLAVTKAWTTD~-IKILPPGGEAGVTEINGKCENMTITP~RVTIVTPTKETVSLGKHTVALGEKTE IT-GATTMTSVGHPSMTPGEKALTPVGHQSE
Baboon 375 VYVMNDILVRAEFSSTSLPQFWLSSAVNSSSTDPERLAVTKAWTTD-IKILPPGGEAGVTEIHGKCENMTITP-RVTIVTPTKETVSLGKHTVALGEKTE IT=-GATTMTSVGHOSMTPGEKALTPVGHQSE
Mouse 375 VHILNELLVQTESNSTPLPQFWFTSSVNASGPGSENTALTEVLTTDTIKILPPGGEAMTTEVHRRYENMTTVP~SDGSVTPGGT~-ASPRKH-AVTPENNTMAAEAKTMSTLDFFS

Hamster 375 VRILNELLVRAEFNSTPLPQFWFTLPVNSSGPGSESLPVTEELTTDTVKILPPGGEAMATEVHRKYEKVTTIP-NGGFVTPAGT-TSPTTH-AVALERNAMAPGAKTTTSLDLLSETMTGMTVTVQTQTAGRETMTTVGNQSVTPGGETMTTVGNQSVTPGGETVTTVGNQSVTPGGETMT
Rabbit 375 VYTLNDLLVQDESTPTPLPQFWFSSAVNFSRT-==HLAVTEPLTTD-IKILPPGGEAMATES SG====MSEAP~RGAA==~====VSLGKHTVAPAEKTE

Sheep 366 VHTLNNLLVNDEFSSTPSPKFWFSTAVNSSRIGPEMPTMTRDLTTG-LGILPLGGEAVATETHRKSATMTTTP-RGETATPTRTPLSSGRRTAAPEGKTE

Cow 373 VHTLNNLLVNDEFSSTPSPKFWFSTAVNSSRIGPEMPTMTRDLTTG-LGILPPGGEAVATETHRKSETMTITP~-KGEIATPTRTPLSFGRHTAAPEGKTE

Pig 375 VYMLNDLLLKAEVSSTLSPGFGLSTTVNSSRTCPESLAVTKDLTTD-LGILPLGGEAVATETHGRSDNMTVTP-GGGLVAPTRPTLSFGKLTVAPEGKTE

Dog 374 VHKLHSLLVQAGEVQLFSPKFCLSTAMDSPKTGPERPTITKVLITD-TRFSFLGGKSTATNMHGKSONTTTTSHRGGTVSPTSKTASFVRHTVALEGKTE.

Opossum 388 VNTLKDLLTESKFHSTLPPPTNLQIPLDVSTLTPORKTSPHOEMPGPLTTTPYNLEVTPT~-SYRNSSTONIHKLNF ITOWLKKTSSALRYTSVPP

Platypus 376 VSKLKNLL

Human 503 TTGOKTLTSVGYQSVammmn e cncnaeeaT-PGEKTLTP

Chimp 503 TTROKTLTSVGYQS'

O g 503 TTGQKTLTSVGYQSV T-PGEKTLTP:

Macaque 503 LPGKKTLTPVGHQSVTTGOKTLISVGYHSVTPPGEKTLTP:

Baboon 503 LPGKKTLTPVGHQSVTTGQKTLISVGYHSVT-PGEKTLTP

Mouse 487 KTTTGVSKTTTGISKTTTGVSKTTTGVSKATAGISKTIPEISKATAGVSKTTTGVSKTTTGISKTITGVSKT TTGISKTTTGISKTTTGVSKITTGVSKTTTGISKTTTGISQTTTGISKTTTDISKTTTGISKTTPGISK
Hamster 553 TVGNQSVTPGGETVTIVGNKSVTPVGE~TVTIVGNKS

Rabbit 459 PPGVKPMT:

Sheep 464 $=-PGEKPLTS

Cow 471 S=PGEKPLTT

Pig 473 S-PGEKAMTP-

Dog 473 T=VGE==MT.

Opossum 485 TPPQD-THT:

Platypus c D E

Human 530 -- ~VGHQOSVTPVSHQSVSPGGTTMTPVHFQTET-~ ~-==LRONTVAPRRKAVAREKVTVPSRNISVTPEGQTMPLRGENLTSEVGTHPRMGNLGLOMEAENRMMLSSSPVIQLPEQTPLAFDNRFVPIYGNHSSVNSVTPQTSPLSLKKEIPENSAVDEEA
Chimp ~LRONTVAPRRKAVAREKVTVPSRNILVTPEGQTMPLRGENLTSEVGTHPRMGNLGLOMEAENRMMLPSSPVIQLPEHTPLAFDNRFVPIYGNHSSVNSVTPQISPLSLKKEIPENSAVDQEA
Orangutan ==~LRONTVAPRRKAVAREKVTIPSRNISVTPEGQTMPLRGENLTSEVGTHPRMGNLGLOMEAENRMMLSSSPVIQLPEHTPLAFDNRFVPIYGNHSSVNSVTPOTSPLSLKKEIPENSAVDQEA
Macaque ~VDHPSVTPVSHQSVSPGGMTMTPVHFQTET-~ —--~LRONTMAPRRKAVAREKVTVPSRKISVTPEGQTVPLRGEYLTSETGTHPQGG

Baboon 542 -- ~VGHPSVTPVSHQSVSPGGMTMTPVHFQTET~ ===~LRONTMAPRRKAVAHEKVTVPSRKISVTPEGQTVPLRGEYLTSETGTHPQDG

Mouse 628 TTPGHTVIVOTQANBAETTATHDHQSVTP—-—--- ——--TBMMTLFYLK’PHTPSBKB’I‘SRKKTHVLBKA’I'VSPRBHSATPNGQSKTLKWASLITEVBTYS\

Hamster 589 VIPGGQTTATVGSQSVTPPGMDTTLVYLOTMTLSEKGTSSKKAVVLEKVTVPPREISVMPNEQNTALNRENLIAEVESYSQDG

Rabbit 487 PGKMTMT

Sheep QB o i ain ke o e i e VGHLAVSPGGIAVGPVHLQI -~ === m—mmmm e e e o GQKVTPPGRKAGVPEKVTTPSGKMTVTPDGRAETLERRL.

Cow 480 -----------—---------vcuuvspccmvcwnmr-------—---------Goxwrpcmswsxmrsemmpocmnam

Pig 482 VGHPSVTPGDMSVPPVPIQT- - == -GDRITPPRRQAVAPEKMTLPSGKRSD.

Dog 479 GRETVTLGEMTMISMOLLTS ---VKKDK-PFVKRAVASEMMTIPSGKMKVTPDGOTKI LRGENLTSEVNTDSLLGYVDL

Opossum 493 LKASTQVPGNPTILHVDRKSPPTGSTVPSHNFPISKPVPPTTNRNTSL

Platypus
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La region A y D estan conservadas en los diferentes mamiferos. La region A,
que se corresponde con la region N-terminal, posee un alto grado de identidad en
monotremas, marsupiales y placentarios. En esta region esta presente una secuencia con
alta similitud a quitinasa, aunque no presenta actividad catalitica (DeSouza et al., 1995,
Desouza et al., 1995, Jaffe et al., 1996). La regién B muestra una baja identidad entre
las especies y contiene multiples inserciones/delecciones. La region C es una insercion
presente sélo en el género Mus y la region E es tipica de humano, chimpancé y
orangutan (Aviles et al., 2010). Todas las proteinas OVGP1 de mamiferos poseen la
region A arquetipica del dominio quitinasa en la region N-terminal, pero difieren en la
longitud del core y en la presencia/ausencia de las otras regiones del extremo C-terminal
de OVGP1. La divergencia de OVGP1 entre las diferentes especies de mamiferos
podria haber estado promovida por una seleccion Darwiniana positiva (Swanson et al.,
2001).

OVGP1 bovina, ovina y porcina son bastante similares en cuanto a la secuencia
y longitud aminoacidica, mientras que OVGP1 humana, de babuino y mono rhesus
también son muy similares entre ellas (tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de identidades comunes existente entre la proteina OVGP1 de diferentes especies de mamiferos. Secuencias comparadas en
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Mondéjar Corbalan, 2012).

Sus Bos Ovis Cabra Homo Oryctolagus Mesocricetus Mus Canis Pan troglodytes Pan troglodytes Macaca
OVGPI scrofa taurus aries hircus sapiens cuniculus auratus musculus | familiaris XP_001159107 XP_001159308 radiata
Q28990 | Q28042 Q28542 | ABF20534 Q12889 NP_001075574 Q60557 Q62010 | XP 852238 Isoforma 1 Isoforma 2 AAQ17078
527 AA 537 AA 539 AA 530AA 678 AA 475 AA 671 AA 721 AA 553 AA 625AA 603AA 593AA
Sus scrofa
Q28990 X 78 78 78 73 74 66 70 67 66 68 70
Bos taurus
Q28042 X 94 94 73 73 64 70 66 63 66 69
Ovis aries
Q28542 X 97 66 73 64 69 65 62 65 68
Cabra hircus : ” -
v " 4 §
ABF20534 X 71 7: 64 70 66 63 66 68
Homo sapiens " " - "
Q12889 X 80 65 75 60 92 96 92
Oryctolagus
cuniculus X 74 75 66 75 79 80
NP_001075574
Mesocricetus
auratus X 83 59 59 61 66
Q60557
Mus musculus "
. 5
Q62010 X 64 68 71 75
Canis familiaris
XP 852238 X 58 60 62
Pan troglodytes
XP_001159107 X 96 89
Pan troglodytes
XP_001159308 X 93
Macaca radiata
AAQI17078 X
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Diferencias en las repeticiones en tdndem, la presencia y distribucion de
modificaciones post-traduccionales y la longitud de la regién carboxilo terminal podrian
conferir la especie-especificidad a OVGP1, mediada por eventos de reconocimiento

especifico y regulando la actividad bioldgica de la proteina (Buhi, 2002).

Los analisis in silico no evidencian la contribucion de cada region en la actividad
de la proteina, e incluso més importante, la relacion entre la presencia/ausencia de las
regiones del extremo C-terminal y su papel especie-especifico. Existe un Unico trabajo
donde se indica que la region carboxilo terminal de la proteina parece ser la responsable
de la superacién del bloqueo que se produce en el embrion en estadio de 2 células en el
raton (Yong et al., 2002). Debido a la falta de informacion en este aspecto, en el
desarrollo de esta tesis doctoral se ha explorado molecular y fisiolégicamente el papel
de proteinas OVGP1s de diferentes especies y el de la region C-terminal de OVGP1 en

fecundacion.

3.5.4. Secrecion de OVGP1

OVGP1 es una proteina sintetizada y secretada por las células secretoras no
ciliadas del epitelio oviductal (Fig.6). Se ha detectado el ARNm de OVGP1 en
compartimentos perinucleares basales y en el citoplasma apical de las células secretoras
del epitelio oviductal (Murray et al., 1995) mientras que la proteina ha sido detectada en
el reticulo endoplasmatico rugoso, en el aparato de Golgi y en los granulos de secrecion
de dichas células (Boice et al., 1990a, Bhatt et al., 2004, McBride et al., 2004b),
estando presente a lo largo de todo el oviducto. También se ha detectado OVGPL1 en los
granulos de secrecion en hamster (Kan et al., 1988, Abe et al., 1991), cerdo (Buhi et al.,
1993), babuino (Verhage et al., 1990), especie humana (Rapisarda et al., 1993), raton
(Kapur et al., 1988), conejo (Oliphant et al., 1984) y vaca (Boice et al., 1990a).

Aunque de manera general se produzca la secrecion de esta proteina a lo largo
de todo el oviducto, existen ciertas excepciones. En raton y la oveja no se ha encontrado
OVGP1 en la zona del istmo (Kapur et al., 1988, Gandolfi et al., 1991, Desouza et al.,
1995, Sendai et al., 1995), mientras que en vaca, oveja, cerda y ratona se ha
inmunolocalizado en el infundibulo (Buhi, 2002). En cerda, la produccion de OVGP1

es mayor en la ampolla oviductal, luego en el infundibulo y por dltimo en el istmo (Buhi
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et al., 1990). De manera similar, en oveja la biosintesis de OVGP1 por la ampolla es

significativamente mayor que por el istmo (Buhi et al., 1991).
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Figura 6. Microscopia electrénica de transmision de inmunocitoquimica de oviducto
bovino realizada con anti-OVGP1. Se observan células epiteliales de la region ampular del
oviducto (40000x). Aparecen células ciliadas (CC), células secretoras (CS), el lumen (Lu) y
cilios (Ci). A. Se observa marcaje (fechas rojas) en los granulos de secrecién (gr) y en el lumen
del oviducto. B. Se observa el polo secretor (ps) de un CS en corte transversal. También aparece
marcaje localizado en gs y Lu. (Acufia Meléndez, 2015).

OVGP1 es una proteina estrogeno dependiente en la mayoria de las especies. La
expresion de ARNm vy secrecion de OVGP1 dependen del momento del ciclo estral o
menstrual, es decir, del nivel de estrogenos en sangre en la mujer, babuina, cerda, vaca,
oveja y perra (Gandolfi et al., 1989, Arias et al., 1994, Desouza et al., 1995, Nancarrow
et al., 1995, Buhi et al., 1996, Verhage et al., 1997b, Buhi et al., 2000, Lok et al., 2002,
Saint-Dizier et al., 2014). EI ARNm de OVGP1 en tejido oviductal se incrementa hasta
un valor maximo durante la fase folicular tardia en la mujer (Arias et al., 1994), en los
dias 0-2 del estro en cerda (Buhi et al., 1996) y en estro y dia 1 después de la
fecundacion en oveja (Desouza et al., 1995). También se ha detectado una
sobreexpresion del gen en oveja y vaca durante la fase estral (Soleilhavoup et al., 2016).
Durante este periodo de méaxima trascripcion del gen OVGP1 en tejido oviductal,
también aumenta el numero de granulos secretores apicales que contienen OVGP1 en el
epitelio oviductal y la cantidad de OVGPL1 en el FO (Buhi, 2002). Durante el diestro o
la fase luteal en la mujer, la oveja y la cerda (Verhage et al., 1988b, Buhi et al., 1991,
Arias et al., 1994, Desouza et al., 1995, Buhi et al., 1996) y después de una
ovariectomia mas tratamiento o0 no con progesterona en babuino (Verhage et al., 1990),
los niveles de ARNm y de OVGP1l poseen una expresion muy débil siendo
practicamente indetectables. Por el contrario, no se observan diferencias en la expresion
de ARNm durante el ciclo estral en hamster y coneja (Paquette et al., 1995, Merchan et
al., 2007). En contraposicion a lo descrito por Paquette y colaboradores, Komiya y
colaboradores si observaron que el ARNm correspondiente a OVGP1 se alteraba entre
las etapas del estro y diestro pero sélo en la ampolla oviductal, no en el istmo, ademas
de que siempre existia un nivel basal del transcrito tanto en la ampolla como en el istmo
(Komiya et al., 1996). De acuerdo a estos resultados, Roux y Kan mostraron por medio
de un analisis cuantitativo que existia un maximo de OVGP1 en los granulos secretores

de las celulas secretoras epiteliales en el estro, mostrandose un minimo de sefial en
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diestro en hamster (Roux et al., 1995). Estas evidencias nos hacen pensar que la
regulacién de la expresion de OVGP1 parece mostrar una respuesta diferente en
especies con un ciclo estral largo de las que poseen un ciclo estral corto, como los
roedores. Los tratamientos con analogos de GnRH descendieron el nivel de estrégenos y
el de ARNm de OVGP1, mientras que la administracion posterior de estrogenos
estimulo la expresion del mismo (Komiya et al., 1996). Estos investigadores sugirieron
que un aumento en los niveles de estradiol/progesterona en sangre podria afectar la
expresion génica de OVGPL1 en la ampolla, sin embargo, un nivel alto de estrégenos no
induciria una expresion rapida del gen, pero un nivel adecuado durante un periodo largo
de tiempo seria importante para su expresion (Komiya et al., 1996). Por otro lado, se
observo que la administracion de estrogenos a hembras de hamster prepuberes indujo la
expresion de OVGP1 (Abe et al., 1998).

Aunque estos estudios apoyan la hipdtesis de que la induccién y regulacién de
OVGP1 es dependiente de estrogenos, varios laboratorios han demostrado que existen
receptores de LH funcionales en el oviducto humano, porcino y bovino. La presencia y
abundancia de estos receptores depende del estado hormonal y podria afectar a la
funcion oviductal (Shemesh, 2001). Se sugirié que LH podria tener un efecto directo
sobre la expresion de OVGP1, ya que el tratamiento de epitelio oviductal bovino in
vitro con hCG incrementaba la vida media del ARNm de OVGP1 (Sun et al., 1997).

3.5.5. El papel de OVGPL1 en la fecundacion

Algunos de los procesos reproductivos mas importantes tienen lugar en el
oviducto, en contacto con el FO. OVGP1 ha sido detectada como la proteina especifica
mayoritaria de dicho fluido, por lo que su funcién serd clave para alcanzar las
condiciones dptimas en dicho proceso. A continuacion nos centraremos en las funciones
descritas de esta proteina especifica del oviducto en relacion al gameto femenino, al

gameto masculino y al embrién.

3.5.5.1. Gameto masculino

OVGP1 estd implicada en la movilidad, viabilidad, capacitacion y RA del

espermatozoide. OVGP1 ha sido detectada unida a la membrana de espermatozoides
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(McNutt et al., 1992, King et al., 1994a, King et al., 1994b, Kan et al., 2006, Lyng et
al., 2009, Yang et al., 2015) y a la region acrosomal antes y después de la capacitacion
(Boatman et al., 1995). Sin embargo, estudios con espermatozoides humanos, no
mostraron que se produzca esta union homologa (OdayBowman et al., 1996). El hecho
de que OVGP1 se una a espermatozoides podria indicar un posible efecto de la proteina
sobre la actividad espermatica. Ademas, tanto en las especies en las que se ha detectado
esta union como en las que no, se ha visto efecto en el tratamiento con OVGP1. OVGP1
incrementa la union espermatozoide-ovocito (Yang et al.,, 2015) y las tasas de
penetracion en hamster (Boatman et al., 1995), ademas de incrementar la union de
espermatozoides a hemizonas en la especie humana y gato (OdayBowman et al., 1996,
Hribal et al., 2014a).

También produce mejoras, dependientes de la dosis, en la viabilidad y en la
motilidad espermaética en la especie bovina y porcina (Abe et al., 1995c, Satoh et al.,
1995, McCauley et al., 2001) y estimula la capacitacion en hamster y cerdo (McCauley
et al., 2003, Killian, 2004, Kan et al., 2006), la RA en hamster (Yang et al., 2015) y la

capacidad fecundante en toro (King et al., 1994a).

Asimismo, se observaron diferencias en estudios realizados en la especie bovina
en los que se realiz6 un tratamiento previo de los espermatozoides con OVGP1 antes de
la FIV, observandose un incremento en las tasas de capacitacion y fecundacién en un
estudio (King et al., 1994a), mientras que en otro no se encontrd diferencias en las tasas
de fecundacién comparando con el control (Martus et al., 1998). En espermatozoides
porcinos tratados con concentraciones de OVGP1l menores que en los trabajos
anteriores, se observo un descenso en la union de espermatozoides a la ZP y en la tasa
de penetracion polispérmica in vitro (McCauley et al., 2001, McCauley et al., 2003).
Todas estas diferencias podrian deberse a los distintos disefios experimentales, pureza y

concentracion de OVGP1 y concentracion espermatica utilizada.

Ademas, se ha descrito que la proteina OVGP1 produce un efecto sobre la
fosforilacion de tirosina en el espermatozoide. La adicion de OVGP1 de hamster en el
medio de capacitacion espermatica incrementa la fosforilacion de tirosina de dos
proteinas espermaticas de aproximadamente 75 y 83 kDa y este aumento era
dependiente del tiempo en que los espermatozoides estaban en el medio de capacitacion
(Yang et al., 2015).

66



I11. Revision bibliogréfica

3.5.5.2. Gameto femenino

Existe una asociacion de OVGP1 con el gameto femenino que se ve reflejada en
la union de la proteina a la ZP de ovocitos y embriones, tanto de manera homéloga
(OVGP1 de una especie se une a la ZP de ovocitos de la misma especie) como
heter6loga (OVGP1 de una especie se une a la ZP de ovocitos de otra especie distinta),
como mostramos en la tabla 3. Se ha detectado OVGP1 en particulas filamentosas de la
ZP y la membrana de blastomeras en cerdo y oveja (Gandolfi et al., 1991, Buhi et al.,
1993) y en endosomas, cuerpos multivesiculares y lisosomas secundarios,
probablemente destinados a su degradacion, en hamster (Kan et al., 1993). También se
ha detectado la presencia de OVGP1 en el espacio perivitelino de oveja y raton (Kapur
et al., 1986, Gandolfi et al., 1991). Se ha descrito la endocitosis de OVGP1 por las
blastomeras de embriones de babuino (Boice et al., 1990b) y hdmster (Kan et al., 1993),
lo que es contradictorio con lo descrito en otras especies como el cerdo y la oveja
(Gandolfi et al., 1991, Buhi et al., 1993).

Sin embargo, en el raton solo se habia detectado OVGP1 por medio de
microscopia oOptica de fluorescencia y microscopia electronica de transmision en el
espacio perivitelino de ovocitos y embriones y no en la ZP (Kapur et al., 1986, Kapur et
al., 1988), hasta que Lyng y Shur detectaron una glicoforma de OVGP1 que se unia a la
lectina PNA en el espacio perivitelino y en todo el espesor de la ZP de ovocitos y
embriones de ratén utilizando microscopia confocal y un procesado de la muestra
diferente (Lyng et al., 2009).

Se ha descrito que la asociacion de OVGP1 a la ZP de los 6vulos es estable y
uniforme en todo el espesor de la misma, manteniéndose en embriones hasta el dia 7 de
desarrollo en la especie bovina (Wegner et al., 1991) y hasta que el blastocisto eclosiona
en la especie porcina (Buhi et al., 1993). La asociacion entre OVGP1 y ovocitos y
embriones es comun en todas las especies de mamiferos examinadas y hace pensar que
OVGP1 posee una importante funcion como regulador de la fecundacion y desarrollo
embrionario. Como OVGP1 en las diferentes especies posee un distinto peso molecular,
diferentes isoformas y potencialmente diferentes modificaciones post-traduccionales, es
posible que sean diferentes isoformas de la proteina las que se unen a la ZP (Lyng et al.,
2009), al espacio perivitelino y a la membrana plasmatica del ovocito y las blastomeras.

Las diferentes isoformas podrian diferenciarse en la afinidad con las diferentes
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estructuras del ovocito y del embridn y por tanto diferenciarse también en su habilidad

por regular las funciones biolégicas (Buhi, 2002).

Tabla 3. Proteina OVGP1 detectada unida a ZP, ovocitos y embriones de diferentes
especies. OVGP1 proviene de ovocitos oviductales (in vivo), de ovocitos ovaricos incubados
con FO o con proteina recombinante o proteina purificada de cultivo de explante de tejido
oviductal (in vitro).

Especie Técnica ZP Ovaocito Embrion Referencia

2-4¢él. (Boice et al.,
+ (ZP, EPV)  19900)
(OdayBowma
Babuino  Babuino " \\//;;:%/m netal., 1996)
(Papio ME +(EPV, MP, +(ZP,EPV, (ODay-
aHUbiS) O) B) Bowman et
al., 2002)

MO + + (EPV)

(OdayBowma

Humana in vitro MO + / / netal., 1996)

L (OdayBowma
Humana in vitro MO + / / netal., 1996)

Humano
(Homo in vitro

sapiens)  Bapuino  (Hemizona MO 5 / / ﬁ?%?i‘g’&?
S) '

(Reuter et al.,
1994)

+

Humana In vitro MO + (EPV) /

(Leveille et
MO + - / al., 1987)
(Robitaille et

) l., 1988

2.8cel, o199

+(ZP, E, L, (Malette et al.,
CMV) 1993)

(Schmidt et

Héamster al., 1997a)

(Mesocri oo invivolin ooy
cetus vitro

auratus)

ME

+

+ (EPV, MP,
VO)

Bowman et
al., 2002)
(McBride et
al., 2004b)
(Yangetal.,
2015)

(Kan et al.,
1993)

WB + / /
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MO + / /
(Buhi et al.,
P + Dia 2-7 1993)
. in vivo/in
Porcino  Porcina itro ME + (EPVéMP,M + (Z'\F;I,PEPV, (Coyetal,
(Sus ) ) 2008a)
scrofa)
HPLC + / /
Bovina in vitro MO + / / gf)légt?) Bl
Bovino (Wegner et al.,
(Bos . in vivo/in Dia7 1991)
Bovina . + -
taurus) vitro MO +(ZP) (Goncalves et
al., 2008b)
(Gandolfi et
QOvino S— I., 1989
. . Invivo/in  MO/ME/ +(ZP, EPV, @197
(Ovis Ovina g WB + + (EPV) B) Gandolfi et al.,
aries)
1991)
2 células (Lyngetal.,
MO +- +(EPV) + (ZP, EPV)  2009)
. (Kapur et al.,
Raton o ME - +(EPV) / 1085)
(Mus Raton in vivo/in
musculus vitro (Kapur et al.,
) 1986)
wB +/- +/- / (Kapur et al.,
1988)

MO: microscopia 6ptica, ME: microscopia electrénica, WB: Western-blot, HPLC: cromatografia liquida
de alta resolucion, ZP: zona pelGcida, EPV: espacio perivitelino, MP: membrana plasmatica, O:
ooplasma, VO vesiculas del ooplasma, MB: membrana de blastémera, B: blastémera, E:endosomas, L:
lisosomas secundarios, CMV: cuerpos multivesiculares.

Coy y colaboradores describieron que la proteina OVGP1 esta implicada en el
endurecimiento de la ZP, que se vuelve mas resistente frente a la digestion de enzimas
proteoliticas, previo a la fecundacion. Este endurecimiento pre-fecundacion parece que
mejora los niveles de monospermia obtenidos mediante FIV. Utilizando
glicosaminoglicanos como heparina junto con OVGPL1 en técnicas de FIV, observaron
un relevante incremento de la monospermia en el sistema porcino y bovino, ya que
parece que los glicosaminoglicanos estabilizan la union de OVGP1 a la ZP (Coy et al.,
2008a). Un descenso en la concentracion de glicosaminoglicanos del FO podria ser el
responsable de despegar la proteina OVGP1 unida a la ZP, haciendo que el blastocisto

que esta bien desarrollado, sea capaz de eclosionar en el momento adecuado gracias a la
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falta de resistencia de su ZP a la protedlisis (Kolbe et al., 2005). Ademas, la secuencia
de OVGP1 posee secuencias consenso de union a heparina (Buhi et al., 1996, Kouba et
al., 2000), lo que podria justificar una posible interaccion entre ellas. Por el contrario,
Tavares y colaboradores observaron que el tratamiento con OVGP1 durante la FIV
producia un efecto beneficioso reduciendo la incidencia de polispermia sin descender la
tasa de penetracion espermatica, pero al incorporar heparina al sistema, se reducia la
eficiencia de la produccién de zigotos monospérmicos, ya que se producia un descenso
de la tasa de penetracion sin tener efecto en la tasa de mosospermia (Batista et al.,
2016).

Con frecuencia se ha atribuido el control de la polispermia a un hecho ligado a la
reaccion cortical del ovocito producida tras la fecundacién, al bloqueo a nivel del
oolema descrito en invertebrados, pero no muy claro en mamiferos, o a un bloqueo a
nivel de membrana mediado por el desprendimiento de Juno del oolema tras la
fecundacion (Bianchi et al., 2014). Por ello, este efecto de endurecimiento pre-
fecundacion de ZP seria el primero atribuido al oviducto (Tienthai et al., 2000, Coy et
al., 2008a, Coy et al., 2008b). Mondgéjar y colaboradores testaron el efecto homologo y
heterélogo del FO de diferentes especies en el endurecimiento prefecundacion de la ZP
de ovocitos. Observaron que en cerda, oveja, cabra, vaca, hamster y coneja el FO es
responsable del endurecimiento prefecundacion de la ZP. La ZP de ovocito de raton si
se endurecia al ser tratado con FO de coneja y cabra. En la especie humana no se
producia endurecimiento al tratar ovocitos con sus FO homoélogos ni de ninguna de las

especies testadas (Mondejar et al., 2013a).

Se ha observado este efecto de endurecimiento prefecundacion de la ZP en
ovocitos y embriones tratados con FO, con OVGP1 purificada de FO o de cultivo de
explantes de tejido oviductal y con la utilizacion de oviductina recombinante en
multiples trabajos, aunque este efecto endurecedor no se da en todas las especies, como
observamos en la tabla 4. EI FO de coneja es capaz de endurecer la ZP de ovocitos de
todas las especies testadas, excepto de la humana (Mondejar et al., 2013a). ElI FO de
cerda endurece todas las ZPs excepto las de ratén, rata, cabra y humana (Broermann et
al., 1989, Kim et al., 1996, Wang et al., 1998, Kolbe et al., 2005, Mondejar et al.,
2013a, Mondejar et al., 2013b), aunque en un trabajo no se vio efecto de
endurecimiento al tratar ovocitos de cerdo con OVGP1 porcina purificada de FO

(Kouba et al., 2000). Se observan los mismos resultados con el FO de oveja, excepto
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que éste si endurece ZPs de cabra (Wright et al., 1977, Mondejar et al., 2013a, Davachi
et al., 2015). El FO de vaca y cabra endurecen las ZPs de todas las especies excepto
rata, hamster y humano (Wright et al., 1977, Pradeep et al., 2011, Mondejar et al.,
2013a, Mondejar et al., 2013b), aunque Mondéjar no observo diferencias significativas
en el endurecimiento de la ZP de ovocitos de cabra al ser tratados con su FO homélogo,
comparandolos con el control (Mondejar et al., 2013a). EI FO humano fue testado en
ovocito humano y de cerda, no obteniéndose en ninguno de los dos un efecto de
endurecimiento de ZP (Mondejar et al., 2013a). Por otro lado, el FO de raton sélo fue
testado en su sistema homdlogo, obteniendo en el tratamiento una resistencia de la ZP
frente a la protedlisis (Wright et al., 1977), lo que entraria en discordancia con lo
descrito acerca de que en el ratdn la resistencia de ZP a proteasas no se adquiere en el
oviducto (Inoue et al., 1974, Coy et al., 2008a), sino que se produce tras la fecundacién
debido a la reaccion cortical (Barros et al., 1971, Ducibella et al., 1990, Vincent et al.,
1990).

Tabla 4. Endurecimiento de ZP frente a digestion por proteasas tras incubar ovocitos ovaricos
con FO, OVGP1 recombinante, OVGP1 purificada de FO o de cultivo de explante oviductal o
tras su paso por el oviducto.

Fluido oviductal/ OVGP1
Coneja Cerda Vaca Oveja Cabra Raton Humano

Coneja + + + + +
Ratén + - + - + +
Rata 1 - - - -
Hamster + + - + -
. Cerda + +/- + + + =
Ovocitos vaca + + + + +
Oveja -+ -+ -+ -+ -+
Cabra + - + + +/-
Humana - -
Humana
ZPs i i i i i
6 1'6?'7""95' 6,7,10 2,610 6,8 10 6

1: (Broermann et al., 1989); 2: (Davachi et al., 2015); 3: (Kim et al., 1996); 4: (Kolbe and Holtz, 2005);
5: (Kouba et al., 2000); 6: (Mondejar et al., 2013a); 7: (Mondejar et al., 2013b); 8: (Pradeep et al., 2011);
9: (Wang et al., 1998); 10: (Wright et al., 1977).

En el sistema porcino, el FO recogido unas horas antes o después de la ovulacion

no endurece la ZP, por lo que es necesario el contacto del ovocito con FO de la etapa
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ovulatoria (Coy et al., 2008a). Esto explicaria los altos niveles de polispermia

encontrados cuando se produce una inseminacion retardada en cerdo (Hunter, 1967).

En otros trabajos también se ha descrito que OVGP mejora la eficiencia de FIV
al realizar un tratamiento previo de los gametos con la proteina, reduciendo las tasas de
polispermia y mejorando el desarrollo embrionario (King et al., 1994a, Boatman et al.,
1995, Hill et al., 1997, Martus et al., 1998, Buhi et al., 2000, Kouba et al., 2000,
McCauley et al., 2001, McCauley et al., 2003). Se demostrd que la responsable de estos
efectos era OVGP1 al introducir en el tratamiento anticuerpos especificos contra
OVGP1 y observar que se bloqueaba el efecto bioldgico observado anteriormente
(Martus et al., 1998, Kouba et al., 2000).

Sin embargo, algunos de estos datos muestran también discrepancia entre la
actividad de la proteina entre especies. Por ejemplo, el tratamiento previo de ovocitos
con OVGP1 en hamster y humano incrementa el nimero de espermatozoides unidos a
ZP (Boatman et al., 1995, OdayBowman et al., 1996, Yang et al., 2015), pero se
observo el efecto contrario en el sistema porcino y bovino (Kouba et al., 2000, Coy et
al., 2008a). A pesar de la alta similaridad entre OVGP1 humana y de babuino, OVGP1
de babuino produce descenso de numero de espermatozoides humanos unidos a ZP

humana (OdayBowman et al., 1996).

Por otro lado, se ha descrito una forma celular de OVGP1 en tejido oviductal,
que se encargaria del remodelamiento tisular ciclico (Kadam et al., 2007). Ha sido
localizada en tonofilamentos de uniones estrechas en células secretoras y ciliadas en
diferenciacion del epitelio oviductal, lo que sugiere la existencia de una interaccién
entre la forma celular de OVGP1 y el citoesqueleto de acto-miosina epitelial (Kadam et
al., 2007). OVGP1 ha sido detectada en las uniones estrechas entre blastdmeras de
embriones en desarrollo (Buhi et al., 1993) y entre células del epitelio oviductal
(McBride et al., 2004a) pudiendo tener una funcién similar la proteina endocitada por
los gametos y la forma celular de la misma (Kadam et al., 2007). Ademas, Kadam y
colaboradores sugirieron que OVGP1 se une a ambos gametos a traves de la interaccion
de su extremo conservado N-terminal con la proteina MYH9, una subunidad de la
proteina miosina no muscular 1A que esta involucrada en morfologia celular, polaridad

y morfogénesis (Kadam et al., 2006, Kadam et al., 2007).
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3.5.5.3. Embriones

OVGP1 también es responsable de mejorar la formacion y desarrollo de
embriones (McCauley et al., 2003, Aviles et al., 2010). La incubacion de ovocitos,
espermatozoides y el enriquecimiento del medio de FIV con OVGP1 en el sistema
ovino mostrd un incremento significativo en la tasa de division y el numero de
blastocistos obtenidos (Hill et al., 1996a), sin embargo, la adicion de OVGP1 durante el
cultivo in vitro después de la FIV, no mostr6 efecto en la tasa de division (Hill et al.,
1996b). En la especie porcina, el tratamiento pre-FIV y durante la FIV, incrementa el
numero de ovocitos fecundados que alcanzan el estadio de blastocisto, pero no la tasa de
division (Kouba et al., 2000).

En cabra y oveja, aumenta la tasa de division en embriones y la formacién de
blastocistos al utilizarse OVGP1 durante la maduracion, fecundacion y cultivo in vitro
a baja concentracion (10 pg/mL), presentando efecto inhibitorio a concentraciones
mayores (50 y 100 pg/mL) (Pradeep et al., 2011), por lo que es importante el uso de la
dosis Optima de esta proteina para la mejora de los procesos reproductivos realizados in
vitro. Por otro lado, Hribal y colaboradores observaron que el uso de OVGP1 felina
recombinante en FIV en gata, no varia las tasas de division embrionaria ni el nimero de
morulas y blastocistos obtenidos. Este hecho puede deberse a que la proteina
recombinante utilizada por los investigadores no estaba glicosilada, ya que fue
producida en un sistema bacteriano. Por el contrario, si se observé efecto de OVGP1 al
analizar la expresion de ARNm del gen GJAL, marcador de calidad embrionaria,
observandose un incremento significativo de su expresion al utilizar la proteina felina en
FIV. Sin embargo no se vio diferencias de expresion en los siguientes genes OCT4,
HSP70, DNMT1, DNMT3A, BAX, IGF1R y GAPDH (Hribal et al., 2014a).

También se ha observado efecto en la expresidén génica en embriones porcinos.
El FO bovino utilizado para incubar ovocitos porcinos antes de la FIV mejora las tasas
de division embrionaria y desarrollo de blastocistos. También reduce el ratio de
expresion génica del gen pro apoptético BAX aumentando el del gen antiapoptético
BCL2L1 y aumenta la abundancia de TFAM, que interviene en la
transcripcion/replicacion del ADN mitocondrial (Lloyd et al., 2009b).

Un descubrimiento importante fue el realizado por Yong y colaboradores, que
describieron la proteina OVGP1 como la responsable de que el embrion de raton supere
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el bloqueo en el desarrollo que se produce en el estadio de dos células (Yong et al.,
2002).

Araki y colaboradores mostraron en 2003 que el raton knock out para OVGP1,
es decir, el ratdn que no posee el gen MUC9 y por tanto no expresa la proteina OVGP1,
es fértil (Araki et al., 2003). Este hecho no significa que esta proteina sea innecesaria.
Se ha descrito que el raton knockout para la proteina acrosina es fértil (Baba et al.,
1994), posiblemente debido a la existencia de otras proteasas que suplen su falta. El
oviducto podria expresar otras proteinas de la familia de las quitinasas con una funcién
homdloga a la de OVGP1, compensando la falta de ésta. En la rata (Tian et al., 2009), el
oviducto no sintetiza OVGP1, ya que es un pseudogen y posee una fertilidad normal,
que podria deberse a la existencia de estas otras proteinas con una funcién similar a la
de OVGPL. En la actualidad nuestro laboratorio estd investigando esta hipotesis con el
estudio de la proteina Chia.

Todos esos estudios han destacado el importante papel que juega OVGP1
durante los eventos tempranos del proceso reproductivo necesarios para desencadenar
una fecundacién y desarrollo embrionario temprano normal. Dicha proteina esta
implicada en el aumento de la penetracion espermatica, incremento de las tasas de
fecundacién, disminucion de la tasa de polispermia, aumento de la tasa de division
embrionaria y del nimero de embriones que llegan hasta blastocisto, asi como en la
expresion génica de los mismos. En consecuencia, OVGP1 es un componente idoneo
para mejorar la TRA incorporandola en los medios sintéticos utilizados. A pesar de los
datos robustos obtenidos sobre la contribucion de OVGPL1 en la fisiologia reproductiva
en diferentes especies, todavia no se ha descrito el mecanismo molecular responsable de

estas funciones.

Quedan numerosas cuestiones por resolver acerca de esta proteina OVGP1 que
ha sido conservada a lo largo de la evolucién. Asi, se desconoce el modo de actuacion
de la proteina OVGP1, como se produce su union a la ZP, qué papel tiene el extremo
amino y carboxilo terminal y si la variabilidad en el extremo carboxilo terminal tiene
que ver con la especie especificidad. El uso de la tecnologia de proteinas recombinantes
utilizada durante el desarrollo de esta tesis doctoral nos permitird obtener cantidades

suficientes de estas proteinas expresadas en diferentes lineas celulares, asi como, la
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posibilidad de truncar la proteina para facilitar el estudio del papel funcional de las

diferentes regiones de OVGP1y analizar ademas el efecto que posee la glicosilacion.

75



76

I11. Revision bibliogréfica



- G
Py oS






IV. Materiales y métodos

4.1. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Todos los componentes necesarios para la preparacion de los diferentes medios
de lavado y de cultivo que se nombran en esta tesis han sido adquiridos de la empresa
Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espafia), salvo que se indique otra

especificacion.

Los medios de cultivo se prepararon con agua ultrapura producida mediante un
des-ionizador MilliQ plus (Milli-Q, Millipore, EEUU) tras alcanzar éste una resistencia
de 182 MQ/cm. A su vez todos los medios fueron filtrados bajo cabina de flujo laminar
(Telstar BH-100, Terrasa; Barcelona) con filtros de 0'2 um de diametro de poro

(Millipore corporation, Bedford, Massachussets, EEUU).

4.1.1. Ovarios

4.1.1.1. Obtencién

Los ovarios de la especie porcina (Sus scrofa domestica) se obtuvieron de
hembras prepuberes, hibridas Landrance X Large White de unos 90-100 Kg de peso,

sacrificadas en el matadero de “El Pozo Alimentacion” de Alhama de Murcia (Murcia).

Los ovarios bovinos (Bos taurus) usados en estos estudios procedieron de
hembras de razas Asturiana, Charolés, Limussine y Simental de entre 14 y 20 meses de

edad, sacrificadas en el matadero “Orihuela S.A” (Alicante, Comunidad Valenciana).

4.1.1.2. Transporte

Tras el sacrificio de los animales en matadero, se recogieron los ovarios y se
trasladaron al laboratorio de la Universidad de Murcia en menos de 3 horas desde el

inicio del sacrificio.

El material bioldgico se transporto en el interior de un termo en solucion salina
fisioldgica (SSF) al 0'9 % de cloruro sodico (p/v) (NaCl; S-9888) suplementada con
100 mg/ml de sulfato de kanamicina (K-1377) a 38-38°5 °C.
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4.1.1.3. Lavado

Una vez en el laboratorio, los ovarios porcinos y bovinos procedentes de
matadero se lavaron una vez con una solucion al 004 % (p/v) de cetrimida (CETAB, H-
5882) y dos veces en SSF al 0"9 % de NaCl (p/v) con 100 unidades internacionales (Ul)
de penicilina (P-3032) y 100 pg/ml de estreptomicina (S-9137).

Los medios de transporte y lavado usados para el material procedente de
matadero se atemperaron a 38’5 °C antes de su uso en una estufa (Edelstahl rost Frei,
Alemania).

Los ovarios porcinos y bovinos se utilizaron para la obtencion de ovocitos.

4.1.2. Ovocitos

Los medios utilizados para la seleccion y recogida de los ovocitos fueron
diferentes segun la especie empleada.

Previamente al uso de los tampones de seleccion y manipulacion de ovocitos,

éstos se atemperaron a 38,5 °C en una estufa (Edelstahl rost Frei, Alemania).

4.1.2.1. Especie murina (Mus musculus)

Ocho hembras adultas de raton de la cepa C57 de entre 12-16 semanas de edad

procedentes del animalario de la Universidad de Murcia se usaron para esta experiencia.

Los ovarios de los ratones se obtuvieron tras el sacrificio de los animales en los
propios laboratorios del Departamento de Biologia Celular e Histologia de la Facultad

de Medicina de la Universidad de Murcia, como se describe posteriormente.

Las ratonas se encontraban alojadas en cubetas de metacrilato con rejilla
metalica compartidas y mantenidas en una sala con las condiciones ambientales
controladas: ciclos de luz-oscuridad de 12 horas (12 horas de luz-12 horas de

oscuridad), a una temperatura de entre 21-23 °C y una humedad relativa de 50-80 %.

Estas hembras fueron sometidas a estimulacion folicular para la obtencion de

ovocitos mediante una primera inyeccion intraperitoneal de 5 Ul de PMSG y 48 horas
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mas tarde se les suministr una segunda inyeccion, en este caso de 5 Ul de hCG para la

induccion de la ovulacion.

Los animales se sacrificaron mediante sobredosis de CO, 17 horas después de la

inyeccion de hCG.

Se realiz6 una incision abdominal procediéndose a la extraccion de los ovarios y
de los oviductos. Se realizé la diseccion del oviducto y se obtuvieron los ovocitos

ovulados en la ampolla tras digestion con hialuronidasa (1 mg/mL).

4.1.2.2. Especie porcina (Sus scrofa domestica)

Los complejos cumulo-ovocito (CCOs) se extrajeron de foliculos antrales de
tamafio comprendido entre 3 y 6 milimetros (mm) de didmetro, mediante aspiracién con
jeringa y aguja de 18 G. Cada 5 minutos el contenido de la jeringa se deposito en el
interior de tubos colocados en gradillas que permitian el contacto de los tubos con la
placa calefactora, donde se dejaron sedimentar para la formacién de un precipitado de
CCOs. Una vez formado ese precipitado se retir6 con una pipeta Pasteur el fluido
folicular sobrenadante y se adicionaron varios mililitros (mL) de PBS suplementado con
1 mg/mL de polivinil alcohol (PVA) y 0.005 mg/mL de rojo fenol (RF) (PBS-PVA-RF).
Tras su homogeneizacién, el contenido se depositd en el interior de placas de Petri
colocadas sobre platinas calefactoras. Los CCOs de la especie porcina se seleccionaron
en PBS-PVA-RF.

De los CCOs que se obtuvieron, solo se usaron para los experimentos aquellos
que poseian un ovocito con citoplasma homogéneo y 3 o méas capas completas de

células del ciimulo alrededor.

4.1.2.3. Especie bovina (Bos taurus)

Una vez lavados los ovarios, se procedio a la extraccion de los CCOs de los
foliculos antrales de tamafios comprendidos entre 2 y 8 mm de diametro, mediante
aspiracion con jeringa y aguja de 18 G. Los CCOs de las especies bovina se

seleccionaron en un medio de coleccion de ovocitos (MCO) que consistié en medio
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TCM-199 con sales de Hanks y L-Glutamina a pH 7,4 suplementado segun se

especifica en la tabla de anexos Al.

Previamente a la recogida de los CCOs, las jeringas se rellenaron parcialmente
de este medio de coleccion para evitar la agregacion de los mismos. Al medio de
coleccion se le adiciond anticoagulante heparina para evitar la formacion de agregados

del material.

El contenido de esas jeringas se vacio a intervalos de tiempo de 5 minutos (para
que los ovocitos no se enfriaran) y se depositd sobre placas de Petri colocadas sobre
platina calefactora. De los CCOs que se obtuvieron solo se usaron para los
experimentos aquellos que poseian las mismas caracteristicas mencionadas para la

especie porcina.

4.1.2.5. Maduracioén in vitro (MIV)

Previamente a su uso, todos los medios de cultivo se equilibraron durante varias
horas en un incubador (Heraeus instrument, Function line, BB16, Alemania) a 38,5 °C y
5 % de CO,.

Los medios de maduracion de todas las especies fueron esterilizados mediante
filtracion haciéndolos pasar a través de una membrana de 0’22 pm de diametro de poro

(Millipore corporation, Bedford. Massachussets, EEUU).

Los CCOs se pusieron a madurar en grupos de 50 en 500 pL del medio de
maduracion a 38,5 °C bajo 5 % CO,y al 95 % de humedad.

4.1.2.5.1. Especie porcina (Sus scrofa domestica)

Los CCOs se lavaron una vez en PBS-PVA-RF y dos veces mas en el medio de

maduracion de ovocitos porcinos o NCSU-37 (Carolina State University solution-37).

Los ovocitos se pusieron a madurar en el medio de maduracion NCSU-37
suplementado (tabla A2), con 1mM de dibutiril AMP ciclico (dbAMPc, Fluka, 34988),
10 Ul/mL de gonadotrofina coriénica equina (PMSG, Sincopart TM, Ceva Salud

Animal S.A. Barcelona, Espafia) y 10 UI/mL de gonadotrofina corionica humana (hCG,
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Laboratorios intervet S.A., Salamanca, Espafia) durante 22 horas. Pasado ese tiempo,
los ovaocitos se lavaron y se depositaron finalmente en medio de maduracién carente de
dbAMPc, PMSG y hCG, donde permanecieron durante 20 horas mas en las mismas

condiciones (Funahashi et al., 1993).

4.1.2.5.2. Especie bovina (Bos taurus)

En este caso, el medio de maduracion usado fue el Medio TCM-199 modificado
con sales de Earle y suplementado segln se especifica en la tabla A3, donde los CCOs

permanecieron durante 22-24 horas.

4.1.3. Oviductos y fluido oviductal (FO)

Se procedi6 a la obtencion de oviductos de cerda (Sus scrofa) y coneja
(Oryctolagus cuniculus) con el fin de aislar el ARN total del oviducto y poder obtener el
ADNCc correspondiente a OVGP1 porcina (p)OVGP1) y OVGP1 de coneja (rOVGP1) y
clonarlo en vectores de expresion para producir dichas proteinas de manera
recombinante. Estos oviductos fueron congelados a -80 °C tras el lavado hasta su
utilizacion para la extraccion del ARN total.

Tambien se obtuvo el FO de estas especies para poder comparar, utilizando la
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida de
Western-blot, las proteinas pOVGP1 y rOVGP1 producidas de manera recombinante

con las proteinas nativas presentes en sendos FOs.

4.1.3.1. Especie porcina (Sus scrofa domestica)

Los oviductos de la especie porcina se obtuvieron de los mismos mataderos

mencionados anteriormente para la obtencion de los ovarios.

Tras el sacrificio de las cerdas, los oviductos se trasladaron al laboratorio
mantenidos en frio. Los oviductos pertenecian a hembras adultas en la fase folicular
tardia. Esta fase se caracteriza por un predominio de un foliculo o varios bien

desarrollados a punto de ovular, segin la especie.
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Una vez aislados los oviductos, algunos se utilizaron para la obtencion de FO
porcino (FOP) y otros fueron congelados a -80 °C hasta su uso para obtener ARN total

del oviducto.

4.1.3.2. Coneja (Oryctolagus cuniculus)

Los oviductos procedentes de conejas se recogieron tras el sacrificio de los
animales en el laboratorio. Una vez aislados, algunos oviductos se utilizaron para la
obtencion de FO de coneja (FOC) y otros fueron congelados a -80 °C hasta su uso para
obtener ARN total del oviducto.

4.1.3.3. Obtencion de fluido oviductal (FO)

Una vez clasificados los oviductos se lavaron en frio dos veces en solucién
salina con cuidado de que no entrase esta solucién por la ampolla oviductal. Se fue

separando el oviducto del mesosalpinx sobre una placa de Petri.

Posteriormente, el oviducto se dispuso de modo que con la yema de los dedos se
pudiera presionar y deslizar el contenido desde la zona del istmo hacia la ampolla, con
el fin de arrastrar el fluido oviductal y almacenarlo en la luz de la ampolla oviductal
donde todo el fluido del oviducto fue recogido por aspiracién con una pipeta automatica
y depositado en un tubo tipo Eppendorf con inhibidor de proteasas complete Mini,
EDTA-free ( Roche®, Mannheim, Alemania ) en cantidad que dependié del volumen
obtenido (1 puL de solucion 10X por cada 10 puL de fluido oviductal).

La recogida de fluido oviductal procedente de varias hembras (8-10) sacrificadas

el mismo dia nos permitié obtener muestras representativas de la especie.

Posteriormente esta mezcla se centrifugd a 7.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C
y se recogio el sobrenadante libre de restos celulares que se distribuy6 en cantidades

alicuotas y congel6 a -80 °C hasta el dia de uso.
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4.2. Obtencidén de ARN total de oviducto porcino y de coneja

A partir de 2 oviductos de cerda y 2 de coneja, utilizando RNAqueous® phenol
free total RNA Isolation kit (Ambion® Huntigton, Reino Unido) y siguiendo las

recomendaciones del fabricante, obtuvimos ARN total de oviducto porcino y de coneja.

El proceso de manera resumida se describe a continuacién. En primer lugar, los
tejidos fueron disgregados en una solucion de tiocianato de guanidinio; este potente
agente caotropico lisa las células e inactiva las ribonucleasas enddgenas. El lisado es
después diluido en una solucién de etanol y transferido a una columna con una
membrana. Las proteinas, ADN y otros contaminantes son eliminados del lisado
mediante tres lavados y el ARN unido a la membrana es obtenido en un Gltimo paso de
eluido.

4.3. Sintesis in vitro de ADNc de oviducto porcino y de coneja

La sintesis in vitro de ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN total de
oviducto de cerda y coneja se realizd con el kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU) segun el protocolo descrito por el

fabricante.

La cantidad de ARN total de partida oscilé entre 1 pg-5 pug. Brevemente, el
procedimiento consistio en la desnaturalizacion del ARN molde, durante 5 min a 65 °C
y en presencia de oligonucleétido (dT) y dNTPs (desoxirribonucle6tidostrifosfato). La
muestra se enfrié durante un minuto en hielo y se afiadi6 el volumen necesario de
tampon, DTT (ditiotreitol), RNase OUT (inhibidor de las RNasas), MgCl, y enzima
retrotranscriptasa (a las concentraciones recomendadas por el fabricante) hasta
completar 20 pL. La sintesis de ADNc tuvo lugar a 50 °C durante 50 min, y se termino
incubando las muestras a 85 °C durante 5 min para desnaturalizar la enzima. Para

hidrolizar el ARN molde se utiliz6 RNasa H y se incub6 a 37 °C durante 20 min.
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4.4. Clonacion de las diferentes proteinas OVGPl vy
fragmentos

4.4.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

4.4.1.1. OVGP1 porcina

El ADNCc obtenido del oviducto porcino fue utilizado como molde para realizar
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el objetivo de amplificar la proteina
OVGPL1 porcina completa (pOVGP1) (nucledtidos 11-1594), incluyendo el péptido
sefial (aa 1-21) con dos cebadores disefiados para ello (pOVGP1F, pOVGP1R) (tabla
A4) cada uno de ellos conteniendo lugares de reconocimiento para las enzimas de

restriccion Kpnl y Munl respectivamente.

4.4.1.2. OVGP1 porcina truncada

A partir del ADNc obtenido de oviducto porcino también se amplificaron, por
medio de PCR, dos extremos N-terminales de pPOVGP1: pOVGP1AB (nucledtidos 752-
1453) y pOVGP1A (nucleédtidos 752-1426) con los cebadores que contenian un sitio de
restriccion Xhol (pOVGP1ABF, pOVGP1ABR, pOVGP1AF, pOVGP1AR). El objetivo
era deleccionar el extremo C-terminal de la proteina para estudiar su implicacion

fisioldgica.

4.4.1.3. OVGPL1 de coneja

Se utiliz6 el ADNc obtenido a partir de oviducto de coneja para amplificar la
proteina OVGP1 de coneja completa (rOVGP1) (nucle6tidos 12-1439), incluyendo el
péptido sefial (aa 1-21), con los cebadores (rOVGP1F, rOVGP1R) que contenian

secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol.

4.4.1.4. Fragmentos de OVGP1 porcina

El ADNCc obtenido a partir de oviducto porcino fue utilizado como molde para

amplificar el extremo C-terminal de pOVGP1: las regiones D y BD. La region D
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(mMBP-pOVGP1D) (nuclettidos 1454-1594) y la region BD (mMBP-pOVGP1BD)
(nucledtidos 1427-1594) fueron amplificadas utilizando cebadores con sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Notl y Xhol (mMBP-pOVGP1DF,
mMBP-pOVGP1DR, mMMBP-pOVGP1BDF y mMMBP-pOVGP1BDR).

4.4.1.5. Condiciones de amplificacion de PCR

Las condiciones empleadas para las amplificaciones por PCR a partir de 2 pL
del ADNCc obtenido se describen a continuacion. La mezcla de PCR contenia Phusion
HP buffer (Thermo Scientific, Rockford, EUA), 200 pM de mezcla de
desoxinucleotidos (dNTPs), 0.02 U/uL Phusion High-Fidelity DNA polymerase
(Thermo Scientific Rockford, EUA), 0.5 uM de los cebadores disefiados en cada caso y

H,O estéril libre de ADNasas y ARNasas hasta completar un volumen final de 50 pL.

Las amplificaciones se llevaron a cabo de la siguiente manera. Comenzamos con
una desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 30 segundos. Se repiti6 cada ciclo de PCR
32 veces Y éste constaba de tres pasos: desnaturalizacién a 98 °C durante 10 segundos,
30 segundo a la TM o6ptima segun el par de cebadores utilizados (tabla A4) y una
extension a 72 °C durante unos 20-35 segundos. Se realiz6 una extension final a 72 °C

durante 10 minutos.

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en el termociclador
Mastercycler® personal Thermal Cycler (Eppendorf®, Foster City).

4.4.2. Electroforesis en gel de agarosa

Para analizar el tamafio y la abundancia de los amplicones en cada reaccion de
PCR, se tomaron 4 uL de cada reaccion, se les afiadié tampon de carga 6X DNA
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EEUU) vy la mezcla se aplic6 en
geles de agarosa (Sigma, San Luis, MO, EEUU) de concentraciéon comprendida entre el
1yel 15 %. La electroforesis se llevd a cabo en tampdn de recorrido TAE (Tris
Acetate-EDTA buffer, Sigma, Madrid, Espafia) a 100 V, a temperatura ambiente y en

soporte horizontal.
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El resultado se visualizd mediante tincion del gel en un bafio de bromuro de
etidio (2 pg/mL).

El resto del volumen conteniendo el producto de la PCR, que se emplearia con
fines preparativos, se purificO con el kit DNA Clean and concentrator-5 (Zymo
Research, Irvine, CA, EEUU).

4.4.3. Digestion

Las digestiones preparativas con enzimas de restriccion previas a la clonacion
del producto amplificado se realizaron durante 1h a 37 °C empleando el 90 % del
volumen de la PCR, con el tampon suministrado por el proveedor y 1 unidad de cada
enzima de restriccion (endonucleasa) (Fermentas, San Leon-Rot, Alemania). Los
vectores de expresion en los cuales se relazarian las clonaciones fueron también
digeridos con las enzimas de restriccion adecuadas en cada caso siguiendo el mismo

protocolo de digestion.

Los fragmentos de ADN digeridos se purificaron con el kit DNA Clean and
concentrator-5 (Zymo Research, Irvine, EUA). Los vectores de expresion digeridos
fueron corridos en un gel de agarosa 1 % y purificados del gel con el kit QIAquick Gel
Extraction Kit Protocol (Quiagen, Austin, EUA) segun las instrucciones del proveedor.

4.4.4. Ligacién

Los productos de PCR correspondientes a pOVGP1 y rOVGP1 fueron ligados en
el vector de expresion pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen, Carlsbad, CA) (Fig. 7), previamente
digerido con Kpnl y Munl (pOVGP1) y Kpnl y Xhol (rOVGP1).

Los productos de PCR correspondientes a las dos regiones C-terminales de
pOVGP1 fueron ligados en pcDNA3 (+) (Invitrogen, Carlsbad, CA) (Fig. 7),
previamente digerido con Hindlll y Xhol. El vector pcDNA 3.1 (+), donde previamente
fue clonada pOVGP1, fue digerido con Kpnl y Hindlll para escindir la primera region
de pOVGP1 (nucleétidos 11-757). Esta primera region de pOVGPL1 fue subclonada en

pcDNA 3 (+), donde habian sido clonados los dos extremos C-terminales de la proteina.
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Las regiones D y BD de pOVGP1 fueron digeridas con Notl y Xhol y ligadas en
el vector de expresion de mamiferos pHLSEC 3 (derivado del vector pHLsec,
(Aricescu et al., 2006) aguas abajo y en el mismo marco de lectura que la proteina de
unién a maltosa (MBP, maltose binding protein) que contenia el vector, con la finalidad
de crear dos proteinas de fusion: D region+tMBP (mMBP-pOVGP1D) y BD
region+MBP (mMBP-pOVGP1BD). La proteina MBP contiene la secuencia sefial que
permite que las proteinas sean secretadas y ademas se ha descrito que estabiliza su
estructura sin que afecte a su actividad (Bokhove et al., 2016).

Las ligaciones se realizaron en un volumen final de 20 uL, con 30 ng de vector y
una proporcion molar de inserto/vector de 5:1, con 4 uL del tampdon 5X suministrado
con la ligasa T4 DNA ligase de Invitrogen (Carlsbad, CA) y 1 unidad de ésta durante 1h

a 25 °C. Posteriormente se procedi6 a inactivar la ligasa a 65 °C durante 10 min.

Para cada ligacion se realizd un control de recircularizacion del vector de
expresion empleado, en las mismas condiciones pero sin afadir inserto. Los productos
de la ligacion fueron purificados con el kit DNA Clean and concentrator-5 (Zymo
Research, Irvine, CA) antes de transformar bacterias competentes Escherichia coli de la
cepa DH5aF’ (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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Figura 7. Esquema de los vectores de expresion pcDNA 3 y pcDNA 3.1de Invitrogen.
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4.4.5. Transformacion de células competentes

Para la transformacion usamos las bacterias E. coli DHSoF’ (Library Efficiency
DH5a de Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) Para realizar la transformacion, a 25 uL de
bacterias se le afiadieron 2 pL (10 ng) de las mezclas de ligacion (incluyendo un control
de transformacion con 1 ng de vector circular). Los tubos se mantuvieron 30 min en
hielo y a continuacién los tubos se incubaron 45 segundos a 42 °C para provocar un
choque térmico, y se enfriaron rapidamente en hielo durante 2 min. Para recuperar las
bacterias, se les afiadio 500 uL de medio SOC (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y se
incubaron 1 h a 37 °C con agitacion muy suave.

Tras esta incubacion, se sembraron distintas diluciones de las bacterias en placas
Petri con LB-agar (Pronadisa, Madrid, Espafia) y ampicilina (A0166 Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) como marcador de seleccion. Las placas se dejaron crecer toda la

noche en un incubador a 37 °C.

Los vectores de expresion utilizados contienen un gen de resistencia a
ampicilina, de manera que al crecer las bacterias en un medio con este antibidtico
seleccionamos las bacterias que han incorporado el plasmido con el gen de resistencia y
el gen de interés.

4.4.6. Seleccidon de recombinantes

Tras el experimento de clonacion se seleccionaron varias colonias. Las colonias
se inocularon en 4 ml de medio SOB (Pronadisa, Madrid, Espafia) con ampicilina y se
crecieron los minicultivos a 37 °C con agitacion vigorosa (250-300 rpm) durante 16
horas. A continuacién, se aislaron los plasmidos mediante el uso del kit "Gen Elute HP
Plasmid Miniprep Kit" (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) que esta basado en el método
de lisis alcalina de las bacterias y una posterior purificacion del plasmido.

Los plasmidos obtenidos fueron analizados por restriccion para elegir los clones
positivos y las colonias de interés se conservaron en criotubos a -80 °C en 20 % de

glicerol.
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4.4.7. Secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados o

clonados

La identidad de todos los productos clonados fue verificada por secuenciacion
automatica completa de ambas cadenas realizada en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales (SACE) de la

Universidad de Murcia.

4.5. Andlisis de la expresion de las proteinas y los fragmentos
de OVGP1

4.5.1. Cultivo de células

4.5.1.1. Cultivo de células CHO (Ovario de Hamster Chino)

La linea celular de ovario de hamster chino (CHO) (ECACC, The European
Collection of Cell Culture) se cultivaré en medio F-12 (Biowest, Nuaillé, Francia)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) inactivado al 10 % (Gibco BRL-Life
Technologies, Gaithersburg, MD, EEUU). 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL
estreptomicina. Las células se sembraron en frascos de cultivo (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, EEUU) de 75 cm? y con una capacidad para una densidad

celular de aproximadamente 16 x 10° células/frasco.

Los frascos con la suspension celular se cultivaron en un incubador
ThermoQuest Inco 2 Memmert (Germany) a 37 °C, 5 % CO, y 95 % de humedad.

45.1.2. Cultivo de células HEK 293T (Embrionarias de Rifion
Humano)

Otra de las lineas celulares empleada en este trabajo, fue la linea célular
embrionaria de rifion humano, HEK 293T (ECACC, The European Collection of Cell
Culture) (proporcionada por el Dr. Luca Jovine de Karolinska Institutet, Estocolmo,

Suecia.
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El medio de cultivo celular empleado fue DMEM enriquecido con un 10 % de
suero bovino fetal (SBF) y 4 mM de glutamina. EI medio DMEM, el SBF, la glutamina
y la tripsina fueron suministrados por Gibco BRL-Life Technologies (Gaithersburg,
MD, EEUU).

El crecimiento de las células tuvo lugar en un incubador ThermoQuest Inco 2
Memmert (Germany) a 37 °C, en una atmdsfera con 95 % de humedad y con un 5 % de
CO,. Los cultivos celulares se realizaron en distintos tipos de frascos o placas

dependiendo del experimento.

4.5.2. Expresion de proteinas recombinantes

4.5.2.1. Expresion de las proteinas pOVGP1, pOVGP1AB Yy rOVGP1
en células HEK 293T

Se procedié a expresar las proteinas OVGP1 porcina completa (pOVGP1) y
truncada en su region D (pOVGP1AB) y la proteina OVGP1 de coneja (rOVGP1) en la
linea celular HEK 293T (derivadas de células embrionarias de rifidn humano) en la cual
se realizaron transfecciones transitorias con polietilenimina (PEI) (Polyethylenimine,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU).

Las células fueron crecidas utilizando Corning® Roller Bottles (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EEUU), dénde las células crecen adheridas a las paredes del frasco, el cual
se encuentra en constante movimiento, bafiadas por medio de cultivo. Durante las
primeras 24 h, las células son crecidas a una velocidad de rotacion de 0.3 rpm y las
siguientes 24-48 h a 0.5-0.6 rpm. Las células fueron crecidas durante 48-72 horas hasta
alcanzar el 80-90 % de confluencia en medio DMEM suplementado a 37 °C, 5 % CO, y
95 % de humedad relativa. En ese momento se realizo la transfeccion transitoria de las
células con los vectores de expresion que contienen las secuencias codificantes para
pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1.

Para ello, se diluyé 0,5 mg del vector de expresion en 50 mL de medio DMEM
(Gibco BRL-Life Technologies, Gaithersburg, MD, EEUU) libre de suero
suplementado con 4 mM de glutamina. A la mezcla se le afiade 1 mg de PEI. Se mezcla
bien y se incuba 10 min a temperatura ambiente. Se cambia el medio a las células

crecidas en los Corning® Roller Bottles y se les afiade 200 mL de medio DMEM libre

92



IV. Materiales y métodos

de suero con 4 mM de glutamina y los 50 mL de la mezcla que contiene el vector de
expresion y PEI. Se dejaron crecer las células con una velocidad de rotacion de 0.9-1
rpm hasta las 72-94 h, cuando la concentracion de glucosa del medio era limitante para
el optimo crecimiento celular (menor de 10 mM/L). Se procedio a recoger el medio

donde las células habrian secretado las proteinas.

4.5.2.1.1 Purificacion de las proteinas pOVGP1, pOVGP1AB Yy rOVGP1
expresadas en células HEK 293T

72 horas después de la transfeccion se recogid el medio de crecimiento celular,
se centrifugd a 5000 xg a 4 °C durante 20 min en una centrifuga Avanti-J25 (Beckman
coulter, Brea, CA, EEUU) vy se filtrd utilizando filtros de 1.2, 0.8 y 0.2 um de tamafio
de poro (Supor® Membrane Disc Filters. Pall Life Sciences, Medicon Village AB,
Suecia). Con el resultante de la filtracion se procedio a realizar una cromatografia de
afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) utilizando bolas de niquel, ya que
las proteinas recombinantes llevan fusionado un “tag” o etiqueta de poli-histidina

formado por seis residuos de histidinas, en el extremo carboxilo terminal.

El medio de crecimiento celular filtrado fue incubado durante toda la noche con
las bolas de niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden, Alemania) a 4 °C y 10 mM
imidazol, 20 MM HEPES y 150 mM NaCl a pH 7,8.

Al dia siguiente, las bolas de niquel fueron lavadas con tampén de lavado (10
mM imidazol, 20 mM HEPES, 150 mM NaCl pH 7,8 filtrado con filtro de 0.2 um de
tamafio de poro) tres veces y eluidas en 500 mM imidazol, 20 mM HEPES, 150 mM
NaCl a pH 7,8. Se concentro el eluido utilizando filtros de centrifuga con membranas de
corte de peso molecular de 30 kDa y volumen maximo de 5 mL (Millipore Corporation,
Darmstadt, Alemania) centrifugando a 4000 xg y 4 °C en una centrifuga Labofuge 400R
(Heraeus, Alemania). Mediante dialisis se realizO un intercambio de tampones,
obteniendo la proteina en 150 mM Tris HCI, 200 mM NaCl y 10 % glicerol. Tras medir
la concentracion total de proteinas de las muestras, éstas fueron sometidas a una
congelacién rapida en nitrogeno liquido y almacenadas a -80 °C a la espera de ser
utilizadas en estudios fisiologicos para determinar la funcion y mecanismo de accion de

las mismas.
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4.5.2.1.2 Medida de la concentracion de proteina

Para calcular la concentracion de proteina total de las muestras purificadas nos
basamos en la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en el ultravioleta
(UV). Las bandas de absorcion de proteinas mas significativas se encuentra en el
intervalo de longitud de onda entre 230 y 300 nm. En este rango absorben las cadenas
laterales de los aminoacidos aromaéticos (el triptéfano y la tirosina, y en menor grado la
fenilalanina), la histidina y la cistina. Los amino&cidos aromaticos absorben en 260-290
nm. La tirosina presenta un maximo a 275 nm con un hombro a 285 nm. El tript6fano
agrupa al menos tres bandas diferentes bajo el espectro centrado a 280 nm. También

presenta bandas en la zona del UV lejano.

La cistina estd formada por la union por medio de un puente disulfuro de dos
cisteinas. Presenta una banda centrada a 250 nm, pero apenas se puede considerar, ya
que es muy débil y el porcentaje relativo de puentes disulfuro es muy pequefio en una

proteina.

Aplicamos la Ley de Lambert-Beer que relaciona la intensidad de luz entrante en
un medio con la intensidad saliente después de que en dicho medio se produzca
absorcion. Esta ley establece que la absorbancia esta directamente relacionada con las
propiedades intrinsecas del analito, con su concentracion y con la longitud de la

trayectoria del haz de radiacion al atravesar la muestra.
La expresion matematica simplificada de la ley de Lambert-Beer es:
A=C.=.L
donde:
A = Absorbancia de la muestra
C = Concentracion del cromoforo
L = Longitud del paso Optico que contiene la muestra

== Coeficiente de extincion molar. Es una medida de la cantidad de luz absorbida por
unidad de concentracion. Depende del cromoforo en si mismo, de la hy de las

condiciones de medida (pH, T...). La unidad de medida es concentracién™ longitud™.
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Para determinar la absorbancia de la muestra a 280 nm se utilizd un lector de

microplata y software Tecan i-control (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)

El coeficiente de extincion molar (=) de cada proteina se calculd utilizando el

recurso informatico “EXPASy ProtParam tool” ( http://web.expasy.org/protparam/).

4.5.2.2. Expresion de proteinas y fragmentos de OVGPL1 en células
CHO

pOVGP1, rOVGP1l, pOVGPlaB, pOVGPlA y los fragmentos mMBP-
pOVGP1D y mMBP-pOVGP1BD de pOVGP1 fueron expresados en la linea celular
CHO. Las transfecciones transitorias se llevaron a cabo usando el reactivo X-tremeGene
HP (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EEUU) siguiendo el protocolo del

fabricante.

Las células CHO fueron crecidas en placas de seis pocillos durante 24 horas (37
°C, 5 % CO, y 95 % de humedad) hasta alcanzar una confluencia de 70-80 % en medio
F-12 suplementado. Para realizar la transfeccién se utilizé6 medio Opti-MEM reduced-
serum medium (Gibco BRL-Life Technologies, Gaithersburg, MD, EEUU).

El ADN (2 pg/pocillo) y el producto de transfeccion (4 pL/pocillo) se diluyen en
un volumen final de 200 pL de medio Opti-MEM sin suero y se incuba durante 15 min
a temperatura ambiente. A continuacion, se afiaden los 200 pL de la mezcla anterior a
cada pocillo que contiene 1800 puL de medio Opti-MEM. No se afiaden antibiéticos
durante la transfeccion, ya que pueden provocar la muerte de las células. Transcurridas
6 horas, el medio de las células es sustituido por Opti-MEM sin suero ni antibiéticos. El
medio secretado por las células fue recogido a las 48-72 horas, fue centrifugado a 280
xg durante 10 min a 4°C en una centrifuga Labofuge 400R (Heraeus, Alemania), para
retirar los restos celulares y las células muertas. Posteriormente, se concentré 100X
utilizando filtros de centrifuga con membranas de corte de peso molecular de 10 y 30
kDa y volumen maximo de 5 mL (Millipore Corporation, Millipore, Darmstadt,
Alemania) centrifugando a 4000 xg y 4 °C. Al sobrenadante del cultivo celular
concentrado se le hizo un intercambio de buffers, obteniendo las proteinas en 150 mM
Tris HCI, 200 mM NaCl y 10 % glicerol. La muestra se alicuoto y congel6 a -20 °C

hasta su utilizacion.
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45.2.2.1. Creacion de lineas celulares CHO transfectadas de manera
estable

Las células CHO transfectadas de manera transitoria con pOVGP1, rOVGP1,
pOVGP1AB y pOVGP1A utilizando el reactivo X-tremeGene HP, fueron levantadas de
la placa de 6 pocillos y traspasadas a placas Biolite 100 mm tissue culture dish (Thermo
Scientific, Rockford, IL, EEUU) donde se crecieron en medio F-12 suplementado con
suero fetal bovino (SFB) inactivado al 10 % (Gibco BRL-Life Technologies.
Gaithersburg, MD, EEUU), 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL estreptomicina. Al
medio de cultivo se le afiadio geneticina (Geneticin®, G-418 Sulfate, Gibco BRL-Life
Technologies. Gaithersburg, MD) a una concentracion final de 200 pg/mL como agente
de seleccion. Los vectores pcDNA 3 y pcDNA 3.1 poseen un gen de resistencia a
geneticina responsable de que las células transfectadas que hayan incorporado el vector
transfectado en su ADN gendmico sean inmunes a la accion de la geneticina y

sobrevivan. Las demés células moriran.

Las células fueron crecidas en las placas cambidndoles el medio, siempre
conteniendo geneticina, cada 48 horas hasta que se apreciaron colonias individualizadas.
10 colonias de cada transfeccion fueron picadas y crecidas de manera independiente, en

pocillos de placas de 24 pocillos.

El medio de crecimiento de cada uno de los pocillos fue analizado por medio de
electroforesis en SDS-PAGE y Western-blot para seleccionar las colonias que, teniendo
un crecimiento adecuado, secretaban mas cantidad de proteina. Estas colonias
seleccionadas fueron congeladas en SBF y dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% hasta su
uso para expresar las proteinas pPOVGP1, rOVGP1, pOVGP1AB y pOVGP1A.

4.6. Caracterizacion bioquimica de las glicoproteinas
recombinantes: pOVGP1, rOVGP1, pOVGP1AB, pPOVGP1AYy
los fragmentos mMMBP-pOVGP1D y mMBP-pOVGP1BD de
pOVGP1.

Para determinar la presencia y el peso molecular de las proteinas recombinantes
expresadas tanto en células CHO como en HEK, se realizo una electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), transferencia a

membrana e inmunodeteccion de las mismas mediante anticuerpos (Western-blot).
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4.6.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE)

Las electroforesis se realizaron con el sistema XCell SureLock® Mini-cell
(Invitrogen™., Carlsbad, CA, EEUU). Los geles utilizados eran del 4-12 % de
poliacrilamida NUPAGE® Novex® 4-12 % Bis-Tris de 1mm (Novex®. Carlsbad, CA,
EEUU). Las muestras fueron preparadas en el tampdn de carga para electroforesis SDS
Sample Buffer (4X) (Novagen®. Madison, EUA). Posteriormente fueron incubadas en
un termobloque a 95 °C durante 10 min para su desnaturalizacion. En la cubeta de
electroforesis se colocaron los geles y el tampon de recorrido (tabla A5). Las muestras
fueron cargadas en los geles junto al marcador de proteinas estandar Precision Plus
Protein™ (Bio-rad. Hercules, CA, EEUU). Las condiciones de la electroforesis fueron
150 V durante 60-90 min.

En este punto, algunos geles fueron utilizados para transferir las proteinas a
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P (Millipore. Billerica,

EUA) y continuar con un Western-blot y otros fueron tefiidos con azul coomasie.

4.6.2. Tincion con azul de coomasie

Tras el SDS-PAGE, los geles fueron sumergidos en una tincién que contenia
azul de coomasie (PageBlue Protein Stainig, Thermo Scientific. Rockford, IL, EEUU)
durante 1h a temperatura ambiente y agitacion. Tras la incubacién, se procedio a lavar
los geles en agua ultrapura durante 2h a temperatura ambiente y agitacion, cambiando el
agua siempre que fuera necesario, para la identificacion no especifica de proteinas

totales de la muestra.

4.6.3. Western-blot

4.6.3.1. Transferencia a membrana

La transferencia de proteinas desde el gel de poliacrilamida a membrana de
PVDF (Millipore, Billerica, EUA) se realiz6 en un sistema de transferencia humedo,

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas fueron activadas con metanol
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durante 30 segundos Yy lavadas en tampon de transferencia (tabla A6). Las condiciones

de transferencia fueron 30 V durante 60 minutos.

Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con una solucion tamponada
de Tris con 0.05 % de Tween® 20 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) (TBST) (tabla A7)
conteniendo 1 % de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Madrid, Esparfia)

durante 60 min a temperatura ambiente.

4.6.3.2. Inmunodeteccion en membrana

Se incub6 la membrana bloqueada, con el anticuerpo primario correspondiente
en cada caso (tabla A8), a una dilucion 1:1000 en TBST 1 % BSA durante toda la
noche a 4 °C en agitacion. Se utilizaron dos anticuerpos primarios: un anticuerpo
monoclonal hecho en raton que reconocia la cola de histidinas de las proteinas
recombinantes (Qiagen, Hilden, Alemania) a una dilucion 1:2000 y un anticuerpo
policlonal hecho en conejo especifico contra OVGP1 (Abcam, Cambridge, Gran
Bretafia) a una dilucion 1:10000.

Se procedi6 a realizar 3 lavados de 10 min cada uno de ellos con TBST antes de
incubar con el anticuerpo secundario durante 60 min a temperatura ambiente y
agitacion. Los anticuerpos secundarios utilizados (tabla A8) fueron: un anticuerpo anti-
conejo hecho en cabra HRP (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Alemania) a la
dilucion 1:40000 y un anticuerpo anti-ratbn hecho en cabra HRP (Chemicon
International, Billerica, MA, EEUU) a una dilucién 1:5000.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal hecho en ratén anti-p-actina conjugado con
HRP (Abcam, Cambridge, Gran Bretafia) a una dilucién 1:5000, como control de carga

para poder normalizar los resultados obtenidos.

La visualizacion de las bandas se realizd mediante incubacion de la membrana
con el reactivo Pierce ECL Western-blotting Substrate (Polysciences. Eppelheim,
Alemania) y revelado en el equipo ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare
Buckinghamshire, Reino Unido) del Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales
(SACE) de la Universidad de Murcia. Las imagenes fueron obtenidas con el software

ImageQuant™ (GE Healthcare Buckinghamshire, Reino Unido).
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4.7. Calculo de la concentracion de pOVGP1, pOVGP1AB vy
rOvGP1

Con el objetivo de confirmar los resultados de concentracion obtenidos al medir
la absorbancia a 280 nm de las muestras (de las proteinas pOVGP1, pOVGP1AB y
rOVGPlexpresadas en células HEK), se utilizd el software Image Studio Digits (LI-
COR Biotechnology, Cambridge, Reino Unido). Mediante este programa se calculo la
concentracion de proteina sobre la imagen obtenida del Western-blot de dichas

proteinas, y otras de concentracion conocida que se usaron como patron.

4.8. Analisis de la glicosilacion: tratamiento con N-
GLICOSIDASA F.

Para analizar el patron de N-glicosilacion se realizd una deglicosilacion
enzimatica utilizando N-glicosidasa F, enzima también conocida como PNGasa F
(Roche, Mannheim, Alemania) de las proteinas purificadas pOVGP1, pOVGP1AB y
rOVGPL. Esta enzima es una amidasa que corta las cadenas N glicosiladas de las
glicoproteinas entre el aminoacido asparagina y el residuo glucidico N-
acetilglucosamina (N-acetil-p-D-glucosamina, GICNAC), excepto cuando el residuo de
GIcNAc estd unido a un residuo de al-3 Fucosa (modificacion que se encuentra

comunmente en glicoproteinas de plantas y algunos insectos).

Para este ensayo 8-10 pg de proteina recombinante fue diluido en 5 pL de
tampon fosfato 150 mM pH 7,5 que contenia 30 mM EDTA y 0,3 % de SDS. Esta
dilucion fue incubada en un bafio con agua hirviendo durante 5 minutos para desplegar
la glicoproteina y favorecer la digestion por la enzima. Una vez enfriada la muestra fue
incubada con 4 Ul de N-glicosidasa F en un bafio durante 16 h a 37 °C. Finalizado el
proceso de incubacion, se procedid a desactivar la enzima hirviendo las muestras

durante 5 minutos.

Las muestras fueron caracterizadas mediante SDS-PAGE y Western-blot.
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4.9. Incubacion de ovocitos con proteinas recombinantes

4.9.1. Incubacion

Los CCOs tubéricos de raton fueron decumulados usando hialuronidasa (1
mg/mL) y lavados posteriormente varias veces en DPBS-PVA-RF.

Los ovocitos MIV de las especies bovina y porcina fueron decumulados
mecénicamente con una pipeta automatica y lavados varias veces en DPBS- PVA-RF.

Los ovocitos MIV porcinos y bovinos y los ovocitos de raton fueron incubados
con pOVGPly rOVGPL.

pOVGP1AB, pOVGP1A, mMBP-pOVGP1D y mMBP-pOVGP1BD fueron

utilizadas para incubar ovocitos porcinos MIV.

Todos los ovocitos se incubaron en gotas de 25-50 pL de la dilucion de la
proteina requerida en cada caso, en placas cubiertas con aceite mineral que se
mantuvieron a 38,5 °C bajo 5 % de CO,y al 100 % de humedad durante 60 minutos. En
el caso de estudio de la endocitosis de OVGP1p, los tiempos de incubacién de los

ovocitos MIV porcinos en esta proteina fueron de 15 min, 30 min y 60 min.

En cada experiencia se usé también un grupo control en el que los ovocitos se
trataron con medio de crecimiento de celulas no transfectadas, o con mMBP en el caso
de mMMBP-pOVGP1D y mMBP-pOVGP1BD, en las mismas condiciones de incubacion

que los demas grupos experimentales.

Los ovocitos incubados se utilizaron para analizar la afinidad de las diferentes
proteinas recombinantes producidas por la ZP y su efecto mediante analisis utilizando
fecundacién in vitro (FIV), resistencia a la degradacion proteolitica de ZP, microscopia
confocal, microscopia electronica de transmision y electroforesis en SDS-PAGE y
Western-blot.
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4.9.2. Lisado de ovocitos porcinos MIV previamente incubados

con proteinas OVGP1 recombinantes

Ovaocitos porcinos MIV previamente incubados con pOVGP1, pOVGP1AB y
rOVGP1 a 125 pg/mL a 38,5 °C durante 60 min, fueron lisados sometiéndolos a 98 °C
durante 10 min en tampdn de carga para electroforesis SDS Sample Buffer (4X)
(Novagen®, Madison, EUA) antes de ser cargados en el gel de poliacrilamida para
llevar a cabo una separacion de proteinas por electroforesis en SDS-PAGE y Western-
blot.

4.10. Digestion de la zona pellcida

El estudio de la resistencia proteolitica de la ZP consistié en analizar el tiempo
que tarda la ZP de los ovocitos en digerirse en una solucion de pronasa al 0,5 % (p/v)
(Protease from Streptomyces griseus, P8811 Sigma, Madrid, Espafia) en PBS sin Ca* ni
Mg®* (Coy et al., 2002) a 37 °C.

Para conocer el tiempo de digestion de la ZP de los ovocitos no tratados y los
tratados con las diferentes proteinas recombinantes, los ovocitos se sacaron del
correspondiente tratamiento, se lavaron rapidamente en DPBS-PVA-RF y se

introdujeron en gotas de 50 uL de la solucion de pronasa al 0,5 % (p/v).

El proceso de disolucion de las ZPs fue continuamente revisado bajo un
estereomicroscopio con una platina calefactora a 38 °C y se fue anotando el tiempo de
disolucién de cada ZP (tiempo en el que deja de verse por completo la ZP, Fig. 8) al

cual nos referiremos como tiempo de digestion de la ZP.
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150 pm

Figura 8. Ovocitos porcinos madurados in vitro. Ovocitos donde se aprecia la ZP (izquierda)
y sin ZP (derecha)

4.11. Sistema porcino

4.11.1. Procesado del semen porcino

Los espermatozoides utilizados fueron obtenidos a partir de dosis de
inseminacién de cerdos de fertilidad probada provenientes del Centro de Inseminacion
La Esperanza - CEFUSA (Pliego, Murcia, Espafa). EI semen se centrifugd a 300 xg en
una centrifuga Heraeus® modelo Labofuge 400e (Heraeus Holding, Hanau, Alemania)
durante 10 minutos a 25 °C para concentrarlo y asi eliminar el plasma seminal y la
fraccion de bajo contenido en espermatozoides. Tras descartar la mayor parte del
sobrenadante, se deposité 0,5 mL de muestra seminal en un tubo Falcon sobre un
gradiente de densidad (Percoll®; GE Helthcare, Piscataway, EEUU) de 90 % y 45 %
(Parrish et al., 1995), obtenido éste a partir de la dilucidn 1:1 de la solucién de 90 % y
BTS (Beltsville Thawing Solution) precalentado a 37 °C. La composicion de BTS y
Percoll® aparece reflejada en las tablas A9 y A10, respectivamente. Después, se
centrifugaron los tubos a 700 xg durante 30 minutos en una centrifuga Heraeus®
modelo Labofuge 400e y sin freno en la centrifuga. El sobrenadante se elimin6 y como
precipitado quedaron los espermatozoides seleccionados capaces de atravesar el

gradiente de densidad.
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Mas tarde se procedid a la resuspension de los espermatozoides en el medio
TALP empleado para FIV (composicién de medio TALP en la tabla Al1l. Se realizo
otro ciclo de centrifugacion, a 700 xg durante 10 minutos en la centrifuga Heraeus®

modelo Labofuge 400e.

Una vez terminado el procesado de los espermatozoides, se calculd la
concentracion espermatica final mediante un analizador automatico Spermacue®
(Minitlb-Ibérica, Tarragona, Espafia). Finalmente, se ajustd la concentracion a la

deseada para su uso en FIV.

4.11.2. Fecundacion in vitro (FIV) porcina

Los CCOs madurados in vitro fueron parcialmente decumulados (eliminacion de
las células del cimulo) con una micropipeta automatica en los pocillos que contenian
NCSU-37. Tras dos lavados en medio de fecundacion TALP, fueron pasados en grupos

de 50 ovocitos a microgotas de 25 pL de medio TALP.

A la microgota de 25 pL que contenia los ovocitos MIV se le afiadié 475 pL de
la solucion que contenia los espermatozoides, quedando un volumen final de 500 pL y

una concentracion final de inseminacion de 10,000 espermatozoides/mL.

Tres horas mas tarde los cigotos putativos fueron lavados en medio TALP y
fueron transferidos a 500 uL de medio TALP fresco 15 horas mas, momento en que

fueron fijados y tefiidos para evaluar los resultados de la FIV.

Todo ello se realizd en unas condiciones controladas de 38,5 °C bajo 5 % CO,y
al 95 % de humedad.

4.11.2.1. FIV en presencia de pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1

Antes de realizar la FIV, se procedié a incubar los ovocitos porcinos MIV
presentes en grupos de 50 en las microgotas. Estas microgotas contenian 25 L de la
proteina recombinante correspondiente diluida en TALP (pOVGP1: 250 pg/mL,
pOVGP1AB: 250 pg/mL y rOVGP1: 50 pg/mL) y en 25 pL de TALP sin presencia de
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OVGP1 el grupo que actuaba como control. La incubacion se realizd durante 60 min a
38.5 °C.

Tras la incubacion, 475 uL de la solucién que contenia los espermatozoides
fueron afiadidos a la gota de incubacion de 25 pL que contenia los ovocitos MIV,
quedando un volumen final de 500 pL, una concentracion final de inseminacion de
10,000 espermatozoides/mL y una concentracion de proteinas recombinantes de
pOVGP1: 12,5 pg/mL, pOVGP1AB: 12,5 pug/mL, rOVGP1: 2,5 pg/mL.

Después de tres horas, los cigotos putativos fueron lavados en medio TALP y
transferidos a 500 pL de medio TALP fresco sin presencia de proteinas OVGP1, dénde
se incubaron durante 15 horas mas. Posteriormente fueron fijados y tefiidos para evaluar

los resultados de la FIV.

4.11.2.2. Evaluacion de la FIV

Dieciocho horas después de la FIV, se evaluaron los resultados obtenidos. Para
ello, se realizo la fijacion y tincion de los ovocitos fecundados/zigotos y se observaron
en un microscopio de epifluorescencia Leica® modelo DMLS (Barcelona, Espafia).

Los zigotos putativos se transfirieron a otra placa de pocillos que contenia una
mezcla de glutaraldehido (Serva, Heidelberg, Alemania) al 0,5 % para fijarlos durante
30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron en PBS, y se
transfirieron a 500 puL de solucion colorante 1% Hoechst® 33342 (Sigma, Madiri,
Espafia) en PBS incubandose a 4 °C durante 15 minutos en oscuridad.

Pasado este tiempo, los ovocitos se lavaron de nuevo en PBS durante 5 minutos
para quitar el exceso de colorante. Se afadié una gotita de medio de montaje
(PBS:glicerol (Sigma 5150, Madrid, Espafia):Hoechst® stock en proporcion 1:1:1) en
un portaobjetos y se transfirieron los ovocitos dentro de la gota de medio de montaje. Se
cubrio la gota cuidadosamente con un cubreobjetos y se sell6 la preparacion con laca de
ufias. Las muestras se guardaron en oscuridad y a 4 °C para que conservasen la
fluorescencia hasta el momento de su evaluacién bajo el microscopio de

epifluorescencia.

Se determiné:
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- Porcentaje de ovocitos penetrados (Penetracion): numero de ovocitos, por cada 100
ovocitos maduros en MII, que presenta al menos un espermatozoide en el interior del

ooplasma.

- Porcentaje de monospermia (Monospermia): nimero de ovocitos, por cada 100
ovocitos penetrados, que presenta un unico espermatozoide (en forma descondensada o

de pronucleo) en el citoplasma ovocitario.

- Numero medio de espermatozoides adheridos a la ZP del ovocito

(Espermatozoides/ZP) tras el lavado.

4.11.2.3. Anélisis estadisticos

Las variables de los resultados de la FIV y del endurecimiento de la ZP frente a
la digestion proteolitica se expresan como media + error estandar (SEM). Se analizaron
los datos obtenidos con el programa SPSS versién 19.0 para Windows (SPSS Inc.
Chicago, Illinois, EEUU). Se aplico un analisis de la varianza (ANOVA) de una via. Se
consider6 P<0.05 como valor limite de corte para identificar las diferencias
significativas. Cuando éstas fueron identificadas, se realizd un Test de Tukey para

determinar las diferencias entre grupos.

4.12. Sistema bovino

4.12.1. Procesado del semen bovino

Se utilizaron pajuelas congeladas de semen bovino, que fueron descongeladas a
37 °C en un bafio de agua durante 1 min y centrifugadas 5 min a 290 xg a través de un
gradiente de Bovipure (Nidacon Laboratories AB, Géthenborg, Suecia) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. El gradiente estaba formado por 1 mL al 40 % y 1
mL al 80 %.

Tras la centrifugacion, el pellet fue aislado y lavado en 3 mL de medio de lavado
Boviwash (Nidacon Laboratories AB, Gothenborg, Suecia) por centrifugacion a 290 xg
durante 5 min. El pellet fue resuspendido en 300 pL de medio Boviwash y ajustado a

una concentracion adecuada para la realizacion de la FIV
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4.12.2. FIV bovina

Los gametos fueron coincubados en gotas de 100 pL de medio de fecundacion
en grupos de 50 CCO por gota y una concentracién de espermatozoides de 1 x 10°

espermatozoides/mL, en una atmosfera de 38,5 °C bajo 5 % CO,y al 95 % de humedad.

El medio de fecundacion utilizado fue Tyrode's suplementado como se indica
en la tabla Al12.

Dependiendo del grupo experimental (Fig. 9), el medio de FIV utilizado fue
suplementado con 10 0 50 pg/mL de OVGP1 recombinante porcina pOVGP1).

4.12.3. Cultivo embrionario in vitro (CIV) bovino

A las 20 horas después de la FIV, los cigotos putativos fueron decumulados
utilizando el vortex durante 3 min. Una vez decumulados, fueron cultivados en grupos
de 25 en gotas de 25 pL de Fluido oviductal sintético (FOS) (Holm et al., 1999)
suplementado segin se muestra en la tabla A13. El cutivo se realiz6 bajo aceite mineral
a38.5°C, 5% CO,, 5% O, and 90 % N..

Dependiendo del grupo experimental (Fig. 9), el FOS fue suplementado con 10
pg/mL o 50 pg/mL de pOVGP1 hasta dia 3.5. A partir de ese momento y hasta dia 9,
todos los embriones fueron cultivados en SOF suplementado con 3 mg/mL de BSA.

4.12.4. Evaluacion del desarrollo embrionario bovino

La tasa de division embrionaria fue observada a dia 2 (48 h después de la FIV) y la

produccion de blastocistos fue evaluada a dia 7, 8 y 9 después de la FIV.

4.12.5. Evaluaciéon de la calidad embrionaria utilizando analisis

de expresion génica

Se realiz6 un andlisis de la calidad de embriones producidos estudiando los
genes relacionados con el metabolismo de la glucosa, con variaciones epigenéticas,

comunicacion celular, homeostasis del reticulo endoplasmatico y acuaporinas. La
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expresion génica se analizd en tres grupos de 10 blastocistos expandidos para cada uno
de los grupos experimentales. Estos blastocistos fueron recuperados del cultivo y

analizados en el dia 7 y dia 9 del desarrollo embrionario.

Se extrajo el ARNm de los blastocistos (Poly (A) ARN) utilizando Dynabeads ®
mRNA DIRECT™ Micro Kit (Ambion®, Thermo Fisher Scientific Inc., Oslo,
Noruega) siguiendo las instrucciones del fabricante, con alguna pequefia modificacién
(Bermejo-Alvarez et al., 2008). Tras incubar la muestra 10 min en buffer de lisis con las
Dynabeads, se extrajo el ARNm (poly (A) ARN) unido a las Dynabeads tras dos
lavados eluyendo con Tris-HCI. Inmediatamente después de la extraccion, se llevo a
cabo la retrotranscripcién siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Epicentre
Technologies Corp., Madison, EEUU) utilizando cebadores poli-T, cebadores al azar y
la transcriptasa MMLYV High Performance Reverse Transcriptase enzyme (tebu-bio (sp),
Barcelona, Espafia) en un volumen total de 40 pl. Los tubos se calentaron 70 °C durante
5 min para desnaturalizar la estructura secundaria del ARN tras lo que se completo6 la
mezcla de retrotranscripcion adicionando 50 unidades de la transcriptasa reversa.
Entonces se incub6 10 min a 25 °C para favorecer la union de los primers disefiados al
azar en la secuencia de ARN, seguido de 60 min a 37 °C para permitir la
retrotranscripcion del ARN en ADNc. Para finalizar, se utiliz6 una temperatura de 85 °C

durante 5 min para desnaturalizar la enzima.

Los primers se disefiaron utilizando el software Primer-BLAST software
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primersblast/) para abarcar limites exdn-exén cuando
fuera posible. Todas las reacciones de PCR cuantitativa (QPCR) se realizaron por
duplicado en el termociclador Rotorgene 6000 Real Time Cycler TM (Corbett Research,
Sydney, Australia) con la adicion de 2ul de cada muestra de ADNc obtenida en la
retrotranscripcion a la mezcla de PCR (GoTag® gPCR Master Mix, Promega
Corporation, Madison, EEUU) que contenia el primer especifico seleccionado para
amplificar: el factor activador de la transcripcion 4 (ATF4), transcrito 3 inducible por
dafio en el ADN (DDIT3), DNA (citosina-5-)-metiltransferasa 3 alfa (DNMT3A),
demetilasa especifica de lisina (K) 1A (KDM1A), desmocolina 2 (DSC2), proteina de
uniones gap alfa 1 (GJAL) (antigua CX43), receptor del factor de crecimiento 2 similar
a la insulina (IGF2R), acuaporina 3(AQP3) y familia de transportadores de soluto 2
(transportador de glucosa facilitado) miembro 1 (SCL2A1) (antiguo GLUT1).
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La secuencia de los primers y el tamafio aproximado de los fragmentos

amplificados de todos los transcritos se muestran en la tabla A14.

Las condiciones de las PCR llevadas a cabo fueron de 94 °C durante 3 min
seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 15 segundos, 56 °C durante 30 segundos, 72 °C
durante 10 segundos y 10 segundos de adquisicion por fluorescencia. Se testo cada par
de cebadores para alcanzar eficiencias cercanas a 1 y el método del ciclo umbral
comparativo (CT) se utilizé para cuantificar los niveles de expresién como describio
Schmittgen y colaboradores (Schmittgen et al., 2008). Con el objetivo de evitar
artefactos diméricos, la fluorescencia fue adquirida en cada ciclo a una mayor
temperatura que la temperatura de fusion de los dimeros de los primers (especificos para
cada producto, 80-86 °C). Para cada muestra se determind el ciclo umbral o el ciclo
durante la fase lineal logaritmica de la reaccion en la que la fluorescencia aparece
incrementada por encima del “ruido” de fondo. El valor de incremento de ACT se
determine sustrayendo el valor de los valores de CT del control endégeno utilizado (una
media de H2AZ y ACTB) para cada muestra con cada valor de CT del gen de la muestra.
El calculo de AACT involucrado utilizando el valor mas alto de ACT de muestra
utilizado (por ejemplo, la muestra con la menor expresion del blanco) como constante
para substraer de todos los demas los valores de ACT de las muestras. Los factores de

cambio en la expresion génica relativa del blanco se determinaron usando la ecuacion 2~
AACT

4.12.6. Diseino experimental

Se utilizaron dos concentraciones diferentes de OVGP1 recombinante porcina
(pOVGP1: 10 pg/mL y 50 pg/mL) para estudiar el efecto de la misma en la capacidad
de desarrollo y en la calidad de los blastocistos obtenidos. La suplementacion con
pOVGP1 se realizd a tres niveles: durante la FIV (dia 0), durante el desarrollo
embrionario (dia 1-dia 3.5) o durante ambos (dia 0-dia 3.5) (Fig. 9). Se realizaron tres

replicados de cada experimento.
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Efecto en FIV Efecto en CIV Efecto en FIV + CIV

MIV MIV MIV

DO FIV- FIV10 FIV 50 FIV - FIV- FIV10 FIV 50

D1-D3.5 CTV (SOF -) CIV- CIV10 CIV 50 CIV- CIV10 CIV 50
D3.5-D9 CIV (SOF +BSA) CIV (SOF +BSA) CIV (SOF +BSA)

Figura 9. Disefio experimental. Se evalu6 el efecto de la suplementacién con pOVGP1 a
tres niveles: durante la FIV (Dia 0) (Control, n= 141; FIV 10, n=189; FIV 50, n= 151), durante
el cultivo de embriones in vitro (CIV) (dia 1-dia 3.5) (Control, n= 141, CIV 10, n=147; CIV 50,
n= 150) y durante FIV y CIV (dia 0-dia 3.5) (Control, n=141, FIV+CIV 10, n= 194; FIV+CIV
50, n=201). Los valores 10 y 50 hacen referencia a la concentracion de pOVGP1 utilizada (10
pg/mL y 50 pg/mL). SOF=Fluido oviductal sintético, medio utilizado en el cultivo de
embriones bovinos, suplementado en algunos casos con BSA.

4.12.6.1. Efecto de la suplementacion durante FIV con 10 0 50 pg/mL
de pOVGPL1 en el desarrollo embrionario (dia 0)

Después de la MIV de los CCO bovinos, se realizé la FIV en tres grupos
experimentales: Sin suplementar (Control; n=141), suplementado con 10 pg/mL of
pOVGP1 (IVF 10; n=189) y suplementado con 50 pg/mL de pOVGP1 (IVF 50; n=151).
Entonces, los cigotos putativos resultados de la FIV fueron cultivados en FOS hasta dia
3.5, cuando todos los grupos fueron cambiados a FOS suplementado con 3mg/ml de
BSA.

4.12.6.2. Efecto de la suplementacion durante CIV con 10 o0 50 pug/mL
de pOVGPL1 en el desarrollo embrionario (dia 1- dia 3.5)

Los cigotos putativos fueron cultivados en FOS sin suplementar (Control; n= 141),
suplementados con 10 pg/mL (IVC 10; n=147) 0 50 pg/mL de pOVGP1 (IVC 50; n=150)
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hasta dia 3.5, cuando todos los grupos fueron cambiados a FOS suplementado con
3mg/ml de BSA.

4.12.6.3. Efecto de la suplementacion durante FIV y CIV con 10 o 50
png/mL de pOVGPL1 en el desarrollo embrionario (dia 0- dia 3.5)

Los CCO maduros fueron fecundados en tres grupos: No suplementado (Control;
n=141), suplementado con 10 pg/mL de pOVGP1 durante FIV y CIV (FIV+CIV 10; n=
194) 0 50 pg/mL de pOVGP1 durante FIV y CIV (FIV+CIV 50; n=201) hasta dia 3.5,

cuando todos los grupos fueron cambiados a FOS suplementado con 3mg/ml de BSA.
4.12.7. Andlisis estadisticos

Los anélisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SigmaStat
(Jandel Scientific, San Rafael, California, EEUU). La tasa de division, el rendimiento de
los blastocistos y la abundancia relativa de mARN fueron analizados utilizando una
ANOVA de una via. Los valores se consideraron significativamente diferentes cuando
p< 0.05.

4.13. Analisis inmunocitoquimicos

4.13.1. Microscopia Confocal

4.13.1.1. Fijacion

Los ovocitos, tras ser incubados con las proteinas correspondientes en cada caso,
se lavaron con PBS. Posteriormente se realizdé la fijacion con paraformaldehido
(Paraformaldehyde 16 % solution EM grade, Electron Microscopy Sciences, Hatfield,

PA) al 2 % diluido en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Como control fueron utilizados los ovocitos incubados con medio de
crecimiento de células sin transfectar y los ovocitos incubados con MBP en el caso de
incubacion con mMBP-pOVGP1D y mMBP-pOVGP1BD.
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4.13.1.2. Tincion inmunocitoquimica

Después de la fijacion, los ovocitos se incubaron 15 minutos con glicina 20 mM
en PBS para bloguear los grupos amino libres del paraformaldehido. Para la
observacion posterior de proteinas endocitadas por el ovocito, las células se
permeabilizaron con Tritén X-100 (Triton TM X-100, Sigma Aldrich, San Luis, MO,
EEUU) al 1 % en PBS a temperatura ambiente durante 5 min. Una vez realizada la
permeabilizacion, se procedié a la incubacion con el anticuerpo primario monoclonal
anti-Histidinas producido en ratén (Quiagen, Hilden, Germany) diluido 1:100 en PBS-
BSA 1 % durante 60 minutos. Se lavaron los ovocitos con PBS 3 veces durante 10
minutos cada vez y se afiadio el anticuerpo secundario anti raton Alexa Fluor® 488
producido en cabra (Life technologies, Waltham, MA, EEUU) diluido 2,5:100 en PBS-
BSA 1 %, durante otros 60 min. Tras la incubacidn, los ovocitos se lavaron 3 veces
durante 10 min cada vez con PBS. A continuacion, se montaron sobre un cubreobjetos
utilizando el adhesivo 25 pL Frames and coverslips (Thermo Scientific, Rockford, IL,
EEUU) para crear una camara en la que depositar una gota de PBS con los ovocitos. Se
procedid al sellado con el portaobjetos.

La conservacion de las muestras se realizd6 a 4 °C y oscuridad hasta su

observacion utilizando la microscopia confocal.

4.13.1.3. Adquisicion de Imagenes

Las imagenes fueron captadas mediante un microscopio de fluorescencia
confocal DM IRE2 (True Confocal Scanner TCS-SP2 de Leica Microsystems,
Barcelona, Espafia).

Las imégenes representan multiples series de cortes transversales en el eje Z,
adquiridos a intervalos de entre 0,1 y 0,5 um, desde el polo superior hasta el inferior de
la célula, o bien imagenes de una sola seccion en diferentes niveles del eje Z. Las
secciones se obtuvieron usando un objetivo de 20X, 40X o0 63X en aceite de inmersion,
con una apertura numerica nunca inferior a 0.9 ni superior a 1.2. Otro de los requisitos
importantes fue que la intensidad de fluorescencia del fondo fuera minima y la
intensidad de fluorescencia de la muestra no estuviera saturada. Para los estudios de

colocalizacion, la toma de las imagenes de una misma seccién marcada con diferentes
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anticuerpos o marcadores se realiz6 de manera secuencial para cada fluorocromo y
ambas iméagenes fueron adquiridas en condiciones espaciales idénticas para evitar el

fendmeno de cruce de sefiales.

4.13.1.4. Analisis de fluorescencia de la ZP

Se realiz6 un analisis de la fluorescencia detectada por medio de microscopia
confocal en los ovocitos porcinos MIV incubados con pOVGP1, pOVGP1AB vy
rOVGPL. Se realizaron medidas de fluorescencia media en ZP, espesor de ZP, y
proporcién de area reactiva respecto a area total de ZP.

El anélisis de imagenes se realiz6 utilizando Leica QWin Image analysis
software (Leica Microsystems, Barcelona, Espafia) con una evaluacion a ciegas del

grupo experimental.

4.13.2. Microscopia Electronica de Transmision

4.13.2.1. Fijacion

Los ovocitos de cerda incubados con pOVGP1 y pOVGP1AB durante 60 min
fueron lavados en PBS vy fijados con glutaraldehido (Serva, Heidelberg, Alemania) al
0,5 % en tampdn cacodilato 0,1 M a pH 7,4 durante 2 ha 4 °C.

4.13.2.2. Inclusién de ovocitos en LR-White

Después de un lavado abundante, los ovocitos fueron embebidos en agarosa
fundida a 37 °C. Las muestras se procesaron para su inclusion en la resina LR-White
(L.R.Embedding Media, Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Alemania) siguiendo
el procedimiento descrito previamente (Newman, 1999). Las muestras fueron sometidas
a una deshidratacion con etanol al 50 % durante 15 minutos y a continuacion dos
tiempos mas de 15 minutos con etanol al 70 %. Seguidamente, en ambiente oscuro se
pasaron a una solucién 2:1 (LR White: etanol 70 %) durante una hora. A continuacion

se pasaron las muestras en cuatro tiempos de 1, 1, 12 y 1 hora a solucién LR White pura
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respectivamente. Todos los pasos anteriores se hicieron en condiciones de agitacion

continua a temperatura ambiente y en oscuridad.

Tras este proceso, se depositaron en capsulas completamente llenas de resina LR
white pura. Se taparon con una laminilla y se dejaron polimerizar colocando los bloques
en la estufa a 50 °C durante 24 horas.

Tras la obtencion de los bloques de microscopia electrénica, se realizaron cortes
semifinos de 1 pm aproximadamente en un ultramicrotomo LKB Il1. Estos cortes fueron
tefiidos con azul de toluidina al 0,3 % en solucion acuosa. Tras la localizacion de los
ovocitos se procedio a la obtencidn de secciones ultrafinas (aproximadamente 50 nm) en
un ultramicrotomo (Microm) que fueron depositadas en rejillas de niquel de 100 y 150

mesh recubiertas con una pelicula de formvar (Sigma, Espafia).

4.13.2.3. Tincion inmunocitoquimica en rejillas

Las secciones ultrafinas fueron tefiidas mediante una técnica de flotacion. Este
método consiste en depositar las rejillas sobre unas gotas de los distintos tampones y
reactivos. Asi, en primer lugar los cortes ultrafinos fueron lavados durante 5 minutos en
PBS. Seguidamente, se pasé la rejilla en la misma posicion a una nueva gota para
realizar un bloqueo de la posible union inespecifica en PBS+1 % BSA durante 10
minutos. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo primario policlonal anti-OVGP1
producido en conejo (Abcam, Cambridge, Reino Unido) diluido en PBS+1% BSA
durante 60 minutos. Se lavo tres veces durante 5 minutos en PBS y se incubd con
proteina-A conjugada con oro coloidal de 15 nm (1:70 v/v) diluido en PBS+1 % BSA
durante 60 minutos. Nuevamente se lavd tres veces 5 minutos con PBS y con agua

bidestilada. Finalmente se dejaron las rejillas secar al aire.

Las secciones ultrafinas fueron contrastadas en gotas con acetato de uranilo
durante 8 minutos, tras ello fueron lavados con agua a chorro y secadas para colocarlos
en gotas de citrato de plomo durante 4 minutos. Para evitar la formacion de precipitados
de carbonato de plomo se realiza el contraste en un recipiente cerrado donde se
colocaron pastillas de NaOH préoximas a las rejillas para retener el CO,. Finalmente, las

rejillas fueron lavadas a chorro con agua ultrapura, secadas y guardadas hasta su
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observacién en el microscopio electronico de transmision Jeol JEL-1011 Transmission

Electron Microscope (Jeol, Tokyo, Japan).
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5.1. Clonacion de las proteinas OVGPL1 y sus regiones

5.1.1. Clonacion de pOVGPL1, rOVGP1, pPOVGP1AB y pOVGP1A
en los vectores de expresion pcDNA 3.1 (+) y pcDNA 3 (+)

Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas codificantes para las proteinas
OVGP1 porcina completa (Q28990) (pOVGP1) y OVGP1 de coneja (rOVGP1)
(Q95LB3), ademas de para los dos extremos C-terminales de OVGP1 porcina truncada
en su region D (pOVGP1AB) y BD (pOVGP1A) a partir de la extraccion del ARN total
del oviducto porcino y de coneja, su conversion a ADNc y el uso del mismo para
realizar PCRs con los cebadores correspondientes (tabla A4). En el caso de pOVGP1AB
y pOVGP1A, la primera parte de OVGP1 se obtuvo por medio de la digestion de la
secuencia de pOVGP1 completa previamente clonada y que fue posteriormente ligada a
la region C-terminal obtenida por PCR. Las secuencias codificantes para todas las
proteinas recombinantes (pPOVGP1, pOVGP1AB, pOVGP1A, rOVGP1) obtenidas por
PCR presentaban en su extremo carboxilo terminal la secuencia codificante de una cola
de seis histidinas. Una vez que los productos de PCR fueron ligados a los vectores de
expresion pcDNA 3.1 (+) y pcDNA 3 (+), realizamos las digestion con las enzimas de
restriccion Kpnl y Xhol para comprobar que el proceso de clonacion se habia realizado
con éxito. En una electroforesis en gel de agarosa pudimos observar la presencia de las
bandas del tamafio molecular esperado para cada una de las secuencias codificantes de
las proteinas recombinantes: pOVGP1 (1608 pb), rOVGP1 (1452 pb), pOVGP1AB
(1467 pb) y pOVGP1A (1440 pb) (Fig. 10).
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Figura 10. Digestion de los vectores de expresion con las proteinas OVGP1 clonadas.
Digestion de los vectores de expresion pcDNA 3.1 (+) (con la secuencia nuclettidica
codificante para pOVGP1 y rOVGP1) y pcDNA 3 (+) (con la secuencia nucleotidica codificante
para pPOVGP1A y pOVGP1AB) con Kpnl y Xhol. Se muestran las bandas correspondientes a la
secuencia de nucle6tidos que codificara para las cuatro proteinas y las bandas correspondientes
a los vectores linealizados con las secuencias de las proteinas OVGP1 escindidas (5400 pb) y
sin escindir (alrededor de 6000 pb).

5.1.2. Clonacién de mMBP-pOVGP1BD y mMBP-pOVGPI1D en
el vector de expresion pHLSEC 3

El ADNc obtenido a partir de oviducto porcino fue también utilizado como
molde para amplificar las regiones D y BD de pOVGP1, que fueron posteriormente
digeridas con las enzimas de restriccion Notl y Xhol y ligadas en el vector de expresion
para células de mamifero pHLsec 3, modificado del vector pHLsec (Aricescu et al.,
2006). Este vector contiene aguas abajo y en el mismo marco de lectura la proteina de
unién a maltosa (MBP, Maltose Binding Protein). Esta proteina contiene la secuencia

sefial que permite que las proteinas sean secretadas y ademas se ha descrito que
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estabiliza su estructura sin que afecte a su actividad (Bokhove et al., 2016). De esta
forma generamos dos proteinas de fusion: D region+MBP (mMBP-pOVGP1D) y BD
region+MBP (MMBP-pOVGP1BD).

Una vez ligados los productos de PCR al vector de expresion, se procedio a la
digestion del mismo con Notl y Xhol para comprobar que la clonacion se habia
realizado con exito. Obtuvimos una banda de 168 pb en el caso de pOVGP1BD y 141 pb
en el caso de pOVGP1D (Fig. 11).

mMBP-pOVGP1BD
mMBP-pOVGP1D

500 pb =
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1oE 141
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50 pb w—

Figura 11. Digestion del vector de expresion pHLSEC 3 con las regiones de pOVGP1
clonadas. Digestion con las enzimas de restriccién Kpnl y Xhol del vector de expresion
PHLSEC 3 que posee la secuencia nucleétidica codificante para mMMBP-pOVGP1D y
MMBP-pOVGP1BD. Se muestran las bandas correspondientes a las secuencias de nucledtidos
que codifican para pOVGP1BD y pOVGP1D.

La identidad de todos los productos clonados fue verificada por secuenciacién
automatica completa de ambas cadenas realizada en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales (SACE) de la

Universidad de Murcia.
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5.2. Expresion de las proteinas recombinantes en cultivos
celulares

5.2.1. Expresion transitoria de pOVGP1, pOVGP1AB Yy rOVGP1

recombinante por las células HEK 293T

Para investigar el papel de la proteina OVGP1 en el momento de la fecundacion
se generaron las proteinas recombinantes OVGP1 porcina completa y OVGP1 de coneja

completa.

La proteina OVGP1 nativa (wild type) porcina (Q28990) esta formada por 527
aa (pPOVGP1) e incluye las regiones A (1-472), B (473-481) y D (482-527) (Aviles et
al., 2010) (Fig. 12). La proteina OVGP1 nativa de coneja (Q95LB3) contiene 475 aa
(rOVGP1) donde las regiones A (1-458) y B (459-467) estan altamente conservadas
comparandolas con las mismas regiones en la especie porcina, mientras que la region D
es casi inexistente en OVGP1 de coneja, estando formada por 8 aa, mientras que son 46

aa en la especie porcina (Aviles et al., 2010).

Para analizar la implicacion molecular de la region D del extremo C-terminal de
pOVGP1, se clond la proteina OVGP1 porcina con esta region truncada (48laa,
pOVGP1AB) (Fig. 12).

I 52722 pOVGP1
TRl 14| oo pOVGPI1AB
TR rOVGP1

Figura 12. Representacion esquematica de las proteinas recombinantes OVGP1. Se
muestra OVGP1 nativa porcina (pOVGP1), OVGP1 porcina truncada en la region D
(pOVGP1AB) y OVGP1 de coneja (rOVGP1) con las regiones y el nimero de aminoacidos (aa)
que las componen.

Se realiz6 la transfeccion de las tres proteinas en la linea celular embrionaria de
rindn humano HEK 293T (ECACC, The European Collecyion of Cell Culture). El

medio de cultivo condicionado de las células transfectadas de manera transitoria fue
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recogido y utilizado para purificar las proteinas por medio de una cromatografia de

afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC).

Una vez obtenidas las proteinas purificadas, estas fueron detectadas por medio
de SDS-PAGE y Western-blot utilizando un anticuerpo especifico contra las colas de
histidinas presentes en las proteinas y por medio de tincién con azul de coomassie. Se
pudo observar la presencia de bandas con el peso molecular esperado para cada
proteina: de =90 kDa para pOVGP1, de =80 kDa para pOVGP1AB y de =70 kDa para
rOVGP1 (Fig. 13).

La purificacion por medio de IMAC se habia llevado a cabo con éxito, ya que el
analisis mediante SDS-PAGE realizado con las proteinas purificadas y tefiido con azul
de coomassie no mostré apenas otras bandas aparte de las correspondientes a las
proteinas OVGP1, siendo éstas las proteinas mayoritarias y casi exclusivas de las

muestras (Fig. 13).
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Figura 13. Proteinas OVGP1 expresadas en la linea celular HEK 293T. Proteinas
recombinantes OVGP1 producidas en células HEK 293T, purificadas por IMAC y analizadas
mediante SDS-PAGE y Western-blot (A) y mediante SDS-PAGE y tincion con azul Coomassie
(B). Se detectan bandas de =~ 90 kDa, = 80 kDa y = 70 kDa correspondientes a pOVGP1,
pOVGP1AB y rOVGP1 respectivamente.
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Se analizaron las proteinas recombinantes pOVGP1 y rOVGP1 comparandolas
con las proteinas OVGP1 nativas presentes en el FO porcino (FOP) y de coneja (FOC).
Utilizando un anticuerpo que reconoce OVGP1, pudimos observar la presencia de
pOVGP1 recombinante con un peso molecular de ~ 90 kDa, peso molecular ligeramente
inferior al de la proteina OVGPL1 porcina nativa presente en FOP (Fig. 14). La proteina
rOVGP1 recombinante mostré el mismo peso molecular, = 70 kDa, que OVGP1 de

coneja nativa procedente de FOC (Fig. 14).
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Figura 14. SDS-PAGE y Western-blot de las proteinas pPOVGP1 y rOVGP1 expresadas en
células HEK 293T vy purificadas mediante IMAC. Se incluy6 fluido oviductal porcino (FOP)
y de coneja (FOC). La banda correspondiente a OVGP1 porcina presente en FOP posee un peso
molecular ligeramente superior a la correspondiente a la proteina recombinante pPOVGP1(= 90
kDa). Se observan otras bandas minoritarias en el FOP que son reconocidas por el anticuerpo
anti-OVGP1 utilizado. La banda correspondiente a la proteina OVGP1 de coneja presente en
FOC muestra un peso molecular similar al de la proteina recombinante rOVGP1(= 70 kDa).

5.2.1.1. Calculo de la concentracion de pOVGP1, pOVGPlAB y
rOVGP1

El célculo de la concentracion de las proteinas recombinantes OVGP1
expresadas en células HEK 293T y purificadas por IMAC, se hizo utilizando la

expresion matematica simplificada de la ley de Lambert-Beer:

A=C.s.L
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Para ello medimos la absorbancia de la muestra a 280 nm y calculamos el
coeficiente de extincién molar (=) de cada proteina utilizando el recurso informatico

“EXPASy ProtParam tool” ( http://web.expasy.org/protparam/).

Los valores obtenidos de la concentracion de proteinas aplicando la ley de
Lambert-Beer (tabla 5) no se ajustaban al 100 % a la realidad, ya que aunque las
proteinas purificadas eran las mayoritarias y casi exclusivas de la muestra, aparecia
alguna banda débil correspondiente con alguna otra proteina que se habia unido
inespecificamente durante la purificacion. Por ello, para ajustar mas la concentracion,
cargamos las proteinas en un gel para realizar un SDS-PAGE vy tefiimos con azul de
coomassie, utilizando concentraciones conocidas de las proteinas albumina de suero
bovino (BSA) y endoglicosidasa H (endoH) como patron. Se utilizo el software Image
Studio Digits (LI-COR Biotechnology, Cambridge, Reino Unido) para calcular la
concentracion de proteina sobre la imagen obtenida del gel tefiido con azul de

coomassie.

Con el analisis de imagen obtuvimos una medida mas fiable de la concentracion

proteica, que fue la que tomamos como correcta.

Tabla 5. Concentracion estimada de pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1 por medio
de espectrofotometria y analisis de imagen.

Espectrofotometria Analisis de imagen
pOVGP1 1.7 mg/mL 0.4 mg/mL
pOVGP1AB 1 mg/mL 0.4 mg/mL
rovGrP1 1.6 mg/mL 0.5 mg/mL

5.2.2. Expresion recombinante transitoria y estable de pOVGP1,
pOVGP1AB, pOVGP1AYy rOVGP1 en la linea celular CHO.

Se concentré y analiz6 mediante SDS-PAGE y Western-blot el medio de
crecimiento de las células transfectadas de manera transitoria y de manera estable (tras
crecer las células en presencia de geneticina) con los vectores que codifican para las

diferentes proteinas OVGP1, con el objetivo de detectar la expresion y secrecion de las
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proteinas OVGP1 recombinantes en la linea celular CHO. Se utilizd un anticuerpo
especifico contra la cola de histidinas presentes en todas las proteinas para la deteccion

de las mismas.

En la electroforesis y Western-blot realizado con la proteina porcina pOVGP1,
el anticuerpo anti-His reconocié especificamente una banda de ~90 kDa de peso
molecular. En el caso de las proteinas porcinas truncadas se reconocid especificamente
una banda de ~80 kDa para pOVGPIAB y de =75 kDa para pOVGP1A. La banda
correspondiente a rOVGP1 fue de =75 kDa. Sin embargo, no observamos reactividad en
la muestra de sobrenadante del cultivo de células CHO sin transfectar que utilizamos

como control negativo (Fig. 15).

Anti-His
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Figura 15. Proteinas OVGP1 recombinantes producidas en cultivo de células CHO. Se
observan mediante SDS-PAGE y Western-blot utilizando un anticuerpo anti-histidina las
proteinas pOVGP1 ~90 kDa, pPOVGP1AB ~80 kDa, pOVGP1A =75 kDa y rOVGP1 =75
kDa. Control - se corresponde con sobrenadante de cultivo de células CHO no
transfectadas.

El anticuerpo anti-His reconoci6 bandas especificas que se corresponden con los

pesos moleculares esperados para las OVGPL1 porcina nativa y truncadas y OVGP1 de
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coneja, por lo que podemos afirmar que las células CHO expresan las diferentes
proteinas OVGPL1 y las secretan al medio de cultivo.

5.2.3. Expresion recombinante transitoria de los péptidos
MMBP-pOVGP1BDy mMMBP-pOVGP1D en la linea celular CHO

Se realiz6 la clonacién de péptidos equivalentes a cada una de las regiones de
pOVGP1 para estudiar la capacidad de cada una de ellas de unirse a la ZP de ovocitos.
Se cloné el fragmento abierto de lectura correspondiente a la region A completa (472
aa, pOVGP1A). También se realizo la clonacion de la region D (46 aa) y las regiones
BD juntas (55 aa). Debido al pequefio tamafio de estas Ultimas, los fragmentos abiertos
de lectura correspondientes a su secuencia fueron clonados aguas abajo y en el mismo
marco de lectura que la version de mamiferos de la proteina de unién a maltosa
(mMBP), con el objetivo de aportar una mejor secrecion y estabilidad (Bokhove et al.,
2016), generando una proteina de fusién entre la region D de OVGP1 porcina + mMMBP
(mMMBP-pOVGP1D) y las regiones BD de OVGP1 porcina + mMBP (mMBP-
pOVGP1BD) (Fig. 16).

472
B 2z poVGrl
473
—. 527 mMBP-pOVGP1BD
482

- 527 mMBP-pOVGP1D

Figura 16. Representacién esquematica de las regiones de OVGP1 porcina. Se muestra la
region A (pOVGP1A), la region BD (mMBP-pOVGP1BD) y la region D (mMBP-pOVGP1D),
las dos Gltimas clonadas como proteinas de fusién con mMBP.

Los vectores de expresion generados se utilizaron para transfectar células CHO
de manera transitoria. EI medio de cultivo de las células tras la transfeccion fue
concentrado y testado con un anticuerpo que reconocia la cola de histidinas presente en

los péptidos.
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El anticuerpo mostré afinidad por las bandas de peso molecular = 75 kDa para
pOVGP1A, de = 50 kDa para mMBP-pOVGP1BD y de = 48 kDa para mMBP-
pOVGP1D (Fig. 17). Se expresé también mMBP aislado en la misma linea celular con
el objetivo de ser utilizado como control en los experimentos fisiolégicos de union a ZP

(Fig. 17).
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Figura 17. Las células CHO expresan las regiones A, D y DB de pOVGPL1. Se detectaron
bandas de =~ 70 kDa para pPOVGP1A, = 50 kDa para mMBP-OVGP1BD, = 48 kDa para mMBP-
OVGP1D y =~ 40 kDa para mMBP al utilizar un anticuerpo anti-histidinas.

5.3. Analisis de las proteinas recombinantes deglicosiladas

El tratamiento de pOVGP1, pOVGPl1lAB, y rOVGP1l con la enzima N-
glicosidasa F (0 PNGasa) mostro que las tres proteinas son N-glicosiladas por las
células CHO y HEK 293T, debido al descenso en el peso molecular que sufrieron tras el
tratamiento enzimatico (Fig. 18), siendo este descenso inferior en el caso de rOVGP1.

Sin embargo, la region D no presentaria azUcares N unidos ya que el descenso en unos =
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5 kDa de peso molecular fue el mismo tanto para pOVGP1 que para la proteina
truncada pOVGP1AB, después de ser tratadas con N-glicosidasa F (Fig. 18).
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Figura 18. SDS-PAGE y Western-blot de las proteinas OVGP1 tratadas con N-glicosidasa
F. Se analizaron las proteinas pOVGP1 (expresada en células CHO y HEK 293T), pOVGP1AB
y rOVGPL1 (expresadas en HEK 293T) tratadas (+) y no tratadas (-) con N-glicosidasa F. Se
observé un descenso en el peso molecular de las tres proteinas tras el tratamiento.

5.3.1. Potenciales sitios de N-glicosilacion y O-glicosilacion de

OVGPL1 porcinay de coneja

Con la herramienta bioinformatica “NetNGlyc 1.0 Server” se puso de manifiesto
la existencia de tres sitios potenciales de N-glicosilacion en la secuencia de la proteina
OVGP1 porcina. Estos lugares potenciales de N-glicosilacion se correspondian con la
asparagina 62, 402 y 441, perteneciendo los tres a la region A de la proteina (Fig. 19).

En OVGP1 de coneja solo se detectd un sitio potencial de N-glicosilacion, la

asparagina 402, estando presente también en la regién A de la proteina (Fig. 19).
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OVGP1 Porcina (Q28990)

MGKLLLWVGLVLVLKHHNGAAHKLVCYFANWAF SRPGPAS ILPRDLDPFLCTHLVFAFASIVAKDARDES IFYPE 80
FNOQLKERNEKLKTLLSIGGWNFGT SRETTMLSTFTNREKF IRSAIGLLRTHGFDGLDLFFLYPGLRGSPRRDRWNFLFLL 160
EELLLAFRREAQLTMRPRLLLSAAVSADPHVIQKAYDVRLLGRLLDF INVLSYDLHGSWEKVTGHNSPLESLSDDPKSSA 240
YTMNYWRKLGAPPEKLLMGFPTYGRTFRLLKASKNELGAEAVGPASPGKYTKQAGFLAYYEVCSFVQRAKKRWIDHQYVP 320
Y. GKEWVGYDDD ISFSYKAFF IKKEHFGGAMVWT LDLDDVRGTFCGTGPFPLVYMLNDLLLKAEVSSTLSPGFGLSTT 400

CPESLAVTKDLTTDLGILPLGGEAVATETHGRS PGGGLVAPTRPTLSFGKLTVAPEGKTESPGEKAMT 480
P SVTPGDMSVPPVP IQTGDRITPPRROQAVAPEKMT L SD

OVGP1 Coneja (Q95LB3)
MGRLLILWLGLVLVLDCHDGAAYKLVCYFTNWAHSRPGPAATLPHDLDPFLCTHLIFAFASMNDNE IVAKDVODERIFYPE 80
FNKLKERNRELKTLLSIGGWNFGT TRFTAMLS SFASREKFINSVISLLRTHNFDGLDLFFLYPGLRGSPAHDRWTFLFLY 160
EELLFAFQREALLIKRPRLLLSAAVSGVPHIIQTSYDVRLLGKLLDFE INVLSYDLHGSWEKFTGHNSPLESLPEDPKSSA 240
YAMNYWRKLGAPSEKLIMGFPTYGRTFHLLKATNHGLOAQATIGPASPGKYTKQAGFLAYYEVCSEFVRKAKRHWIDYQYVP 320
Y. GKEWVGYDDAISFSYKAMFVKREHF GGAMVWT LDMDDVRGTFCGNGPFPLVYTLNDLLVQDESTPTPLPQFWESSA 400
HLAVTEPLTTDIKILPPGGEAMATESSGMSEAPRGAAVSLGKHTVAPAEKTEPPGVKPMTPGKMTMT SA

Figura 19. Potenciales sitios de N-glicosilacién. Secuencia aminoacidica de las proteinas
pOVGP1 (OVGP1 porcina) y rOVGP1 (OVGP1coneja) donde se muestran los potenciales sitios
de N-glicosilacion. En rojo aparece la asparagina susceptible a ser N-glicosilada, presente
dentro de la secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr, que aparece en azul. (Asn :asparagina; Xaa: cualquier
aminoéacido; Ser: serina; THR: treonina).

El descenso del peso molecular de unos = 5 kDa observado al tratar la proteina
pOVGP1 con la enzima N-glicosidasa F podria coincidir con la escision de tres N-
glicanos. Se observd un menor descenso de peso molecular en la proteina rOVGP1
tratada con la enzima, lo que concuerda con el Unico sitio potencial a ser N-glicosilado

de su secuencia.

Todo ello indica que las células CHO y HEK 293T estarian N-glicosilando las

tres proteinas.

Se calculd el peso molecular esperado de OVGP1 porcina y de coneja, a partir
de la secuencia del péptido maduro de OVGP1 con la cola de seis histidinas incluida,
por medio de la aplicaciéon bioinformatica “ExPASy - ProtParam tool”. El peso
molecular esperado para OVGP1 porcina es de 57 kDa. Se observé que el peso
molecular de la proteina expresada y secretada por las lineas celulares de mamiferos
utilizadas en este trabajo es de =~ 90 kDa y el correspondiente a las N-glicosilaciones de
~ 5 kDa, por lo que podriamos deducir que los 28 kDa sobrantes se corresponderian con
las O-glicosilaciones presentes en la proteina. En el caso de rOVGPL1, el peso molecular
estimado del polipéptido maduro con la cola de histidinas incluida seria de 51.9 kDa. Si
tenemos en cuenta que la proteina expresada por la linea celular HEK 293T tiene un

peso molecular de = 70 kDa y el correspondiente a N-glicosilaciones es de
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aproximadamente =~ 3 kDa, el peso molecular correspondiente a O-glicosilaciones seria
de unos 15.1 kDa.

Utilizando “NetOGlyc 4.0 Server” se detectaron los sitios potenciales de O-
glicosilacion. OVGP1 porcina posee 29 en su secuencia (21 en la region A, 2 en la
region B y 6 en la region D). OVGP1 de coneja posee 2 sitios potenciales a ser O-

glicosilados en su secuencia (1 en la region Ay 1 en la B).

Ademas, se observa que la proteina pOVGP1 producida en las lineas celulares
CHO y HEK 293T presenta un peso molecular similar, por lo que podriamos afirmar

que ambas lineas celulares glicosilan de manera similar esta proteina (Fig. 20).

pOVGPI1

100 kD

= e

75kDa =

CHO

HEK 293T

Figura 20. Expresion de pOVGP1 en la linea celular CHO y HEK 293T. La proteina
recombinante porcina pOVGP1 muestra el mismo peso molecular al ser expresada en las lineas
celulares CHO y HEK 293T vy analizada por medio de un anticuerpo anti-His.

129



V. Resultados

5.4. Unién de OVGPl ala ZP

5.4.1. OVGPL1 se une a la ZP por su region N-terminal

Las proteinas recombinantes pOVGP1 y rOVGP1 expresadas en células HEK
293T fueron capaces de unirse a la ZP de ovocitos porcinos MIV, al igual que las
variantes porcinas truncadas en su region C-terminal pOVGP1AB y pOVGP1A. Sin
embargo, no se detect6 en la ZP de los ovocitos las proteinas generadas como proteinas
de fusiébn de mMBP con las regiones C-terminales D y BD de pOVGP1 (mMBP-
pOVGP1Dy mMBP-pOVGP1BD) (Fig. 21).
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pOVGP1 pOVGPIAB rOvVGPl1

mMBP- mMBP-
pOVGPI1A pOVGPI1BD pOVGPID

®

Figura 21. OVGP1 se une a la ZP por su regién N-terminal. Ovocitos porcinos MIV
incubados con 125 pg/mL de pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1 producidas en células HEK
293T. Los ovocitos también fueron incubados con medio de células CHO transfectadas que
contenia pOVGPA, mMBP-pOVGP1BD y mMBP-pOVGP1D. Al analizar los ovocitos
utilizando Microscopia confocal observamos una intensa fluorescencia en la ZP de aquellos
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ovocitos incubados con pOVGP1, pOVGP1AB, rOVGP1 y pOVGP1A. Se observo ausencia de
sefial en los ovocitos incubados con las regiones C-terminales de OVGP1 porcina, mMBP-
pOVGP1BD y mMMBP-pOVGP1D. Barra: 75 pm.

De la misma manera, las proteinas pPOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1 expresadas
en la linea celular CHO fueron capaces de unirse a la ZP de ovocitos porcinos MIV
(Fig. 22).

pOVGP1 pOVGP1AB rOVGP1

Figura 22. Proteina recombinantes OVGP1 expresadas en la linea celular CHO. Las
proteinas recombinantes pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1 muestran afinidad por la matriz de
la ZP de ovocitos porcinos MIV. Barra: 50 pum.

Estos resultados nos sugieren que la unién de la proteina OVGP1 a la ZP se

produce por la region A del extremo N-terminal.
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5.4.2. La region C-terminal de OVGP1 modula la unién a la ZP

El andlisis cuantitativo de inmunofluorescencia de ovocitos porcinos MIV
incubados con la misma cantidad (125 pg/mL) de proteina recombinante pOVGP1,
pOVGP1AB y rOVGP1 expresadas en células HEK 293T y purificada, mostré que
pOVGP1 es capaz de penetrar mas del 62 % del espesor de ZP, mientras que
pOVGP1AB alcanza sélo el 50 % (Fig. 23). En el caso de rOVGP1, donde la region D
estd practicamente ausente, la proteina se unié a la region externa de la ZP, abarcando
solamente el 30 % del espesor de la matriz (Fig. 23). Las diferencias encontradas entre
los tratamientos con las diferentes proteinas son estadisticamente significativas
(P<0.01).
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Figura 23. La region C-terminal de OVGP1 modula la union a la ZP. Inmunofluorescencia
confocal de ovocitos porcinos MIV. Gréfico y fotografias representativas de la seccion media de
ovocitos incubados in vitro con 125 pug/mL de pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1. Los datos
muestran el valor medio de 15 ovocitos cuantificados por analisis de imagen. Cada barra
representa la media + Error estandar (SEM) del porcentaje de ZP reactiva. Las diferentes letras
(a, b y ¢) muestran que existen diferencias significativas (P<0.01) entre los tratamientos. Barra:
50 pm.
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De acuerdo con estos datos, esperariamos mas cantidad de proteina retenida en
la ZP de ovocitos incubados con pOVGP1 que con pOVGPl1AB y rOVGPL. Para
comprobarlo, realizamos tres replicados de 20 ovocitos porcinos MIV cada uno
incubados con 125 pg/mL de las tres proteinas. Posteriormente lisamos los ovocitos y
los analizamos por medio de SDS-PAGE y Western-blot utilizando un anticuerpo que
reconoce la secuencia de OVGPL. El analisis de imagen por densitometria de cada una
de las bandas indica que las cantidades de proteinas son equivalentes en los ovocitos
porcinos MIV incubados con pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGPL1 (Fig. 24).

pOVGP1
pOVGP1AB
rOVGPI1
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Figura 24. La ZP de ovocitos porcinos MIV retiene la misma cantidad de pOVGP1,
pOVGP1AB y rOVGP1. 20 ovocitos porcinos MIV incubados con 125 pg/mL de pOVGP1,
pOVGP1AB y rOVGP1, lisados y analizados por SDS-PAGE y Western-blot utilizando un
anticuerpo anti-OVGPL1. Se utilizé la deteccién de B-actina como control de carga ovocitaria.
Los datos muestran la media de la cuantificacion por analisis de imagen de tres replicados. Se
observa que la ZP retiene la misma cantidad de proteina en los tres casos.

Estos datos sugieren que la ZP retiene la misma cantidad de proteina, incluso

siendo la penetracion en el espesor de la ZP diferente entre las proteinas recombinantes
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testadas. Por lo tanto, los ovocitos incubados con rOVGP1 podrian presentar una capa
densa de proteina en la superficie de la matriz ZP. Esta hipdtesis fue confirmada al

observar la superficie de la ZP utilizando microscopia confocal (Fig. 25A).

A

pOVGP1

rOvVGPl1

pOVGP1

rOvGPl1
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Figura 25. Superficie de la ZP de ovocitos porcinos incubados con pOVGP1y rOVGPL1. A.
Anadlisis mediante inmunofluorescencia realizado por medio de microscopia confocal de la
superficie de los ovocitos incubados con pOVGP1 y rOVGP1 a una concentracion de 125
pg/mL. Los ovocitos fueron comprimidos en el momento del montaje para poder observar la
superficie de su ZP. B. El &rea enmarcada en rojo se definié como el area porosa debido a la
presencia de poros oscuros en la superficie de la ZP. El analisis de imagen fue realizado
utilizando el software de Leica QWin Image analysis (Leica Microsystems, Barcelona, Spain)
con una evaluacion a ciegas del grupo experimental. C. Se observa que el area porosa de la ZP
de ovocitos incubados con rOVGP1 es significativamente menor que el area de los ovocitos
incubados con pOVGP1 (a y b muestran diferencias significativas para P<0.001). Cada barra
representa la media + el error estandar (SEM) para el porcentaje de area porosa (n=8). Barra: 50
pm.

La sefial fluorescente obtenida en los ovocitos MIV incubados con pOVGP1
mostrd la superficie externa de ZP como una estructura similar a una malla fenestrada
con numerosos poros y huecos dispuestos en la superficie, 1o que era sefial de que la
proteina estaba integrada en la estructura tridimensional de la matriz. Por otro lado, la
ZP de los ovocitos incubados con rOVGP1 mostro una superficie con muy pocas o
ningun area porosa. rOVGP1 se mostré como estancada en la superficie de la matriz
formando una capa de proteina que bloqueaba los poros propios de la ZP. El area porosa
observada en los ovocitos incubados con pOVGP1 fue significativamente mayor que en
los incubados con rOVGP1 (Fig. 25C).
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5.5. La deleccion de la region D de pOVGP1 previene la
endocitosis por el ovocito

Trabajos anteriores han inmunolocalizado la proteina OVGP1 asociada a
microvellosidades y a la membrana plasmatica de ovocitos oviductales no fecundados,
ademas de a la membrana de las blastomeras de embriones en diferentes especies (Boice
et al., 1990b, Gandolfi et al., 1991, Buhi et al., 1993). Ademas, la presencia de OVGP1
en cuerpos multivesiculares de embriones preimplantacionales (Kan et al., 1993)

sugiere la existencia de una ruta endocitica de OVGP1.

Se observé un marcaje especifico, mediante inmunofluorescencia (IF) con un
anticuerpo anti-histidina y analisis mediante microscopia confocal, en la corteza del
ooplasma de ovocitos porcinos MIV incubados con pOVGP1 y permeabilizados (Fig.
26). No se detectdé marcaje semejante en los ovocitos incubados con pOVGP1AB. Los
depdsitos de grasa que contiene el citoplasma del ovocito porcino obstruyeron

parcialmente la visualizacion.

IF

pOVGP1

pOVGP1AB
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Figura 26. pOVGPL1 es endocitada por ovocitos porcinos MIV. Ovocitos porcinos MIV
incubados con pOVGP1 y pOVGP1AB fueron fijados y permeabilizados. Se detectd un marcaje
especifico en el cortex del citoplasma de los ovocitos incubados con pOVGP1 mediante
inmunofluorescencia (IF) con un anticuerpo anti-histidina y analisis con microscopia confocal.
Sin embargo, no se detect6 sefial en el citoplasma de los ovocitos incubados con pOVGP1AB.
Barra: 30 pum.

Mediante técnicas de microscopia electronica de transmision (MET) y utilizando
un anticuerpo anti-OVGP1 se observo la proteina pOVGPL1 en cuerpos multivesiculares
localizados en el interior del ovocito y en el cortex del mismo (Fig. 27A). También se
detectd6 pOVGP1 unida a la ZP ovocitaria (Fig. 27B). No hubo marcaje en los granulos
corticales del ovocito (Fig. 27B). En los ovocitos incubados con pOVGP1AB no se

detecto la proteina en ninguna region del citoplasma.

pOVGP1AB
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pOVGP1

Figura 27. pOVGP1 es endocitada por ovocitos porcinos MIV. Ovocitos porcinos MIV
incubados con pOVGP1 y pOVGP1AB fueron fijados y permeabilizados. A. Utilizando
microscopia electrénica de transmision (MET) y un anticuerpo anti-OVGP1, se detectd
pOVGP1 en el interior de cuerpos multivesiculares (flechas) localizados en el interior del
ovocito y en el cortex. No se detectd inmunoreactividad en otros organulos celulares. m =
mitocondria. B: Detalle de MET de ovocitos incubados con pOVGP1. Arriba a la izquierda se
muestra, con mayor aumento, un cuerpo multivesicular especificamente marcado. Arriba a la
derecha se muestra que pOVGP1 también fue detectada en la ZP, siendo el marcaje de los
granulos corticales negativo (flecha). En las iméagenes inferiores aparece un detalle de cuerpos
multivesiculares especificamente marcados (*) y granulos corticales con marcaje negativo
(flechas) Barra: 0.25 pum.

Los datos mostrados mediante IF y MET sugieren que pOVGP1 es endocitada
por el ovocito. Ademas, incubaciones con pOVGP1 a tiempos crecientes (15 min, 30
min y 1 h) muestran una acumulacién de la misma en el ovocito dependiente del
tiempo. A los 15 y 30 min se observa proteina unida a la regién externa de la ZP y a
nivel de la membrana plasmética. Al cabo de 1 h, se localiza pOVGP1 en todo el
espesor de ZP, en la membrana plasmatica y acumulada en el citoplasma del ovocito
(Fig. 28). Estos datos nos hacen pensar que la proteina por un lado es retenida en la ZP

y por otro, difunde a través de la matriz para unirse con la membrana plasmatica.
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pOVGP1

Figura 28. La endocitosis de pOVGP1 por ovocitos porcinos MIV es dependiente del
tiempo. 15 ovocitos incubados con pOVGP1 durante 15 min, 30 min y 1h en medio con
pOVGP1 fueron analizados mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-
histidina. Los ovocitos fueron comprimidos con el cubreobjetos durante el montaje para mejorar
la visualizacion del interior del ovocito utilizando el microscopio confocal, debido a la
existencia de depositos de grasa que dificultaban la visualizacion. Se observé una endocitosis de
pOVGP1 dependiente del tiempo. Barra: 20um.

Sin embargo, no se detecta sefial en el interior del ovocito cuando estos son
incubados con pOVGP1AB, donde el dominio D se ha eliminado (Fig. 22). Tampoco se
observa sefial fluorescente cuando los ovocitos se incuban con pOVGP1A, mMBP-
pOVGP1BD y mMBP-pOVGP1D (Fig. 29).

mMBP- mMBP-
pOVGP1 pOVGP1A pOVGP1BD pOVGPID

Figura 29. Las regiones recombinantes de OVGP1 aisladas no son endocitadas por
ovocitos porcinos MIV. Ovocitos incubados con pOVGP1, pOVGPlA, mMBP-
pOVGP1BD y mMBP-pOVGP1D fueron fijados y permeabilizados, tras lo cual se
realizd una inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-histidinas. Se observa marcaje
unicamente en el citoplasma de los ovocitos incubados con pOVGPL1 y en la ZP de los
ovocitos incubados con pOVGP1 y pOVGP1A. Barra: 50 pm.
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5.6. Efecto de las proteinas OVGP1 recombinantes sobre la
resistencia de la ZP frente a la digestion proteolitica

La ZP de ovocitos porcinos recogidos de oviductos, o después de ser tratados
con FO, es mas resistente a ser digerida por la enzima proteolitica pronasa que los
ovocitos ovaricos, siendo resistente a la digestion durante un periodo de tiempo de entre
1-8 horas (Kolbe et al., 2005, Coy et al., 2008a). Para determinar si este efecto se debe a
OVGPL1 y conocer las implicaciones que tiene el extremo C-terminal de la proteina en
esta resistencia, se procedio a incubar ovocitos porcinos MIV durante 1 h con diferentes

concentraciones de proteinas OVGP1 recombinantes.

La incubacidn se realiz6 a una concentracion de 125 y 250 pg/ml de pOVGP1 y
pOVGP1AB. La ZP de los ovocitos expuestos a pOVGP1 a 125 y 250 pg/ml fue
digerida por la enzima pronasa en 24 (24.14 + 3.32 min) y 102 min (102 £ 11.39 min)
respectivamente (Fig. 30). Estos resultados muestran una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) comparandolo con el control (2.13 = 0.14). Mientras que en el
caso de ovocitos expuestos a pPOVGP1AB, la resistencia de ZP frente a la protedlisis se
incremento hasta 112 (125 pg/ml, 112.52 + 25.58 min) y 464 min (250 pg/ml, 464.90 +
73.48 min) respectivamente (Fig.30), siendo la diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05) comparandolo con el control.

El FO de coneja es el que mas incrementa la resistencia de la ZP en todas las
especies testadas (Mondejar et al., 2013a), por lo que las concentraciones elegidas de la
proteina rOVGP1 (5, 50 y 125 pg/ml) son inferiores a las utilizadas para pOVGP1 y
pOVGP1AB, ademés del hecho de que al utilizar concentraciones superiores de
rOVGP1 se producia la lisis de los ovocitos. En nuestro caso, la ZP de ovocitos
incubados con rOVGP1 mostré tiempos de digestién de 6.35 £ 0.81 min (5 pg/ml),
312.21 £ 63.14 min (50 pg/ml) y 989.50 + 151.41 min (125 pg/ml) (Fig. 30), siendo los

dos altimos valores diferentes significativamente (p<0.05) con respecto al control.

Se observa que existen diferencias significativas al comparar entre si las
diferentes concentraciones utilizadas con cada una de las proteinas recombinantes,
sugiriendo un efecto dependiente de la concentracion de OVGP1 sobre la resistencia de

la ZP frente a la digestion proteolitica (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto de la longitud del extremo C-terminal de OVGP1 sobre la resistencia de
la ZP a la digestion por proteasa. Ovocitos porcinos MIV fueron incubados en 125 and 250
pug/mL (pOVGP1, pOVGP1AB) vy 10, 50 and 125 pg/mL (rOVGP1) durante 1h antes de ser
transferidos a una solucién de pronasa 0.5 % en PBS. Los diagramas de caja representan la
media (linea horizontal) y los datos que se encuentran entre el percentil 10 y 90 (barras de error)
del tiempo de digestion de la ZP. Las cajas incluyen los dos cuartiles centrales. Los valores
atipicos son representados por puntos. Cada experimento fue realizado por triplicado utilizando
una n=20-30 ovocitos por grupo. ANOVA de una via y test de Turkey de comparaciones
multiples. Diferentes letras (a, b y c) indican diferencias significativas (p<0.05).

Podemos afirmar que, a la misma concentracion de proteina OVGP1, la pérdida
de la region D en el extremo C-terminal (p)OVGP1AB) produce una mayor resistencia a
la digestion proteolitica de la ZP con pronasa que la que se observa con la secuencia
completa (pOVGP1) (Fig. 31).
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Figura 31. Efecto de pOVGP1 y pOVGP1AB sobre la resistencia de la ZP al tratamiento
con pronasa. Las proteinas se incuban a una concentracién de 250 pg/mL. Los diagramas de
caja representan la media (linea horizontal) y los datos que se encuentran entre el percentil 10 y
90 (barras de error) del tiempo de digestion de la ZP. Las cajas incluyen los dos cuartiles
centrales. Los valores atipicos son representados por puntos. Cada experimento fue realizado
por triplicado utilizando una n=20-30 ovocitos por grupo. ANOVA de una via y test de Turkey
de comparaciones multiples. Diferentes letras (a y b) indican diferencias significativas (p<0.05).

En el caso de ovocitos expuestos a rOVGP1, se observo el mismo efecto que el descrito
para el FOC (Mondejar et al., 2013a), siendo la proteina que mas resistencia frente a
pronasa produce en la ZP (Fig. 32). Algunas ZPs de ovocitos tratados con rOVGP1

alcanzaron mas de 2 dias de resistencia a la digestion proteolitica.
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Figura 32. Comparacion del efecto sobre la resistencia de la ZP a ser digerida por pronasa
de diferentes proteinas OVGP1 a la misma concentracion. Los ovocitos son incubados con
las proteinas OVGP1 de coneja (rOVGP1), porcina completa () OVGP1) y porcina truncada
(pOVGP1AB) en su region C-terminal a 125 pg/mL. Los diagramas de caja representan la media
(linea horizontal) y los datos que se encuentran entre el percentil 10 y 90 (barras de error) del
tiempo de digestion de la ZP. Las cajas incluyen los dos cuartiles centrales. Los valores atipicos
son representados por puntos. Cada experimento fue realizado por triplicado utilizando una
n=20-30 ovocitos por grupo. ANOVA de una via y test de Turkey de comparaciones multiples.
Diferentes letras (a y b) indican diferencias significativas (p<0.05).

5.7. Efecto de la proteina OVGP1 sobre la fecundacion

Se realizd una comparacion de los pardmetros de fecundacion in vitro (FIV)
entre ovocitos porcinos MIV expuestos a las diferentes proteinas OVGP1
recombinantes (expresadas en células HEK 293T vy purificadas) antes y durante el
proceso de FIV. Estos datos se comparan con los obtenidos con ovocitos no expuestos a

OVGP1, que se considera como grupo control.

El uso de pOVGP1 en FIV produce un incremento significativo del porcentaje
de monospermia obtenido (21.82 + 5.62) en comparacién con rOVGP1 (8.60 + 2.92) y
pOVGP1AB (7.14 £ 2.61). El porcentaje de monospermia de los ovocitos expuestos a
rOVGP1 y pOVGP1AB fue similar al grupo control (8.25 + 2.80) (Fig. 33). Sin
embargo, no se observan diferencias en el porcentaje de penetracion y el nimero de
espermatozoides unidos a la ZP de ovocitos expuestos a las diferentes proteinas

recombinantes y al control (Fig. 33).
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Figura 33. Efecto de la incubacion de las proteinas OVGP1 recombinantes con ovocitos
porcinos MIV en los parametros de FIV. Se evalua los pardmetros penetracién, monospermia
y numero de espermatozoides unidos a la ZP en el sistema de FIV porcino. Cada barra
representa la media + el error estdndar (SEM) para cada parametro. Los experimentos se
realizan por triplicado. En cada replicado se utilizan 20-30 ovocitos por grupo. Solamente se
observa diferencia significativa en la tasa de mosnhospermia de los ovocitos tratados con
pOVGP1. ANOVA de una via y test de Turkey de comparaciones multiples. Las letras (a y b)
indican diferencia significativa (P < 0.05).
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Estos resultados nos muestran que s6lo pOVGP1 es capaz de incrementar el
rendimiento del sistema de FIV (porcentaje de ovocitos penetrados de manera
monospérmica y eficiencia de fecundacion), que fue del 23 %, siendo alrededor del 8 %

en los ovocitos expuestos al resto de proteinas recombinantes y al control (Fig. 34).
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Figura 34. Resultados del sistema porcino de FIV utilizando las proteinas OVGP1
recombinantes pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1. Se representa el porcentaje de ovocitos
penetrados que fueron monospérmicos. Cada barra representa la media = el error estandar
(SEM) para cada parametro. ANOVA de una via y test de Turkey de comparaciones multiples.
Las letras (a y b) indican diferencia significativa (P < 0.05).

Un dato importante a tener en cuenta es si las proteinas recombinantes estan
presentes en la ZP de los ovocitos en el momento de la FIV. Por ello, parte de los
ovocitos incubados con las proteinas OVGP1 recombinantes son fijados y visualizados
utilizando miscroscopia confocal justo después de hacer la FIV, tras la realizacion de la
técnica inmunocitoquimica. Asi, se observa que las tres proteinas recombinantes
testadas (pPOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1) estan presentes en la ZP de los ovocitos
porcinos MIV (Fig. 35).
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pOVGP1 pOVGP1AB rOvVGPl1

Figura 35. Las proteinas OVGP1 recombinantes estaban presentes en la ZP de los ovocitos
porcinos MIV utilizados para realizar la FIV. Inmunofluorescencia de ovocitos porcinos
tratados con pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1 fijados justo después de hacer la FIV. Aparece
sefial en la ZP de los ovocitos tratados con las tres proteinas, pero sélo en aquellos que fueron
tratados con pOVGP1 aparece sefial en el citoplasma. Barra: 50 pm.

5.8. Analisis homologo y heterologo entre proteinas OVGP1
recombinantes y ZP de diferentes especies

5.8.1. Union homdloga y heterdloga de proteinas OVGP1

recombinantes a la ZP

Se analizd la presencia de union homdloga y heter6loga entre las distintas
proteinas OVGPL1 y los ovocitos de diferentes especies (cerda, vaca y ratona) por medio
de microscopia confocal de los ovocitos previamente incubados con las proteinas
OVGP1 recombinantes porcina y de coneja a 125 pg/mL, fijados y analizados mediante
inmunohistoquimica. Se hicieron tres replicados del experimento, siendo el nimero de
ovocitos utilizado en cada grupo de cada replicado de entre 5 y 15, segun la
disponibilidad (sobre todo teniendo en cuenta la baja disponibilidad en caso de ovocitos

humanos).

Se detecté pOVGP1 en la ZP de ovocitos porcinos y bovinos MIV y también en
la ZP de ovocitos de raton (Fig. 36). rOVGP1 también fue detectada unida a la ZP de
los ovocitos porcinos y bovinos MIV y ovocitos de raton, mostrando una sefial

fluorescente intensa (Fig. 36).
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pOVGP1 rOVGP1

Ovocito
porcino

Ovocito
bovino

Ovocito de
raton

Figura 36. Inmunocitoquimica de fluorescencia tras la incubacion homéloga y heterdloga
de ovocitos y proteinas OVGP1 de diferentes especies. Incubacién de pOVGP1 y rOVGP1
con ovocitos porcinos, bovinos y de raton.

5.8.2. Efecto de las proteinas OVGP1 sobre la resistencia a la

digestion proteolitica de la ZP de ovocitos de varias especies

Se incubaron ovocitos porcinos y bovinos MIV con las proteinas recombinantes
OVGP1 porcina y de coneja a una concentracion de 125 pg/mL durante 60 min a 38.5
°C. Posteriormente se procedio a analizar la resistencia frente a digestion proteolitica de
la ZP de los mismos utilizando una solucion de pronasa al 0.5 % diluida en PBS.

Al tratar ovocitos porcinos MIV con pOVGP1 observamos un tiempo de
digestion de la ZP de 24.13 + 3.32 min (Fig. 30). En el caso de ovocitos bovinos, el
tiempo de digestion fue de 53.09 + 12.28 min (tabla 6). Se producen diferencias
significativas en el endurecimiento de la ZP al utilizar pOVGPL1 en la incubacion de

ovocitos porcinos y bovinos, comparados con el control (p<0.05).

Cuando utilizamos rOVGP1 en la incubacion de ovocitos previa al tratamiento
con pronasa, observamos que el tiempo de digestion de la ZP de ovocitos porcinos fue
de 989.5 + 151. 41 min (Fig. 30) y el de ovocitos bovinos 912 + 224.86 (tabla 6).
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Podemos afirmar que rOVGPLl incrementa la resistencia frente a la digestion
proteolitica mediada por la enzima pronasa de manera estadisticamente significativa en

ovocitos porcinos y bovinos MIV, comparandolos con el control (p<0.05).

Tabla 6. Se muestran resultados de inmunofluorescencia (IF) y resistencia de ZP frente a
la digestién proteolitica de la enzima pronasa al 0.5 % (RDE ZP) de ovocitos porcinos y
bovinos tratados con pOVGP1 y rOVGP1. Se muestra que se ha detectado sefial fluorescente
en la ZP del ovocito (IF +) y si la ZP ha adquirido resistencia frente a la digestion proteolitica
(RDE ZP +). Entre paréntesis, el tiempo de digestidn obtenido de cada grupo de ovocitos (media
+ SEM). n=numero de ovocitos tratados con pronasa en cada grupo.

pOVGP1 rOVGP1

Ovocitos IE + IE +
porcinos RDE ZP + * RDE ZP + *
(Control endurecimiento  (24.13+3.32 min)  (989.5+151.41 min)
de ZP 2.12+0.14 min) n= 37 n=30
Ovocitos IF + IF +
bovinos RDE ZP + * RDE ZP + *
(Control endurecimiento (53.09+£12.28) (912+224.86)
de ZP 4.87+0.59 min) n=11 n=10

ANOVA de una via. * muestra diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo experimental y
su control.

5.9. Efecto de la proteina pOVGP1 sobre el desarrollo
embrionario bovino

5.9.1. Efecto de la suplementacion con pOVGP1 en la FIV

La suplementacion del medio de FIV bovino con pOVGP1 (dia 0) no tuvo
ningun efecto en la tasa de division embrionaria ni en el rendimiento de blastocistos
obtenidos en la FIV. No se observo ningun efecto dependiente de la concentracion. La
tasa de division obtenida fue de entre 78.97 y 84.59 % y el rendimiento de blastocistos
obtenidos en la FIV a dia 9 de entre 20.28 a 27.55 % (tabla 7).
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Tabla 7. Efecto de la suplementacion con 10 o 50 pg/mL de pOVGP1 durante la
fecundacién in vitro (dia 0) en el desarrollo embrionario bovino. El rendimiento de
blastocistos se analizé en dia 7, 8 y 9 del cultivo embrionario (D7, D8 y D9 respectivamente).

Rendimiento blastocistos

Division
Grupos N  X+S.EM. (%) o o ok
") X+SEM. (%) X=*SEM. (%) X+S.E.M. (%)

() (n) (n)
84.59+3.18 15.25+4.91 17.25+3.10 20.85+3.84

Control 141 (119) (21) (24) (29)
78.97+6.07 16.89+3.82 22.65+5.36 27.55+4.03

FIV 10 189 (146) (30) (40) (50)
82.22+1.76 8.99+4.52 16.21+4.17 20.28+5.50

FIV 50 151 (124) (13) (24) (30)

X=media. SEM= error estandar. El experimento se realiz6 por triplicado. N= nimero total de
presuntos zigotos en cultivo. ANOVA de una via (P> 0.05).

Para comprobar la actividad de la proteina recombinante pOVGPL1 se fijaron los
zigotos putativos justo después de la FIV y pudimos observar marcaje especifico en su
ZP, siendo mas intenso en aquellos que habian sido incubados con 50 pg/mL de
pOVGP1 (Fig. 37).

pOVGP1
10 pg/ml

pOVGP1
0 pg/ml

5
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Figura 37. Inmunofluorescencia de cigotos putativos tras FIV suplementada con 10 y 50
png/mL de pOVGPL. Tras la FIV los cigotos putativos fueron fijados, tras lo cual se realizé una
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-histidinas. Observamos marcaje en la ZP de ambos
grupos, siendo mas intensa en el caso del tratamiento con 50 pg/mL. Barra: 50 pm.

5.9.2. Efecto de la suplementacion con pOVGP1 en el CIV

Al suplementar durante el CIV bovino con pOVGP1, la tasa de division
observada fue similar entre todos los grupos, con unos valores que van desde 83.59 a
84.59 % (tabla 8). Sin embargo, el rendimiento de blastocistos fue superior en el grupo
CIV 50 (28.09 £ 3.62) comparandolo con el grupo control y con el tratado en cultivo
con 10 pg/mL (CIV 10) (20.85+£3.84 y 18.22+2.68, respectivamente). Aunque no se
observd ninguna diferencia estadisticamente significativa en la tasa de division
embrionaria ni en el rendimiento de los blastocistos (siendo p>0.05), si se observé una
tendencia positiva (p=0.067) en el rendimiento de los blastocistos cuando se suplemento
con 50 pg/mL de pOVGP1 (CIV 50) (tabla 8).

Tabla 8. Efecto de la suplementacién con 10 o 50 pg/mL de pOVGP1 durante el cultivo
embrionario temprano in vitro (dia 1-3.5) en el desarrollo embrionario. El rendimiento de
blastocistos se analizé en dia 7, 8 y 9 del cultivo embrionario (D7,D8 y D9 respectivamente).

Rendimiento de blastocistos

Division
Grupos N X +S.EM. (%) ol 2 o
") X+SEM. (%) X+SEM. (%) X+SEM. (%)
(n) (n) (n)
84.59+3.18 15.25+4.91 17.25+3.10 20.85+3.84°"
Control 141 (119) 1) (24) (29)
84514253 13.49+3.37 16.11+3.92 18.22+2.68
CIVi0 147 (124) (20) (24) @7)
83.50+4.25 15.96:+4.85 23 5145.05 28.09+3.62
CIV50 150 (125) (24) (35) (42)

X=media. SEM= error estandar. El experimento se realiz6 por triplicado. N= ndmero total de
presuntos zigotos en cultivo. ANOVA de una via (P> 0.05) " P=0.067
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5.9.3. Efecto de la suplementacion con pOVGP1 en FIV+CIV

Observamos que el uso de pOVGP1 como suplemento durante la FIV y CIV fue
perjudicial para el desarrollo embrionario a altas dosis. La tasa de division fue similar
entre el grupo control, el grupo en que se utiliz6 el suplemento de 10 pg/mL tanto en
FIV como en CIV (FIV+CIV 10) y en el que se utilizo a 50 pg/mL en ambos (FIV+CIV
50) (84.59+3.18, 85.11+£7.29 y 79.57+1.54 %, respectivamente). Por el contrario, la tasa
de blastocistos a dia 9 descendié de manera drastica en el grupo FIV+CIV 50
comparado con el grupo FIV+CIV 10 y con el control (12.65+0.92 vs. 24.20£2.23 y
20.83+3.84 %, respectivamente; P<0.05) (tabla 9). Se debe poner de manifiesto que si
observamos una tendencia positiva en el porcentaje de blastocistos obtenidos a dia 8 y 9
al comparar el grupo FIV+CIV 10 con el control, con unos valores de p=0.051 a dia 8 y
p=0.058 a dia 9.

Tabla 9. Efecto durante la fecundacion in vitro y el cultivo embrionario temprano in vitro
(dia 0-3.5) de la suplementacion con 10 o 50 pg/mL de pOVGP1 en el desarrollo
embrionario. El rendimiento de blastocistos se analizé en dia 7, 8 y 9 del cultivo embrionario
(D7, D8 y D9 respectivamente).

Rendimiento de blastocistos

Division
Grupos N  X+S.EM. (%) ol 2 25
") X+SEM. (%) X+SEM. (%) X=+S.EM. (%)
(n) (n) (n)
84.59+3.18 15.25+4.91 17.25+3.10 ** 20.85+3.84 &2
Control 141 (119) (21) (24) (29)
85.11+7.29 15.17+2.41 20.10+1.93 2 24.20+2.23 ®
FIV+CIV10 194 (164) (28) (38) (46)
79.57+1.54 6.90+0.35 10.51+0.22° 12.65+0.92°
FIV+CIV50 201 (159) (14) (21) (26)

X=media. SEM= error estandar . N= nimero total de presuntos zigotos en cultivo. ANOVA de
una via (P< 0.05) ! P=0.051, * P= 0.058

El tratamiento con pOVGP1 se realizo hasta el dia 3.5 de cultivo, cuando se
procedio a retirar la proteina del medio en todos los grupos, produciéndose el cultivo de
los embriones hasta dia 9 sin la presencia de OVGP1 en el medio. Al final del ensayo,
unicamente se detectd la presencia de pOVGP1 en los blastocistos (dia 9) que habian
sido tratados con 50 pg/mL de pOVGP1 durante el CIV, apareciendo una débil sefial en

los tratados con esta concentracion de proteina en la FIV, pero no en el CIV (Fig. 37).
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En el resto de blastocistos, tratados con una concentraciéon de 10 pg/mL de
pOVGP1ldurante la FIV, el CIV o ambos procesos, no se detectd la presencia de

pOVGP1 en los mismos (Fig. 38).
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Figura 38. Inmunofluorescencia de blastocistos (dia 9) tras suplementacién con 10 y 50
pHg/mL de pOVGP1 en FIV (FIV +), en cultivo (CIV +) o en ambos (FIV + CIV +). Los
blastocistos fueron fijados, tras lo que se realiz6 una inmunofluorescencia confocal con un
anticuerpo anti-histidina. Observamos marcaje en la ZP de aquellos tratados con 50 pg/mL en el

CIV. Barra: 50 pm.

5.9.4. Deteccion de pOVGPL1 en el interior de las bastdmeras de
blastocistos suplementados con pOVGP1 durante la FIV vy el
Clv

A los 3.5 dias de cultivo embrionario, se procedi6 a fijar los embriones que
habian sido tratados durante la FIV y el CIV con 50 pg/mL de pOVGP1. La mitad de
los embriones fijados fueron permeabilizados para observar si pPOVGP1 estaba presente

en el interior de las blastémeras embrionarias.

Se detectd sefial fluorescente en la ZP de los embriones permeabilizados y no
permeabilizados. Ademas, pudimos observar sefial fluorescente asociada a la membrana
de las blastomeras de los embriones no permeabilizados, apareciendo también en el
interior de algunas blastomeras de los embriones que si habian sido permeabilizados

(Fig. 39).
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No
permeabilizado Permeabilizado

Figura 39. pOVGP1 esté presente en la membrana y el citoplasma de las blastémeras de
embriones bovinos (dia 3.5) tratados con 50 ug/mL de pOVGP1 durante la FIV y el CIV.
La inmunofluorescencia confocal realizada utilizando un anticuerpo anti-histidina muestra sefial
fluorescente en la membrana plasmatica de embriones bovinos no permeabilizados y en el
citoplasma de las blastomeras de embriones permeabilizados. La sefial azul corresponde a la
tincion de acidos nucleicos Hoechst 33342. Barra: 50 pum.

5.9.5. Andlisis de la expresion génica de blastocistos bovinos tras

el tratamiento con pOVGP1

5.9.5.1. Efecto de la suplementacién en la FIV

La suplementacion con pOVGP1 a 10 y 50 pg/mL durante la FIV incrementé de
manera significativa la expresion del gen que sintetiza la acuaporina AQP3 en ambas

concentraciones de proteina, comparandolas con el control (P<0.05). El gen relacionado
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con la homeostasis del reticulo endoplasmatico, ATF4, fue sobre-expresado en el grupo
de blastocistos suplementados con 50 pg/mL de pOVGP1 en la FIV (FIV 50) (P<0.05),
mientras que en el grupo FIV tratado con 10 pg/mL de pOVGP1, se observé una
tendencia de sobre expresion (P=0.054) comparandolo con el control. En el caso del gen
implicado en la comunicacion célula-célula, GJA1, se observé que fue infra-expresado
en el grupo FIV 10 (P<0.05) (Fig. 40).

4,00 -
B CONTROL
o FIV 10
3,00 B FIV 50

Abundancia relativa ARNm

SLC241 DNMT34 IGF2R  KDMIA Dsc2 GJAL ATF4 DDIT3  AQP3
Metabolismo de Epigenética Comunicaciéon Homeostasis del Acuaporina
glucosa célula-célula reticulo

endoplasmatico

Figura 40. Expresion génica de blastocistos bovinos suplementados con 10 y 50 pg/mL de
pOVGP1 durante la FIV. Se muestran la abundancia relativa de ARNm para los genes
estudiados en los grupos tratados con pOVGP1 a 10 pug/mL (FIV 10), con 50 pg/mL (FIV 50) y
sin suplementar (control). A y b muestran diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

5.9.5.2. Efecto de la suplementacion en CIV

El uso de pOVGP1 como suplemento durante el CIV mostrd una expresion
génica analoga del gen AQP3 a la observada en la suplementacion de la FIV,
apareciendo sobre-expresado con diferencias significativas tanto en el grupo tratado con
10 pg/mL como en el tratado con 50 pg/mL de pOVGP1 en comparacion con el grupo
control (P<0.05). Otro gen que mostré también sobre-expresion en ambos grupos fue
ATF4 (P<0.05). En relacion con el gen GJA, la tendencia mostrada fue similar a la
observada en el grupo experimental con suplementacion durante la FIV, aunque no se
encontraron diferencias significativas entre grupos, como podemos observar en la

figura 41. Ademas, DSC2, un gen que forma parte de la categoria de proteinas de
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adhesion celular, fue sobre-expresado en ambos grupos suplementados con pOVGP1
(CIV 10 y CIV 50) comparado con el control (P<0.05) (Fig. 41).
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SLC241 DNMT34 IGF2R KDMIA DSC2 GJAI ATF4 DDIT3 AQP3
Metabolismo de Epigenética Comunicacion Homeostasis del Acuaporina
glucosa célula-célula reticulo

endoplasmatico

Figura 41. Expresion génica de blastocistos bovinos suplementados con 10 y 50 pg/mL de
pOVGP1 durante el CIV. Se muestran la abundancia relativa de ARNm para los genes
estudiados en los grupos tratados con pOVGP1 a 10 pg/mL (CIV 10), con 50 pg/mL (CIV 50) y
sin suplementar (control). Ay b muestran diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

5.9.5.3. Efecto de la suplementacién en FIV y CIV

El uso de la proteina pOVGP1 durante FIV y CIV mostrd un patrén de expresion
génica similar al de la suplementacion individual de cada uno de los procesos en
relacion a los genes DSC2 y AQP3. También, pudimos observar que el gen GJAL
presentd una disminucién de la expresion en el grupo FIV+CIV 10, como ocurrié de
manera similar en la suplementacién en FIV y en CIV. El gen ATF4 fue también sobre-
expresado en blastocistos sometidos a una dosis de 10 pg/mL, mostrando el grupo
FIV+CIV 50 una tendencia (P=0.076) al ser comparados con el grupo control. Debemos
destacar el hecho de que el gen DNMT3A, relacionado con marcadores epigenéticos, fue
sobre-expresado en el grupo FIV+CIV 50 comparado con los demas grupos (P<0.05)
(Fig. 42).
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Figura 42. Expresion génica de blastocistos bovinos suplementados con 10 y 50 pg/mL de
pOVGP1 durante la FIV y el CIV. Se muestran la abundancia relativa de ARNm para los
genes estudiados en los grupos tratados con pOVGP1 a 10 pug/mL (FIV+CIV 10), con 50 pg/mL
(FIV+CIV 50) y sin suplementar (control). A y b muestran diferencias significativas entre
grupos (P<0.05).
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V1. Discusién

La glicoproteina oviductal OVGP1 esta presente, en el momento de la
fecundacién y durante el desarrollo embrionario temprano, en un amplio rango de
especies de mamiferos examinadas (Buhi, 2002). Los efectos que tiene esta proteina
sobre los eventos reproductivos estdn mediados, principalmente, a través de la
interaccion de la misma con la ZP del ovocito. OVGP1 participa en el mecanismo del
endurecimiento pre-fecundacion de la ZP, modificando su actividad durante la
fecundacién y evitando la polispermia en la especie porcina y bovina (Coy et al.,
2008a). OVGP1 también modifica la capacidad de union y penetracion del
espermatozoide con la ZP, aumentandola en algunas especies como hamster, gato y la
especie humana (Boatman et al., 1995, OdayBowman et al., 1996, Hribal et al., 20144,
Yang et al., 2015) y disminuyéndola en otras como el cerdo (Kouba et al., 2000).
También se ha detectado la proteina OVGPL1 en el espacio perivitelino, membrana
plasmatica y cuerpos multivesiculares de blastomeras, sugiriendo un proceso endocitico
(Kan et al., 1993), que seria responsable de algin posible efecto de la proteina sobre el
embrion. De ese modo, el uso de OVGP1 en los procesos de FIV y desarrollo
embrionario temprano ha mostrado un efecto positivo, mejorando la eficiencia de la
fecundacion, asi como el nimero y la calidad de los blastocistos obtenidos (Hill et al.,
1996b, Yong et al., 2002, McCauley et al., 2003, Lloyd et al., 2009b, Aviles et al.,
2010, Pradeep et al., 2011). A pesar de todos estos datos sobre la funcién de OVGP1 en
reproduccion, hasta el momento no se conoce su mecanismo molecular de actuacion,
por lo que es imprescindible la realizacién de un estudio molecular de OVGP1 y su

funcién en reproduccion.

Un punto importante a tener en cuenta es que aparecen discrepancias en el
impacto fisiologico que muestra OVGP1 en el momento de la fecundacion entre las
diferentes especies estudiadas. Respecto a esta cuestion, es interesante destacar que se
ha descrito que el gen que codifica OVGP1 estd sometido a una evolucion adaptativa
rapida (Swanson et al., 2001), lo que habria producido la divergencia de esta proteina
oviductal en las diferentes especies de mamiferos, haciéndolas diferentes entre si. Por
otro lado, un estudio detallado de la secuencia aminoacidica de OVGP1 ha revelado un
mayor grado de similaridad en el extremo N-terminal de la proteina que el extremo C-
terminal entre las diferentes especies (Aviles et al., 2010). Por ello, se ha hipotetizado
acerca de que el extremo C-terminal constituya un dominio de union y de

reconocimiento especie-especifico. Por lo tanto, es necesario el estudio de la
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implicacion del extremo C-terminal de OVGP1 en fecundacion. En esta tesis, nosotros
hemos caracterizado por primera vez la unién molecular que se produce entre OVGP1 y
la ZP y hemos mostrado que proteinas OVGP1 recombinantes con diferentes longitudes
en el extremo C-terminal modifican los patrones de union a la ZP y remodelan su
estructura afectando a la resistencia frente a la digestion con pronasa y los parametros
de laFIV.

6.1. Implicacion de las regiones de la secuencia de OVGP1 en
su funcién

El estudio comparativo de las secuencias aminoacidicas de OVGP1 mostro que
la proteina porcina presenta tres regiones (A, B y D) que estan conservadas entre las
proteinas OVGP1 de varios mamiferos (Aviles et al., 2010) (Fig. 5). OVGP1 de coneja
posee también estas tres regiones, aungque la secuencia correspondiente a la region D es
casi inexistente, provocando que OVGP1 de coneja sea 52 aminoacidos mas corta que
OVGP1 porcina. Para analizar la implicacion molecular de la regién D presente en el
extremo C-terminal, se gener6 una proteina OVGP1 recombinante porcina truncada en
esta region. Todas las proteinas recombinantes fueron correctamente expresadas y
secretadas al medio de crecimiento por los dos tipos de células de mamifero empleados
en este estudio, confirmando asi que el disefio empleado para cada una de ellas era
correcto. EI medio de crecimiento de las células HEK 293T fue utilizado para purificar
las proteinas recombinantes mediante IMAC, mientras que en el caso de las células
CHO, se utilizé directamente este medio de crecimiento donde habian sido secretadas

las proteinas recombinantes, para llevar a cabo los ensayos moleculares y fisioldgicos.

Tanto las proteinas purificadas procedentes de la linea celular HEK 293T, como
las presentes en el medio de secrecion celular, procedentes de la linea CHO, mostraron
actividad bioldgica en cuanto a la capacidad de unirse a la ZP de ovocitos. En
consecuencia, podriamos decir que la eliminacion de la region D y las regiones DB no
altera la ruta de sintesis y el correcto plegamiento de OVGP1, al menos en las lineas
celulares CHO y HEK 293T.
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6.2. Efecto de la glicosilacion en las proteinas recombinantes
expresadas

OVGP1 es considerada una proteina mucina (se conoce como MUC9), definidas
como proteinas que contienen tipicamente una serie de dominios con repeticiones en
tandem ricos en serina, treonina y prolina en la region C-terminal, por lo que estan
fuertemente O-glicosiladas (Lagow et al., 1999). Se ha descrito que al utilizar las lineas
celulares CHO y HEK 293T en la expresion de proteinas recombinantes, se produce un
patron de glicosilacién de las proteinas diferente en cada linea celular (Van den
Nieuwenhof et al., 2000, Gaudry et al., 2008). Asi, las proteinas glicosiladas por las
celulas CHO contienen mayor cantidad de acido sialico, mientras que las proteinas
glicosiladas por las HEK 293T poseen residuos terminales de GalNAc que las anteriores
no contienen (Suen et al., 2010, Zeck et al., 2011). Sin embargo, el peso molecular de
las proteinas recombinantes expresadas en las dos lineas celulares fue practicamente el

mismo.

En relacion a las N-glicosilaciones, podemos decir que el tratamiento de
pOVGP1, pOVGP1AB y rOVGP1 con la enzima N-glicosidasa F mostr6 que las tres
proteinas son N-glicosiladas por las lineas celulares en que son expresadas. EI descenso
de peso molecular tras el tratamiento coincidié con la posible escisién de tres N-
glicanos, que estarian presentes en las tres posiciones potenciales a ser N-glicosiladas
(Asn 62, 402 y 441) en OVGP1 porcina y de uno (Asn 402) en OVGP1 de coneja,

determinadas por analisis in silico.

Se observa que la ausencia de la region D no alteraba el patron de N-
glicosilacién de la OVGP1 porcina, ya que los tres sitios potenciales a ser N-
glicosilados en pOVGPL1 estarian presentes en la region A. Por tanto, la variacion en 10
kDa de peso molecular observada entre pPOVGP1 y pPOVGP1AB al hacer un SDS-PAGE
se debe a la pérdida de los 46 aminoacidos que habian sido eliminados
(correspondientes a la region D) y a los carbohidratos O-unidos de los seis sitios
potenciales de O-glicosilacion presentes en la regién del extremo C-terminal eliminada.
Ademaés, el descenso en el peso molecular entre la proteina porcina completa y la

truncada en la region D, después de ser tratadas con N-glicosidasa F, es el mismo.

La N-deglicosilacion observada en pOVGP1 que habia sido expresada tanto en

células CHO como en HEK 293T mostrd que la proteina estaba siendo N-glicosilada de
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manera similar en ambas lineas celulares, ya que el descenso en el peso molecular tras
el tratamiento era el mismo. Sin embargo, en el caso de la OVGP1 porcina observamos
un pequefio descenso en el peso molecular comparado con la OVGP1 nativa detectada
en el FO, probablemente debida a una modificacion en el patrén de glicosilacion de los
azucares O-unidos. En este estudio descartamos la existencia de patrones especificos de
glicosilacion que provoquen la union de OVGP1 a la ZP, en virtud de que las proteinas
recombinantes de coneja y de cerda expresadas en ambas lineas celulares mostraban una
afinidad igual por la ZP del ovocito. Ademas, el uso de OVGP1 deglicosilada de gata,
procedente de un sistema de expresion bacteriano, provoco un incremento significativo
en la union de espermatozoides a la ZP, aunque no se estudi6 la presencia de OVGP1 en
la ZP de los ovocitos, mientras que no se observo efecto en la tasa de division y en el
rendimiento de morulas y blastocistos obtenidos (Hribal et al., 2014a). Estas evidencias
hacen suponer que la glicosilacion de OVGP1 no es esencial para que la proteina
cumpla algunas de sus funciones, como en este caso el incremento significativo en la
unién de espermatozoides a la ZP. Sin embargo, la presencia/ausencia de la region D,
donde existen O-glicosilaciones, si influencia el patron de interaccién entre OVGP1 y

ZP, como discutiremos mas adelante.

6.3. La region A es la responsable de la interaccién de OVGP1
con la ZP en la especie porcina

Se ha descrito una alta similitud entre la region A de OVGP1, localizada en su
extremo N-terminal y la familia de enzimas quitinasas (Jaffe et al., 1996). Sin embargo,
OVGPL1 no posee actividad enzimética (DeSouza et al., 1995) debido a la falta de un
residuo de &cido glutdmico esencial en su secuencia (Buhi, 2002), aunque el dominio
similar a quitinasas que posee OVGP1 podria retener la propiedad de unir azucares y
contribuir a su asociacion con los gametos (Malette et al., 1995). Cuando generamos
péptidos recombinantes correspondientes a cada region de pOVGP1, solamente el
correspondiente a la region A fue capaz de unirse a la ZP de ovocitos porcinos,
demostrando que la capacidad de unién de OVGP1 al gameto femenino es debida a la
presencia de esta region y probablemente, debida a la presencia del sitio similar a
quitinasas. Ademas, el analisis in silico de la secuencia de aminoacidos ha revelado la
presencia de cuatro regiones correspondientes con dominios de union a Class Il PDZ

(Kadam et al., 2007) y tres de ellos estan localizados en la regién A. Estos sitios podrian

164



V1. Discusién

estar involucrados en interacciones moleculares con otras proteinas del FO importantes
en la fecundacion y desarrollo embrionario (Coy et al., 2015), generando un
microambiente necesario para controlar el proceso de fecundacién. Sin embargo, esta
region A no afecta a la propiedad de union especie-especifica, ya que en este trabajo se
ha observado unién de OVGP1 porcina y OVGP1 de coneja a la ZP de ovocitos de
cerda, vaca y ratona. Estas uniones heterdlogas se deben a que la region A esta
altamente conservada entre las especies de mamiferos (Aviles et al., 2010). Se ha
descrito en la bibliografia otras uniones heterdlogas entre OVGP1 humana y ZP de
babuino y viceversa (OdayBowman et al., 1996), OVGP1 humana y ZP de hamster
(Reuter et al., 1994) y OVGP1 bovina y ZP porcina (Lloyd et al., 2009b).

6.4. El extremo C-terminal de OVGP1 influye en la
maduracion de la ZP en el oviducto y en su endocitosis por el
ovocito

La ZP de ovocitos ovaricos se modifica durante la foliculogénesis con el
objetivo de estar preparada para el encuentro con el espermatozoide en el oviducto.
Estos cambios se conocen con el término de “maduracion zonal” (Aviles et al., 1996a,
Aviles et al., 2000a). Ademas, varios estudios han mostrado que la ZP es modificada
después de la ovulacion durante su transito por el oviducto (Oikawa et al., 1988,
Robitaille et al., 1988, Kolbe et al., 2005, Coy et al., 2008a). Sin embargo, no existen
muchas evidencias acerca del proceso responsable de los cambios que ocurren en la ZP

después de la ovulacion, conocido como la “maduracion oviductal”.

Si tenemos en cuenta la morfologia de la superficie de la ZP, varios articulos
asumen la existencia de una correlacion entre el tipo de morfologia y el estado de
madurez de la ZP. Utilizando un microscopio de polarizacion se distinguen tres capas
bien diferenciadas en la ZP y se ha aplicado la apariencia de las mismas como marcador
de calidad ovocitaria y desarrollo embrionario (Pelletier et al., 2004, Shen et al., 2005,
Rama Raju et al., 2007). Por otro lado, algunos autores (Motta et al., 1991, Calafell et
al., 1992, Familiari et al., 1992) describieron la existencia de una superficie porosa a
modo de red con un incremento en la rugosidad de la superficie de ZP principalmente
en ovocitos maduros, mientras que los ovocitos inmaduros poseen una superficie
compacta sin poros (Papi et al., 2010). Todas estas modificaciones ocurren cuando los

ovocitos ovulados estdn inmersos en el FO, pero no existen evidencias sobre los
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factores moleculares implicados en este mecanismo. Abe y Oikawa dividieron la ZP de
hadmster en tres regiones topograficas mediante observaciones ultraestructurales y
observaron que la distribucion de OVGPL1 en esas tres regiones era diferente, lo que
sugeria que el numero de sitios de union a OVGP1 esta distribuido de manera variable a
través del espesor de ZP (Abe et al., 1990).

En este estudio, hemos observado que la proteina OVGP1 porcina completa se
incorpora a mas de la mitad del espesor de la ZP de ovocitos porcinos. Sin embargo, al
utilizar OVGP1 porcina que no posee la region D (pOVGP1AB) y OVGP1 de coneja
(rOVGP1), la proteina era retenida de forma mas superficial. Podriamos decir que
pOVGP1 fue capaz de penetrar en las tres capas de la ZP diferenciadas bajo luz
polarizada (Rama Raju et al., 2007), mientras que pPOVGP1AB s6lo en la més externa y
parte de la capa central y rOVGP1 se mantendria estancada en la capa mas superficial.
Una caracteristica interesante a destacar que hemos observado es que se unen cantidades
equivalentes de las tres proteinas recombinantes testadas a la ZP. Estos datos sugieren
que en el caso de la proteina porcina pPOVGP1AB y de coneja rOVGP1, la proteina esta
mas concentrada en la superficie de la ZP, probablemente modificando
morfolégicamente la estructura de la misma. En efecto, la visualizacién de la superficie
de la matriz de ovocitos incubados con pOVGP1 nos mostré que la ZP mantenia la
estructura porosa indicando que la proteina recombinante estaba totalmente inmersa en
la matriz, de acuerdo con la morfologia descrita para ovocitos maduros. Sin embargo,
rOVGPL1 aparecia taponando la mayoria de poros de la ZP, compactada en la superficie
de la matriz. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la region D del
extremo C-terminal modula el patron de unién de OVGP1 a la ZP vy asi, la morfologia
externa del ovocito, pudiendo generar la maduracion oviductal de la matriz extracelular
del ovocito descrita anteriormente. En este trabajo mostramos como OVGP1 de coneja
modifica la porosidad de la ZP de manera diferente a la OVGP1 de cerda, lo que podria
conllevar modificaciones fisiologicas del ovocito, como aquellas que afectan al

endurecimiento de la ZP frente a la digestion proteolitica.
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6.5. La regibn D de pOVGP1l es necesaria para que se
produzca la endocitosis de la proteina por el ovocito porcino
MIV

La presencia de pOVGP1 en los cuerpos multivesiculares de ovocitos porcinos
MIV que hemos descrito en este trabajo y en las blastomeras de embriones en desarrollo
(Boice et al., 1990b, Kan et al., 1993), sugiere una posible endocitosis de la proteina,
que esta en concordancia con la descripcion de una caja de clatrina en la region A de
OVGP1 (Kadam et al., 2007). Este hecho podria explicar la influencia de OVGP1 en las
etapas tempranas de desarrollo embrionario que se han descrito para varias especies
(Yong et al., 2002, Pradeep et al., 2011, Hribal et al., 2014a)

Cuando se incubaron ovocitos con los péptidos correspondientes a cada una de
las regiones de la proteina, no fueron detectados en el citoplasma, ni siquiera el
correspondiente a la region A (pPOVGP1A). Si observamos una endocitosis de OVGP1
porcina por el ovocito, aunque la deficiencia en la region D en OVGPL1 porcina bloque6
la presencia de dicha proteina en el citoplasma. Tampoco la region D fusionada con
MBP fue capaz de ser endocitada por el ovocito. En relacion a estos datos obtenidos,
podriamos afirmar que la region D no es la responsable del proceso de endocitosis, pero
si seria necesaria su presencia en la secuencia de OVGP1 para que se lleve a cabo dicho
proceso. La ausencia de la region D modificaria el plegamiento de OVGP1 haciendo

gue quede estancada en la superficie de la ZP.

6.6. La region C-terminal de OVGP1 modifica los parametros
de fertilidad entre especies

Se ha descrito la proteina OVGP1 como uno de los componentes del FO
involucrado en el endurecimiento pre-fecundaciéon de la ZP. En este proceso, la ZP
adquiere resistencia frente a la digestion proteolitica con pronasa durante el transito del
ovocito por el oviducto (Coy et al., 2008a). El presente estudio demuestra, de manera
clara, que OVGP1 es el factor presente en el FO responsable de este efecto de
endurecimiento de la ZP. Los ovocitos porcinos incubados con OVGP1 recombinante
porcina mostraron un tiempo de digestion similar, aunque un poco superior, al de
ovocitos incubados con FO porcino (Coy et al., 2008a). Sin embargo, la proteina

OVGP1 porcina con la region D eliminada, incrementa el tiempo de digestion cuatro
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veces comparado con OVGP1 completa. Nosotros hemos mostrado que el extremo C-
terminal de OVGP1 es responsable de modular el endurecimiento frente a proteasas de
la ZP. De hecho, OVGP1 de coneja mostro el tiempo de digestion mas largo de entre
todas las proteinas probadas. En vista de estos resultados, sugerimos que la falta de la
region D en rOVGPL1 seria la responsable del patron caracteristico de union de OVGP1
a ZP y por consiguiente, del efecto especifico en el tiempo de digestion. Estos datos
justifican de manera clara los resultados publicados recientemente donde muestran que
el FO de coneja es el responsable del mayor incremento en la resistencia de la ZP frente
a digestion proteolitica en ovocitos de todas las especies testadas (ratén, rata, hdAmster,
conejo, oveja, cabra cerdo y vaca) (Mondejar et al., 2013b), mientras que el FO humano
no presenta efecto en el tiempo de digestion de ovocitos porcinos. En este trabajo hemos
probado que la ausencia de la regién D incrementa el tiempo que tarda la ZP en
degradarse. Por lo tanto, podemos sugerir que la ausencia de ciertas regiones de OVGP1
seria la causa de la modificacion del efecto fisiologico de la proteina. De la misma
manera, la presencia de regiones adicionales en el extremo C-terminal de OVGP1, como
la region E en la especie humana o la regién C en raton, podria modificar también su
actividad. Este cambio en la actividad de la proteina produciria un distinto remodelado
de la matriz de la ZP, que podria favorecer la penetracion de OVGP1 a través de la
misma. Este proceso justificaria el hecho de que la ZP oviductal no sea resistente a la
degradacion proteolitica en la especie humana (Mondejar et al., 2013a), donde OVGP1
podria estar mas implicada en el desarrollo embrionario que en el bloqueo de la
polispermia. Del mismo modo, en ratdn, la presencia de la region C también podria

provocar la reduccidn que se ha descrito en la unién OVGP1-ZP (Lyng et al., 2009).

Cabe sefialar, que cuando analizamos el efecto de pOVGP1 y rOVGP1 en el
endurecimiento de la ZP, descubrimos que la ZP de los ovocitos porcinos y bovinos
incrementaba la resistencia frente a la protedlisis mediada por pronasa. Probablemente,
el que pOVGP1 y rOVGP1 endurezcan la ZP porcina y bovina, se deba a que poseen
una composicion de la ZP similar, formada por las glicoproteinas ZP2, ZP3 y ZP4
(Hedrick et al., 1987a, Noguchi et al., 1994).

La habilidad del FO de inducir el endurecimiento de la ZP es proporcional a su
habilidad de incrementar la tasa de monospermia después de FIV en el sistema porcino
(Mondejar et al., 2013b) y por consiguiente, de controlar la polispermia. Se observa que
OVGP1 recombinante porcina posee el mismo efecto que el FO en el sistema de FIV
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porcina (Coy et al., 2008a). El tratamiento de ovocitos porcinos con pOVGP1 produjo
un incremento significativo en las tasas de monospermia comparado con el control, sin
verse afectadas las tasas de penetracion, por lo que los resultados que obtuvimos en la
FIV porcina resultan en un incremento general del rendimiento del sistema FIV
(eficiencia de fecundacién). Sin embargo, si que observamos una diferencia entre el
tratamiento con pOVGP1 recombinante y con el FO porcino examinado anteriormente,
ya que mientras que el tratamiento con pOVGP1 no varia el nimero de espermatozoides
unidos a la ZP, el FO los disminuye (Coy et al., 2008a). Los responsables de estas
diferencias podrian ser otros componentes presentes en el FO porcino, que no estaban
presentes en la proteina recombinante purificada utilizada en este trabajo, como son
DMBTL1 (Teijeiro et al., 2012, Ambruosi et al., 2013), osteopontina (Hao et al., 2006),
plasmina (Coy et al., 2012b), lactoferrina (Zumoffen et al., 2013), etc, que han sido
detectadas unidas a la ZP del ovocito y descritas como moduladoras de la unién de los
espermatozoides con la ZP. De este modo, confirmamos que hemos producido una
proteina OVGP1 porcina por medio de tecnologia recombinante que es biolégicamente
activa y facil de purificar, lo que la hace idénea para ser incorporada como un

componente potenciador en medios de FIV.

Por otro lado, esperabamos que OVGP1 truncada en su region D (pOVGP1AB),
la cual presentaba un tiempo de digestion proteolitica de ZP mayor que pOVGP1,
mejorase de igual o mejor manera la eficiencia de fecundacion. Sin embargo, la
incubacion con pOVGP1AB no mostro efectos en los pardametros de FIV en porcino, por
lo que los datos obtenidos en este trabajo sugieren que podriamos desligar el efecto del
endurecimiento de la ZP de la eficiencia del proceso de fecundacion que habian sido
previamente relacionados (Coy et al., 2008b) cuando la region D no esta presente en

OVGP1 y por tanto, la conformacion proteica podria no ser la adecuada.

Aunque la polispermia ocurre en otras especies, el grado de fecundacién
polispérmica que se observa en el sistema porcino es mucho mayor. De este modo, el
problema de la penetracion polispérmica es en gran parte especie-especifico y confinado
a la FIV porcina (Wang et al., 1997, Abeydeera et al., 1998). Por este motivo, Coy y
colaboradores han investigado el modo de mejorar el rendimiento del sistema FIV,
sobre todo en la especie porcina. Mostraron que tanto el FO perteneciente a la especie
bovina como a la porcina, incrementaba la tasa de monospermia en la FIV,

produciéndose unicamente el descenso de la unién de espermatozoides a la ZP en el

169



V1. Discusién

caso del cerdo (Coy et al., 2008a). Una posible explicacion al fenémeno de la reduccion
de la polispermia en el sistema porcino seria que OVGP1 se une a la ZP y forma una
barrera fisica modificando los sitios de union a espermatozoides presentes en ella
(McCauley et al., 2003). Otra explicacion podria deberse a que el espermatozoide
penetra la ZP gracias a su capacidad fisica (Bedford, 2004), por lo que sélo aquellos con
la habilidad (o la fuerza) para atravesar la ZP, que se habria vuelto resistente a proteasas
al estar en contacto con OVGP1, podrian fecundar el ovocito con éxito. Nosotros
observamos que el nimero de espermatozoides unidos a la ZP fue similar cuando los
ovocitos fueron incubados con las tres proteinas recombinantes (pOVGP1, pOVGP1AB
y rOVGP1) y el control, pero s6lo pOVGP1 fue capaz de incrementar el porcentaje de
monospermia obtenido. Gracias a los resultados obtenidos en este trabajo, podemos
correlacionar el incremento del endurecimiento enzimatico de la ZP con la mejora de las
tasas de FIV en porcino, pero sélo cuando la region D esté presente en la proteina. En
consecuencia, podriamos atribuir a la region C-terminal de OVGP1 una funcién
especie-especifica modulando el paso de los espermatozoides a través de la matriz ZP

remodelada.

Por otro lado, OVGP1 posee un efecto positivo en la union espermatozoide-ZP
en cualquiera de las demas especies estudiadas. En hamster, la proteina OVGP1
recombinante incrementa el nimero de espermatozoides unidos a la ZP (Yang et al.,
2015). OVGP1 humana incrementa la unién de espermatozoides a la ZP en ensayos de
unién a hemizonas humanas (OdayBowman et al., 1996). Curiosamente, este autor
describe que OVGP1 humana incrementa la union espermatozoide-ZP en un sistema
homdlogo, mientras que OVGP1 de babuino desciende la unién entre ZP y
espermatozoide humano, sugiriendo que OVGP1 también juega un papel especie-
especifico en la unién de los espermatozoides a la ZP del ovocito (OdayBowman et al.,
1996, Schmidt et al., 1997b).

Cabe destacar el hecho de que OVGP1 de babuino (P36718) muestra una
identidad del 94 % con OVGP1 humana (Q12889), pero OVGP1 humana presenta una
region extra en el extremo C-terminal, la region E, que no esta presente en el babuino.
Por otro lado, Coy y colaboradores mostraron que la incubacion de ovocitos porcinos
con FO bovino incrementaba las tasas de monospermia (Coy et al., 2008a). En este
sistema heter6logo, OVGP1 muestra una identidad del 78 % entre ambas especies

(porcina y bovina), la diferencia es que ambas proteinas comparten las mismas regiones
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conservadas (A, B y D) (Fig.5). Nosotros hemos utilizado un sistema heter6logo, con
proteinas en las que su extremo C-terminal es diferente. Cuando se testo6 OVGP1 de
coneja en FIV porcina, la proteina no afect6 a los parametros de FIV. Todos estos datos
sugieren que la presencia/ausencia de regiones conservadas en el extremo C-terminal de
OVGP1 modifica la asociacion de OVGPL1 con la ZP, afectando de manera especifica al
remodelamiento de la matriz y por consiguiente, a la penetracion de la ZP por parte del
espermatozoide. Otro factor que debemos considerar es que OVGP1 podria también
modificar la actividad espermatica. En otras palabras, la modificacion especie-
especifica podria ser también influenciada a nivel espermatico, por lo que se deberan
realizar estudios en el futuro con OVGPL1 y espermatozoides en un sistema heterélogo

para aportar mas informacion acerca de este hecho.

En algunos estudios se ha observado cambios estructurales que ocurren en la
matriz de la ZP durante el desarrollo del ovocito y tras la fecundacion (Wassarman et
al., 1991, Monne et al., 2011). Por el contrario, ningin estudio ha demostrado de
manera minuciosa la base estructural que hace a la ZP competente para la fecundacion,
debido a que no existe informacién estructural de alta resolucion sobre los filamentos
que componen la ZP. Por lo tanto, ain no se conoce el tipo de estructura tridimensional
que facilita el éxito en la fecundacién, ni el mecanismo por el cual proteinas intrinsecas
de la ZP controlan la estructura de ovocitos no fecundados. Recientemente, se ha
descrito en Xenopus laevis que lo que hace competente a la matriz del ovocito para la
fecundacion esté regulado por la interaccion directa entre la proteina dicalcina y gp41,
que es un ortdlogo de ZP3 en la rana (Miwa et al., 2015). Dicalcina podria actuar como
una proteina reguladora clave involucrada en hacer la ZP competente para la
fecundacion modificando la estructura tridimensional de los filamentos de ZP (Miwa,
2015). De igual manera, OVGP1 podria generar el microambiente estructural necesario
para que el espermatozoide se una y atraviese la ZP y alcance la membrana plasmatica

del ovocito.

6.7. Influencia de OVGP1l porcina en el desarrollo
embrionario y en la expresion genica de embriones bovinos

Estudios in silico han mostrado la presencia de una caja de clatrina en la regién
A de OVGP1, lo que sugiere la endocitosis de la proteina (Kadam et al., 2007). Este

dato, junto con los resultados obtenidos en esta investigacion sobre la presencia de
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pOVGP1 en los cuerpos multivesiculares de ovocitos porcinos MIV y los publicados en
otros trabajos acerca de la deteccion de OVGP1 en las blastomeras de embriones en
desarrollo (Boice et al., 1990b, Kan et al., 1993), sugieren un potencial efecto por parte
de OVGP1 en las etapas tempranas de desarrollo embrionario. De hecho, OVGP1
mejora la formacién y desarrollo de embriones (McCauley et al., 2003, Aviles et al.,
2010). Ademas, se ha descrito que HCgp-39, una proteina similar a quitinasas, es la
responsable de iniciar una cascada de sefializacion en células del tejido conectivo, que
desemboca en el incremento de la proliferacion celular (Recklies et al., 2002, Ling et
al., 2004). Lo mismo podria ocurrir con OVGP1 en las blastdbmeras, pero siendo
modulado este efecto por el extremo C-terminal entre especies. Este descubrimiento
concuerda con el hecho de que en raton, anticuerpos contra la regién C-terminal de
OVGP1 bloquea al embrion en estadio de dos células en el desarrollo embrionario
(Yong et al., 2002).

Se han realizado estudios utilizando OVGP1 tanto recombinante como
purificada del FO o utilizando FO completo, para observar su efecto en desarrollo
embrionario temprano. Los datos publicados al utilizar FO muestran discrepancias en el
efecto producido, probablemente debido al momento del tratamiento y a la cantidad de
FO con el que se suplementd. Cebrian-Serrano y colaboradores utilizaron FO bovino
para tratar ovocitos bovinos durante 30 minutos antes de la FIV, no encontrando
diferencias significativas entre el grupo tratado y el control en las tasas de division y de
blastocistos obtenidos, ni en el grupo tratado con FO en que se produjo un desarrollo
embrionario partenogenético realizado al activar artificialmente ovocitos MIl (Cebrian-
Serrano et al., 2013). Debemaos tener en cuenta que en el sistema in vivo, el ovocito esta
en contacto con el FO mucho maés tiempo que el empleado en este estudio (Hunter,
2002). Tampoco observaron diferencias en la morfologia del blastocisto tras el
tratamiento (Cebrian-Serrano et al., 2013), al igual que Lloyd y colaboradores, quienes
no observaron diferencias en la morfologia de blastocistos porcinos tratados con FO
bovino también durante 30 min antes de la FIV (Lloyd et al., 2009b). No obstante, en
este Ultimo trabajo si observaron una mejoria en el porcentaje de division de los
embriones porcinos, ademas de que el nimero de blastocistos obtenidos a partir de
ovocitos tratados con FO bovino fue mayor que los no tratados (Lloyd et al., 2009b). De
igual manera, al utilizar una fraccion de FO rica en OVGP1 durante la FIV, se observo

un incremento significativo en la tasa de division y el nimero de blastocistos obtenidos
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en oveja (Hill et al., 1996a). Sin embargo, la adicion de OVGP1 durante el cultivo in
vitro después de la FIV en oveja, no mostrd efecto en la tasa de division y se observo
que incrementa el tiempo que necesita el embridn para alcanzar el estado de blastocisto
(Hill et al., 1996b). También se observo que la eliminacion de OVGPL1 del cultivo a los
tres dias no modifica los resultados obtenidos, lo que sugiere que el efecto que tiene la
proteina es durante los primeros tres dias de desarrollo, por eso en nuestro trabajo los
embriones estan en presencia de OVGP1 hasta el dia 3.5 y no mas. Lopera-Vasquez y
colaboradores mostraron que la suplementacion durante el cultivo embrionario con
concentraciones de FO bovino de 5, 10 y 25 % tenian un efecto negativo en el
desarrollo embrionario, mientras que al utilizar concentraciones de 1.25 y 0.625 %, los
embriones llegaban a dia 9 del desarrollo y en ese momento, los blastocistos obtenidos
eran de alta calidad, lo que se reflejaba en la criotolerancia que mostraban y el nimero

de células totales que poseian (Lopera-Vasquez et al., 2015).

Por otro lado, el tratamiento con proteinas OVGP1 purificadas a partir de FO no
mostrd efecto en la tasa de desarrollo de los blastocistos (Hill et al., 1997;
Vansteenbrugge et al. 1997) o s6lamente la mejor6 de manera parcial (a dia 6 si, pero no
a dia 7) observandose un efecto positivo en el desarrollo y la calidad de aquellos
embriones que habian sido suplementados con una baja concentracion (Martus et al.,
1998). En la especie porcina, el tratamiento pre-FIV y durante la FIV con OVGP1
nativa purificada a partir de explante de tejido oviductal (10 pg/mL), incremento el
namero de ovocitos fecundados que alcanzan el estadio de blastocisto, pero no la tasa de
division, mientras que al utilizar OVGP1 durante la FIV(10 pg/mL) y el CIV (50 y 100

pg/mL) a la vez, disminuia el efecto observado anteriormente (Kouba et al., 2000).

El problema de utilizar fracciones de FO ricas en OVGP1 o el FO completo,
seria la propia naturaleza compleja del mismo. Es un fluido que presenta continuas
variaciones in vivo debido a las modificaciones del oviducto a lo largo del ciclo estral
(Leese et al., 2008) y a cada region oviductal (Roblero et al., 1976, Buhi et al., 2000),
como por ejemplo en la cantidad y tipo de proteinas secretadas en cada momento, con el
objetivo de crear diferentes microambientes (Desantis et al., 2011) que sean Optimos
para el embrion dependiendo del estado de desarrollo en el que se encuentre. Es dificil
trasladar este proceso a condiciones in vitro utilizando FO. Por ello, el uso de la
tecnologia de proteinas recombinantes y su purificacion nos sirve de gran ayuda para

poder mimetizar las condiciones in vivo de manera mas sencilla, ya que podemos
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conseguir la concentracion exacta de cada proteina en el momento que nos interese. De
esta manera, en el presente estudio se ha recurrido a esta tecnologia para la obtencion de
la proteina OVGP1.

En la bibliografia se ha descrito un efecto producido por OVGP1 en la expresion
génica en sistema heterdélogo, al incubar ovocitos porcinos con FO bovino previo a la
FIV, asi como una mejora en las tasas de division embrionaria y desarrollo de los
blastocistos (Lloyd et al., 2009b). En nuestro trabajo, observamos una tendencia
positiva en el porcentaje de blastocistos bovinos obtenidos a dia 9 al tratar los ovocitos
durante el CIV con 50 pg/mL de pOVGP1 y durante FIV+CIV con 10 pg/mL de
pOVGP1. También se detectd que el uso de pOVGP1 recombinante como suplemento
durante todo el proceso in vitro (la FIV y el CIV) fue perjudicial para el desarrollo
embrionario a altas dosis. No observamos diferencias en la tasa de division entre los dos
grupos tratados y el grupo control, pero el rendimiento de blastocistos a dia 9 descendio
de manera dréstica en el grupo en que se suplementd con 50 pug/mL durante FIV+CIV.
En cabra y oveja, el uso de OVGP1 en maduracion, fecundacion y cultivo in vitro a baja
concentracion (10 pg/mL) aumenta la tasa de division en embriones y la formacion de
blastocistos, pero presenta efecto inhibitorio a concentraciones mayores (50 y 100
png/mL) (Pradeep et al., 2011) al igual que ocurre en nuestro caso. Son similares los
resultados publicados por Lopera-Vasquez y colaboradores (2015) utilizando FO, que
muestran un efecto negativo en el desarrollo de los blastocistos al suplementar el medio
de CIV con una alta concentracion de FO bovino. Estos datos nos indican la
importancia de la determinacién de una dosis éptima de esta proteina para la mejora de
los procesos reproductivos realizados in vitro. Por otro lado, los datos obtenidos por
Hribal y colaboradores son similares a los nuestros, ya que observaron que el uso de
OVGP1 felina recombinante en FIV en gata no varia las tasas de divisién embrionaria

ni el nimero de morulas y blastocistos obtenidos (Hribal et al., 2014a).

Por el contrario, el grupo de Hribal si observé un efecto producido por OVGP1
al analizar la expresion de ARNm del gen GJA1 que codifica la conexina de union tipo
GAP alfa 1 (también conocida como CX43), observando un incremento significativo de
su expresion al utilizar la proteina felina en FIV. Por el contrario, en nuestros resultados
observamos una expresion reducida de GJAL en todos los grupos suplementados con
pOVGP1. GJAL es un gen implicado en la comunicacion célula-célula que se ha

utilizado como marcador de calidad embrionaria y se ha descrito presente en
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blastocistos producidos in vivo, pero no expresado o con un nivel muy bajo de expresion
en los generados in vitro en gato y en la especie bovina (Wrenzycki et al., 1996,
Waurich et al., 2010). Se ha demostrado un incremento en la expresion de este gen
cuando se produce el paso del embridn de 8-16 células hasta blastocisto (Lonergan et

al., 2003) en el oviducto.

Nuestros resultados muestran la sobreexpresion del gen AQP3 en todos los
tratamientos realizados con OVGP1 porcina. AQP3 es un gen que codifica para la
traduccion de la acuaporina 3. Las acuaporinas son proteinas que forman canales de
membrana que facilitan el movimiento rapido y pasivo del agua (Agre et al., 2003,
Benga, 2012). Se ha detectado su presencia en ovocitos y embriones de raton y
humanos (Xiong et al., 2013). Se ha visto que juega un papel crucial en la homeostasis
celular y en el transporte de criopreservantes en ovocitos y blastocistos de ratén
(Edashige et al., 2003, Edashige et al., 2006, Seki et al., 2011), por lo que el incremento
de la expresion de este gen mejora la supervivencia de ovocitos de raton tras la
criopreservacion y regula la apoptosis del embrién durante la misma (Edashige et al.,
2007, Bell et al., 2009, Kuzmany et al., 2011, Yamaji et al., 2011). El descenso en la
expresion de este gen esta asociado a una tasa baja de fecundacion (Meng et al., 2008) e
inhibe el desarrollo embrionario en embriones de raton de 2 células, sugiriendo un
importante papel en desarrollo embrionario. En el ratdn knockout para AQP3 se ha
observado un deterioro en la formacién de las células de la epidermis (Hara-Chikuma et
al., 2008). Los ovocitos y embriones tratados con OVGP1 porcina muestran una
sobreexpresion de AQP3, lo que sugiere que OVGP1 porcina podria ser responsable de

una mejora en el desarrollo del embrién

En el presente trabajo aparece de igual modo un aumento significativo en los
grupos FIV 50, CIV 10, CIV 50 y FIV+CIV 10 y una tendencia en los grupos FIV 10y
FIV+CIV 50, de la abundancia de ARNm del gen que codifica el factor de la
transcripcion 4 (ATF4). ATF4 es un factor de activacion de la transcripcion que se ha
descrito critico para una proliferacion celular normal, sobre todo durante la alta
proliferacion que se requiere en la hematopoyesis fetal, produciéndose una anemia fetal
severa si no esta presente (Masuoka et al., 2002). También se ha descrito que la
deficiencia en ATF4 en embriones de raton produce un defecto grave en la formacion de
la lente ocular (Tanaka et al., 1998). Podemos decir que OVGP1 porcina podria estar

involucrada en una mejora de la proliferacion celular del embrién en formacion.
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Otro de los genes que muestra diferencias tras el tratamiento con pOVGP1 es
DSC2. DSC2 (desmocolina 2) es un miembro de la superfamilia de las cadherinas. Es
una proteina de adhesion celular que esta presente en los desmosomas (Buxton et al.,
1992, Buxton et al., 1993). Las uniones de los desmosomas juegan un papel importante
en la integridad y actividad de sefalizacion en los tejidos (Green et al., 2000) y por
tanto en la estabilizacién de la expansion del blastocisto (Fleming et al., 1991, Collins et
al., 1995). Se ha descrito una alta abundancia del transcrito del gen DSC2 en el estadio
de mérula y blastocisto (Bloor et al., 2002) y se ha observado que la abundancia relativa
del ARNm es significativamente mayor en blastocistos de buena calidad comparado con
los de mala calidad (Sathanawongs et al., 2012). La expresion de este gen afecta la
calidad embrionaria, por lo que podria ser utilizado como marcador en cultivo in vitro.
En nuestro trabajo hemos obtenido una sobreexpresion del gen DSC2, en los dos
tratamientos en los que se utiliz6 pOVGP1 en CIV y en FIV+CIV. Podemos decir que
la suplementacion de los embriones porcinos durante el cultivo embrionario temprano

con pOVGP1 favorece la produccion de embriones de buena calidad.

Se ha obtenido igualmente diferencias de expresién en un gen relacionado con la
epigenética del embridén. La familia de metiltransferasas (DNMTS) media el
establecimiento y mantenimiento de patrones dinamicos de metilacion del ADN del
genoma. DNMT3 (metil trasferasa 3 alfa de ADN) codifica una metiltransferasa que
transfiere grupos metilo a dinucle6tidos previamente demetilados (Lee et al., 2015). La
metilacién del ADN es un evento epigenético de gran importancia en la regulacion
génica ya que el mantenimiento de una metilacion oOptima del ADN durante la
maduracion de los ovocitos es esencial en la viabilidad y desarrollo de los embriones
(Barton et al., 2001, Messerschmidt et al., 2014). En nuestro trabajo observamos que el
gen DNMT3A, fue sobreexpresado solamente en el grupo FIV+CIV 50, lo que sugiere
que es importante la presencia de OVGP1 tanto en la FIV como en el CIV para la
correcta instauracion de marcadores epigenéticos. En oveja, se ha descrito que la
metilacion global del ADN vy la abundancia relativa del ARNm del gen DNMT3A era
menor en los ovocitos, zigotos y embriones de dos células procedentes de gametos de
ovejas adultas que de corderos (Fang et al., 2016), los cuales estan asociados con
procesos de metilacion del ADN perturbado, lo que podria ser responsable del potencial

de desarrollo menor que presentan los ovocitos y embriones procedentes de corderos.
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En otros trabajos realizados con ovocitos tratados con FO, se ha observado una
diferencia de expresion de algunos genes que no han sido estudiados en el presente
trabajo de investigacion. En relacion al uso de FO bovino en el tratamiento de ovocitos
previo a la FIV, se observo una diferencia significativa en la expresion de los genes
G6PD y SOD2 en los blastocistos bovinos del grupo tratado (Cebrian-Serrano et al.,
2013) y una reduccion de la expresion génica del gen pro-apoptotico BAX acompafiada
de un aumento de la expresion del gen antiapoptotico BCL2L1, ademés de un aumento
en la abundancia de TFAM, gen relacionado con la proteccion frente al impacto adverso

de la transcripcion y replicacion, en blastocistos porcinos (Lloyd et al., 2009b).

La técnica de FIV es una tecnologia ampliamente utilizada, pero las tasas de
eficiencia varian entre especies. El aporte de ciertas proteinas oviductales en el medio
de FIV podria mejorar las tasas de fecundacion, no sélo en el nUmero de embriones
obtenidos, sino también en la calidad de los mismos. Debido a los resultados obtenidos
en este trabajo, podriamos afirmar que la incorporacion de OVGP1 al medio de
fecundacion y cultivo supondria una mejora de la calidad de los embriones obtenidos
por técnicas in vitro, sin perjudicar las tasas de éxito. Es importante utilizar los recursos
cientificos disponibles en encontrar un modelo que cada vez se asemeje mas al proceso
in vivo, puesto que es en los primeros estadios del desarrollo embrionario donde se
generan los patrones de expresion génica y epigenética que van a marcar el desarrollo

del nuevo individuo.

En este trabajo hemos producido una proteina recombinante que mejora la
eficiencia de fecundacion en su sistema homdlogo. Hemos descrito su actividad
molecular, producida por el extremo C-terminal de la proteina, que puede extrapolarse a
otras especies de acuerdo con la presencia/ausencia de las regiones D, C 0 E. Desde el
punto de vista evolutivo, es interesante tener en cuenta la presencia de regiones
especificas en OVGP1 responsables de modular su actividad y por tanto, las
condiciones especificas de cada especie intrinsecas a la fisiologia reproductiva.
Dejamos abierto un campo emocionante para analizar la correlacion entre la region C-
terminal de OVGP1 y el efecto especie-especifico en reproduccion, por ejemplo en
OVGP1 humana, probablemente debido al desplazamiento de su efecto en el
remodelamiento de la matriz ZP para favorecer la ruta endocitica e influenciar las

primeras etapas del desarrollo embrionario temprano.
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Para concluir, en esta tesis doctoral se propone un modelo en el que describimos
la union de OVGPL1 a la ZP del ovocito a través de la region A, que esta altamente
conservada entre las especies de mamiferos estudiadas y que al mismo tiempo
proporciona un anclaje para la union de otras proteinas oviductales. La region C-
terminal de OVGP1 modularia la union OVGP1-ZP, regula la actividad de OVGP1 y
justifica la funcién que cumple OVGP1 en fecundacion en las diferentes especies. En el
sistema porcino, OVGP1 remodela la estructura de la ZP afectando al endurecimiento
enzimatico y mejorando la eficiencia de la FIV. Ademas, la presencia de la region D en
el extremo C-terminal de OVGP1 es responsable de la endocitosis de la proteina durante
el paso del ovocito a través del oviducto, antes, durante y después de la fecundacion.
Hemos observado un efecto positivo de OVGP1 porcina en la expresion génica de
blastocistos bovinos, produciendo el tratamiento con la proteina una variacion en la
expresion de los genes GJAL, AQP3, ATF4, DSC2 y DNMT3.
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Las proteinas OVGP1 recombinantes son expresadas y secretadas al medio de
cultivo por células de mamifero HEK 293T y CHO.

La eliminacion de la region D vy las regiones BD del extremo carboxilo terminal

de OVGP1 no altera su biosintesis y su secrecion.

OVGP1 se une a la ZP del ovocito a través de la region A presente en el extremo

amino terminal de la proteina.

El extremo carboxilo terminal de OVGP1 modula la penetrabilidad de la

proteina a traves de la ZP del ovocito y remodela la morfologia de la ZP.

OVGP1 es endocitada por el ovocito, siendo para ello indispensable la presencia

de la region D del extremo carboxilo terminal de la proteina.

OVGPL1 es el factor presente en el FO responsable del aumento de la resistencia
de la ZP frente a la digestion enziméatica mediada por pronasa, siendo el extremo

carboxilo terminal el responsable de modular dicho endurecimiento.

OVGP1 mejora la eficiencia de la fecundacién en la especie porcina al ser
incorporada al medio de la FIV. Es la region D en el extremo carboxilo terminal

de OVGP1 la responsable de esta mejora en la eficiencia de fecundacion.

El uso de OVGP1 como suplemento en el momento de la FIV o durante el CIV
muestra una tendencia positiva en el rendimiento del sistema bovino, mientras
gue su uso en ambos procesos, es perjudicial. No obstante, el tratamiento de
ovocitos con OVGPL1 durante la FIV y el CIV en el sistema bovino mejora la
calidad de los embriones obtenidos.

En este trabajo, se ha obtenido una proteina OVGP1 porcina por medio de

tecnologia recombinante, que es biologicamente activa y facil de purificar.
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Ademés, OVGP1 recombinante mejora el rendimiento de la FIV y la calidad de
los embriones producidos, lo que la hace iddnea para ser incorporada como un
componente beneficioso en medios de cultivo celulares utilizados en técnicas de

reproduccion asistida.
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8.1. Introduction

Oviducts have long been considered mere conduits for gametes and embryos, but
numerous studies performed in recent years have demonstrated that the oviduct is
involved in several important processes (gamete maturation, capacitation, sperm
selection, polyspermy regulation, embryo development, etc.) that are necessary for the
correct gamete and embryo physiology (Aviles et al., 2010, Coy et al., 2012a, Hunter,
1998, 2012, Gualtieri et al., 2013). Moreover, in species with internal fertilization, the
oviduct is the site of fertilization and early cleavage of the zygote (Hunter, 2005;
Menezo and Guerin, 1997). During their trip through the oviductal tube, gametes and
early embryos are bathed in oviductal fluid (OF), a mixture of blood plasma, oviductal
epithelial cell secretion, the fluid released by follicles during ovulation and some reflux
from the uterus (Aviles et al., 2010, Leese, 1988, Malayer et al., 1988, Roberts et al.,
1975). This complex fluid contains many metabolic compounds (Harris et al., 2005;
Hugentobler et al., 2008; Hugentobler et al., 2010, Leese et al., 2008, Tay et al., 1997)
and a great variety of proteins (Aviles et al., 2010, Buhi et al., 2000, Georgiou et al.,
2007, Killian, 2004). The major non-serum protein present in the OF is the estrogen-
dependent oviductal protein (OVGP1), also named oviductin or mucin-9 (Buhi, 2002).

OVGP1 belongs to the glycosyl hydrolase 18 family, all of whose members have a
great identity and similarity in the N-terminal domain. This domain has been described
as the catalytic domain of chitinases, meaning that OVGP1 is also a member of the
chitinase family. However, OVGP1 lacks an essential glutamic acid residue in this N-
terminal domain and, consequently, chitinase activity (Buhi, 2002). OVGP1 gene has
been identified in several placental species (Arias et al., 1994, Buhi et al., 1996,
Desouza and Murray, 1995b, Donnelly et al., 1991, Killian, 2004, Sendai et al., 1994,
Suzuki et al., 1995, Verhage et al., 1997a). However, it was reported that this protein is
not expressed by the oviduct of rats because its homologous OVGP1 is a pseudogene
(Tian et al., 2009).

Like other members of the chitinase family, OVGP1 has a large number of O-
glycosylations, mainly located within the carboxy terminal region of the protein.
Moreover, analysis of the sequence shows that the N-terminal region of the mature
polypeptide OVGP1 has a high degree of identity (77-84%) and similarity (86-90%)
among the studied species. However, C-terminal regions show a low degree of identity
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(37-63%) and similarity (50-75%), with several insertions/deletions in their sequence.
This C-terminal region of OVGP1 proteins contains mucin-type tandem-repeat
sequences. Hamster OVGP1 has six repeats of 15 aminoacids each (Paquette et al.,
1995), human OVGP1 three repeats of 15 aminoacids and two incomplete repeats
(Arias et al., 1994), mouse OVGPL1 has 21 repeats of seven aminoacids (Sendai et al.,
1995) and baboon, cattle, sheep and pig contain incomplete or no tandem-repeat

sequences (Donnelly et al., 1991, Malette et al., 1995).

The OVGP1 sequence shows the presence of a signal peptide and several post-
translational modification sites involved in the secretory pathway (Buhi, 2002). In
addition, a clathrin box for endocytosis is present in the sequence (Kadam et al., 2007)
and OVGP1 has also been reported to be endocytosed by developing blastocysts (Kan et
al., 1993). It has been hypothesized that undergoes degradation through the ubiquitin
pathway (Kan et al., 1993). Moreover, in silico analysis of the deduced amino acid
sequence has also revealed the presence of a Class Il PDZ-binding domain in the
OVGP1 of human, baboon, porcine and bonnet, suggesting that OVGP1 is a component

of multi-protein complexes (Kadam et al., 2007).

Comparison of the amino acid sequences of several mammalian OVGPL1 reveals the
existence of five different regions (A-E) (Aviles et al., 2010). The A region corresponds
to the N-terminal of the protein and it has a high degree of identity in monotremes,
marsupials and placentals. This region is conserved in different mammals, as is the D
region. The B region contains multiple insertions/deletions and shows low identity
among different mammals. The C region is an insertion present only in Mus genus and
the E region is typical of human, chimpanzee and orangutan (Aviles et al., 2010). All
mammalian OVGP1 proteins possess region A (archetypal of chitinase domain at the N-
terminal) but differ in the length of the core proteins and therefore the presence/absence

of the other regions in C-terminal position.

Several studies have shown that OVGP1 activity differs between species, as occurs
with the amino acid sequence. It has been demonstrated that OVGP1 is necessary to
overcome early embryonic block in mice (Yong et al., 2002), to increase sperm
capacitation and fertilization in cows (King et al., 1994), to increase sperm-egg binding
(Yang et al., 2015) and penetration (Boatman and Magnoni, 1995) rates in hamster and

human hemizona (OdayBowman et al., 1996), to enhance embryo cleavage rates and
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blastocyst formation including blocking polyspermy in goat (Pradeep et al., 2011) and
to increase the quality of in vitro matured and fertilized embryo in cat (Hribal et al.,
2014a). More specifically, in the porcine system, OVGP1 contributes to the control of
polyspermy (Coy et al., 2008a), improves in vitro fertilization efficiency (McCauley et
al., 2003) and increases the number of fertilized eggs that reach the blastocyst stage
(Kouba et al., 2000).

All these studies have highlighted the significant role of OVGP1 during the early
events of the reproductive process, where it is necessary for the normal triggering of
fertilization and early embryonic development. Consequently, OVGP1 would seem to
be suitable for incorporation into the synthetic medium to improve assisted reproductive
technologies. Despite the robust data obtained concerning the contribution of OVGPL1 in
reproductive physiology in different species, the molecular mechanism that would
explain its role remains to be established. An in silico analysis could not confirm the
contribution of every region of OVGP1 to its activity. What it is more, the relationship
between the species-specific role of the protein and the presence/absence of the different
C-terminal regions is unclear. For this reason this study makes a molecular and
physiological assessment of the role of OVGPl1l and its C-terminal region in

fertilization.

8.2. Methods

To investigate the role of OVGP1 and its C-terminal region, several proteins
were cloned with histidine tag at the C-terminal into three different expression vectors
(pcDNA3.1 (+), pcDNA3 (+) and pHLsec3: full length porcine OVGP1 (pOVGP1)
(Q28990), which consisted of 527 aa, including regions A (1-472), B (473-481) and D
(482-527) (Aviles et al., 2010); rabbit OVGP1 (rOVGP1) (Q95LB3), which contained
475 aa, where regions A (1-458) and B (459-467) were highly conserved compared with
pig but region D was almost absent, and porcine OVGP1 which was truncated in the D
region (pOVGP1AB) but had 481aa, including regions A (1-472) and B (473-481). In
order to analyze the molecular implications of the different OVGP1 regions, each region
of the protein was also cloned: A region (P OVGP1A) (aa 1-472), D region (mMBP-
pOVGP1D) (aa 482-527) and BD regions (nMBP-pOVGP1BD) (aa 473-527). Because
of the small size of the D and BD regions of pOVGP1, both of them were produced by

fusing with maltose binding protein (mMMBP) to improve the secretion and stabilize the
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folding of the protein without affecting the activity (Bokhove et al., 2016). Junction
fragments and PCR products of all plasmids were verified by DNA sequencing and the
presence of recombinant protein was confirmed by immunoblot after expression in
heterologous HEK 293T and CHO cells. To perform the physiological analysis,
recombinant proteins expressed in HEK 293T cells were purified by immobilized metal-
affinity chromatography (IMAC). The cloned proteins were used to carry out molecular
and physiological experiments: SDS-PAGE, Western-blot and Coomassie blue analysis;
confocal inmunofluorescence and immunogold transmission electron microscopy
analysis; in vitro maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture
(IVC); ZP resistance to proteolysis and mRNA abundance using the reverse

transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qgPCR) technique.

8.3. Results and discussion

8.3.1. OVGPL1 binds to ZP through the N-terminal region

Using the recombinant proteins pOVGP1, pOVGP1AB and rOVGP1 expressed
in mammalian cell lines to perform confocal inmunofluorescence analysis, we showed
that the three proteins were able to bind to the ZP of IVM porcine oocytes. When
recombinant proteins were generated from each region, only the protein corresponding
to A region was able to bind to the ZP, demonstrating that the chitinase-like site could
be associated with binding ability of region A to the ZP. Moreover, in silico analysis of
the deduced amino acid sequence also revealed the presence of four regions
corresponding to a Class Il PDZ-binding domain (Kadam et al., 2007), three of which
are located within region A. Such sites could be related to molecular interactions with
other proteins from oviductal fluids that are involved in mammalian fertilization or
embryo development (Coy and Yanagimachi, 2015), generating the microenvironment
necessary to control the fertilization process. However, this study has been shown that
the A region is not involved in the species-specific binding property when the OVGP1
cross-reactivity between species was analysed. Using pOVGP1 and rOVGP1 to
incubate human, mouse, porcine and bovine oocytes, both recombinant proteins were

seen to bind with the oocytes of the four species, except rOVGP1 with human oocytes.

The idea of a specific O-glycosylation pattern triggering ZP-binding was
discarded seeing that recombinant proteins expressed in two cells lines (CHO and HEK
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293T) had equal affinity for the ZP. We also noticed that the absence of the D region
did not alter the N-glycosylation pattern since three putative N-glycosylation sites in
porcine pOVGP1 were localized in A region. Therefore, the 10 kDa shift observed
using SDS-PAGE in truncated protein (pPOVGP1AB) compared with the full length one
(pOVGP1) might be attributed to the lack of 50 amino acids and O-glycosylation sites
within the D region in C-terminal. All the recombinant proteins were secreted into the
cell growth medium and their biological activity was confirmed by their capacity to
bind to the ZP. Thus, deletion of the D region does not alter the synthesis pathway and
proper folding of the OVGP1 protein.

8.3.2. C-terminal region of OVGP1 modulates the binding to the
ZP

Using confocal analyses also it was detected that different C-terminal lengths of
the protein modify the binding pattern to the ZP. While pOVGP1 was incorporated in
more than half of the ZP thickness, rOVGP1 and truncated pOVGP1AB were retained
in the outer part of the matrix, blocking the outer matrix pores. Despite the different
distribution pattern through the ZP, equivalent amounts of protein were recovered from
the oocytes incubated with all three proteins. When oocytes were incubated with
pOVGP1, imaging of the ZP surface by confocal analysis showed the outer surface of
the ZP as a mesh-like structure with numerous fenestrations formed of numerous pores
and hollows, indicating that the protein was integrated in the 3D scaffold of the matrix.
By contrast, the ZP of oocytes incubated with rOVGP1 showed as a spongy surface
with very few or no porous areas, while proteins seemed to be stacked on the surface of
the matrix forming a protein layer, blocking the pores. So, the porous surface observed
in oocytes incubated with pOVGP1 was significantly higher (p<0.05) than in oocytes
incubated with rOVGPL1. As regard the morphology of the ZP surface, several authors
have assumed a correlation between surface morphology and the stage of maturity.
Some authors (Calafell et al., 1992; Familiari et al., 1992; Motta et al., 1991) described
a net-like porous surface, especially in mature oocytes, with increased roughness on the
ZP surface, while immature oocytes had a compact type of surface without pores (Papi
et al., 2010). All these modifications were observed when ovulated oocytes were
immersed in the OF, but there was no evidence concerning molecular factors involved

in this mechanism. In or study, it was observed that the porcine full length OVGP1 was
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incorporated in more than half of the ZP thickness. However, OVGPL1 lacking region D
led to the proteins being retained on the surface of the matrix. An intriguing feature that
deserves mention is the observation that an equivalent amount of recombinant proteins
tested was trapped within the ZP, suggesting that in the case of truncated porcine
OVGP1 and rabbit OVGP1, more protein is concentrated on the surface of the matrix,
probably modifying the ZP morphological structure. These results suggest that the
region D at C-terminal modulates the ability of OVGP1 to bind to the ZP and the
surface morphology of oocyte, generating oviductal maturation of the oocyte

extracellular matrix.

8.3.3. Deletion of region D prevents OVGP1 endocytosis by the

oocyte

Specific dotted labeling corresponding to pOVGP1 in the cortex ooplasm of
IVM porcine oocytes was observed by confocal inmunofluorescence. pPOVGP1 was also
detected within the multivesicular-like bodies located inside of the oocyte and in the
cortex by immunogold transmission electron microscopy. These data suggest that
pOVGP1 was endocytosed by the oocyte. By contrast, deletion of the c-terminal region
prevents OVGP1 endocytosis because no signal was detected in the oocytes incubated
with pOVGP1AB when domain D was deleted. Here, we assume that the lack of
endocytosis of truncated OVGPL1 is due to the protein being retained in the outer region
of the ZP. Negative immunostaining was also observed when A, BD and D regions
were incubated with the oocyte, suggesting that the full protein needs to be present to
ensure the protein structure necessary to penetrate the entire ZP and to be endocytosed
by the oocyte. Moreover, pOVGP1 incubation showed that protein is time-dependent
accumulated in the oocyte cortex. The presence of the OVGP1 in multivesicular-like
bodies observed here in IVM oocytes and in blastomeres of developing embryos (Kan et
al., 1993) might explain the influence of OVGPL1 in the early stage of development that
has been reported for many species (Hribal et al., 2014a, Pradeep et al., 2011, Yong et
al., 2002).
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8.3.4. Effect of recombinant OVGPL1 proteins on ZP resistance to

proteolysis

OVGP1 has been referred to as one of the OF components involved in enzymatic
ZP hardening, whereby ZP acquires resistance to proteolytic digestion during oocyte
transits along the oviductal tube (Coy et al., 2008a). In order to check the influence of
OVGP1 on ZP hardening, IVM porcine oocytes were exposed to 125 and 250 pg/mL of
pOVGP1 and pOVGP1AB before testing the resistance of the ZP to proteolytic
digestion. The ZP of porcine oocytes exposed to pOVGP1 at 125 and 250 pug/mL were
dissolved by pronase in 24 (24.14 + 3.32 min) and 102 (102 £ 11.39 min) minutes
respectively, suggesting a dose-dependent effect of OVGP1 on ZP resistance to
enzymatic proteolysis. In the case of oocytes exposed to porcine pOVGP1AB, the
resistance of ZP to proteolysis increased to 112 (125 pg/ml, 112.52 + 25.58 min) and
464 (250 pg/ml, 464.90 £+ 73.48 min) minutes. The ZP of IVM porcine oocytes exposed
to rOVGP1 at different concentrations showed digestion times of 6.35 = 0.81 min (5
pg/ml), 312.21 + 63.14 min (50 pg/ml) and 989.50 + 151.41 min (125 pg/ml). Proteins
lacking region D at the C-terminal showed higher resistance in the face of ZP digestion
by pronase than full-length porcine OVGP1 at the same protein concentration. The
present study clearly demonstrates that OVGP1 is at least one of the factors responsible
for the ZP hardening in OF since oocytes incubated with recombinant porcine OVGP1
protein had a digestion time similar to that of oocytes incubated with OF (Coy et al.,
2008a). When the effect of incubating porcine, bovine and mouse oocyte with rOVGP1
and pOVGP1 on the ZP hardening was analyzed, we found that only the ZP of bovine
and porcine oocytes increased resistance to proteolysis (p<0.05). This difference is
probably due to the difference in the protein composition of ZP between mouse, in
which the ZP is composed of the proteins ZP1, ZP2 and ZP3, and pig and cow, whose
ZP are composed of ZP2, ZP3 and ZP4 proteins.

Here, we prove that OVGP1 C-terminal is responsible for modulating the
enzymatic hardening of ZP. We suggest that the lack of D region in rabbit OVGP1 is
responsible for the pattern of ZP binding and, ultimately, for the specific effect on
digestion time. This result clearly justifies the data published recently on how rabbit OF
produced the largest increase in ZP resistance of all species tested (mouse, rat, hamster,

rabbit, sheep, goat, pig and cow) (Mondgjar et al., 2013c), while human oviductal fluid
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lacked the effect on digestion time in porcine and human oocytes (Mondéjar et al.,
2013c). We confirm that the absence of region D increases digestion time necessary to
degrade the ZP, while presence of an additional region in OVGP1 C-terminal, region E,
in humans or region C in mice, could remodel the matrix in different ways, favoring its
penetration of ZP and justifying the absence of oviductal enzymatic ZP hardening in
humans and OVGP1-ZP binding reduction in mice (Lyng and Shur, 2009). In humans,

OVGP1 may be more implicated in embryo development.

8.3.5. Only full porcine OVGPL1 increases fertilization efficiency

The ability of the OF to induce ZP hardening is proportional to its ability to
induce monospermy after IVF in the pig system (Mondejar et al., 2013b) and therefore,
to control polyspermy. A comparison of IVF parameters between oocytes exposed to
different recombinant proteins before and during the IVF process, together with their
controls, was carried out with VM porcine oocytes. Recombinant full length pOVGP1
protein presented a significant increase in the percentage of monospermy (21.82 + 5.62)
(p<0.05) compared with recombinant OVGP1 from rabbit (rOVGP1, 8.60 + 2.92) and
porcine OVGP1 truncated at C-terminal ()OVGP1AB, 7.14 + 2.61). The percentage of
monospermic oocytes exposed to rOVGP1 and pOVGP1AB was similar to that in the
control group (8.25 = 2.80). However, no significant differences were seen in the
percentage of penetration and number of spermatozoa bound to the ZP between oocytes
exposed to the different recombinant proteins and control. The results showed that only
full length recombinant pOVGP1 was able to increase the final output of the IVF
system (percentage of penetrated monospermic oocytes and fertilization efficiency)
which was around 23% and 8% in the oocytes exposed to the shorter recombinant
proteins and control, respectively. Moreover, we expected that truncated porcine
OVGP1, which showed increased enzymatic hardening, might also improve fertilization
efficiency. However, the incubation of OVGPL1 truncated at C-terminal had no effect in
IVF parameters in pig. Here, the increase in enzymatic hardening only correlated with
an improvement in the IVF rates when region D was present. Moreover, the numbers of
spermatozoa bound to the ZP were similar when oocytes were incubated with each of
the three proteins and control. It is demonstrated that OVGP1 increases enzymatic
hardening but a species-specific role modulating the sperm permissiveness throughout
the remodeled ZP network can be attributed to OVGP1 C-terminal. It has been reported
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that treatment with porcine OF decreases the number of spermatozoa bound to the ZP
(Coy et al., 2008a). On the other hand, OVGP1 has a positive effect on sperm-ZP
binding in hamster, because recombinant OVGPL1 increased the number of spermatozoa
bound to the ZP (Yang et al., 2015). Human OVGP1 during sperm-hemizona binding
was found to enhance the binding of sperm to the ZP (OdayBowman et al., 1996).
Curiously, this author describes that homologous OVGP1 enhances sperm binding to
the ZP, whereas heterologous OVGP1 inhibits the effect, suggesting that OVGPL1 plays
a role in the species-specific characteristics of sperm-ZP binding (OdayBowman et al.,
1996; Schmidt et al., 1997b). In this context, it is important to highlight that although
baboon OVGP1 (P36718) shows 94% identity with human OVGP1 (Q12889), the latter
has an extra region, E, at the C-terminal which is absent in baboon. Moreover, Coy and
co-workers showed that incubation of porcine oocytes with bovine oviductal fluid
increased the rates of monospermy (Coy et al., 2008a). In this heterologous system,
OVGP1 protein shows 78% identity but both share the same conservative regions (A, B
and D). Here we obtain similar results in a heterologous system with proteins containing
different regions at C-terminous. When rabbit OVGP1 was tested in pig IVF, the protein
did not affect the IVF parameters. All these data suggest that the presence/absence of
conservative regions in C-terminal modify protein association to the ZP, specifically
affecting matrix remodeling and hence sperm penetration of the ZP. Another factor that
should be considered is that OVGP1 may also modify sperm activity, in which case

species-specific modification might also be influenced at sperm level.

8.3.6. Influence of OVGPL1 on in vitro embryo development

It has been shown that co-culturing embryos with oviductal cells or the in vivo
culture of embryos in oviducts of recipient animals increases the success of
development following IVF (Rizos et al., 2007; Xu et al., 2004). It had also been
described that OVGPL1 influences the early stage of development in many species
(Hribal et al., 2014a; Pradeep et al., 2011; Yong et al., 2002). OVGP1 increased the
cleavage rate and the blastocyst yield in sheep (Hill et al., 1996a), but the addition of
the same protein in IVC after IVF increased the time taken by the embryo to reach the
blastocyst stage (Hill et al., 1996b). In the porcine system, treatment with OVGP1
before and during IVF increased the number of oocytes reaching the blastocyst stage,
but not the cleavage rate (Kouba et al., 2000) and the use of cat OVGP1 did not
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improve cleavage or blastocyst rates (Hribal et al., 2014a). So, in order to evaluate the
effect of pOVGPL1 protein in bovine early embryo development we tested the effect of
10 or 50 pg/mL of the protein during IVF (Day 0-1), IVC (Day 1-3.5) or both (Day 0-
3.5). Whereas supplementation during IVF or IVC did not show any statistical effect on
the cleavage rate or the blastocyst yield, there was a positive tendency in the blastocyst
rate when 50pg/mL of pOVGP1 was used during IVC. A higher percentage of
blastocysts at Day 9 was obtained when 10 pg/mL of pOVGP1 was used only during
IVF (27.55%£4.03) or when 50 pg/mL of pOVGP1 was used only during IVC
(28.09+3.62) compared with the control (20.85+3.84). Supplementation with pOVGP1
during fertilization and culture was detrimental for embryo development at the higher
dose. Thus, although the cleavage rate was similar between the control, IVF+IVC 10
and IVF+IVC 50 groups (84.59+3.18, 85.11+7.29 and 79.57+£1.54%, respectively) the
blastocyst rate at Day 9 decreased drastically in the IVF+IVC 50 group compared with
the control and IVF+IVC 10 groups (12.65+0.92 vs. 20.83+3.84 and 24.20+2.23,
respectively; (P<0.05). In agreement with the above, Pradeep and co-workers showed
that the use of 10 pg/mL of OVGP1 increased the cleavage rate and the number of
embryos that reach the blastocyst stage, but, using higher concentrations (50 and 100
pg/mL), it had an inhibitory effect (Pradeep et al., 2011), as occurred with our results.

These results show the importance of establishing the optimal dose of the protein.

8.3.7. OVGP1 affects relative mRNA abundance

Day 3.5 embryos cultured in 50 pg/mL of pOVGP1 during IVC showed a
fluorescent signal bound to ZP, plasma membrane and embryo cytoplasm. These results
demonstrate that pOVGP1 is attached to the ZP and endocytoted during early embryo
development, which may have a positive effect on embryo quality and early embryo
development. It had been shown that OVGP1 increases the expression of some genes
involved in early embryo development (Hribal et al., 2014a; Lloyd et al., 2009b). So,
we evaluate whether pOVGP1 had any effect on bovine embryo gene expression using
RT-gPCR. Supplementation with 50pg/mL of pOVGP1 during IVF increased the
expression of activating transcription factor 4 (ATF4), a gene related with endoplasmic
reticulum homeostasis, while 10 and 50 pg/mL of pOVGP1 up-regulated the expression
of aquaporin 3 (AQP3), a gene positively correlated with survival after vitrification

(P<0.05). In addition to these genes, supplementation with 10 and 50ug/mL of
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pOVGP1 during IVC also increased the expression of desmocollin 2 (DSC2), a gene
involved in cell to cell communication (P<0.05). Finally, supplementation during
IVF+IVC up-regulated the same genes (ATF4, AQP3 and DSC2) in both concentrations
(10 and 50 pg/mL) but only when the 50ug/mL concentration was used, DNA (cytosine-
5-)-methyltransferase 3 alpha (DNMT3A), a gene related with epigenetics, was seen to be
up-regulated (P<0.05). Moreover, the relative mRNA abundance of DSC2, ATF4 and
AQP3, marker genes of embryo quality, and the up-regulation of the epigenetics-related
gene DNMT3A in blastocysts after OVGPL1 treatment demonstrated the value of

recombinant oviductin for increasing embryo quality.

In conclusion, we propose a model in which OVGP1 binds to ZP through region
A, which is highly conserved among different species and which provides the anchor
for other oviductal proteins. C-terminal regions of OVGP1 modulate OVGP1-ZP
binding, regulate OVGP1 activity and explain the role played by OVGP1 in
reproduction among species. In porcine, OVGP1 remodels the ZP structure, affecting
ZP hardening and improving IVF efficiency and, even more importantly, the presence
of a D region at C-terminal ensures OVGP1 endocytosis as oocytes pass through the
oviduct, before and after fertilization. The inclusion of certain oviductal proteins in the
IVF medium could improve fertility rates, not only as regard the numbers of potential
embryos but also the quality of the same. We successfully used recombinant DNA
technology to generate a biologically active and easily purified recombinant porcine
OVGP1 protein. This protein could be incorporated as an enhancer component of IVF
media because of its effect in improving fertility efficiency in the porcine system and
the positive effect shown on developmental related genes, indicating an improvement in
bovine embryo quality. We also describe the molecular activity of OVGP1, which can
be associated with its C-terminal region. We suggest that the activity of the protein in
other species might depend on the presence/absence of regions D, C or E. Interesting
evolutionary points of view also emerge about the presence of specific domains in
OVGP1 that modulate its activity, and therefore intrinsic species-specific conditions in

reproductive physiology.
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8.4. Conclusions

VI.

VII.

VIIIL.

Recombinant OVGP1 proteins are efficiently expressed and secreted into the

cell culture medium by mammalian HEK 293T and CHO cells.

Removal of the carboxy-terminal D and BD regions of the OVGP1 does not
alter its biosynthesis and secretion.

OVGP1 binds to the ZP of oocytes through region A located in the amino

terminus of the protein.

The OVGP1 carboxy-terminal modulates the penetrability of the protein through
the ZP and is responsible for altering its morphology.

The presence of the carboxy-terminal D region of OVGP1 is necessary to ensure
endocytosis of the OVGP1 by the oocyte.

OVGP1 is the OF factor responsible for increasing ZP resistance to proteolytic
digestion, while the carboxy-terminal of the protein modulates this hardening.

OVGP1 increases the fertilization efficiency of the IVF porcine system, whose
final output depends on the presence of the the carboxy-terminal D region of
OVGP1.

Incubation with OVGP1 during IVF or IVC has a positive effect in the bovine

system, while supplementation in both processes has a negative effect on the
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final blastocyst output. Nevertheless, such incubation in both IVF and IVC

improves embryo quality.

A biologically active and easily purified recombinant porcine OVGP1 has been
generated. This protein improves fertility efficiency and embryo quality, and
could be incorporated as a supplementary component of the cell culture medium

used in assisted reproductive techniques with beneficial effects.
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aa: aminoacidos

ADN: acido desoxiribonucleico

ADNCc: &cido desoxiribonucleico complementario
AMPc: adenosin monofosfato ciclico

AQP3: acuaporina 3

ARN: &cido ribonucleico

ARNCc: &cido ribonucleico complementario
ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

ATP: adenosin trifosfato

ATF4: factor activador de la transcripcion 4
a-MAN: a-manosidasa

AWN: miembro de la familia de espermadhesinas
BSA: albumina de suero bovino

R-GAL.: R-galactosidasa

Ca?*: i6n calcio

CCO: complejo cumulo-ovocito

CETAB: bromuro de hexadecil-trimetilamonio
CHO: linea celular de ovario de hamster chino
CIV: cultivo in vitro

ClI': i6n cloro

CO: cumulo ovigero

CO,: dioxido de carbono

CT: ciclo umbral comparativo

dbAMPc: dibutiril AMP ciclico

DDIT3: transcrito 3 inducible por dafio en el ADN
DSC2: desmocolina 2

DMBTL: proteina suprimida en tumores cerebrales malignos
DNMT3A: DNA (citosina-5-)-metiltransferasa 3 alfa
dNTPs: desoxirribonucledtidostrifosfato

DMSO: dimetilsulfoxido

DPBS: tampon fosfato salino de Dulbecco

DTT: ditiotreitol

EPV: espacio perivitelino
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ERE: elemento de respuesta a estrogenos

FIV: fecundacion in vitro

FO: fluido oviductal

FOC: fluido oviductal de coneja

FOP: fluido oviductal porcino

FOS: fluido oviductal sintético

Folr4: receptor de folato

FSH: hormona foliculo estimulante

GAG: glicosaminoglicano

GAG-S: glicosaminoglicano sulfatado

GC: granulos corticales

GJAL: proteina de uniones gap alfa 1

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas
GPI: glicosilfosfatidilinoxitol

hCG: gonadotropina corionica humana

HCOj5™: i6n bicarbonato

HEK 293T: linea celular de rifion embrionario humano
HRP: peroxidasa de rabano

HSPs: proteinas de choque térmico

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
IGF2R: receptor del factor de crecimiento 2 similar a la insulina
K™: i6n potasio

KDMZ1A: demetilasa especifica de lisina (K) 1A
LDH: lipoproteinas de alta densidad

LH: hormona luteinizante

L-PGDS: prostaglandina D sintasa tipo lipocalina
LTF: lactoferrina

MCO: medio de coleccion de ovocitos

Mg?*: i6n magnesio

MIV: maduracién in vitro

MII: metafase Il

MUC1: mucina 1

MUC9: mucina9 u oviductina

MYH9: subunidad de miosina no muscular 1A
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IX. Abreviaturas

MQ/cm: mili osmios por centimetro

Na': i6n sodio

NAGASA: R-N-acetyloglucosaminidasa

ON: oxido nitrico

ONS: dxido nitrico sintasa

OPN: osteopontina

OVGP1: glicoproteina especifica del oviducto, Mucina-9 u Oviductina
PAEP: glicodelina, proteina placentaria 14 o proteina endometrial asociada a
progesterona

PBS: tampon fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PELI: polietilenimina

FF: fluido folicular

PMSG: gonadotropina sérica de yegua gestante

PNA: aglutinina de Arachis hipogea

PVA: polivinil- alcohol

PVDF: fluoruro de polivinilideno

P4: progesterona

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

RA: reaccion acrosomica

RDE: resistencia a la digestion en pronasa

RF: rojo fenol

RGD: arginina-glicina-acido aspartico

rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
SBF: suero bovino fetal

SCL2A1: familia de transportadores de soluto 2 (transportador de glucosa facilitado)
miembro 1

SDS: dodecil sulfato sddico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico
SEM: error estandar

SPP1: osteopontina

SPAML1: molécula de adhesion del espermatozoide.

SSF: solucion salina fisiologica
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TAE: tampdn Tris, acetato y EDTA
TBST: tampon Tris, HCI, SDS y Tween 20
TRAS: técnicas de reproduccion asistida
Ul: unidades internacionales

VG: vesicula germinal

ZP: zona peldcida
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X. Anexos

Tabla Al. Composicion del medio de coleccién de ovocitos (MCO) bovinos.

MEDIO DE COLECCION DE OVOCITOS (MCO)

Componente Concentracion
Medio TCM-199 con sales de Earle y Glutamina (Sigma M-

0393)

Bicarbonato sodico (Sigma S-5761) 4,20 mM
Hepes (Sigma H-4034) 10,00 mM
Suero fetal bovino (Novalteck, 14-501) 2,00 % v/v
Glutamina (Sigma G-8540) 200,00 mM
Penicilina (Sigma P-3032) 10.000 UI/mL
Estreptomicina (Sigma S-9137) 10.000 UI/mL
Polivinilalcohol (PVA , Sigma P-8136) 0,005 g/L
Heparina (Analema, Vigo, Espafa) 6 ul/mL

pH 7,4
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Tabla A2. Composicion del medio de maduracion in vitro (MIV) de ovocitos porcinos.

MEDIO DE MADURACION DE OVOCITOS PORCINOS (NCSU 37)

Componente Concentracién (mM)
Cloruro de sodio (Sigma S-9888) 108,73
Bicarbonato sédico (Sigma S-5761) 25,07
Cloruro potasico (Sigma P-5405) 4,78
Dihidrogeno fosfato de potasio (Sigma P-5655) 1,19
Sulfato de magnesio heptahidratado (Sigma M-1880) 1,19
Cloruro célcico dihidratado (Sigma C-7902) 1,70
Glucosa (Sigma G-7021) 5,55
Glutamina (Sigma G-8540) 1,00

D- Sorbitol (Sigma S-3889) 12,00
Penicilina G (Sigma P-3032) 0,18
Estreptomicina (Sigma S-9137) 39,00 Ul/mL

Suplementos

Concentracion

Cisteina (Sigma C-7352) 0,57 mM
B-mercaptoetanol (Sigma M-7154) 50,00 uM
Insulina (Sigma 1-6634) 5,00 mg/L
Fluido folicular Porcino (PFF) 10,00 % (v/v)
dbAMPc (Fluka, 34988) 1,00 mM
EIS\S;%(Smcopart TM, Ceva Salud Animal S.A. Barcelona, 10,00 UI/mL
hCG (Laboratorios intervet S.A. Salamanca, Espafia) 10,00 Ul/mL

pH 7,4
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Tabla A3. Composicion del medio de maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

MEDIO DE MADURACION DE OVOCITOS BOVINOS

Componente

Concentracion

Medio TCM-199 con sales de Earle y Glutamina (Sigma M-
0393)

L-Glutamina (Sigma G-8540) 2,00 mM
Piruvato de sodio (Sigma P-2256) 0,20 mM
Suero fetal bovino (Novalteck, 14-501) 10,00 % viv
Gentamicina (Sigma G-1272) 50,00 pug/mL
PMSG (Sincopart TM, Ceva Salud Animal S.A. Barcelona) 1.000Ul/mL
hCG (Laboratorios intervet S.A.) 1.000Ul/mL

pH 7,4
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Tabla A4. Cebadores empleados en este trabajo. Se muestra el nombre de los oligonucleétidos
con sus respectivas secuencias indicando si son directos (d) o reversos (r). Subrayadas se
indican aquellas bases que no hibridan, generalmente introducidas para crear sitios de

restriccion. El sitio de reconocimiento por enzimas de restriccidn aparece en mayusculas.

Cebador Secuencia 5°—3’ ;I;(I\:/;
pOVGP1

pOVGP1F (d) gatcaGGTACCatggggaagctgttgetgtgggtegg 79.8

pOVGPIR (r) aagcaCAATT Gttaatgatgatgatgatgatggtctgacctcttcccagaggggagagtcatc  78.4
pOVGP1AB

pOVGP1ABF (d) gggcccAAGCTTggggcegeeeccg 73.76

pOVGP1ABR (r) gcgCTCGAGtcaatgatgatgatgatgatgaggggtcatggecttetctccag 68.97
pOVGP1A

pOVGP1AF (d) gggcccAAGCTTggggcegeeeccg 73.76

pPOVGP1AR (r) gggcccCTCGAGtcaatgatgatgatgatgatgcetcagtcttccctictggagegaca 69.17
Fragmentos pOVGP1

mMBP-pOVGP1DF (d) aaggaaaaaaGCGGCCGCggtgggccatecgtcetgtg 63.68

MMBP-pOVGP1DR (r) ccgCTCGAGgtctgacctcttcccaga 59.97

mMBP-pOVGP1BDF (d) aaggaaaaaaGCGGCCGCgagccctggagagaaggcec 61.85

mMBP-pOVGPIBDR (r) ccgCTCGAGgtctgacctcttcccaga 59.97
rovGP1l

rOVGP1F (d) cgcGGTACCatggggaggctgttgctg 62.24

rOVGPIR (r) gggcccCTCGAGtcaatgatgatgatgatgatgagcagaggtcatcgtcatcttg 61.74
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Tabla A5. Tampodn de recorrido (10X): Se diluye hasta una concentracion 1X

para su uso rutinario.

Componente Concentracion
Tris Base 30,0 g/L
Glicina 144 g/L
SDS 10,0 g/L

El pH del tampdn tras disolver todos los componentes debe de ser de 8,3.

Tabla A6. Tampon de Transferencia (10X): Se diluye hasta una concentracién

1X para su uso rutinario.

Componente Concentracién
Tris Base 5,8 ¢g/L
Glicina 2,90/L
SDS 0,37 g/L
Metanol 200 mL/L

Tabla A7. TBST (10X): Se diluye hasta una concentracion 1X para su uso

rutinario.

Componente Concentracion
Tris Base 24 g/L
NacCl 88 g/L
Tween 20 10 mL/L

El pH del tampdn antes de afiadir el Tween 20 debe de ser de 7,6.
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Tabla A8. Anticuerpos utilizados en Western-blot e inmunocitoquimica.

Casa

Inmundgeno Dilucion .
comercial

Referencia  Procedencia

Western-blot

. . ] . Cat. NO. Hilden,
Anti-5xHis 1:2000 Quiagen 34660 Alemania
Anti-OVGP1 1:10000 Abcam® Ab118590 Cambridge,
Gran Bretana
Anti-R-actina HRP 1:5000 Abcam® Ab20272 Cambridge,
Gran Bretafna
Cabra anti-conejo IgG HRP  1:40000  _ oanta Cruz Sc-2004 Heidelberg,
Biotechnology Alemania
. . Chemicon Temecula, CA,
Cabra anti-raton 1gG HRP 1:5000 International AP124P EEUU

Inmunocitoquimica

. . ] . Cat. NO. Austin, TX,

Anti-5xHis 1:100 Quiagen 34660 EEUU
- Life Waltham, MA,

Cabra-anti raton 19G Alexa 2.5:100 technologies A11029 EEUU

Fluor® 488

Tabla A9. Composicion del diluyente BTS para procesado de espermatozoides de verraco
(Pursel et al., 1975).

Diluyente BTS

Componente Contz&;::lt/lr?cién
Glucosa (Sigma G-7021) 0,0002
Naz2-EDTA . 2H20 (Sigma S-5761) 36,36
NaHCOs (Sigma S-5761) 15,00
Citrato-Nas. 2H20 (Sigma S-4641) 20,00

KCI (Sigma P-5405) 5,00

pH 7,2
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Tabla A10. Composicién y preparacion del gradiente de Percoll®.

X. Anexos

Componente Contztre;];;?cién
NaCl (Sigma S-9888) 799,96
KCI (Sigma S-5405) 30,85
NaH2PO4 . H20 (Sigma S-9638) 28,98
Hepes (Sigma H-4034) 99,87

Concentracion

Componente (MM)
Solucion 10x stock 20 mL
NaHCOs (Sigma S-5761) 25,00
Lactato sodico (Sigma L-7900) 43,57
Percoll® 180,00 mL
MgCl2. 6H20 (Sigma M-2393) 0,395
CaCl22 H2 (Sigma C-7902) 1,95

Componente Volumen (mL)
Percoll 90 % 5,00
BTS 5,00
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Tabla A11. Composicion del medio TALP (Tyrode-Alblimina-Lactato-Piruvato, (Rath et al.,

1999)
Medio TALP Stock

Componente Concentracion (mM)
NaCl (Sigma S-9888) 114,06
NaHCOs (Sigma S-5761) 25,07
KCI (Sigma S-5405) 3,20
NaH2PO4. H20 (Sigma S-9638) 0,35
MgCl2. 6H20 (Sigma M-2393) 0,50
Lactato de calcio . 5H20 (Sigma C-8356) 8,00
Lactato sodico (Sigma L-7900) 10,00
Glucosa (Sigma C-7021) 5,00
Cafeina (Sigma C-0750) 2,00
Kanamicina (Sigma K-1377) 0,003
Rojo fenol (Sigma P-3532) 39,00 Ul/mL
PVA (Sigma P-8136) 1,00 mg/mL

TALP Suplementado
Componente Concentracién
BSA (Sigma A-9647) 0,03 % (w/v)
Piruvato sodico (Sigma P-2256) 0,12g/mL

pH 7,4
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Tabla A12. Composicion del medio Tyrode’s.

X. Anexos

Medio Tyrode's Stock

Componente

Concentracion

Tyrode’s Solution (Sigma T1788)

Bicarbonato sédico ( S-5761Sigma) 25 mM
Lactato sodico (Sigma L-4263) 22 mM
Piruvato sodico (Sigma P-4562) 1mM
BSA libre de acidos grasos (Sigma A-8806) 6 mg/mL
Heparina (Calbiochem 375095 ) 10 mg/mL

pH 7,4

Tabla A13. Suplementacion del fluido oviductal sintético (FOS) (Holm et al., 1999).

FOS

Componente Concentracién
FOS
Lactato sodico (Sigma L-4263) 4,2 mM
Piruvato sodico (Sigma P-4562) 0,73 mM
BMN aminoacidos (Sigma B-6766) 30 pL/mL
MEM aminoécidos (Sigma M-7145) 10 pL/mL
Rojo fenol (P-0290) 1 pg/mL

pH 7,4
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X. Anexos

Longitud

Sigéisndel Nombre del gen N° Acceso Directo (5'-3") Reverso (5'-3") prociieulcto
(pb)
ACTB Actin, beta AF191490.1 GAGAAGCTCTGCTACGTCG CCAGACAGCACCGTGTTGG 264
ATF4 Activating transcription factor 4 NM_001034342.2 | CCGAGATGAGCTTTCTGAGC AGCATCCTCCTTGCTGTTGT 224
DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 | NM_001078163.1 GTCACTGCCTTTCTCCTTCG GGGAGGTGTGTGTGACCTCT 218
pnmT3a | PNA (Cymi”9'5!,3;)?&““3"”&“5“”&56 8 AY271299 CTGGTGCTGAAGGACTTGGGC CAGAAGAAGGGGCGGTCATC 318
KDM1A Lysine (K)-specific demethylase 1A XM_002685717.3 TTGGCCAACCTCTCAGAAGAC CTCCACACCAGATGGTTCCTC 147
DSC2 Desmocollin 2 NM_001166526.1 | CGCAACAACTCCGGATGGATAT GGTGGGTAATGCTGGAAACTGC 238
GJAL Gap junction prgtﬂr]o;)a'pha 1 (former NM_174068.2 TGCCTTTCGTTGTAACACTCA AGAACACATGAGCCAGGTACA 142
H2AFZ H2A histone family, member Z NM_174809 AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG 209
IGF2R Insulin-like growth factor 2 receptor NM_1743522 | GCTGCGGTGTGCCAAGTGAAAAAG AGCCCCTCTGCCGTTGTTACCT 201
AQP3 Aquaporin 3 NM_001079794.1 CGGTGGTTTCCTCACCATCA CAGAGGGGTAGGTGGCAAAG 299

Solute carrier family 2 (facilitated

SCL2A1 | glucose transpocr;tEB _rrrl(-;mber 1 (former | NM_174602.2 CTGATCCTGGGTCGCTTCAT ACGTACATGGGCACAAAACCA 68

Tabla A14. Detalle de los cebadores utilizados para PCRqg. Se muestra la secuencia de los oligonucleétidos indicando si son directos (d) o reversos (r) y la
longitud del producto
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