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TiTULO

Reconstruccién de un modelo de epitelio oviductal para el soporte del desarrollo
embrionario.

RESUMEN

El oviducto participa en los procesos de transporte de gametos y embriones, fecundacién y
desarrollo embrionario temprano gracias a la actividad secretora y motilidad ciliar de sus
células epiteliales (OECs). Por todo ello, el cultivo de OECs ha sido objeto de estudio para
comprender la fisiologia y la estructura tridimensional del oviducto y de qué modo contribuye
a estos procesos de la biologia reproductiva. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
e iniciar el cultivo primario de células oviductales de conejo (ROECs) con la finalidad de
reconstruir un modelo oviductal in vitro y evaluar el potencial de éste para mejorar el
desarrollo embrionario temprano.

Para alcanzarlo, en primer lugar se evalué el rendimiento y viabilidad de las células epiteliales
obtenidas mediante la digestidon enzimatica con colagenasa, pronasa y tripsina de la fraccidon
ampular de oviductos de conejas inducidas a ovular 24, 48 o 72 horas antes. Una vez
seleccionado la enzima, se estudié la viabilidad y caracteristicas del cultivo de las células
congeladas o no sobre las células obtenidas de los tres tipos de oviductos y, se analizo la
expresion de los genes OVGP-1y OCT4 a tiempo 0, 2 dias y 7 dias de los cultivos procedentes
de células congeladas o no de oviductos de 24h. Finalmente, se utilizé el cultivo primario de
ROECs de oviductos de conejas para estimar su efecto directo o de un medio condicionado
sobre el desarrollo de embriones en estadio de pronucleo y 2 células .

De los resultados obtenidos cabe destacar que la digestion con tripsina de los oviductos de
24h antes permite alcanzar un mayor rendimiento y una viabilidad celular suficiente para el
cultivo primario de ROECs (en torno a 556.000 células/ml y 60 % de viabilidad), no
observandose diferencias en términos de periodo de confluencia y del mantenimiento del
movimiento ciliar (5,9 y 6,9 dias respectivamente). La digestién con pronasa redujo
sensiblemente la viabilidad de las células de conejas de oviductos ovuladas 72h antes (51%).
La congelacion de las ROECs no mermé su viabilidad, aunque tanto el periodo en el que
alcanzan la confluencia celular y el de mantenimiento de actividad ciliar se vieron afectados
negativamente. Por otra parte, la expresion del gen de la oviductina (OVGP-1) fue similar
tanto en las ROECs congeladas como en las no congeladas, reduciendo rapidamente su
expresion, indicando un posible proceso de desdiferenciacidon que ya es evidente a los 2 dias
de cultivo. Por el contrario, la expresién de OCT-4 estuvo afectada por el proceso de
congelacién, observandose un patrén de expresion diferencial en los primeros 2 dias de
cultivo. La caracterizacion de la capacidad proliferativa de las ROECs a través de su PDL fue
baja, alcanzando el valor de 7 a 12 dias de cultivo en las células procedentes de oviductos de
72h. Por ultimo, tanto el co-cultivo de ROECs como el cultivo con un medio condicionado por
ROECs mejoraron la tasa de desarrollo embrionario entre un 15 y un 18%, demostrando la
contribucion de las secreciones de las ROECs al desarrollo embrionario temprano.
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SUMMARY
Oviduct epithelial cells (OECs) are involved in several processes such as gamete and embryo

transport, fertilization and early embryo development due to its secretory activity and cilia
motility and beating. Therefore, OECs culture has been subject of study in order to understand
oviduct physiology, its three-dimensional structure and how it contributes to reproduction
biological processes. Thus, the aim of the present study was to establish and characterise a
primary culture of rabbit oviductal epithelial cells (ROECs) with the purpose of reconstructing
an in vitro oviduct model and evaluate its ability to improve early embryonic development.
To reach this purpose, first of all, cell yield and viability were evaluated in isolated epithelial
cells obtained through enzymatic digestion with collagenase, pronase and trypsin from
ampullae fraction of oviducts deriving from female rabbits which were stimulated to ovulate
24, 48 or 72 hours before. Once the best digestive enzyme was selected, viability and culture
characteristics were evaluated in frozen and not frozen ROECs. Moreover, gene expression of
OVGP and OCT-4 was analysed in cultured cells at 0, 2 and 7 days for both groups (frozen and
fresh cells) of 24h oviducts. Finally, ROECs primary culture and ROECs conditioned culture
medium were used to determine their direct effect on early embryonic development.

After the study, it’s remarkable that trypsine digestion in oviducts from rabbits which were
stimulated to ovulate 24h before showed a higher cell yield and an enough cell viability to
develop a primary ROECs culture (around 556.000 cells/ml and 60% viable cells), while no
differences were observed in time spent to reach confluence and cilia motility maintenance
(5,9 and 6,9 days, respectively). Pronase digestion significantly reduced viability of ROECs
from oviducts of rabbits stimulated to ovulate 24h before (51%), while cell viability was not
affected by ROECs freezing, which were able to stablish a primary culture. However, time
spent to reach confluence and cilia motility maintenance were adversely affected. Likewise,
OVGP-1 expression was similar in frozen and fresh ROECs. OVGP-1 expression was
immediately reduced, which may indicate a possible dedifferentiation event, being
appreciable 2 days after culture initiation. By contrast, OCT-4 expression was affected by
freezing, as a differential expression pattern was observed at the first 2 days of culture.
Proliferative potential of ROECs was evaluated by PDL, which reached values of 7 to 12 days
of culture in ROECs from rabbits estimulated 72h before. Finally, both ROECs co-culture with
embryos and ROECs conditioned culture medium with embryos improved early embryo
development rate between 15% and 18%, demonstrating that ROECs secretions contribute to
early embryo development.
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1. INTRODUCCION

1.1 El epitelio del oviducto en la biologia reproductiva
1.1.1 Anatomia y estructura del oviducto

El oviducto es responsable de crear un microambiente que permite a los gametosy a los
embriones llevar a cabo su papel en la reproduccion. Entre las funciones mas importantes del
oviducto estan el transporte de espermatozoides, évulos, facilitar la fecundacién y las etapas
iniciales del desarrollo embrionario (Killian et al., 2004; Suarez, 2008). El oviducto esta dividido
en cinco regiones atendiendo a sus caracteristicas histoldgicas. Estas cinco regiones son las
fimbrias, el infundibulo, el ampula, el istmo y la interseccién utero-tubal (Hwang y Song., 2004).
En ocasiones, algunas de estas regiones se consideran como regiones adyacentes a la estructura
oviductal, como es el caso de las fimbrias y el infundibulo, diferenciando, entonces, tan sélo dos
regiones ampula e istmo (Boling y Blandau, 1971; Jansen y Bajpai, 1982; Anzaldua et al., 2002).
Por otra parte, dadas las diferencias en la histologia sobre en la composicidn, distribucién y
orientacion de los diferentes tipos celulares que lo componen, algunos autores optan por
clasificar las regiones oviductales como regidn anterior, media y posterior (Kim et al., 2011).

Si se analiza la funcidn, la estructura e histologia del oviducto (Figura 1), el infundibulo
es la parte inicial en el que se recogen los ovocitos tras el proceso de ovulacién debido a la
capacidad de éste de deslizar las fimbrias sobre la superficie ovarica. Microscépicamente, las
fimbrias conectan el oviducto al ovario gracias a la multitud de cilios que proyectan las células
epiteliales que revisten mayoritariamente las fimbrias. En sentido descendente, la siguiente
region es el ampula, lugar donde se lleva a cabo la fecundacidn y el desarrollo embrionario. Este
compartimento ocupa mas de la mitad de la longitud del conducto oviductal. Cabe destacar que
contiene un lumen interno conformado por multitud de pliegues mucosos y una densa poblacion
de células ciliadas. La ultima regién del conducto previa a la interseccién con el Utero es el istmo,
considerablemente estrecha en comparacién a las dos anteriores regiones y con muchos menos
pliegues. Esta region tiene un papel regulador en el transporte de los posibles zigotos al Utero,
ya que sus paredes se relajan y permiten el paso de éstos, solo cuando los niveles de
progesterona se incrementan y consecuentemente, el endometrio produce las secreciones
adecuadas para albergar el desarrollo de los embriones en estadio de blastocisto. El istmo
conduce a la interseccidn Utero-tubal, regiéon donde se situa la transicion hacia el Utero y que en
determinadas fases se convierte en zona de almacenamiento y regulacion del transporte
espermatico (Alexandra et al., 2005).
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Figura 1 Detalle de la anatomia del oviducto de vaca. En la parte superior se muestra grosso modo la
estructura anatémica del oviducto. A continuacidon, se muestran secciones transversales de las diferentes
regiones del oviducto donde se diferencian tres tonos: azul (serosa compuesta fundamentalmente por
tejido conjuntivo, vascular y terminaciones nerviosas), rojo (tejido muscular) y azul (mucosa, compuesta
por tejido epitelial y el tejido conjuntivo que conforma la lamina propia). A, a, i: segmento craneal del
ampula; B, b, ii: segmento caudal del ampula; C, ¢, iii: segmento craneal del istmo; D, d, iv: segmento
caudal del istmo. Las flechas negras sefialan las células secretoras y las células rojas sefalan las células
ciliadas. (Binelli et al., 2018)

El oviducto de conejo, desde un punto de vista macroscopico, es una estructura tubular
rectilinea desde la interseccidén utero-tubal hasta las proximidades del ovario en la que puede
observarse un asa que da paso a la membrana infundibular. El oviducto esta compuesto por tres
capas: la capa serosa, la capa muscular y la capa mucosa tal y como se observa en la figura 2. La
capa serosa exterior rodea y conecta el oviducto con el ligamiento ancho del utero,
concretamente con el mesosalpinx, un repliegue que fija ambos érganos. La capa muscular se
situa por debajo de la serosa y estd formada por una capa circular interna y una capa longitudinal
exterior. Por ultimo, se puede observar la mucosa en el que se observa un epitelio
pseudoestratificado revistiendo multitud de pliegues o crestas. El oviducto de conejo, como en
otras especies, presenta una mayor frecuencia de estos pliegues en la regién ampular (Figura 2),
siendo menos frecuentes en la zona de transicién al infundibulo y en el istmo. En el istmo,
ademas, es posible observar una gruesa capa de musculatura lisa con fibras orientadas de forma
circular y en menor medida, por células musculares lisas con orientacién longitudinal. Por su
parte, la interseccién Utero-tubal muestra un pequefio lumen con pocos pliegues y conformando
criptas (Pedrero-Badillo et al., 2013).
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Figura 2 Arriba: Estructura anatdmica de un oviducto el momento de 24h del ciclo de la coneja. Abajo
izquierda: Histologia del oviducto: capa mucosa, serosa y muscular (Paxton et al., 2003). Abajo derecha:
Detalle de las crestas del interior del ampula oviductal de un oviducto procesado en el presente estudio.

1.1.2 Células epiteliales de oviducto

La mucosa oviductal se caracteriza por estar formada de un epitelio de una sola capa, el
cual engloba dos poblaciones celulares diferentes: células ciliadas y células secretoras (Coy et
al., 2012). Las células secretoras o intercalares proporcionan los factores proteicos y las
condiciones que permiten la capacitaciéon de los espermatozoides ademds de proteccion y
nutricién tanto a los évulos como a los embriones. Por su parte, las células ciliadas se encargan
de generar un flujo y por tanto impulsar o transportar gametos, embriones y el conjunto de las
secreciones oviductales hacia el Utero. (Yaniz et al., 2013).

A lo largo del oviducto, el epitelio muestra algunas variaciones en grosor y composicion
celular, asi el grosor del istmo es considerablemente mayor que el del infundibulo o es posible
observar en la fimbria, el infundibulo y el ampula una mayor proporcién de células ciliadas que



en el istmo y la interseccion Utero-tubal, mientras que en estos ultimos predominan las células
secretoras. Comenzando por la fimbria, es preciso sefalar que algunas de las criptas estan
practicamente formadas por células ciliadas. En el infundibulo, la estructura es de tipo
asimétrico en forma de “c”, la cual consta de epitelio columnar de revestimiento que se organiza
en multitud de proyecciones o filamentos formados mayoritariamente por células ciliadas. Sin
embargo, tanto el tejido epitelial como el muscular estan poco desarrollados en los bordes del
infundibulo minimo (Stewart et al., 2012). En la zona de transicién entre el infundibulo y el
ampula cabe destacar que hay una proporcién equilibrada de células ciliadas y secretoras en el
epitelio de revestimiento mientras que en la zona de transicién entre ampula e istmo destaca
una gruesa capa de musculo liso con fibras orientadas circularmente con presencia de células
del musculo liso orientadas de forma longitudinal. Por su parte, el istmo, regién que cubre casi
la mitad del oviducto, posee pliegues muy dispersos formados por epitelio clbico, que a su vez
estd compuesto mayoritariamente de células secretoras. En esta region, se observa tanto células
musculares lisas en la estructura de los pliegues como la conformacién de numerosas criptas.
Finalmente, la interseccién uUtero-tubal muestra un pequefio lumen con unos pocos pliegues de
epitelio cubico, el cual esta formado tanto por células secretoras como ciliadas y las criptas de
esta zona muestran un epitelio mas cilindrico y compacto con similitudes con el endometrial
(Pedrero-Badillo et al., 2013).

1.1.3 Funciones del epitelio oviductal

Como se ha indicado anteriormente, el oviducto es la estructura anatémica que conecta
el ovario con el tracto uterino comportandose no solamente como un conducto pasivo si no
como un drgano que participa del transporte de gametos y embriones en fase temprana y otras
funciones de tipo secretorio como capacitacién espermatica, fecundacién o desarrollo
embrionario temprano. Mientras que la actividad ciliar de las células epiteliales facilitan el
transito de los gametos y embriones hacia el Utero, la actividad secretora regula la procesos de
mantenimiento, capacitacién y adherencia de los espermatozoides y favorece la fecundacién y
el desarrollo embrionario temprano. En el conejo, ademas, el epitelio oviductal envuelve los
zigotos con un cubierta de mucina que contribuira posteriormente a facilitar la implantacién.
(Figura 3).

Segun diversos estudios, se conoce que las células del epitelio oviductal permiten
prolongar la vida util del esperma mediante un mecanismo por el cual las células epiteliales
proporcionan un revestimiento o proteccién a las cabezas de los espermatozoide de forma que
mantienen la viabilidad de los mismos (Pacey et al. 1995 a, b; Kervancioglu et al. 2000; Suarez y
Pacey 2006). La adhesion de las células tanto ciliares como secretoras del epitelio oviductal a los
espermatozoides permite regular la actividad espermatica reduciendo los niveles de calcio libre
intracelular en el esperma durante el proceso de capacitacién espermatica (Dobrinski et al.
1997). En el caso concreto del experimento llevado a cabo por Dobrinski et al. (1997) en un
modelo equino, se demostré que el mantenimiento de niveles bajos de Ca’' se consigue
mediante la interaccion de un receptor espermatico con su respectivo ligando en el epitelio del
istmo del oviducto. Dicha interaccién provocaria la extraccién del Ca* intracelular de los
espermatozoides y por ende, un incremento de Ca** en el fluido preovulatorio del istmo.
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Ademas, en este estudio también se observé como los exosomas (vesiculas) producidos por las
células epiteliales del istmo permitian mantener bajos los niveles de Ca*" intracelular en los

espermatozoides y postergaban el proceso de capacitacion y apoptosis de éstos.

Un estudio mas reciente realizado por Caballero et al. (2014) evidenciaba el papel de las
células epiteliales en el proceso de fecundacion a través de la regulacién del nivel de calcio del
esperma, en dicho proceso estan involucrados eventos de adhesion entre los espermatozoides
y las células epiteliales del oviducto (OECs) y las del cimulo. Las células epiteliales participan en
la adhesion con el fin de mantener la concentracion de calcio intracelular baja mediante las
cadherinas epiteliales (E-cadherinas), unas glucoproteinas transmembrana cuyo dominio
citopldsmatico se une a proteinas adaptadoras B-catenina permitiendo asi los eventos de
adhesion que se dan en el oviducto. En el estudio realizado en bovino se demostré la presencia
de las E-cadherinas en espermatozoides, ovocitos, cimulus oophorus y OECs (Caballero et al.,

2014).

1
a) ' b)
Pre-ovulation I Post-ovulation
c
s !
£ 1 I
-
3 + I
s Sperm entry 1 XC entry
3 ! gt
G ACEoco!
.; ‘“\:%0 1 o Fertilization First cleavages Morula exit
° : (o (N
Sperm reservoir 1 P o,’
A0
ARSI ' ¢
I o: °o® °®
L '° L O A ... “« ...
o o® A
=W W ge™ ®m Mo moeE w %,

rL) o® o®
@ - %..- ‘..- - - ‘.’ w +

(]

LA A . W w S A A
of LB_“ A G S, RS i ) ey Sl 1= ' P m
-— H ¥ > 4
g- Micro-capillary Micro-capillary
-
Q) Estrogen : Progesterone
o
c
N 1 .
= Istmo | Ampula
-1 L 1

Figura 3 Representacion de las funciones del oviducto con respecto a los gametos: a) Etapa preovulatoria
en el istmo: entrada de espermatozoides y formacién del reservorio de espermatozoides en las células
epiteliales del istmo; b) Etapa postovulatoria: activacion de la secrecidén, transporte de los
espermatozoides hacia el sitio de fecundacién, encuentro de los espermatozoides con las células del
cumulos, penetracién del espermatozoide en la zona pellcida y generacién de la mdrula que se dirige
hacia el Utero (Ferraz et al., 2017).

Como se haindicado anteriormente, el oviducto actia como un sitio de almacenamiento
de esperma en mamiferos, mas concretamente el istmo. Para entrar en el istmo, el esperma
atraviesa la interseccién Utero-tubal, region donde se produce un control de la entrada del fluido
espermatico, no permitiéndose la entrada de espermatozoides deficientes en algunas proteinas
implicadas en la adhesion entre el esperma y el cimulos oophorus como lo son la proteina
ADAM?2, la calmegina o la tACE (Nakanishi et al., 2004). Tras este control del contenido proteico
del esperma, el istmo realiza la funcién de reservorio del esperma reteniéndolo, alargando la

vida util del mismo y permitiendo la liberacion gradual del esperma competente o preparado



para llevar a cabo la fertilizacién (Hunter y Leglise., 1971). Durante la preparacién de los
espermatozoides en su camino a ser competentes fértilmente, las células epiteliales del
oviducto mantienen protegidos y anclados a los gametos masculinos suprimiendo su motilidad
y aminorando la capacitacién, lo cual acaba prolongando la vida util (Rodriguez-Martinez et al.,
2005). Ademads, numerosos estudios afirman que proteinas solubles presentes en el fluido
oviductal como la glutatidon-peroxidasa del oviducto, la superdxido dismutasa y la catalasa se
encargan de regular el equilibrio entre especies reactivas del oxigeno (ROS) y antioxidantes en
el esperma, lo cual es crucial para mantener la viabilidad y motilidad espermatica (Lapointe et
al., 2003). Recientemente se demostrd que la activacién de la transcripcion de una peroxidasa
estaba regulada por el comportamiento sexual en la hembra, de modo que al producirse la
retencién de esperma en el epitelio del oviducto, se lograba producir una peroxidasa clave en la
fertilidad a largo plazo (Shaw et al., 2014).

En la capacitacion y adhesion de los espermatozoides al epitelio oviductal intervienen
unos agentes presentes también en el fluido y epitelio oviductal: proteoglicanos y cadenas de
glicosaminoglicanos (Figura 4). Se observan abundantes estructuras de glicanos con residuos de
acido sialico tanto en células ciliadas como no ciliadas de diferentes zonas del ampula e istmo
del oviducto. Por otro lado, Unicamente en el istmo se encontraron glicanos unidos a estructuras
de Lewis, que consisten un trisacarido de galactosa y fucosa unidas a N-acetilglucosamina con
las que interaccionan los espermatozoides que son retenidos en el epitelio (Machado et al.,
2014; Miller, 2015). Los eventos de pérdida de proteinas o protedlisis contribuyen a que los
espermatozoides se liberen del epitelio oviductal (Tépfer-Petersen et al., 2008; Hung y Suarez,

2010).
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Figura 4 Estructuras de glicanos presentes en el epitelio oviductal, entre las que se encuentran bi-SiaLN,
Lex y ramificaciones con manosa. Se observa como Unicamente las estructuras de Lewis son las que logran
retener a los espermatozoides que atraviesan el oviducto (Miller, 2015).

Por su parte, muchas proteinas presentes en el fluido del oviducto son incorporadas los
espermatozoides mientras estan retenidos en este conducto. La glicoproteina especifica de
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oviducto u oviductina (OGP), también conocida como OVGP1 se produce en los oviductos de
multitud de mamiferos donde se incorpora a los espermatozoides que alli se encuentran
retenidos. Abe et al (1995) demostré la importancia de esta proteina dado su papel en el
mantenimiento de la viabilidad y motilidad del esperma mediante eventos de fosforilacion de
residuos de tirosina en proteinas del espermatozoide. Recientes experimentos sefialan que el
esperma de ratdn tratado con oviductina recombinante ve incrementado esos eventos de
fosforilacion, y por ende, se obtienen mayores tasas de capacitacion de espermatozoides
(Saccary et al.,, 2013). Ademas, la oviductina también interacciona con la zona peltcida del
ovocito donde crea sitios adicionales necesarios para la unidn con los espermatozoides (O’Day-
Bowman et al., 2002; Lyng y Shur, 2009). Otra proteina interesante que participa en los eventos
de interaccién entre el epitelio oviductal y los gametos es la osteopontina. A diferencia de la
oviductina, no se encuentra una ganancia neta de osteopontina en los espermatozoides
retenidos en el epitelio, lo que puede significar que ambas proteinas poseen funciones
redundantes (Erikson et al., 2007). Sin embargo, hay estudios que afirman que la adicién de esta
proteina a una fecundacion in vitro logra disminuir el grado de polispermia (Gongalves et al.,
2008; Monaco et al., 2009).

1.2 Reconstruccion de epitelios oviductales in vitro
1.2.1 Explantes de epitelios oviductales

El uso de células epiteliales de oviducto comenzd a principios de los afio noventa con la
finalidad de mejorar las condiciones de cultivo y, la viabilidad y desarrollo de los embriones
producidos in vitro sobre todo en modelos como el bovino, en la que un 10,5% de los embriones
gue se comercializan son producidos in vitro (AETE, 2014). Otras especies también fueron objeto
de estudio para la reconstruccién de epitelios oviductales, entre ellas, el caballo. Un estudio
llevado a cabo en 1991 se centré en concretar las ventajas que suponia el uso de explantes
oviductales (pequefios fragmentos separados de su drgano o tejido propio por métodos de
disgregacion mecdanica o enzimatica) en lugar de vesiculas del trofoblasto para evaluar el
desarrollo de embriones equinos en el dia 2 de su desarrollo. Se concluyd que el co-cultivo de
embriones con explantes oviductales mejoraba el desarrollo embrionario de embriones de 4
células hasta el estadio de blastocisto (Ball et al., 1991). Otro ejemplo de estos afios fue el ensayo
gue comparaba la viabilidad embrionaria, la duracién de la gestacion y la tasa de nacimiento en
oveja a partir de producidos in vitro e in vivo tras su cultivo con y en ausencia de células
epiteliales oviductales. Sus resultados sugerian que el método de produccién in vivo o in vitro,
mas que la presencia de células oviductales, determinaba la viabilidad y desarrollo de éstos
(Holm et al., 1996).

Actualmente, se esta reconsiderando el empleo de explantes de epitelios oviductales
con el fin de subsanar las limitaciones de los actuales medios de cultivo e incrementar la calidad
de los embriones producidos in vitro, de establecer modelos de estudio de las interacciones y
sefializaciones locales que tienen lugar entre el epitelio del tracto oviductal y los gametos (Coy
et al., 2012) e, incluso, modelos para ensayos de toxicidad reproductiva (Spielmann, 2009). En
todos ellos es necesario reconstruir la estructura tridimensional del epitelio oviductal para evitar



eventos de desdiferenciacion y obtener una respuesta adecuada cuando se estimulan dichos
cultivos.

Un aspecto sumamente importante a mantener en la reconstruccion de epitelios
oviductales es el debido aislamiento y polarizacion de las células epiteliales. Existen diferencias
sustanciales en cuanto al uso de monocapas de epitelio oviductal o al uso de explantes
oviductales en suspensién. Estudios llevados a cabo a finales del siglo pasado ya indicaban que
las monocapas de células epiteliales del oviducto tienen una pobre adherencia (en torno al 50%).
La estrategia de reconstruccion del epitelio oviductal permite una rapida proliferacién, sin
embargo, acarrea una serie de eventos de desdiferenciacion como pérdida de caracteres
morfoldgico, reducciéon del tamafio celular, pérdida del movimiento ciliar, ausencia de la
morfologia columnar y de microvellosidades o pérdida de secreciones especificas (Walter,
1995). Por su parte, la reconstruccion del epitelio oviductal basada en explantes oviductales
permite mantener diferentes grados de diferenciacién y funcion celular. Prueba de ello es el
trabajo de Dobrinski et al (1999), en la que compararon el cultivo de células epiteliales a partir
de explantes de ampula e istmo de oviductos equinos en tres medios de cultivo con o sin
fibroblastos y sobre matrigel, observando que caracteristicas como la adhesion celular, la
confluencia y la polaridad mejoraban en los cultivos con matriz. Matrigel parecia proporcionar
mayor polaridad al cultivo y modificar ligeramente el patron de secrecién de las células.

Existen diversos métodos de cultivos celulares utilizados para intentar crear tejidos u
organos “in vitro” preservando su estructura tridimensional y funciones. A continuacién, se
exponen las caracteristicas y aplicaciones de estos en el contexto de reconstruccion de epitelios
oviductales.

1.2.2 Cultivos histotipicos

Los cultivos histotipicos son cultivos en suspensién de un solo linaje celular formados a
partir de células procedentes de fragmentos de un tejido obtenidos por disgregacién enzimatica.
Estos cultivos buscan restituir la estructura tridimensional del tejido original alcanzado
densidades celulares elevadas. Este tipo de cultivos son interesantes para el desarrollo de la
presente investigacion ya que el objetivo primordial es restituir concretamente el tejido epitelial
del oviducto, conformado por células ciliadas y secretoras.

En el contexto de los cultivos de células epiteliales de oviducto existe una nomenclatura
para denominar los cultivos en funcion de la especie utilizada en el experimento. Esta
nomenclatura consiste en las siglas OEC (cultivo de células epiteliales), comun para todas las
especies, ademas de la inicial correspondiente con la especie: MOEC (murino), BOEC (bovino),
POEC (porcino). Estos tres modelos animales son los mds comunmente empleados en la biologia
reproductiva y por ende también lo son en el desarrollo de cultivos histotipicos. Un estudio
llevado a cabo en 2011 escogid el cerdo como especie modelo debido a que se trata de un animal
con semejanzas a nivel fisioldgico y anatdomico con los humanos ademds de ser de enorme
interés las reacciones moleculares que se dan lugar en el oviducto porcino debido a su extendido
uso en la industria alimentaria (Bendixen et al., 2010). En ese estudio, el cultivo de POEC logré
reproducir con bastante éxito el fenotipo del epitelio oviductal si bien las células necesitaron un
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periodo de tres semanas para terminar de diferenciarse y pasar de estar aisladas a aglomerarse
y reconstruir las crestas y microvellosidades caracteristicas del oviducto asi como las funciones
gue estas caracteristicas morfoldgicas permiten ejercer. Ademads, no se observo un incremento
de eventos de desdiferenciacidén pasadas las seis semanas del cultivo sino que se comenzaron a
presenciar signos caracteristicos de las células epiteliales columnares como el alargamiento del
nucleo. En cuanto a las funciones especificas del oviducto, se observd mediante un test de
respuesta hormonal al estradiol que el cultivo de POEC lograba expresar la oviductina u OVGP1,
considerado el marcador mas importante en el epitelio oviductal (Miessen et al., 2011). Los
resultados que se obtuvieron en esta investigaciéon consolidaron la estrategia de utilizar los
cultivos histotipicos para abordar la reconstruccién del epitelio oviductal.

Recientemente, Chen et al. (2017) realizaron un estudio con células oviductales de tres
modelos animales (murino -MOEC-, porcino -POEC- y bovino -BOEC-) en el que el cultivo se
desarrollé en dos fases: proliferacion y diferenciacidn (Figura 5). Tras la digestidon enzimatica, las
células fueron cultivadas sobre un insert en un medio que favorecia la proliferacion
(suplementado, entre otros, con factor de crecimiento epidérmico, insulina y transferrina). En
esta fase de proliferacién, que coincide con la primera semana del cultivo, se implantaron las
OEC en los inserts hasta que alcanzaron la confluencia. La fase de diferenciacion precisé de dos
semanas mas para que las POEC y MOEC terminaran de diferenciarse a células epiteliales
columnares tanto secretoras como ciliadas asi como expresar actividad ciliar y alcanzar el grado
de polarizacidon adecuado. Por su parte, las BOEC necesitaron tan solo de siete dias. Ademas de
confirmarse la expresion de la oviductina, se realizé un estudio protedmico que detectd la
presencia de aproximadamente el 97% de las proteinas presentes en los oviductos in vivo en los
tres cultivos. Este estado diferenciado del cultivo epitelial duré ocho semanas, por lo que se
logré reconstruir de forma eficaz el epitelio oviductal en los tres modelos. Finalmente, se evalud
la capacidad de estos cultivos para albergar un embrién y permitir su desarrollo a largo plazo.
Los resultados de este experimento fueron positivos ya que las tasas de division celular tanto
del embrién como del blastocisto fueron elevadas evidenciando asi que la reconstruccion del
epitelio oviductal tuvo éxito (Chen et al., 2017).

Proliferation (d 0 - 7)

add zygote
for co-culture

M1 M1 ( M2 M2

Figura 5 Representacién esquematica de las dos fases del protocolo de cultivo de células epiteliales
oviductales (Chen et al., 2017)



1.2.3 Cultivos organotipicos

Los cultivos organotipicos son cultivos adherentes donde las células pertenecen a
diferentes linajes. En este tipo de cultivos, a diferencia de los histotipicos, las células generan
una estructura tridimensional que simula la regeneracion estructural de un érgano a nivel
fisiologico y bioquimico. A finales de los afios noventa, diversos estudios lograron desarrollar
cultivos que reconstruian de forma intacta drganos completos como la glandula submandibular
(Larsen et al., 2006) o el rifidn (Srinivas et al., 1999).

En el contexto de la biologia reproductiva, los cultivos organotipicos permiten evaluar la
respuesta a estimulos hormonales con mayor eficacia que otros modelos in vitro. Una
investigacion llevada a cabo a principios de siglo desarrollé un modelo organotipico en el que
células epiteliales de un endometrio humano se cultivaban a modo de organoides glandulares
en matrices de Matrigel en un cocultivo junto con células estromales. En este estudio se
consiguio estudiar los efectos de los esteroides en el endometrio humano en un sistema in vitro,
el cual permitié un screening en tiempo real tanto de la proliferacién celular del cultivo como de
la expresion génica (Blduer et al., 2005).

Con este y otros estudios, el modelo organotipico quedd consolidado como una sélida
opcion para estudiar in vitro los comportamientos internos en el tracto reproductivo. A pesar
del potencial de este modelo in vitro, no se ha estudiado con la suficiente profundidad en el
ambito de la reconstruccion de epitelios oviductales. Eddie et al. (2015) intenté desarrollar un
sistema de cultivo tridimensional del oviducto humano para evaluar asi el rol de las fimbrias
oviductales en eventos de tumorogénesis serosa y mutagénesis en cancer ovarico. Para
desarrollar dicho sistema utilizé una matriz de alginato a modo de soporte para la fimbrias ex
vivo, las cuales fueron cultivas con factores de caracter carcinogénico (Figura 6). El cultivo
organotipico logré desarrollar poblaciones de células epiteliales ciliadas y secretoras,
manteniéndose apto para los experimentos de respuesta a los factores tumorogénicos durante
7 dias (Eddie et al., 2015). Por tanto, este sistema 3-D de fimbrias oviductales permitié recrear
el microambiente fisioldgico del oviducto. Sin embargo, esta investigacion se enmarca en el
ambito oncoldgico y no hay estudios que sigan esta estrategia para modelizar los eventos
embrio-maternales que ocurren en el oviducto.
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Figura 6 Representacién esquematica del protocolo de reconstruccion del entramado epitelial de fimbrias
oviductales en el sistema tridimensional de cultivos organotipicos (Eddie et al., 2015)
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2. OBJETIVOS

La reconstruccién in vitro de un epitelio a partir de células de oviducto de conejo
facilitaria tanto el estudio comparado entre especies como la mejora de los procesos de
capacitacion espermatica, fecundacion y desarrollo embrionario temprano. En este sentido,
este estudio preliminar pretende:

¢ Obtener y caracterizar el cultivo primario de células epiteliales de oviducto de
conejo (ROECs).

* Evaluar la viabilidad post-descongelacion de las ROECs y su capacidad para
establecer un cultivo primario.

* Evaluar el potencial de las ROECs para ser utilizadas en la mejora del desarrollo
embrionario temprano.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseiio del estudio.

El estudio constd de una primera fase en la que se evalud el tratamiento enzimatico para
la extraccion de células epiteliales del ampula oviductal, su proliferacion in vitro y su viabilidad
post-descongelacién y, de una segunda fase, en la que se evalué su potencial como soporte del
desarrollo embrionario temprano.

En la primera fase se utilizaron fracciones ampulares de oviductos procedentes de conejas en
diferentes momentos de su ciclo a partir de la induccién de la ovulacién:

- Ampulas de 24 horas después de la induccién
- Ampulas de 48 horas después de la induccién
- Ampulas de 72 horas después de la induccién

A partir de las cuales se obtuvieron cultivos primarios de células epiteliales de oviducto
de conejo (ROECs), evaluando la eficiencia de la extraccion (viabilidad y concentracidon de
células) en funcion de la enzima utilizada (colagenasa, pronasa y tripsina). Se caracterizaron los
cultivos en términos de confluencia celular y motilidad ciliar y, por ultimo, sobre ROECs extraidas
con tripsina:

- Se analizo la viabilidad post-descongelacion de las tres fuentes de células (tipos de
oviductos).

- Se evalué la expresiéon de los genes de la oviductina (OVGP1) y OCT4 de células
congeladas o no de oviductos de 24h a tiempo cero (tras la extraccién o tras la
extraccion y la descongelacion), a los 2 dias y a los 7 dias de cultivo.

- Se estudié la tasa de proliferacién celular medida como su PDL (acumulative
population doubling level) de las células segun el tipo de oviducto.

Finalmente, en la segunda fase, se utilizé el cultivo primario de ROECs para estimar su
efecto sobre el desarrollo de embriones en estadio de pronucleo y 2 células.

En la figura 7 se muestra de forma esquematica el disefo experimental del estudio.
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3.2 Obtencidn y preparacion de los oviductos.

Para la realizacién de este estudio se obtuvieron tractos reproductores (oviducto y
utero) de hembras de conejo recién sacrificadas en el matadero de la granja de animales de la
granja del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal de la Universitat Politeécnica de Valéncia.
Estos tractos reproductores estaban destinados a la recuperacion de embriones por lo que su
sacrificio y procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con la normativa europea sobre
experimentacion con animales Directiva 2010/63 / UE y han sido revisados y aprobados por el
Comité de Etica de Experimentacién Animal de la Universidad Politécnica de Valencia (cédigo
2015 / VSC / PEA /00061). Los tractos fueron trasladados al laboratorio para ser procesados a
temperatura ambiente, una vez recuperados los embriones para otros fines, se aislaron las
fracciones del infundibulo y ampula del oviducto tal y como se observa en la figura 8.

Figura 8 Oviductos procesados en el presente trabajo. Izquierda: oviducto de 24h recubierto de tejido
adiposo. Derecha: oviducto de 24h limpio.

Los oviductos aislados se lavaron en una solucién de alcohol al 70% y tres veces en una
solucién con tampén fosfato salino (PBS, pH=7,4) atemperado a 372C con el fin de reducir la
carga microbiana y evitar posibles contaminaciones. A continuacion, se procedié a diseccionar
el dmpula del oviducto introduciendo un tubo de poliestireno de 1Imm de diametro desde el
infundibulo en direccién hacia el istmo de forma que el conducto oviductal recubre el tubo. De
esta forma, fue mas sencillo retirar tejido adiposo y el ligamento mesosalpinx, obteniéndose
explantes de oviductos de entre 5y 7 cm correspondientes a la fraccién ampular, tal y como se
observa en la figura 9 A. Posteriormente, se retiré parte del tubo dejando Unicamente un
pequeiio trozo de en torno a 1cm dentro del conducto oviductal para posteriores
manipulaciones, tal y como se observa en la figura 9 B.

Una vez obtenidos y preparados los explantes de las fracciones ampulares de los
oviductos, éstos fueron sometidos a digestién enzimatica con colagenasa, pronasa y tripsina
para recuperar células epiteliales ROECs (rabbit oviduct epitelial cells) para su inmediato cultivo
primario o su congelacion.
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Figura 9 Explantes de la fraccion ampular de oviductos procesados

3.3 Preparacion y cultivo de las ROECs
3.3.1 Obtencidn de ROECs y establecimiento del cultivo primario.

Cada uno de los explantes de oviducto de cada coneja se sometid a una digestion
enzimatica con el fin de disgregar y aislar las células para posteriormente proceder a cultivarlas.
En el estudio se emplearon tres enzimas diferentes: pronasa, tripsina y colagenasa. Las
condiciones de la digestiéon fueron las mismas para las tres enzimas: 1 hora a 372C con una
solucion de PBS al 1% (p/v). Tras someter a las muestras al proceso de digestidn, se perfundieron
los oviductos con ayuda de una pipeta, haciendo pasar por el conducto oviductal 2-3ml de medio
de cultivo bdsico con suero bovino fetal al 10%. Tras la perfusidn los tubos se agitaron en el
vortex y fueron centrifugados a 3000rpm durante 10min a temperatura ambiente, re-
suspendiendo el pellet de uno de los oviductos de la coneja con 2ml de medios de proliferacion
y el otro, con 2ml de medio de congelacién.

Las células re-suspendidas con el medio de proliferacion fueron utilizadas para calcular
la concentracion celular mediante recuento en camara de Thoma.

Ademas, se evalué la viabilidad celular de cada muestra mediante una tincién con los
fluoréforos SYBR/IP. Para este ensayo, se dispusieron en tubos eppendorf 100 uL de la muestra
de ROECs, a los que se les afiadid 5 uL del marcador SYBR. Se dejaron transcurrir 10 minutos
desde que se afiadié el SYBR para a continuacién afadir 2,5 uL de IP. A los 5 minutos de haber
anadido el segundo fluordforo, se afiadiod glutaraldehido para fijar la muestra y se depositd parte
de ella en un portaobjetos y se observé en un microscopio de fluorescencia a 450/505 y 510/575
(longitudes de onda de excitacién/emisidn) para SYBR y IP respectivamente.
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Tras realizar la estimacién de la concentracién y viabilidad celular en cada una de las
muestras, se afiadieron 10* células por cm?a las placas de cultivo P60 con 5 ml de medio de
proliferacién epitelial. Las ROECs fueron se incubaron a 38.52C, 5% de CO2 y humedad a
saturacion, sustituyendo el medio de cultivo a las 24 horas para eliminar las células no adheridas
y se observaron las placas cada 24 horas anotando cuando se alcanzaba la confluencia celulary
la presencia y permanencia de movimiento ciliar.

Medio de cultivo basico
-  DMEM /Ham’s F12

- 15 mM HEPES
- 100 U/ml de penicilina
- 100 ug/ml de streptomicina

Medio de proliferacion
- Componentes del medio de cultivo basico

- 5%FBS

- 10 ug/ml de insulina

- 5 ug/mlde transferrina
- 25ng/mlde EGF

3.3.2 Congelacion ROECs.

El pellet re-suspendido con medio de congelacidn se envasé en pajuelas identificadas de
0,5 ml, se refrigeraron 15 minutos a 52C para posteriormente permanecer 30 min a -309C,
finalmente se almacenaron en nitréogeno liquido hasta su utilizacion.

Medio de congelacién
- 10% dimetilsulféxido

- 90% Suero bovino fetal

3.3.3 Descongelacion de ROECs

Para la descongelacion, se procedio a retirar las pajuelas de los tanques de N2 liquido
para inmediatamente introducirlas en un bafio de agua a 402C durante 30s. Una vez
descongeladas las muestras, se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min tras lo que se eliminé
el medio de congelacién y se re-suspendieron en 2ml de medio de proliferacién, se evalué su
concentracién y viabilidad y, se cultivaron como se ha descrito en el apartado anterior.

3.4 Evaluacion de la capacidad de proliferacién celular de las ROECs: PDL.

Las células se subcultivaron cada 4 dias y se sembraron a una concentracién de 10.000
células / cm®. El nimero de células se estimd tras su obtencién mediante tripsina, bloqueo con
suero, lavado de las mismas y recuento en cdmara Thoma. La capacidad de proliferacién de las
células fue estimada mediante el calculo del nivel de duplicacién de la poblacion (PDL). Para

calcular el PDL, se utilizo la siguiente ecuacion:

PDL = (logNf - logNo) / log2
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3.5 Extraccion de RNA y transcripcion reversa para la comprobacion de la
expresion del gen de la proteina oviductina (OVG1) como marcador de las
células epiteliales oviductales.

El RNA total fue aislado utilizando el método tradicional de extraccién de separacién de
fases con TRIzol/cloroformo. Tras la separacion de fases, se recogio la fase acuosa y se le afiadid
isopropanol para precipitar el RNA. A continuacién se eliminé el sobrenadante y se realizaron
varios lavados con etanol. Finalmente el RNA extraido se diluyé 1:5 en agua miliQ. Para prevenir
la contaminacion por DNA, se realizdé un tratamiento con desoxirribonucleasa al total de RNA
aislado (100 ng) (gDNA Wipeout Buffer, Qiagen Iberia S.L., Madrid, Espafia)

La concentracion, calidad e integridad fueron evaluadas mediante el uso del equipo
espectrofotométrico Nanodrop 200 (Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados
Unidos).

Tras esto se llevd a cabo la transcripcion reversa utilizando el kit Reverse Transcriptase
Quantitect (Qiagen Iberia SL, Madrid, Espafia) siguiendo las instrucciones del manufacturador.

El volumen final de reaccion fue de 20 uL. Una vez finalizada la retrotranscripcion, las
muestras fueron almacenadas a -202C hasta su utilizacién.

La cuantificacién relativa de los genes objeto de este estudio se realizd mediante la
Reaccion en cadena de la Polimerasa a tiempo Real (RT gPCR) con el termociclador modelo 7500
de Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA) y la enzima SYBR® Green como
sistema de deteccidn. Cada PCR se realizd en una dilucidon de 5 ulL de cDNA a una dilucién 1:40,
250 nM de los cebadores directos y reversos (Tabla 1) y 10 uL del Master Mix de PowerSYBR
Green PCR (Fermentas GMBH, Madrid, Espafia) en un volumen final de 20 uL. El protocolo de
PCR se inicié con un ciclo inicial de 2 min a 502C, seguido de uno de 10 min a 952C y 42 ciclos a
959C (15 segundos) y a 602C (60 segundos). Una vez realizada la PCR, se realizé el analisis de la
curva de melting mediante incrementos progresivos de temperatura desde 652C a 959C, al
mismo tiempo que se obtenian datos de los cambios de intensidad de emisién fluorescente. Se
realizaron diluciones seriadas de cDNA procedente de diversa muestras con el fin de comprobar
la eficiencia de la PCR. Se empleé un método de ajuste (Weltzien et al., 2005), utilizando la media
geométrica de los genes de referencia escogidos para ser usados como factores de
normalizacién housekeeping: H2AFZ (miembro Z de la familia de histonas H2A; Mamo et al.,
2008) y GADPH (gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa; Navarrete-Santos et al, 2004). Tanto
los genes de referencia como los genes diana de la oviductina (OVGP-1; ) y OCT-4 (octamer-
binding transcription factor 4, Mamo et al., 2008) se analizaron por duplicado en muestras
desconocidas. La expresion del pool de cDNA de diversas muestras se usé como calibrador para
normalizar todas las muestras en una serie o varias series de PCR.

En cuanto a los genes diana elegidos para analizar su expresidn, se escogid el gen de la
oviductina (OVGP-1) ya que es la proteina con mayor relevancia y presencia en los oviductos de
mamiferos (Abe et al., 1995). También se decidid analizar la expresion del gen OCT4 debido a su
rol en el mantenimiento de la pluripotencia de las células madre (Medvedev et al., 2008; Shiy
Jin, 2010).

18



Tabla 1. Caracteristicas de los cebadores empleados en la qPCR

. . Tamaiio Referencia
Gen Secuencias de los primers epe N2 de acceso it g
amplificado bibliografica

Fw - 5' CCACCTATGGACGCACCTTT
OVGP-1 137 NM_001082105.1 -
Rv - 5' CACGAAGGAGCAGACCTCAT

Fw - 5'CGAGTGAGAGGCAACTTGG Mamo et al.

0CT4 125 pb NM_001099957 ’
Rv - 5' CGGTTACAGAACCACACACG 2008

Fw - 5' AGAGCCGGCTGCCAGTTCC M tal

H2AFZ 85 pb AF030235 Sy
Rv - 5'CAGTCGCGCCCACACGTCC 2008

Fw - 5' GCCGCTTCTTCTCGTGCAG N te-Sant

GADPH 144 pb 123961 avarrete->antos
Rv - 5' ATGGATCATTGATGGCGACAACAT etal., 2004

Una vez finalizada la qPCR, se realizé una curva de disociacion del producto amplificado
para comprobar la ausencia de amplificaciones no especificas, contaminaciones o primer
dimers. El programa de tiempos y temperaturas empleado se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Programa de tiempos y temperaturas empleado en la qPCR

Proceso Tlempo | Temperatura (2C)
2 min 50
Pasos iniciales ACtlvaCI?n de la DNA 10 min 95
polimerasa

15s 95

PCR (40 Desnaturalizacién 30s 60
ciclos) Hibridacidn/ extension 15s 95

1 min 60

Curva de disociacion
15s 95

La cuantificacidén de los niveles relativos de expresion génica, técnica mediante la cual
se obtiene la magnitud de los cambios en los niveles de expresion del gen de interés al
compararla con uno o mas genes de referencia (Pfaffl et al., 2004), se realizé6 mediante la
siguiente ecuacion, descrita previamente por Weltzien et al., (2005):

Ratio N= [Ef_target] ~((Ct calibrador-Ct muestra)) - [Ef _Housekeeping] ~((Ct

muestra-Ct calibrador))

3.6 Evaluacion del desarrollo embrionario temprano mediante co-cultivo de las
ROECs con embriones

Los embriones en estadio de pronucleo y 2 células fueron obtenidos de 6 conejas
donantes superovuladas con Corifolitropina alfa (FSH-CTP; Elonva; 150 ug/mL, Merck Sharp &
Dohme S.A.; Spain), en una Unica dosis de 3 pg/0.5mL via subcutanea. Las hembras fueron
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inseminadas 72 horas después de recibir el tratamiento de superovulacidon. La inseminacion se
llevé a cabo con una dosis de, al menos, 20 millones de espermatozoides méviles en 0’5 mL de
una mezcla de tres eyaculados de tres machos de la misma linea no emparentados. La dosis
seminal se prepard a partir de los eyaculados obtenidos mediante vagina artificial y diluidos 1:10
en Tris-citrico-glucosa (0’25 M Tris (hidroximetil) aminometano), 83 mM acido citrico, 47 mM
Glucosa). Tras estimar el porcentaje de motilidad de cada uno, si éstos eran superior al 70% se
mezclaron para, a continuacién calcular la concentracidon en una cdmara Thoma.

Las conejas fueron sacrificadas a las 22-24 horas de ser inseminadas mediante la
administracién intravenosa de 1 ml/kg de pentobarbital sddico (Dolethal, Vetoquinol
especialidades veterinarias, S.A., Vétoquinol, Madrid, Spain). Una vez sacrificadas, se les extirpé
el aparato reproductor para proceder a la recuperacion de los embriones.

Los oviductos y los cuernos uterinos fueron perfundidos con 10 mL de tampdn fosfato
de Dulbecco (DPBS, Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado con 0.2% (v/w) de BSA (albimina
de suero bovino, Sigma, St. Louis, MO, USA), 0,132 g/L de CaCl2, 0,1 g/L MgCI2 y antibidticos
(100 Ul de penicilina G sddica y 25 pg de dihidroestreptomicina por mL; Penivet, Divasa
Farmavic, Barcelona, Espafia), y atemperado a 372C. A través del infundibulo se introdujeron los
10 mL de medio, siendo el primer mililitro introducido mas despacio para dilatar la unién itsmo-
ampular. Debajo del cuerno uterino se colocé una placa Petri donde se recogieron los embriones

para su posterior evaluacién.

Los embriones se recuperaron observando las caracteristicas que se corresponden con
el estadio habitual de pronucleo y 2 células a las 22-24 h tras la inseminacion. Los embriones
fueron catalogados como normales cuando se observoé la presencia de 2 células o la presencia
de 2 pronucleos con la expulsién del 22 corpusculo polar, en ambos casos debian tener un
citoplasma homogéneo y una zona peldcida esférica.

Los embriones normales fueron cultivados con un medio habitual para el desarrollo
embrionario TCM199 (Sigma, St. Louis, MO, USA) con antibiéticos (penicilina G sédica 300.000
Ul, penicilina G procaina 700.000 Ul y sulfato de dihidrostreptomicina 1250 mg/L, Penivet 1,
Divasa Farmavic, Barcelona, Espafia) y suplementado con 10% suero fetal bovino (control), en
un medio condicionado (1/2 medio control + ¥ medio en el que proliferaron células oviductales
de conejas de coetaneas -24h- obtenido tras su primer subcultivo) y un co-cultivo de embriones
con ROECs confluentes de conejas coetaneas cultivadas durante 7 dias después de su extraccion
en las que se sustituyd el medio de proliferacion por medio control el dia en que se introdujeron
los embriones en el cultivo. En todos los casos el cultivo se realizé en placas NUNC con un

volumen de medio de cultivo de 750 uL y entre 10y 15 embriones por pocillo de la placa.

Los embriones se cultivaron in vitro (CIV) durante 72 horas a una temperatura de 382C
y una atmésfera controlada con un 5,0% de CO2 y humedad a saturacion. Al finalizar el cultivo
se evaluo el estadio de desarrollo alcanzado.
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3.7 Andlisis estadistico

Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS 19.0. Las diferencias
fueron consideradas significativas cuando p<0.05.

El efecto del enzima de digestion utilizado (colagenasa, pronasa vy tripsina) y del tipo de
oviducto (24h, 48h y 72h) sobre la concentracion de células oviductales, viabilidad y periodo
para alcanzar la confluencia y de mantenimiento de la actividad ciliar fueron analizados
mediante un modelo lineal general en las que se incluyé ambos factores y su interaccion. En el
estudio sobre el efecto de la crioconservacion sobre la viabilidad y los parametros de cultivo
(periodo de confluencia y movilidad ciliar, PDL) se utilizé un modelo lineal general que incluyd
como factores fijos la crioconservacion (fresco y congelado), el tipo de oviducto y su interaccién.

En el analisis de la expresién diferencial de los transcritos de OCT4 y OVPG1 de las células
epiteliales se incluyé en el modelo los factores fijos: criconservacion (fresco o congelado) y
tiempo de cultivo (control, 48 h y 7 dias de cultivo).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Eficiencia de obtencion de ROECs a partir de oviductos tratados con
pronasa, colagenasa y tripsina de conejas inducidas a ovular 24, 48 y 72 horas
antes.

4.1.1. Concentracion de células epiteliales

Tanto la enzima utilizada para la digestiéon como el tipo de oviducto fueron factores
determinantes en la cantidad de células obtenidas. Como se observa en la figura 10, tras realizar
la digestion enzimatica de 16 oviductos con colagenasa, 16 con pronasa y 17 con tripsina; se
observdé como el uso de la tripsina permite obtener un mayor rendimiento a nivel de
concentracién celular, alcanzado una media de 438.571 + 21.144 células por ml frente a las
247.556 + 21.602 en el caso de la colagenasa y las 267.222 + 21.602 del caso de la pronasa. Estos
resultados contrastan con los obtenidos en dos estudios, uno llevado a cabo en BOECs (células
epiteliales del oviducto bovino) (Palma-Vera et al., 2014) y otro en POECs (células epiteliales del
oviducto porcino, Chen et al., 2013b), donde reconstruyeron un modelo in vitro de oviducto con
el fin de evaluar el impacto de la insulina en la morfologia de dichas células. En ambos casos, se
empled la colagenasa como enzima para la digestion de los explantes de la fraccién ampular de
oviductos, la cual les permitié obtener 1x10° células por ml en el primer caso y, entre 0,5y 3x10’
células en el segundo. Sin embargo, es preciso comentar que en sendos estudios se realizé un
tratamiento de corte y disgregacién mecanica del oviducto previo a la digestidon enzimatica. Esto
puede explicar el mayor rendimiento, aunque probablemente también aumento el numero de
células musculares, endoteliales y fibroblastos extraidas junto a las epiteliales, tratandose de
células con capacidad de proliferacién y que pueden ser contaminantes no deseados en el
cultivo primario de las epiteliales. En el presente trabajo, la extraccion celular fue mucho mas
dirigida a la recuperacién de células del lumen ampular, de esta forma, se sacrificé un mayor
rendimiento celular con el fin de reducir la contaminacidon de células endoteliales y de
fibroblastos.

Por otra parte, el uso de la pronasa, una enzima que bloquea la inactivacion de los
canales de Na* dependientes de voltaje, no es habitual para el aislamiento de células epiteliales,
si lo son la digestidon enzimatica por medio de la tripsina, una peptidasa que ataca los enlaces
peptidicos entre proteinas y la colagenasa, una metaloproteinasa de matriz que digiere los
enlaces peptidicos del colageno. Aldarmahi (2017) comparando el rendimiento entre tripsina y
colagenasa en oviductos de cerda, obtuvo mejores resultados con la colagenasa que con la
tripsina, sugiriendo un mayor concentracion de células con capacidad de proliferacion.
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Figura 10 Concentracién de células epiteliales oviductales en funcidn de las enzimas empleadas en la
digestion. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Atendiendo al momento en el que se obtuvieron los oviductos de las conejas (24h, 48h
0 72h tras las induccién hormonal), tras evaluar 15 oviductos de muestras procedentes de
conejas ovuladas 24h antes, 15 de 48h y 19 de 72h; se observd que los oviductos de coneja de
24h permiten una concentracion celular mayor con una media de 388.000 + 22.229 células por
ml frente a las 304.000 * 22.229 en el caso de las muestras de 48h y las 261.349 + 19.803 en el
caso de las muestras de 72h (Figura 11). En uno de los escasos estudios previos en los que se
cultivaron ROECs se emplearon oviductos de conejas sacrificadas 19 horas post-induccién de la
ovulacion y se extrajeron estas células mediante digestion enzimadtica con tripsina al 0,5%
(Carney et al., 1990). Sin embargo, no ofrecieron datos sobre rendimiento celular alcanzado. En
trabajos realizados en OECs de otras especies no se ha llegado a comparar la extraccién en
distintos momentos del ciclo sexual (BOECs de vacas ovuladas 35 dias antes, Eckhard et al.,
2006; POECs de cerdas no ciclicas, Chen et al., 2013a; MOECs de ratonas en celo, POECs and
BOECs de cerdas y terneras sin identificar su momento del ciclo, Chen et al. 2017).
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Figura 11 Concentracién de células epiteliales oviductales en funcion del tipo de oviducto segun el
momento del ciclo de la coneja. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
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No se observé una interaccidn estadisticamente significativa entre el tipo de oviducto y
la enzima utilizada (P=0,058). No obstante, cabe resefiar que de los oviductos de hembras de
conejo sacrificadas 24h después de la induccién hormonal y que fueron sometidos a una
digestion enzimatica con tripsina se obtuvo un rendimiento celular de 556.000 + 38.501 ROECs

por ml.

4.1.2 Viabilidad de las ROECs tras su extraccion.

Como se observa en la figura 12, la digestién enzimatica con colagenasa, pronasa o
tripsina afecta ligeramente a la proporcion de células viables. La tripsina aumenta
significativamente la proporcion de células vivas frente al uso de la colagenasa, alcanzado una
media del 63,6 + 1,94 % de células vivas frente al 56,3 £ 1,99 % en el caso de la colagenasa. La

digestion con pronasa ofrecié un valor intermedio 59,7 £ 1,99%.
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Figura 12 Proporcion de células epiteliales vivas en funcién de la enzima empleado empleada en la
digestién. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

El factor tipo de oviducto (24h, 48h o 72h tras las induccién hormonal) no fue
estadisticamente significativo, aunque si la interaccidén con la enzima utilizada, tal y como se
muestra en la figura 13 y la figura 14. En estudios previos realizados en otros modelos animales
se alcanzaron tasas de viabilidad algo superiores. En concreto, en un sobre los factores que
afectan a la proliferacidn y des-diferenciacion de BOECs se obtuvo una viabilidad celular del 84%,
utilizando tripsina al 0,25% (Cox et al., 1997) mientras que en otro similar utilizando colagenasa,
la viabilidad de las BOECs fue de un 95% (Mishra et al., 2003). Ademas, de la posible diferencia
debido a la especie, el procedimiento de extraccion y la utilizacion de un concentracién
enzimatica del 1% en el presente trabajo podria haber provocado un descenso de la viabilidad.
No existen referencias para la viabilidad post-extraccion de las ROECs.
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Figura 13 Proporcidn células epiteliales oviductales viables en funcidn del tipo de oviducto segun el
momento del ciclo de la coneja. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05)

Como se ha comentado, se observd una interaccion significativa entre el tipo de
oviducto y la enzima (figura 14). En el caso de la pronasa, la viabilidad celular es
significativamente menor si se utilizan oviductos de 72h (51,3 £+ 3,23 %) que si se utilizan
oviductos de 48h (64,6 + 3,54 %) mientras que en la colagenasa, la viabilidad celular es
signficativamente mayor si se utilizan oviductos de 72h (61,8 + 3,23 %) que si se utilizan
oviductos de 48h (52,6 £ 3,54 %).
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Figura 14 Proporcién de células epiteliales oviductales vivas en funcion del tipo de oviducto segun el
momento del ciclo de la coneja. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05)

Tal y como se observa en la figura 15, durante la valoracién de la viabilidad se pudo
apreciar el aspecto cubico y la presencia de cilios, caracteristico de éstas células epiteliales. Otro
de los aspectos destacable durante la valoracion fue la elevada supervivencia celular observada
en las pequefias agrupaciones celulares a diferencia de las células aisladas, que en su mayoria
estaban muertas o en proceso de apoptosis. Este hecho puede deberse al proceso de anoikis,
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muerte celular inducida por la pérdida de conexidon entre las células y la matriz celular, en este

caso la ldamina propia (Kaeffer et al., 2011).

Figura 15 ROECs en fresco de 48h observadas con microscopio de fluorescencia. Verde: nucleos de células
vivas; Rojo: nucleos de células muertas. A 200x, B 400x, C 1000x

4.1.3 Confluencia celular en placa.

La media de dias que transcurrieron hasta que los diferentes cultivos de ROECs
alcanzaron la confluencia en placa fue de 5,9 + 0,13 dias. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tipos de oviducto empleado (24h, 48h o0 72h), tal y como
se muestra en la figura 16. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las diferentes enzimas empleadas en la digestion (figura 17). Estos resultados contrastan
con el estudio publicado recientemente donde se comparé la digestién con colagenasa y tripsina
en cultivos de POECs, transcurriendo un mayor niumero de dias (22-25 dias) hasta alcanzar la
confluencia en placa en el caso de las POECs aisladas mediante digestion con tripsina frente a
las obtenidas por digestién con colagenasa (5-12 dias) (Aldarmahi et al., 2017).
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Figura 16 Periodo de dias que transcurren hasta alcanzar la confluencia ROECs en fresco y ROECs
congeladas en una placa P60. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05)
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Figura 17 Periodo de dias que transcurren hasta alcanzar la confluencia ROECs en fresco y ROECs
congeladas en una placa P60. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05)

En el trabajo realizado por Chen et al. (2017) con OECs de ratén, porcino y bovino
cultivadas en un medio de proliferacién a una concentracién inicial de 104 células por cm?, todas
ellas alcanzaron la confluencia celular en torno al séptimo dia, resultados similares a los
obtenidos en este estudio.

4.1.4 Mantenimiento del movimiento ciliar.

El mantenimiento del movimiento ciliar en los cultivos de ROECs del presente estudio se
pudo mantener de media durante 6,9 + 0,14 dias, lo cual se aproxima mucho a los 6 dias en los
gue Nelis et al. (2014) observé movimiento ciliar en el cultivo de explantes de oviducto equino,
superior al observado por Rottmayer et al. (2006) en el cultivo de BOECs de dia 3,5 post-celo,
Unicamente durante 24 horas y solo en agregados celulares. Sin embargo, Miessen et al. (2011)
si obtuvo y logré mantener la actividad ciliar mediante un cultivo en interfase aire-liquido de
POECs durante 3 semanas. En el estudio en el que se co-cultivaron ROECs con embriones
simplemente se sefiald la presencia de actividad ciliar, pero no se registré un periodo de tiempo
de duracién de la misma (Carney et al., 1990).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tipos de oviducto
empleado (24h, 48h o 72h) en el tiempo que transcurrié hasta que los cultivos de ROECs
perdieron la movilidad ciliar en placa (figura 18). Tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes enzimas empleadas en la digestién (figura
19). En este sentido, los resultados obtenidos en el presente trabajo se asemejan a los obtenidos
por Aldarmahi et al. (2017) en el que no observd diferencias entre los cultivos de POECs
obtenidos a partir de la digestion de tripsina y colagenasa.
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Figura 18 Mantenimiento del movimiento ciliar en ROECs para cada uno de los tres tipos de oviducto en
funcion del momento del ciclo de la coneja. Columnas con diferente letra indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05)
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Figura 19 Mantenimiento del movimiento ciliar en ROECs para cada uno de las enzimas empleadas en el
aislamiento celular. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05)

En otros estudios realizados en cultivo en monocapa de BOECs de dia 3,5 de su ciclo
lograron observar movimiento ciliar pero Uunicamente durante 24 horas y solo en agregados
celulares (Rottmayer et al., 2006). Sin embargo, Miessen et al. (2011) si obtuvo y logré mantener
la actividad ciliar mediante un cultivo en interfase aire-liquido de POECs durante 3 semanas. En
el estudio en el que se co-cultivaron ROECs con embriones simplemente se sefialé la presencia
de actividad ciliar, pero no se registré un periodo de tiempo de duracién de la misma (Carney et
al., 1990).

En la figura 20 se puede observar como algunas células epiteliales desarrollaron cilios
gue confieren motilidad ciliar al entramado epitelial de las ROECs de este estudio.
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Figura 20 Detalle de los cilios de las ROECs. Aumento 1000x.

4.2. Efecto de la congelacidon-descongelacion de ROECs tras su extraccion con
tripsina.

4.2.1 Viabilidad de las células epiteliales descongeladas segun el tipo de
oviducto.

Tras la valoracidon de los analisis de la viabilidad y rendimiento en concentracion celular
de las ROECs en fresco, se decidio abordar la evaluacién de la crioviabilidad solamente en las
muestras de ROECs que habian sido tratadas enzimaticamente con tripsina. Asi, se evaluod la
viabilidad pre y post - descongelacidon de 6 muestras para cada tipo de oviducto. Los resultados
mostraron un rango de proporcion de células vivas comprendido entre el 59,8% y el 67,8% en
las ROECs, no observandose diferencias ni el tipo de oviducto ni por el hecho de haber sido
congeladas y descongeladas (figura 21). Los resultados demostraron que es posible congelar
células epiteliales oviductales de forma eficiente ya que mas del 90% de células viables extraidas
permanecen viables post-descongelacion. Resultados similares se obtuvieron en un trabajo
reciente en el que se evalud el potencial de cultivos de células epiteliales de oviducto de canes
(COECs) en fresco y congelados para favorecer la maduracion in vitro de ovocitos (No et al.,
2018).
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Figura 21 Proporcion de células epiteliales oviductales vivas en muestras en fresco y congeladas en
funcion del tipo de oviducto segiin el momento del ciclo de la coneja. Columnas con diferente letra indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Las observaciones ya realizadas en relacion con la viabilidad de las células epiteliales
recién extraidas se repitieron con las congeladas-descongeladas, observandose que las células
viables suelen estar en pequefas agrupaciones celulares, tal y como se aprecia en la figura 22 A

y B.

Figura 22 ROECs congeladas observadas con microscopio de fluorescencia. Verde: nucleos de células
vivas; Rojo: nucleos de células muertas. A. 200x y B 400x.

4.2.2 Mantenimiento del movimiento ciliar

El mantenimiento del movimiento ciliar fue utilizado, de nuevo, para estimar el periodo
en el que tanto los cultivos primarios, congelados o no lograban mantener ciertas caracteristicas
de un epitelio oviductal diferenciado. En el presente estudio se obtuvieron resultados similares
entre los tres tipos de oviductos (24h, 48h y 72h). La media de dias que se mantuvo el
movimiento ciliar en el total de cultivos evaluados fue de 6,8 + 0,14 dias. Las diferencias
significativas se observaron, tal y como se muestra en la figura 23, entre los cultivos primarios
de ROECs en fresco y los cultivos primarios de ROECs congeladas. Las ROECs en fresco (7,2
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0,25) consiguen mantener durante mas tiempo el movimiento ciliar que las ROECs congeladas
(5,6 £ 0,22). La interaccién del tipo de oviducto y el enzima empleado en la digestion no fue
significativa.
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Figura 23 Mantenimiento del movimiento celular en ROECs en fresco y congeladas para cada uno de los
tres tipos de oviducto en funcidon del momento del ciclo de la coneja. Columnas con diferente letra indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

4.2.3 Confluencia celular en placa P60

Tal y como se muestra en la figura 24, las ROECs congeladas tardaron mas tiempo en
alcanzar la confluencia que las ROECs en fresco. En el caso de las ROECs congeladas, la media de
dias en alcanzar la confluencia celular en placa se situa en 6,7 + 0,21 dias mientras que en las
ROECs en fresco se sitla en 5,7 + 0,25 dias. La media de dias alcanzada sin tener en cuenta la
congelacién o no de las ROECs fue de 5,9 + 0,13 dias.

Estos resultados con células congeladas de conejo se aproximan como ya se ha
comentado antes a los obtenidos por Chen et al. (2017) con los tres modelos animales utilizados
y con células oviductales no congeladas.
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Figura 24 Periodo de dias que transcurren hasta alcanzar la confluencia ROECs en fresco y ROECs
congeladas en una placa P60. Columnas con diferente letra indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05)
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En la figura 25 se observa el aspecto de una placa p60 de ROECs de 48h en la que se ha
alcanzado la confluencia celular a los 7 dias en el caso de la figura 25 Ay a los 6 dias en el caso
de la figura 25 B.

Figura 25 Confluencia celular en placa p60. Aumento: 40x.

4.2.4 Expresion génica de OVGP1 y OCT-4

Tanto en las ROECs en fresco como en las congeladas-descongeladas la expresion del
gen de la oviductina (OVGP-1) fue similar, maxima en el momento de la obtencién y/o
descongelacion, reduciendo su expresion rdpidamente durante el cultivo (figura 27). A las 48h
de iniciado el cultivo ya se evidencia la desdiferenciacidn de las células oviductales a nivel de
este marcador. La congelacién-descongelacién no produce efectos adicionales al cultivo en
monocapa de estas células. Palma-Vera et al. (2014) observaron en un cultivo en interfase aire-
liguido de BOECs que tras una estimulacidn con 50ng/ml de estradiol, los cultivos mantuvieron
la expresion de OVGP-1 hasta 6 semanas después de haberse iniciado, aunque con elevada
variabiliad entre los cultivos. Miessen et al. (2011) demostraron que era posible estimular la
expresion de OVGP-1 tras 3 semanas de cultivo de POECs afiadiendo 50ng/ml de estradiol y
5ng/ml de progesterona al medio de cultivo, el efecto sobre la expresidn fue apreciable a las
10h mientras que la produccidn de proteina se incrementd significativamente tras 2,5 dias.
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Figura 26 Diferencias relativas de la expresion de OVGP-1 entre ROECs en fresco y ROECs congeladas en
el momento de su obtencidon o descongelacion (control), a los 2 y a los 7 dias de iniciar el cultivo. La
expresion se normalizé mediante una combinacidon de multiples genes housekeping (H2AFZ y GADPH). Las
columnas indican el promedio del nivel de expresion en los casos medidos. Las barras indican la desviacién
estandar de cada una de las réplicas de la g-PCR.

Del mismo modo, con la finalidad de detectar la presencia potencial de células madre se
comprobd que tanto las ROECs en fresco como las congeladas expresaban OCT-4 (Medvedev et
al., 2008; Shi y Jin, 2010). En este caso, el nivel de expresién de OCT-4 en los cultivos de ROECs
congeladas en el momento de su obtencién y a los 2 dias de cultivo fue significativamente
superior al nivel de expresion a los 2 dias en ROECs en fresco y al de las ROECs en fresco y
congeladas a los 7 dias (figura 28). A diferencia del gen de la oviductina, el gen OCT-4 no ha sido
un gen habitual en el andlisis de expresidon de células epiteliales de oviducto. Por tanto, el
resultado sugeriria la presencia de células madre adultas, aspecto que es necesario comprobar
con un panel de marcadores apropiados. Ratajczack et al. (2011) mostraba evidencias de la
presencia de células madre de origen embrionario-fetal en diferentes érganos y tejidos de
adultos. En este sentido, estudios realizados para evaluar el potencial de las células de las
trompas de Falopio para desencadenar carcinomas (Paik et al., 2012) y el potencial regenerativo
del oviducto de ratéon (Snegovskikh et al.,, 2014) detectaron la expresién de marcadores
caracteristicos de células madre y sugirieron que este grupo de células indiferenciadas permite
al oviducto regenerarse con rapidez y responder de forma inmediata ante posible dafos.

33



0CT-4

_ 10 a

[] a

2 8

c

o 6

gl

©

zos * b b b b
o 3 2

[T

c g o I
c

S v

2 0 Contro‘,' J—Zdl’as J-7d|'asJ_
53 2

8

& 4

e

c

©

(3 ROECs en fresco ROECs congeladas

Figura 27 Diferencias relativas de la expresion de OCT-4 entre ROECs en fresco y ROECs congeladas en el
momento de su obtencidon o descongelacion (control). La expresiéon se normalizd mediante una
combinacién de multiples genes housekeping (H2AFZ y GADPH). Las columnas indican el promedio del
nivel de expresion en los casos medidos. Las barras indican la desviacidon estandar de cada una de las
réplicas de la g-PCR.

4.2.5 PDL del cultivo primario de células oviductales

La capacidad proliferativa de las ROECs fue evaluada en los subcultivos procedentes de
ROECs en fresco. El PDL o nivel de duplicacién de la poblacién observado durante 12 dias
permitié reflejar el nimero de generaciones que podia alcanzar cada uno de los subcultivos de
ROECs en fresco de oviductos de 24h, 48h y 72h. Como se aprecia en la figura 26, la linea de
ROECs de los oviductos de hembras sacrificadas 72h después de la inducciéon hormonal, tiene un
potencial proliferativo mayor que las lineas de ROECs de oviductos de 24h y 48h que apenas,
proliferaron a partir del segundo subcultivo mientras todavia las ROECs de 72h parecen disponer
de potencial de proliferacién. Asi, las ROECs de 72h alcanzaron las 7 generaciones a los 12 dias
mientras el PDL de las de 24h y 48h se situd en torno a 6.
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Figura 26 Evolucion del PDL en los diferentes subcultivos de lineas de ROECs procedentes de cada uno de
los tres tipos de oviducto en funcidn del momento del ciclo de la coneja.

Los resultados de PDL obtenidos en el presente estudio denotan una escasa capacidad
proliferativa de las células epiteliales si se compara con otros tipos celulares, lejos de células
tumorales obtenidas de higado con PDL de 230 (Schaeeffer et al., 1979), de células madre
adultas epiteliales como las limbares con 400 generaciones (PDL acumulado, Okamoto et al.,
1995) o células madre mesenquimales de diferentes origenes entre 10 y 45 generaciones (Kim
et al., 2012). En el ambito en el que se enmarca el presente trabajo, relativamente pocos
estudios han registrado la capacidad proliferativa de sus cultivos de OECs en PDL. Un estudio
llevado a cabo en un co-cultivo de COECs con ovocitos demostrd una tasa de proliferacion
limitada, PDL de 3 (No et al., 2018). Los resultados de dicho ensayo traducidos a PDL otorgan un
PDL medio de 3 generaciones, lo que denota menor potencial proliferativo que los cultivos de

ROECs del presente estudio.

4.3 Desarrollo embrionario temprano sobre ROECs.

Para evaluar el potencial del modelo de epitelio oviductal reconstruido in vitro, se
analizé el desarrollo alcanzado a las 72 horas de cultivo de embriones en estadio de pronucelo
y 2 células. En la figura 29 se aprecia el aspecto de los embriones al inicio del cultivo. En el ensayo
se comparé el efecto que tres tipos de medio ejercian sobre el porcentaje de embriones que
alcanzaban el estadio de blastocisto, 87 embriones en un medio control sin ROECs, 54 embriones
en un medio condicionado que contenia secreciones de ROECs y 88 embriones en medio control
pero con con ROECs sembradas 7 dias antes. Cabe mencionar que las ROECs empleadas tanto
en el medio condicionado como en el co-cultivo procedian de una digestion enzimatica con
tripsina de explantes de oviductos obtenidos de conejas sacrificadas 24h después de la induccién

hormonal.
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Figura 27 Embriones en estadio de prontcleo y 2 células obtenidos de conejas inseminadas 24h antes.

Tabla 3. Tasa de desarrollo embrionario en los diferentes cultivos. Valores con diferente superindice
difieren estadisticamente (p<0.05)

Método de cultivo N2 embriones cultivados N2 de Blastocistos (%)
Control 87 14 (16.1)°
Cultivo con medio a
4 17 (31.
condicionado por ROECs > (31.5)
Co-cultivo con ROECs 88 30(34.1)°

Como se observa en la tabla 3 y en la figura 30, los resultados de este experimento
demostraron que tanto el medio condicionado con secreciones de ROECs como el co-cultivo con
ROECs permite que una mayor proporcion de los embriones inicialmente cultivados alcance el
estadio de blastocisto.

En la figura 24 se puede apreciar una ampliacién del co-cultivo de embriones con ROECs
donde se observa como los embriones han llegado a blastocisto. Ademas, se puede apreciar el
empedrado de células epiteliales en el fondo de las imagenes.
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Figura 28. Desarrollo alcanzado tras 72h de co-cultivo de embriones en estadio de pronucleos y 2 células
en ROECs de 24h. Blastocistos (a, b y c). Mérula (d)

Estos resultados contrastan con los obtenidos en otros estudios, ya que en un estudio
llevada a cabo por Fukaya et al. (1996) en la que se compar¢ la tasa de desarrollo a blastocisto
entre un co-cultivo con una monocapa de ROECs junto con embriones de ratdn y un co-cultivo
con un insert de cultivo celular en contacto con embriones de ratén, no se encontraron
diferencias significativas entre un caso y otro, concluyendo que el contacto directo entre célula
y célula no era un factor determinante a la hora de promover un desarrollo éptimo del embrién
(Fukaya et al., 1996). Sin embargo, ya en este estudio se apuntaba a la necesaria presencia de
factores especificos secretados por el epitelio oviductal para favorecer el desarrollo embrionario
(Kurzrock et al., 1991). Se trata de una conclusion similar a la del presente estudio, ya que la
presencia de las células epiteliales no genera una tasa de llegada al blastocisto
significativamente superior a la del cultivo con el medio condicionado. El Unico estudio previo
en el que se haya evaluado la mejora del desarrollo embrionario temprano de embriones de
conejo en ROECs es una investigacion llevada a cabo a principios de los afios 90 donde se
compard la utilizacion de diferentes medios para co-cultivar embriones con ROECs (Carney et
al., 1990). Entre los medios utilizados en dicho estudio se encuentra el M199, con el que la tasa
de desarrollo a blastocisto fue similar a la que se obtiene en el presente trabajo.

Un estudio mas reciente donde se compard la tasa de desarrollo embrionario en co-
cultivos de OECs de diferentes especies como el ratén, la cabra y el pollo con embriones de
ratén, demostrd que las OECs de cada especie proporcionan factores, metabolitos y secreciones
a los medios mas o menos favorables para el desarrollo de los embriones segun la especie de
origen de las OECs. Cabe destacar que en el conejo, las células epiteliales poseen capacidad de
sintesis de lectinas y otros glicosacaridos que les confieren un rol fundamental en la formacion
de la capa de mucoproteinas o mucina que recubre los blastocistos, lo que es imprescindible
para la 6ptima implantacién en el Utero (Biermann et al., 2014). Por lo que el cultivo de
embriones temprano de conejo hasta el estadio reduce considerablemente las posibilidades de
implantacién y supervivencia de estos embriones in vivo. Un modo de mejorar las posibilidades
de desarrollo posterior de los embriones cultivados in vitro seria por tanto el co-cultivo sobre
ROECs diferenciadas y capaces de producir estas envueltas in vitro. Ademas probablemente sera
necesario incorporar las técnicas de microfluido a estos cultivos para reproducir fielmente las
condiciones de desarrollo embrionario oviductal (Hattori et al., 2014).
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5. CONCLUSIONES

Del analisis de los resultados obtenidos en este estudio experimental y preliminar, se

puede concluir que:

>

Los oviductos de hembras de conejo de 24h y el empleo de tripsina como enzima
para el aislamiento de las ROECs permite alcanzar un mayor rendimiento y
suficiente viabilidad celular para establecer un cultivo primario de ROECs.

Las ROECs resisten a la congelacidn, sin merma de viabilidad, siendo capaces de
establecer un cultivo primario, aunque tanto el periodo en el que alcanza la
confluencia celular y el de mantenimiento de actividad ciliar se ven afectados
negativamente.

El PDL alcanzado denota una capacidad proliferativa limitada de los cultivos
obtenidos de ROECs.

La expresion del gen de la oviductina (OVGP-1) fue similar tanto en las ROECs
congeladas como en fresco, observando su reduccién tras 2 dias de cultivo,
mientras que la expresion de OCT-4 estuvo afectada por el proceso de
congelacion, observandose un patron de expresion diferencial en los primeros
2 dias de cultivo.

Tanto el co-cultivo de ROECs con embriones como en el cultivo de medio
condicionado por ROECs con embriones mejora la tasa de desarrollo
embrionario temprano, demostrando la contribucion de las secreciones de las
células epiteliales cultivadas al desarrollo embrionario temprano.
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