22 UNIVERSITAT
37) POLITECNICA
./ DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Dpto. de Ciencia Animal

Desarrollo de embriones de conejo sobre matriz oviductal y
medio condicionado por células oviductales. Efectos sobre
la viabilidad y el crecimiento postnatal.

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Mejora Genética Animal y Biotecnologia de
la Reproduccién

AUTOR/A: Lopez Jiménez, Maria Isabel
Tutor/a: Vicente Antén, José Salvador

CURSO ACADEMICO: 2021/2022



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a todas las personas que han hecho posible este trabajo, por el tiempo,
el carifio y el apoyo recibido.

Gracias a Jose, director del trabajo, por el tiempo invertido, por la paciencia, confianza y
libertad depositadas y por su dedicacion por la ensefianza y la investigacion. He aprendido
muchisimo.

Gracias a mis compafieros del méster, a mis profesores y a todo el personal del
departamento y granja por la compafiia y por todo lo que me han ensefiado. Ha sido un
placer coincidir con todos vosotros.

Gracias a mi hermano y a mis amigos, a los de siempre y a las que han aparecido nuevas
durante estos dos afios, por estar ahi cuando lo he necesitado. Sé que sin vosotros no
estaria donde estoy ahora.

Y gracias a mi madre y a mi padre, por apoyarme incondicionalmente todos y cada uno
de los dias de mi vida. Y por dejarme elegir la herencia que nunca nadie me va a poder
quitar: mi formacion.



TITULO

Desarrollo de embriones de conejo sobre matriz oviductal y medio condicionado por

celulas oviductales. Efectos sobre la viabilidad y el crecimiento postnatal.

RESUMEN

Los embriones producidos in vitro alteran su desarrollo con repercusiones en su
fisiologia que pueden comprometer su viabilidad inmediata o introducir cambios que
seran observables durante su etapa postnatal. Estas alteraciones son el resultado del
proceso adaptativo que los embriones desencadenan para hacer frente al ambiente y
composicion de los medios de cultivo. El objetivo del estudio es evaluar nuevos sistemas
de cultivo para embriones de conejo en estadio de 2 células que ayuden a paliar los efectos
adversos del cultivo. Para ello se estudid, en un primer experimento, un sistema de co-
cultivo basado en la reconstruccién de un epitelio oviductal homélogo sobre dos tipos de
hidrogeles (colageno tipo | y matriz oviductal de 24h) y dos medios de cultivo (medio
base que contaba con piruvato y lactato sédico y un segundo medio que fue suplementado
adicionalmente con EGF e ITS). En el segundo experimento, se utilizé el medio base
condicionado con el cultivo previo de dos tipos de epitelio oviductal que diferian en la
edad desde que se indujo la ovulacién (48h y 72h). En ambos experimentos los embriones
se obtuvieron de conejas donantes 24 horas después de su inseminacion (1A) e induccion
de la ovulacién con acetato de buserelina. Las conejas donantes habian sido tratadas 72h
previas a la 1A con coriofolitropina alfa para incrementar su respuesta ovulatoria. Las
condiciones y periodo de cultivo fueron iguales en ambos experimentos, 38.0°C, 5% COg,
humedad a saturacion y 72h de cultivo. Al finalizar el cultivo se catalogo el estadio de

desarrollo alcanzado por los embriones.

En el primer experimento, los embriones fueron transferidos a conejas receptoras
inducidas a ovular 60 horas antes en grupos de entre 15y 20 embriones en cada hembra.
Ademas, se prepararon dos grupos control de conejas, uno de ellos por IA con el fin de
evaluar el impacto del cultivo y transferencia en el crecimiento postnatal y otro con
conejas transferidas con embriones en estadio de mérula no cultivados con el fin de
observar el efecto del cultivo sobre la supervivencia y el crecimiento postnatal. En el
segundo blogue experimental, en el que se estudiaron los medios condicionados con los

epitelios oviductales de 48h'y 72h, se evalud ademas del desarrollo in vitro, la expresién




de los genes de pluripotencialidad (OCT4 y SOX2) como parametros de calidad

embrionaria.

El cultivo embrionario en los medios condicionados produjo un retraso en el
desarrollo embrionario temprano, asi como baja expresion de los genes analizados. Los
distintos hidrogeles con el cultivo de ROECs combinados con los medios de cultivo
indujeron un retraso en el desarrollo embrionario temprano produciendo una reduccion
de la tasa de supervivencia fetal, principalmente en los grupos en los que se utilizé medio
especifico para el cultivo epitelial suplementado con EGF e ITS. Sin embargo, los anélisis
del desarrollo postnatal mostraron pesos superiores para los grupos en los que se utilizo
este medio, mientras que en el resto de los grupos los pesos fueron comparables a los

controles. No se observo ninguna alteracion en el desarrollo postnatal.
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TITLE

Development of rabbit embryos on oviductal matrix and oviductal cell-conditioned

medium. Effects on viability and postnatal growth.

ABSTRACT

Embryos produced in vitro alter their development with repercussions in their
physiology that can compromise their immediate viability or introduce changes that will
be observable during their postnatal stage. These alterations are the result of the adaptive
process that embryos trigger to cope with the environment and composition of the culture
media. The aim of the study is to evaluate new culture systems for 2-cell stage rabbit
embryos that help to mitigate the adverse effects of culture. For this purpose, in a first
experiment, a co-culture system based on the reconstruction of a homologous oviductal
epithelium on two types of hydrogels (type I collagen and 24h oviductal matrix) and two
culture media (base medium containing pyruvate and sodium lactate and a second
medium additionally supplemented with EGF and ITS) was studied. In the second
experiment, the base medium was used conditioned with the previous culture of two types
of oviductal epithelium that differed in their age since ovulation was induced (48h and
72h). In both experiments embryos were obtained from donor rabbits 24h after
insemination (Al) and ovulation induction with buserelin acetate. Donor rabbits had been
treated 72h before Al with coriofollitropin alpha to increase their ovulatory response. The
conditions and culture period were the same in both experiments, 38.0°C, 5% CO2,
saturation humidity and 72h of culture. At the end of the culture, the stage of development

reached by the embryos was catalogued.

In the first experiment, embryos were transferred to recipient rabbits induced to
ovulate 60 hours earlier in groups of 15 to 20 embryos in each female. In addition, two
control groups of rabbits were prepared, one of them by Al to evaluate the impact of
culture and transfer on postnatal growth and the other with transferred rabbits with
uncultured morula stage embryos in order to observe the effect of culture on survival and
postnatal growth. In the second experiment, in which conditioned media with 48h and

72h oviductal epithelia were studied, the expression of pluripotency genes (OCT4 and




SOX2) was evaluated as parameters of embryo quality in addition to in vitro

development.

Embryo culture in the conditioned media produced a delay in early embryonic
development, as well as low expression of the analysed genes. The different hydrogels
with ROECs culture combined with the culture media induced a delay in early embryonic
development producing a reduction in the foetal survival rate, mainly in the groups in
which specific medium for epithelial culture supplemented with EGF and ITS was used.
However, postnatal developmental analyses showed higher weights for the groups in
which this medium was used, while in the other groups the weights were comparable to
the controls. No alteration in postnatal development was observed.

KEY WORDS

Embryo culture; Embryo development; Oviductal matrix; Oviductal cells; Hydrogel,
Rabbit.
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1. INTRODUCCION
1.1. Técnicas de Reproduccion Asistida

Las técnicas de reproduccion asistida en animales facilitan su reproduccién y
permiten en algunos casos optimizar el potencial reproductivo y productivo de los
animales, por lo que el uso de las técnicas de sincronizacion, inseminacion, produccion
de embriones in vivo e in vitro se ha incrementado en los ultimos afios tanto en especies
de compafiia como en especies ganaderas como son el conejo, el porcino, pequefios
rumiantes y vacuno. Asi, la inseminacion artificial es habitual tanto en las especies
ganaderas como en las de compariia, mientras que la produccién y transferencia de
embriones es especialmente destacable en vacuno, en la que se obtienen cerca de 1 millén
de embriones anualmente y se transfieren en torno al 75.9% (International Embryo
Technology Society, 2020). Con respecto a la especie humana su uso esta centrado en
medicina reproductiva, donde el avance de las técnicas ofrece la posibilidad de solucionar
problemas de infertilidad, reducir o eliminar la transmision de enfermedades genéticas y
preservar gametos. En torno al 10% de los nacidos en Espafia lo son por la aplicacion de
las técnicas de reproduccion asistida (Ministerio de Sanidad, 2018; Instituto Nacional de
Estadistica 2018).

Estas técnicas implican el control endocrino de las donantes y la manipulacion
de gametos y embriones, a veces, en condiciones muy distantes de las fisioldgicas. La
etapa embrionaria es un periodo critico en el desarrollo de los individuos, por lo que
procedimientos como el cultivo in vitro (CIV), criopreservacion o el simple manejo,
implican la exposicion a agentes estresantes como pueden ser la luz, cambios de
temperatura, cambios de pH o metabolitos tdxicos que pueden llevar a alteraciones
posteriores a nivel genético y fenotipico (McEvoy, 2003; Wale & Gardner, 2016). Este
hecho encaja con la hipdtesis de reprogramacion fetal de Barker (2007), en la que sostiene
que cualquier estimulo estresante o dafio producido en los primeros estadios de desarrollo
de un individuo, puede influir en la estructura y/o fisiologia del individuo de manera
permanente a lo largo de su vida y ademas podria ser transmisible a las generaciones
posteriores. Ejemplos de ello se han demostrado en especies como bovino, donde el
cultivo in vitro se asocia a un incremento del tamafio del feto debido a un desarrollo
excesivo del musculo esquelético y de los vasos sanguineos, produciendo “sindrome de

descendencia grande”, (LOS, large offspring syndrome), asi como una alteracion en los



patrones de expresion génica, entre ellas la expresion del gen IGF2 involucrado en el
desarrollo fetal y necesario para su crecimiento normal (Thompson et al., 1995; Young
et al., 1998; Farin et al., 2006; Arias et al., 2013).

En raton, el manejo in vitro se asocia a menores tasas de implantacion, niveles
bajos en el desarrollo y disminucién de la viabilidad embrionaria. En conejo y rata se
registran menores pesos al nacimiento debido a alteraciones genéticas como son menores
tasas de expresion del factor de crecimiento insulinico y pérdida de los patrones de
metilacién del gen PEG3, encargado de controlar el crecimiento fetal (Khosla et al., 2001;
Olexikova et al., 2007; Li et al., 2016).

En humanos se han demostrado también alteraciones asociadas al CIV. Aunque
no sea sencillo de establecer la relacion entre el cultivo in vitro de embriones con los
cambios fenotipicos y la salud de los individuos nacidos a partir de TRA, se han descrito
ciertas alteraciones genéticas que podrian ser derivadas del CIV (Sunde et al., 2016).
Estas se relacionan principalmente con modificaciones en el crecimiento inicial o
aumento en la predisposicion de padecer enfermedades en la edad adulta derivadas de
alteraciones metabdlicas relacionadas con la presién arterial o la obesidad (El Hajj &
Haaf, 2013; Simpoulou et al., 2018). Asi, se ha observado un aumento en la incidencia
de los sindromes de Prader Willi y el sindrome de Angelman, producidos por alteraciones
en el gen SNPRN y UBE3A, respectivamente (Ludwig et al., 2005; Market-Velker et al.,
2010). También alteraciones en genes reguladores del crecimiento situados en el

cromosoma 11, causantes del sindrome de Beckwith-Wiedemann (Maher et al., 2003).

Técnicas de criopreservacion, como la congelacion y la vitrificacion también han
demostrado afectar a las tasas de supervivencia de los embriones, de implantacion, de
embarazo y al peso al nacimiento en humanos (Liu Q et al., 2014; Kaartien et al., 2016.)
También se relaciona con complicaciones durante el embarazo y aumento del nimero de

partos pre-término (Wong et al., 2017; Alviggi et al., 2018).

Debido a la dificultad para establecer las relaciones entre las técnicas de
reproduccion asistida con las alteraciones comentadas tanto a nivel genético como
fenotipico y a los impedimentos para realizar ciertos procedimientos y analisis en la
especie humana, diferentes especies son usadas como modelos experimentales. En

Espafia, después del raton (84%) y la rata (7%), el conejo (4%) es la tercera especie de



mamifero mas utilizada en investigacion (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién, 2020).

Algunos de los motivos para la utilizacion del conejo como modelo experimental
son el bajo coste de mantenimiento, facilidad de manejo y docilidad, y amplios
conocimientos acerca de la anatomia y fisiologia de la especie. Ademas, esta especie
cuenta con caracteristicas que lo hacen especialmente Gtil como modelo para la salud
reproductiva humana debido a las similitudes entre ambas especies en cuanto a desarrollo
embrionario y fetal similares, metabolismo durante la fase prenatal, asi como similitud de
las secuencias genicas y tasa de activacién gendmica. Ademas, es posible el control
temporal de los procesos de estimulacion ovérica, ovulacion, fecundacion y recuperacion
y transferencia de embriones, por lo que la convierte en una especie idonea para el estudio

de nuevas técnicas de reproduccion asistida (Fischer et al., 2012).

1.2. Cultivo embrionario

Los medios y las condiciones de cultivo de embriones intentan mimetizar el
ambiente oviductal con la finalidad de obtener una cronologia y fisiologia del desarrollo
embrionario éptima. No obstante, resulta dificil reproducir los cambios que suceden en el
ambiente oviductal como consecuencia tanto de las variaciones en el perfil de las
secreciones de las células oviductales como los que derivan de las interacciones con los

embriones en desarrollo.

1.2.1. Oviducto y desarrollo embrionario temprano

El oviducto, también llamado tubo de Falopio en primates, es el lugar donde se
da el transporte de gametos, la fecundacion y desarrollo temprano del embrion en
mamiferos (Li & Winuthayanon, 2017). Se trata del conducto de unién entre el Gtero y el
ovario y presenta varias regiones que, dependiendo de la especie, estan divididas segun
sus caracteristicas histoldgicas y su fisiologia. En el caso del conejo, el oviducto queda
dividido en cinco regiones: fimbrias, infundibulo, &mpula, istmo e interseccion Gtero-
tubal (Pedrero-Badillo et al., 2013).
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Figura 1. Representacion esquemadtica del oviducto, sus partes anatomicas y las fases de desarrollo ovocito-embrion
(Maillo et al., 2016).

Desde un punto de vista anatomico e histologico, el oviducto es una estructura
tubular formado por tres capas: mucosa, muscular y serosa. La mucosa oviductal se
compone de un epitelio pseudoestratificado formado por dos tipos celulares: células
ciliadas y secretoras. Las células ciliadas son las encargadas de generar un flujo que
servird de impulso para el trasporte de los gametos, embriones y secreciones oviductales
en direccion al utero (Yaniz et al., 2013). Las células secretoras o intercalares por su parte
se encargan de generar los factores proteicos que permiten los procesos de capacitacion
espermatica, y desarrollo de ovocitos y embriones. La proporcion de ambos tipos
celulares varia dependiendo de la region oviductal, siendo mayor el contenido de células
ciliadas en el infundibulo y el ampula y mayor la de células secretoras en el istmo.

Las células oviductales mantienen y regulan el fluido oviductal, generando las
condiciones idéneas para los procesos de ovulacion, fecundacion y transporte
espermatico. La composicion del fluido oviductal es compleja: contiene carbohidratos,
iones, lipidos, fosfolipidos y proteinas (Aviles et al., 2010; Maillo et al., 2016). Estos
componentes varian a lo largo del ciclo acompafiando la transicion de metabolismo
oxidativo a metabolismo glucolitico por la que pasa el embridn a través del oviducto (Li
& Winuthayanon, 2017). Algunos sustratos metabolicos como el piruvato se mantienen
constantes en torno a 0.24mM, el lactato por su parte se incrementa de 4.9mM en la fase
folicular hasta 10.5mM en la ovulacién y vuelve a bajar a 6.2mM en la fase lutea. La
glucosa desciende de 3.1mM en la fase folicular hasta 0.5mM y vuelve a aumentar hasta
2.3mM (Gardner et al., 1996).

El oviducto, por tanto, no se trata de un conducto pasivo dedicado Unicamente
al transporte si no que participa activamente en las funciones de transporte de gametos y



embriones, asi como en funciones reguladoras en capacitacion espermatica, fecundacion
y desarrollo embrionario temprano. Las funciones de transporte son llevadas a cabo
gracias al movimiento ciliar sincronico de las celulas epiteliales ciliadas, asi como de la
musculatura oviductal, que generan un movimiento unidireccional favoreciendo el
desplazamiento hacia el Gtero (Killian, 2004). Para que se lleve a cabo la fecundacion
debe mantenerse la viabilidad de los espermatozoides y producirse su capacitacion. Para
ello, las células epiteliales de la interseccion Gtero-tubal y el istmo controlan la entrada
de células espermaticas, generando un reservorio de esperma que permite la liberacion
controlada, asi como un revestimiento de proteccion para las cabezas espermaticas.
Numerosas proteinas del epitelio oviductal, estan involucradas en la adhesién y
capacitacién de los espermatozoides, procesos necesarios para la posterior fecundacion.
La interaccion de receptores espermaticos B-catenina con los respectivos ligandos del
epitelio E-cadherinas del istmo del oviducto, generan la extraccion de Ca?* intracelular,
reduciendo los niveles intracelulares de este e incrementandolos en el fluido preovulatorio
(Hunter, 2012; Caballero et al., 2014). Ademéas de esos procesos de capacitacion y
proteccién, en el fluido oviductal estdn presentes proteinas solubles como glutation-
peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa, que regulan los niveles de especies reactivas
de oxigeno en el esperma, crucial para la viabilidad y motilidad espermatica (Lapointe et
al., 1998; Shaw et al., 2014).

Tras el proceso de fecundacion, que se da en el ampula a las 12-16 horas post
coito (h.p.c.), comienza el desarrollo embrionario. Durante las primeras 68-72 horas el
embrion recorre el oviducto, mientras que los blastomeros se dividen cada 7-8h, pasando
por los estadios de 16 células (36-41 h.p.c), mérula (60 h.p.c. aprox.), compactacion (68
h.p.c) y formacion del blastocisto (72 h.p.c); donde se puede observar la formacion del
blastocele y la diferenciacién del embrioblastema y trofoblastema. En ese momento,
unicamente el 10% de los embriones han salido del oviducto, sera en el dia cuatro post
coito cuando los embriones se encontraran en el utero donde continuaran su desarrollo
embrionario (Fischer et al., 2012; Niakan et al., 2012).

Fecundacién Zigoto 2 células 4 células Moérula Compactacién Blastocisto
14hpec 60 h.p.c 68 h.p.c 72hpc

Figura 2. Desarrollo embrionario temprano desde la fecundacion hasta el estadio de blastocisto.
Imagen disefiada con BioRender.



Durante este periodo a través del oviducto, cada vez son més las evidencias de
que existe una interaccion materno-embrionaria. Se ha demostrado que el paso de los
embriones por el oviducto activa la expresion de genes especificos regulando el propio
microambiente y cambios epigenéticos como la metilacion del DNA y modificacion de
histonas (Ulbrich et al., 2010; Almifiana et al., 2012) asi como cambios a nivel de
transcripcion observados en experimentos realizados en ratones y en embriones humanos
(Lee et al., 2002; Vanessa et al., 2011).

Debido a estos cambios epigenéticos producidos por la interaccion oviducto-
embrion en etapas tan sensibles para el desarrollo, numerosos estudios sugieren que el
cultivo in vitro puede alterar estos cambios produciendo efectos en el individuo a largo
plazo (Fernandez-Gonzalez et al., 2007). Experimentos realizados en ratén y conejo han
demostrado cambios en los patrones de transcripcion y metilacién de histonas en las
primeras etapas de desarrollo de embriones cultivados in vitro con respecto a los
observados in vivo (Shi & Haaf, 2002; Reis e Silva et al., 2012), incluso cambios de
comportamiento en raton asociados al cultivo de embriones (Ecker et al., 2004). En
bovino, cultivos comparativos entre condiciones in vitro e in vivo también han
demostrado diferencias tanto en el desarrollo y calidad de los embriones como en los
resultados de analisis de proteoma y metaboloma. Estos hechos confirman que la
interaccion entre oviducto y embriones es un hecho a tener en cuenta en la puesta a punto

de la tecnologia de cultivo embrionaria (Rottmayer et al., 2006; Maillo et al., 2016).

1.2.2. Métodos y medios de cultivo para embriones

Los avances en el conocimiento del desarrollo embrionario en mamiferos han
generado la necesidad de estudiar y desarrollar nuevos métodos para la mejora en los
procedimientos de cultivo de embriones. Los métodos han ido evolucionando con el fin
de imitar las condiciones in vivo, aumentando tanto la tasa de ovocitos que se desarrollan
a blastocistos como la calidad de estos, ya sea para su transferencia, para su manipulacién
en diagnostico preimplantacional o con fines experimentales (Lonergan et al., 2003;
Aldarmahi, 2017).



Los medios utilizados para el CIV varian desde soluciones salinas simples como
puede ser el fluido oviductal sintético (SOF), hasta medios mas complejos como TCM-
199 o Ham’s F10 (Quinn, 2000).

En cuanto al sistema de cultivo podemos encontrar continuos (simples) o
secuenciales. En los sistemas continuos, los embriones se mantienen en el mismo medio
durante todo el desarrollo ya que el dicho medio contiene todos los componentes
necesarios para el cigoto hasta el estado de blastocisto. Esto permite eliminar el estrés
producido por el manejo y evita agentes estresantes como pueden ser la luz o los cambios
de temperatura (Machtinger & Racowsky, 2012). Con respecto a los secuenciales, estos
se basan en el hecho de que las condiciones en el oviducto materno varian a lo largo del
desarrollo, principalmente a nivel de metabolitos: glucosa, piruvato y lactato. Ademas, el
tercer dia de desarrollo es un punto clave en el desarrollo: tiene lugar la compactacién
celular de las uniones estrechas en las membranas plasmaticas de los blastomeros para la
formacion del blastocisto (Quinn, 2014; Sfontouris et al., 2016). En humanos tiene lugar
la activacion del genoma embrionario, que hasta este momento dependia Unicamente de
la madre, lo que supone grandes cambios a nivel metabolico (Gardner et al., 2002). Con
este método se realiza un cambio en el medio de cultivo al tercer dia que imita las
condiciones fisioldgicas, lo que permite una mejora en la calidad y desarrollo del embrién
(Quinn, 2014).

Los co-cultivos se tratan de otro sistema en el que el embridn es cultivado sobre
un epitelio reconstruido de células oviductales. Este método se basa en el hecho
comentado anteriormente de que existe una interaccion materno-embrionaria necesaria
para el desarrollo y permite imitar las condiciones in vivo gracias a los factores secretados
por las células oviductales (Chen et al., 2013; Ferraz et al., 2016). Estudios realizados
durante décadas en especies como ratén, conejo y bovino, han demostrado que el soporte
bioactivo que ofrece el cultivo de células oviductales es capaz de aportar factores de
crecimiento que favorecen tanto la maduracion ovocitaria como el desarrollo embrionario
temprano. Segun estos estudios, el cultivo de células del epitelio oviductal supone un
incremento del nimero de blastocistos, ademas de una mejora en la calidad de estos
(Carney et al., 1990; Joo et al., 2001; Rottmayer et al., 2006). Los resultados de las
pruebas realizadas con humanos demuestran que la presencia de las células del epitelio

oviductal favorecen la eliminacién de residuos secretados por el embrion, y produce un



incremento del nimero de blastomeros y de la tasa de implantacion (Kattal et al., 2008;
Vithoulkas et al., 2017).

TABLA 1
Efectos de co-cultivo en el desarrollo de cigotos in vitro
N (%) desarrollo a
Condiciones de cultivo N 2-células 4-8 células  blastocisto hatching
Control 75 73 (97%) 15 (20%) @ 2 (3%)® 0(0%)*
Co-cultivo 75 72 (96%) 54 (72%) ° 47 (63%)° 32 (43%)

3b| os diferentes superindices dentro de las columnas indican diferencias significativas (P<.05)
Los resultados fueron las medias de tres experimentos

Tabla 1. Reproduccion de la “Tabla 1” sobre el efecto del co-cultivo in vitro en el desarrollo de cigotos de Joo et al.,
2001.

Otro sistema de cultivo en el que se esta investigando en los Gltimos afios es el
cultivo sobre hidrogeles. Estos se definen como materiales poliméricos altamente
hidratados, concretamente con méas de un 30% de su peso en agua. Estos geles mantienen
su integridad fisica y quimica debido a los enlaces tridimensionales que se dan entre los
polimeros que lo forman, que pueden ser sintéticos o naturales. Estos Gltimos permiten
imitar mejor el tejido y permiten crear interacciones célula-matriz, lo que favorece el
mantenimiento celular, asi como sus propiedades mecanicas, adhesién y diferenciacion
celular. Los polimeros mas usados son principalmente proteinas como como alignato,
quitosan, elastina, colageno o acido hialurénico. Es por ello por lo que en la industria
biotecnoldgica se usan como soporte en numerosas aplicaciones clinicas para el estudio
de interacciones entre moléculas, nuevos medicamentos o cultivos de células y tejidos
(Saldin et al., 2017; Zhao et al., 2020). En el caso de los cultivos embrionarios, se ha
planteado el uso de hidrogeles derivados de la matriz extracelular del tejido uterino u
oviductal con el fin simular in vitro las interacciones que se dan entre la matriz, el epitelio

y los embriones (Miles et al., 2017; Campo et al., 2019; Francés-Herrero et al., 2021).

La matriz extracelular es la red tridimensional de macromoléculas que da soporte
fisico y bioquimico a todos los tejidos del organismo siendo Unica de cada tejido. El
contenido de esta matriz son polimeros de elastina, fibrilina, laminina, fibronectina,
fibrindgeno y trombospondinas principalmente (Halper & Kjaen, 2014). Estos forman

una matriz entrecruzada cuyo porcentaje varia dependiendo del tejido y que puede ser



utilizada para la formacion de hidrogeles. Paraello, los tejidos deben ser descelularizados
y una vez obtenida la matriz, deben ajustarse las condiciones de temperatura y pH para
que se pueda dar el entrecruzamiento entre polimeros, formando el hidrogel (Brown et
al., 2017).

Los estudios realizados sobre hidrogeles derivados de matriz extracelular han
demostrado tener capacidades fisicoquimicas adecuadas para soportar cultivos celulares.
Los analisis de porcentajes y concentracion de polimeros, turbidimetria, pH,
concentracion salina, asi como aspecto macroscopico resultan favorables de acuerdo con
las condiciones fisioldgicas. Esto genera las condiciones bioquimicas adecuadas para el
desarrollo de cultivos celulares, obteniendo resultados positivos de viabilidad y actividad
celular, demostrando que existe interaccion entre ambos (Zagris, 2001; Wolf et al., 2012;
Xing et al., 2020).

Estas caracteristicas han permitido el desarrollo de matrices como soporte de
cultivo de epitelios oviductales o uterinos para el desarrollo de embriones. En
experimentos llevados a cabo en ratas y en ratones, la realizacion de pruebas
inmunohistoquimicas, asi como de interacciones fisicas basadas en la presion que generan
los blastocistos durante el hatching han demostrado que existe una interaccion entre los
embriones y los hidrogeles (Kaloglu & Onarlioglu, 2010; Chen et al., 2017; Leonavicius
et al., 2018). En conejo, se ha observado que las matrices obtenidas contienen los
componentes adecuados para el correcto desarrollo de los embriones hasta blastocisto,
siendo este comparable a los obtenidos con métodos estandar, aunque también se ha
comprobado una ralentizacion en el metabolismo de estos (Campo et al., 2019; Francés-
Herrero et al., 2020). En porcino y humano también se han generado hidrogeles derivados
de matriz oviductal y, aunque los componentes de la matriz y sus propiedades
fisicoquimicas sean adecuados para el cultivo y se den interacciones entre factores de
crecimientos, hormonas y ligandos, tanto los organoides desarrollados como los
embriones muestran diferencias en cuanto al tamafio, morfologia y tasa de supervivencia

celular (Miles et al., 2017; Francés-Herrero et al., 2021).



2. OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo es evaluar el efecto de las células del epitelio
oviductal de conejo cultivadas sobre dos tipos de hidrogel sobre el desarrollo embrionario

de embriones en estadio de 2 células durante 72 horas de cultivo.
Los objetivos especificos fueron estudiar los efectos de:

e La suplementacion del medio de cultivo con factores que favorecen la
proliferacion del epitelio oviductal (EGF y ITS) sobre el desarrollo in vitro
e in vivo de embriones de conejo cultivados 72 horas.

e El tipo de hidrogel sobre el que proliferan y mantienen su actividad las
celulas oviductales sobre el desarrollo in vitro e in vivo de embriones de
conejo cultivados 72 horas.

e La utilizacion de medios condicionados a partir de la actividad de las
ceélulas oviductales sobre el desarrollo in vitro de embriones cultivados

durante 72 horas.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Disefio experimental

El trabajo consta de dos bloques experimentales que evalGan la utilizacion de
hidrogeles y células oviductales sobre el desarrollo embrionario temprano de conejo, asi
como el efecto en el desarrollo postnatal. En el primer experimento, se observo el
desarrollo embrionario en dos medios de cultivo y en presencia de células oviductales que
habian sido cultivadas sobre dos tipos de hidrogel: colageno (COL) y compuesto por
matriz oviductal de 24 horas (MOV). Los medios de cultivo utilizados fueron un medio
suplementado con piruvato y lactato sddico especificamente para embriones tempranos
(ET) y un medio disefiado para la proliferacion de células epiteliales oviductales (EP),
medio ET suplementado ademés con EGF e ITS. Los controles estaban formados

unicamente por los medios de cultivo.

En el segundo experimento los grupos estaban formados por el medio de cultivo
ET condicionado con el medio en el que se cultivaron células oviductales de conejas

inducidas a ovular 48h y 72h antes. Como control se utilizé medio ET.

Los embriones fueron cultivados durante 72 horas en ambos experimentos
valorandose el estadio de desarrollo alcanzado. En el caso del primero, los embriones
fueron transferidos a hembras receptoras para evaluar su viabilidad in vivo y su
crecimiento hasta las 16 semanas de vida. En el segundo experimento, los embriones tras
finalizar el periodo de cultivo fueron congelados a -80°C para el posterior analisis de los
genes OCT4 y SOX2.

11
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Figura 3. Representacion grdfica del primer bloque experimental. Desarrollo de diferentes medios de cultivo e
hidrogeles y cultivo de ROECs y su efecto en embriones de 24 horas tras 72 horas de cultivo, asi como en el desarrollo
postnatal. Imagen disefiada con BioRender.
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Figura 4. Representacion grdfica del segundo blogue experimental. Desarrollo de medios de cultivo condicionados con
ROECs con una sincronizacion oviductal de 48h 'y 72h y su efecto tras 72 horas de cultivo en embriones de 24 horas.
Imagen disefiada con BioRender.
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3.2. Animales

Las actividades llevadas a cabo con animales fueron aprobadas por el Comité de
Etica en Investigacion de la Universidad Politécnica de Valencia y de acuerdo con la
legislacion vigente (Real Decreto 53/2013, Ley 32/2007 y Orden ECC/566/2015).

Se utilizaron un total de 97 conejas (Oryctolagus cuniculus) de una linea
seleccionada por caracteres maternales neozelandés blanco de 20 semanas de edad

aproximadamente.

Los animales se encontraban alojados en la granja experimental de la Universidad
Politécnica de Valencia en jaulas individuales con fotoperiodo, ventilacion y

alimentacion controlada.

3.3. Producciéon de embriones

Las hembras donantes de embriones fueron sometidas a un tratamiento de
superovulacién con 0.75ug/kg de coriofolitropina-a. de larga duracion (Elonva, Merck
Sharp & Dohme B.V.) via subcutanea. La inseminacion se realiz6 72 horas més tarde con
0.5mL de una mezcla de semen fresco diluido 1:3 con Tris-citrico-glucosa, procedente de
minimo tres machos fértiles de la misma linea. Este presentaba motilidad superior al 70%
y porcentaje de anomalias morfolégicas inferior al 25%. A continuacién, se indujo la
ovulacion con 1ug de acetato de buserelina (Img/mL, Suprefact, Sanofi Aventis S.A.)

via intramuscular.

Las hembras donantes fueron sacrificadas 24 horas mas tarde mediante
aturdimiento eléctrico de bajo voltaje (49V y 179Hz) y posterior desangrado.

Los embriones fueron recuperados mediante perfusion de los oviductos y la
primera seccion del cuerno del Utero con 10mL de medio DMEM/F-12 50/50, 1X
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Hams F-12 50/50 Mix; Corning) atemperado.

Se realiz6 una mezcla de los embriones procedentes de, al menos, 3 conejas
donantes, con el fin de disminuir el efecto de la donante. Posteriormente se seleccionaron
unicamente los embriones con morfologia normal para el estadio de 24 horas: citoplasma
homogéneo con dos prondcleos y dos corpusculos polares o estadio de dos células.

Cualquier embrién anormal u ovocitos fueron descartados.
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Imagen 1. Imagen de embriones frescos de conejo de dos células (24 horas).

3.4. Medios de cultivo

El medio base utilizado para la elaboracion de los 2 medios ensayados fue
DMEM/F-12 50/50, 1X (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Hams F-12 50/50 Mix;
Corning). En el primer medio (medio ET), disefiado especificamente para el desarrollo
de embriones tempranos, se afiadié 1% (v/v) de antibi6tico (Penicillim Streptomycin
10.000 U/mL, Gibco™), 10% (v/v) de FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrick),
0.3mmol/L piruvato (Sodium pyruvate, Sigma-Aldrich) y 0.1 mmol/L de lactato.

Para el segundo medio (medio EP), el medio ET fue suplementado con un 5%
(v/v) FBS (Gibco), 1%(v/v) de ITS (1.0 mg/mL recombinant human insulin, 0.55mg/mL
human transferrin, y 0.5 pg/mL sodium selenite, Merck) y 25ng/mL de factor de
crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor, Merck). Este medio fue utilizado
para favorecer la proliferacion de las células oviductales sobre los hidrogeles ensayados

y para el cultivo de embriones.
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3.5. Preparacion de hidrogeles

Los hidrogeles de colageno se prepararon a partir de una solucion comercial de
colageno (PureCol™ EZ Gel solution, Sigma-Aldrich). Se emplearon 200uL de solucion
en cada pocillo de la placa Nunc, procurando cubrir toda la superficie de este y evitando
la formacion de burbujas. El proceso se realizd en frio y a continuacion se llevd a

incubacion en estufa a 38.0°C, 5% de CO.y humedad saturada para su gelificacion.

Para la preparacion de hidrogeles de matriz extracelular de oviductos de 24, 48 y
72h post induccion de la ovulacién, se siguié el protocolo utilizado por Francés-Herrero
et al. (2021). En primer lugar, se llevd a cabo la descelularizacion de los oviductos
previamente almacenados. Para ello, tras la descongelacion se llevé a cabo una digestion
quimica con detergentes y sucesivos lavados durante 2 dias en agitacion con agitador
magnético a 300 rpm: lavado en PBS 1X (PBS 1X, Sigma-Aldrich) 1h, SDS 0.1%
(Sodium dodecyl sulfate, Sigma-Aldrich) durante 22h, lavado en PBS 1X (PBS 1X,
Sigma-Aldrich) por 3min, digestion en Triton X-100 0.5% (Triton™ X-100, Sigma-
Aldrich) durante 2h, y lavado en PBS 1X 30min. Llegados a este punto, los oviductos
podian ser almacenados y congelados a -80°C o continuar con el proceso. Los oviductos
descelularizados fueron triturados en PBS hasta conseguir una mezcla homogénea y
liofilizados (LyoQuest -85, Telstar) durante 24h a 20Pa y -80°C y posterior almacén a
-20°C. Para la formacion del pre-hidrogel, el polvo resultante fue pesado y digerido en
una solucién al 1% de pepsina en HCI 0.01M (pH 2) de 6h a 24h en agitador magnético.
La neutralizacién a pH fisiolégico se realizé con 10% (v/v) de NaOH 0.1M (Hidréxido
sodico, Baker Analized, J.T. Baker) y 10% (v/v) de PBS10X. El pre-gel resultante fue
alicuotado y almacenado a -20°C. Para la formacion del hidrogel, se emplearon de la
misma forma que en el caso anterior, 200uL de la solucidén descongelada sobre los
pocillos de la placa Nunc y fue incubado a 38.0°C, 5% CO2 y humedad a saturacion

durante 24 horas.

3.6. Procesamiento de oviductos y obtencion de ROECs

En el primer experimento, los oviductos procesados para la obtencion de ROECs
procedian de hembras inducidas a ovular 24 horas antes de su obtencion. En primer lugar,
fueron limpiados introduciendo una canula de poliestireno de 1mm de diametro a traves

del infundibulo hacia el istmo y a continuacion se retird el tejido adiposo circundante. Sin
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retirar la canula, los oviductos fueron cortados longitudinalmente con ayuda de un bisturi

y se cortaron en trozos de 2 cm para facilitar la posterior digestion.

A continuacion, se realizaron una serie de lavados en diferentes medios con el fin
de reducir la carga microbianay posible contaminacion: un lavado con PBS suplementado
con antibiodticos (PBSA, 1%, Penicillim Streptomycin 10.000 U/mL, Gibco™), tres

lavados en etanol al 70% y de nuevo en PBSA.

Los fragmentos fueron sometidos a digestion enzimatica con tripsina 1% (Trypsin
solution 10x, Merck) durante 1 hora previamente atemperada a 37°C. Tras la digestion,
el tejido fue retirado y el contenido resultante fue filtrado con maya de nylon con didmetro
de poro de 150um para eliminar los restos de tejido. A continuacién, el contenido fue
centrifugado durante 10 minutos a 3000 rpm. EI sobrenadante fue eliminado y el pellet
fue resuspendido en medio de cultivo suplementado con EGF e ITS para las células
epiteliales (medio EP) previamente preparado. Las células obtenidas fueron puestas a
cultivar 24 horas previas al cultivo embrionario sobre los hidrogeles preparados
anteriormente en placas Nunc de 4 pocillos (38.0°C, 5% de CO2 y humedad a saturacion).
Antes de introducir los embriones se aspird el medio de cultivo y las células no adheridas.
Inmediatamente después, se sustituyd el medio de cultivo por 500uL medio de cultivo

para células epiteliales o por medio de cultivo para embriones tempranos, segun el grupo.
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3.7. Medios de cultivo condicionados

En el segundo experimento, para la preparacion de estos medios se recupero el
medio en el que se habian cultivado los ROECs que provenian de oviductos de conejas
inducidas 48h y 72h antes de la eutanasia. 24h después de la extraccion de las células e
inicio del cultivo sobre placas de cultivos para células P35 pretratadas con gelatina al 1%
(Mas, 2019), el medio y las células no adheridas fueron aspirados. Posteriormente, se
introdujo en 500uL de medio suplementado con EGF e ITS disefiado para células
epiteliales y se cultivaron durante 48h en las condiciones habituales (38.0°C, 5% de CO-
y humedad a saturacion) antes de obtener el medio condicionado. Pasadas las 48h, fueron

filtrados y almacenados a -20°C para su posterior uso.

3.8. Cultivo embrionario

Los embriones fueron cultivados en grupos de entre 15 y 20 embriones. Para el
primer experimento, se cultivaron en placas Nunc preparadas 24h antes con el hidrogel y
las células oviductales. Como se ha descrito anteriormente, entre 1 y 2 horas antes de
introducir los embriones, las células oviductales no adheridas fueron eliminadas y fue
afiadido 500uL de medio de cultivo correspondiente a cada grupo. En el caso del segundo
experimento, los embriones fueron cultivados en placas Nunc preparadas entre 1y 2 horas
previas al cultivo de embriones con el medio de cultivo condicionado mezclado 50% (v/v)
con medio ET. Las condiciones de cultivo en ambos casos fueron 38.0°C, 5% de CO2 y

humedad saturada durante 72h.

Una vez finalizado el cultivo, se realizd la valoracion embrionaria siendo
descartados los de menor calidad morfologica (desarrollo anormal con fragmentacién o

estadios de desarrollo inferiores a morula).

3.9. Preparacion de hembras receptoras y controles

Las hembras receptoras fueron inducidas a ovular 60 horas antes de las
transferencias con 1ug de acetato de buserelina via intramuscular. Se comprobé su
receptividad mediante la visualizacion de la vulva, solo aquellas con una vulva turgente

y roja fueron utilizadas.
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Los controles fueron inseminados el mismo dia con 0.5mL de una mezcla de
semen diluido 1:3 procedente de minimo tres machos fértiles de la misma linea. A
continuacion, se indujo la ovulacion mediante la administracion de 1ug de acetato de

buserelina via intramuscular.

3.10. Transferencias embrionarias

Las transferencias embrionarias se realizaron mediante laparoscopia segun el
protocolo descrito por Garcia-Dominguez et al. (2019). Brevemente, las hembras
receptoras se anestesiaron con 16mg/kg de hidrocloruro de xilacina (Xilagesic, Calier),
35mg/kg de hidrocloruro de ketamina (Ketamidor, Richter Pharma) y 0.01mg/kg
buprenorfina (Bupag 0.3%, Richter Pharma). El abdomen fue rasurado y limpiado con
povidona yodada. Los animales fueron posicionados verticalmente cabeza abajo en la
mesa de trabajo y a continuacion se procedié a insertar el endoscopio en la zona
abdominal. Con un catéter epidural introducido a través de una aguja epidural via
inguinal, se accedid al oviducto a través del infundibulo, donde se transfirieron los

embriones.

Se transfirieron un total de 457 embriones, usando seis hembras para cada grupo

experimental. Se realizaron un total de 30 transferencias.

3.11. Diagndstico de la gestacién y desarrollo post natal

Tomando el dia de inseminacidon de los controles como dia cero, doce dias después

se realizo el diagndstico de la gestacion por palpacion.

Al nacimiento de los gazapos, fueron registradas las fechas de nacimiento, peso y
namero de gazapos nacidos vivos, nacidos muertos y nacimientos totales. Los pesos

fueron registrados cada semana durante 16 semanas consecutivas.

A la cuarta semana se realizo el tatuado y destete de los gazapos y fueron

trasladados a jaulas de engorde en grupos de 7 gazapos por jaula.

En la novena semana se realizé el sexaje y seleccion de las hembras.
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3.12. Cuantificacion de la expresion génica embrionaria

La cuantificacion de la expresion génica se llevd a cabo a partir de una extraccion
de RNA, paso a cDNA y posterior qPCR.

Para la extraccion de RNA se siguio el protocolo establecido en RNeasy Kits de
Quiagen. A cada muestra de embriones previamente congelados en 50uL de PBS + BSA
se afiadio 350uL de tampdn de lisis y 4uL de mercaptoetanol. A continuacion, fueron
afiadidos 350uL de etanol 70%. Las muestras fueron transferidas a una columna situada
en un tubo colector de 2mL. Se realiz6 una centrifugacién durante 20s a 14000g y se
elimind el filtrado. Se afiadieron 350puL de tampdn RW1, se centrifug6 20s a 14000g y se
elimind del filtrado. A continuacion, se afiadieron 80uL de DNasa de una solucion
previamente preparada con 10pL de DNasa y 70pL de tampon RDD. Las muestras se
mantuvieron en incubacion durante 15 minutos en un rango de temperatura de 20-30°C.
Posteriormente se afadieron 350uL de tampon RW1 y se llevo a centrifugacion 20s
14000g. La columna fue cambiada a un nuevo tubo colector de 2mL, se afiadieron 500uL
de tampdn RPE y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. El filtrado fue
eliminado, se afadieron 500uL de etanol 80% y se llevd a centrifugacion 2 minutos a
14000g. Las columnas fueron colocadas en nuevos tubos colectores y se llevd a
centrifugacion durante 5 minutos a 14000g con las columnas abiertas. Por altimo, las
columnas fueron transferidas a un tubo ependorf de 1.5mL y se afiadieron 14pL de agua
libre de ARNasa en el centro de la columna. Las muestras se centrifugaron a 360009

durante 1 minuto.

La concentracion y calidad de RNA obtenido de las muestras fueron evaluadas
mediante espectrofotometria con Nanodrop 200 (Thermo Scientific®, Wilmington,
Delaware, Estados Unidos) antes de obtener el cDNA. Las concentraciones de ARN
oscilaban entre 1 y 5ng/uL por lo que las muestras no fueron diluidas para realizar el paso
a cDNA.

Para obtener cDNA, cada muestra fue preparada como se indica en la Tabla 2 con
el kit qScript™ cDNA Synthesis Kit de Quanta BioSciences, Inc. y la reaccion se realizo
con el termociclador 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems™ con el programa que

se muestra en la Tabla 3.
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ARN
qMAX
RT
Agua

TOTAL

13uL
4pL
luL
2uL
20uL

Tiempo
5 min
30 min
5 min

Sin tiempo

Temperatura

25eC
602C

Tabla 2. Mix RT-PCR por cada muestra.

Tabla 3. Programa RT-PCR.

A partir del cDNA obtenido y conservado a 4°C se realiz6 una PCR cuantitativa.

El estudio de expresion se realiz6 en dos factores de transcripcion: OCT4 y SOX2 y se

utilizé el gen GADPH como referencia. Los cebadores para cada uno de los genes se

muestran en la Tabla 4.

Tamario o .
Gen Secuencia cebador amplificad . Referer]c!a
o acceso bibliogréafica
Fw - 5 GCCGCTTCTTCTCGTGCAG Navarrete-
GADPH 144pb L23961 Santos et al.,
Rv-5'’ATGGATCATTGATGGCGACAACAT 2004
Fw - 55'CGAGTGAGAGGCAACTTGG NM 0010 | Mamo et al.
ocT4 - 125D | 99957 2008
Rv - 5' CGGTTACAGAACCACACACG
Fw — 5" AGCATGATGCAGGAGCAG
SOX2 104pb NM62031 War;%g; al.,
Rv - TCACTACTCTGGGACTGGGA

Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores empleados en la gPCR.

Para cada gen de estudio, se elaboré una mezcla de 1uL del cebador Forward,
1uL del cebador Reverse y 5uL SYBR Green (Faststart Essential DNA Green Master,

Roche) por cada muestra. En cada pocillo se afiadieron 7uL de la mezcla y 3pL de la

muestra de cDNA, realizando duplicados para cada muestra y para cada gen.

La placa se cubrié con un film y se realiz6 una PCR cuantitativa a tiempo real en

LightCycle 96 de Roche Life Science con el programa mostrado en la Tabla 5.

Temperatura (°C) | Tiempo (s) | Ciclos

Preincubacién 95 600 1

Amplificacion % : 40
60 30
95 10

Fusion 65 60 1
97 1

Enfriamiento 37 30 1

Tabla 5. Programa gPCR.
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Tras la obtencion de los resultados, se realizd la cuantificacion de los niveles
relativos de expresion génica segun los cambios en los niveles de expresion con respecto
del gen de referencia GADPH usando la ecuacion descrita en Roche Applied Science,
2001. Technical note No. LC 13. Roche Diagnostic GmbH (Ecuacion 1).

Ratio N = Eftarget (Ct calibrador — Ct muestra) Ef Housekeeping (Ct muestra — Ct calibrador)

Ecuacién 1. Cuantificacion de los niveles relativos de expresion génica (N) siendo Ef la eficiencia de
los cebadores y Ct el valor obtenido en la gPCR.

3.13. Analisis protedbmico

Para determinar la composicion proteica de los hidrogeles producidos a partir de
matriz oviductal, 3 muestras de cada tipo de hidrogel de matriz oviductal procedentes de
3 hembras diferentes cada una de ellas, fueron enviadas a la Seccié de Proteomica del
Servei Central de Suport a la Investigacié Experimental de la Universitat de Valéncia para

ser analizadas.

Se combinaron 50uL de cada solucion de partida con 50uL de tampdn de lisis del
kit EasyPep Mini MS Sample Prep Kit (Thermo Fisher). Se cuantificaron 5uL de la
mezcla con Qubi (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. A continuacion, se
prepararon aproximadamente 20 ug de cada muestra para ser analizada mediante SDS
PAGE-1D. A cada muestra se afiadi6 tampdn Laemmli con mercaptoetanol y fueron
desnaturalizadas a 95°C durante 5 minutos. La electroforesis se realiz6 usando Any KD
(Bio-Rad) a 200V durante 5 minutos. EI gel se fijo con etanol al 40% y acido acético al
10% durante una hora. Se tifi6 con Coomassie coloidal (Bio-Rad) durante una hora y se

destifio con H20 milliQ.

Cada muestra fue digerida con tripsina de grado de secuenciacion Promega como
se describe en el protocolo de Shevchenko et al. (1996). Cada muestra fue digerida con
500ng de tripsina y la digestion fue detenida con acido trifluoroacético con una
concentracion final del 10%. Los geles fueron deshidratados con acetonitrilo puro y las
nuevas soluciones peptidicas fueron combinadas con sus correspondientes SNs. Las
mezclas peptidicas se secaron y fueron resuspendidas en 20uL de acetonitrilo al 2% y

trifluoroacético al 0.1%.

Para la cromatografia, 2uL de cada mezcla de péptidos digeridos se cargaron en
una columna (3 pL C18-CL, 350mm x 0.5mm; Eksigent) junto con TFA al 0.1% a 5
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pL/min durante 3 min en un sistema nanoL.C 425 (Eksigent). Las cargas fueron aleatorias
para evitar sesgos en el andlisis. A continuacion, los péptidos se eluyeron en una columna
analitica (3 uL C18-CL 120 A, 0.075 x 150 mm; Eksigent) equilibrada con acetonitrilo
al 5%y 0.1% de acido formico (FA). La elucidn se realizd con un gradiente lineal del 7%
al 40% B en 45 min (A: 0.1% FA,; B: ACN, 0.1% FA) para un caudal de 300nl/min. Los
péptidos se analizaron en un espectrometro de masas nanoESI qQTOF (6600plus
TripleTOF, SCIEX). La muestra se ioniz6 en Optiflow < 1uL Nano aplicando 3.0kV al
200°C. El TripleTOF se oper6 en modo Swath, en el que se realiz6é un barrido TOF MS
de 0.050-s desde 350-1250m/z. El producto ionizado fue escaneado en 100 rangos
diferentes de 400 a 1250m/z durante todo el experimento, siendo el tiempo total del ciclo
de 2.79s.

Para la cromatografia liquida y la espectrometria de masas, los péptidos se
cargaron en una columna (columna Lc, Luna Omega 3um Polar C18, 150mm x 0.3 mm,
Capillary Phenomenex) y se analizaron en un espectrdbmetro micro ESI qQTOF
(TripleTOF 6600plus, AB SCIEX).

Para la cuantificacion de las proteinas los archivos resultantes fueron analizados
con Peak View 2.1 (Sciex) con una biblioteca de espectros generada por la digestion del
gel. Los péptidos compartidos y modificados fueron excluidos del andlisis. Las diferentes
muestras se alinearon utilizando los péptidos de las proteinas principales. Los ajustes
utilizados para la seleccion de péptidos fueron: 20 péptidos por proteina; 6 transiciones
por péptido; 95% “Peptide Confidence Threshold” y 1% “False Discovery Rate
Threshold”.

3.14. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS version 25.0.
No se aplico ningun criterio de exclusion de datos. Se realizaron analisis exploratorios
previos en todos los casos. Se fijo el p-valor en 0.05 y, por lo tanto, un intervalo de

confianza del 95%.
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3.14.1. Analisis desarrollo embrionario

Para el andlisis del desarrollo embrionario tras 72 horas de cultivo se utilizé un
modelo lineal generalizado de respuesta binaria (1 determinando el éxito y 0 fracaso),
estableciendo como variable dependiente la llegada no a estadio de morula o blastocisto,
segun el analisis, y como efectos fijos el tipo de medios de cultivo e hidrogeles utilizados

y su interaccion.
3.14.2. Analisis supervivencia in vivo

La tasa de supervivencia in vivo se evaluo con respecto al nimero de embriones
transferidos. Se utiliz6 un modelo lineal generalizado de respuesta binaria (1
determinando el éxito “nacido” y 0 “no nacido”), estableciendo como variable
dependiente el nimero de nacidos y como efecto fijo el grupo en el que se habian

cultivado los embriones.
3.14.3. Analisis desarrollo postnatal

En cuanto al desarrollo postnatal, se analizaron los pesos al nacimiento y al
destete (4% semana). Se utilizd6 un modelo mixto lineal utilizando como variable
dependiente el peso de los individuos, el grupo de cultivo como efecto fijo, la hembra
receptora como efecto aleatorio y el nimero de nacidos totales (vivos y muertos) como
covariable. A partir de la 42 semana la covariable utilizada fue el nUmero de gazapos

destetados.

3.14.4. Analisis expresion génica

Para el analisis de la expresién génica en primer lugar se cuantificaron los
niveles de expresion génica utilizado la formula descrita anteriormente (Ecuacion 1). Los
datos no mostraban una distribucién normal por lo que se realizé una transformacion arco
tangente de los datos y se analizaron con una prueba ANOVA a una via, definiendo como

efecto fijo el grupo de cultivo.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Efecto del medio de cultivo, tipo de hidrogel y cultivo de ROECs
4.1.1. Desarrollo in vitro

Los embriones cultivados en medios en los que se utilizd medio ET
(DMEM/HAM’S F-12) suplementado con piruvato y lactato sédico para favorecer el
desarrollo de embriones tempranos alcanzaron mayores tasas de desarrollo hasta el
estadio de morula y blastocisto tras 72h de cultivo que el mismo medio suplementado
ademas con EFG e ITS (Tabla 6).

Moérula Blastocisto

Medio de cultivo N Ism. + s.e. Ism. t s.e.
ET 546 0.52 + 0.021° 0.17 + 0.017°
EP 296 0.25 + 0.032° 0.00 + 3.224°

Total 842

Tabla 6. Efectos de los diferentes medios de cultivo sobre el desarrollo embrionario hasta los estadios de
morula y blastocisto. ET: medio suplementado con piruvato y lactato sédico; EP: medio ET suplementado
con EGF e ITS. Se muestran el numero de embriones valorados (N), las medias ajustadas por minimos
cuadrados (Ism.) y el error estdndar (s.e.) de las tasas de embriones que han alcanzado el estadio de mérula
y blastocisto.

ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.

En un estudio realizado por Das et al. (2014) en embriones de porcino en los que
utilizan diferentes concentraciones de ITS (insulina-transferrina-selenio), demostraron
que niveles del 1% (v/v) mejoraban el desarrollo embrionario de esta especie, alcanzando
la tasa de blastocisto el 45.3% frente a un 27.1% en el control. Los autores sugieren que
el ITS podria reducir el nivel intracelular de ROS y con ello favorecer el desarrollo
embrionario. Los resultados de este estudio muestran que la suplementacion con ITS en
embriones de conejo y con el medio y condiciones de cultivo ensayadas reduce
notablemente el desarrollo embrionario. No obstante, es necesario indicar que en el
estudio de Das et al. (2013), el cultivo embrionario se desarrolld tras una fecundacion in
vitro en la que los ovocitos fueron cultivados en el mismo medio, por lo que la
suplementacion con ITS podria ser beneficiosa para los ovocitos antes que para el
desarrollo embrionario. Ademés, en nuestro estudio el medio EP también fue
suplementado con EGF por lo que seria conveniente evaluar si este efecto es debido a la
utilizacion conjunta, a una concentracion inadecuada de I1TS o a las condiciones de cultivo

y su interaccion con este suplemento (temperatura y composicion de la atmaosfera).
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Carney & Foote (1991) cultivaron embriones de conejo de 20-22h durante 65h en
medio DMEM suplementado con EGF, ITS e insulina a 39.0°C y 5% CO., no observando
diferencias significativas en el porcentaje de desarrollo a blastocisto, que fue un 59%
cuando se utilizan EFG + ITS y de un 61% y 65% cuando se utilizan solos (ITS y EGF
respectivamente) frente al 68% del medio DMEM suplementado tan solo con piruvato y
lactato. La inclusion de insulina tampoco mejoro las tasas de desarrollo. Como se puede
observar, las tasas de desarrollo alcanzados en el estudio de Carney y Foote (1991) fueron
notablemente mayores a las obtenidas en nuestro estudio, ello podria ser debido al
tratamiento con las hembras donantes para superovular. En el trabajo de Carney y Foote
(1991) se utiliza un tratamiento en el que la tasa de superovulacion obtenida apenas supera
dos veces la tasa de ovulacién normal de unas conejas, mientas que el utilizado en este
trabajo cuadruplica, al menos, la tasa de ovulacién (Viudes de Castro et al., 2017 y 2019).
Ademas, otra diferencia es la temperatura de cultivo, Mas (2019) observo que 1.5°C de
diferencia en la temperatura de cultivo daba lugar a una diferencia en el desarrollo a
blastocisto de en torno a un 40% tras 96h de cultivo a partir de embriones de 2 células.

Recientemente Wang et al., (2021) disefiaron un medio para el cultivo de
embriones de conejo superovulados con eCG de 20-22h, obteniendo unas tasas de
desarrollo a blastocisto de 52.6% tras 96h de cultivo, la duracion del periodo de cultivo
24 horas mas y 0.5°C en la temperatura de cultivo (38.5°C) explicarian la diferencia de
desarrollo observadas con respecto a nuestro trabajo. Ademas, los autores sugieren un
efecto positivo si se renueva parcialmente el medio de cultivo a las 72h con el fin de

disminuir la presencia de ROS y alcanzar tasas superiores.

Con respecto los hidrogeles utilizados, colageno y matriz oviductal, junto con el
cultivo de ROECs. Los embriones cultivados en hidrogel COL alcanzaron tasas similares
al control sin hidrogel (Tabla 7). Sin embargo, las tasas de desarrollo a blastocisto en el
grupo COL fueron de 0.05 + 0.016, significativamente menores que en el control, que
fueron de 0.25 £ 0.025. Por su parte, las tasas de desarrollo de los grupos cultivados en
hidrogel MOV son significativamente mas bajas con respecto a los otros dos grupos tanto

en el desarrollo hasta mérula como a blastocisto como se muestra en la Tabla 7.
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Moérula Blastocisto

Hidrogel N Ism. * s.e. Ism. * s.e.
coL 275 042 + 0.034° 0.05 + 0.016°
MOV 249 024 + 0.041° 0.00 + 0.439°
control 318 0.50 + 0.028° 0.25 + 0.025°
Total 842

Tabla 7. Efecto de los diferentes tipos de hidrogel junto con el cultivo de ROECs sobre el desarrollo
embrionario hasta los estadios de morula y blastocisto. COL: hidrogel de coldgeno; MOV: hidrogel de matriz
oviductal; control: grupos en los que no se utilizé hidrogel ni cultivo de ROECs. Se muestran el numero de
embriones valorados (N), las medias ajustadas por minimos cuadrados (Ism.) y el error estandar (s.e.) de
las tasas de embriones que han alcanzado el estadio de modrula y blastocisto.
a b Diferentes superindices muestran diferencias significativas

Estudios similares realizados por Francés Herrero et al. (2021) en los que se han
cultivado embriones de conejo sobre hidrogeles desarrollados a partir de matriz de
oviductos 72h post-ovulacion muestran resultados diferentes. El desarrollo embrionario
desde 2 células hasta moérula tardia/blastocisto fue similar en el control y en el cultivo
realizado en un coating de hidrogel de matriz oviductal alcanzando tasas del 95.9% tras
48h de cultivo. Sin embargo, las condiciones con respecto a nuestro estudio fueron
diferentes: los parametros de incubacién fueron de 38.5°C y 7% CO.y el medio utilizado
fue SAGE 1-Step de Cooper Surgical, especifico para embriones humanos. Ademas, el
tratamiento de las placas con el hidrogel se realiz6 afiadiendo la solucion de pre-gel a las
placas y retirando el sobrenadante tras incubacion a 4°C durante toda la noche, resultando
en un coating, en lugar de un soporte como tal. Estos cambios pueden sugerir que mayores
cantidades de hidrogel y por lo tanto de matriz extracelular puedan ser perjudiciales para
el desarrollo embrionario (toxinas derivadas del proceso de hidrdlisis proteica para la
obtencion del hidrogel), mientras que cantidades menores podrian evitar este efecto y
aprovechar algunos de los componentes extracelulares que sean necesarios para el
desarrollo. Ademas, debe tenerse en cuenta la presencia de las células epiteliales, sus

secreciones y la posible transformacion de los hidrogeles durante el cultivo.

En otras especies como porcino en las que también se han desarrollado cultivos
3D de hidrogel de alignato suplementados con factores de la matriz extracelular, se
muestran tasas de supervivencia embrionarias de 50.0% - 62.5%, similares a los medios
de cultivo tradicionales (55.6%) (Miles et al., 2017). Sin embargo, la naturaleza quimica

del hidrogel de alignato y el hecho de que, en ninguno de estos estudios el cultivo
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embrionario se realizo junto con células oviductales hace dificil su comparacion con el

actual estudio.

Con respecto al co-cultivo con células epiteliales oviductales, un estudio anélogo
fue realizado Carney et al. (1990) donde realizaron un experimento con embriones de
conejo de 2 células durante 5 dias (120h) con y sin cultivo de ROECs procedentes de
lavado oviductal en medio Basal Synthetic Medium Il (BMS-I11). EI 77-93% de embriones
alcanzaron el estado de blastocisto, valores similares al control, donde lo alcanzaron el
90% de embriones. Recientemente, Mas (2019) observo que el cultivo de embriones sobre
ROECs que habian sido cultivadas sobre placas Nunc tratadas con gelatina para favorecer
su adherencia, proporcionaban un mayor porcentaje de desarrollo a blastocisto (85%
frente al 62% del control sin ROECs tras 96h de cultivo).

Estudios mas recientes realizados en bovino, demuestran que el cultivo epitelial
suplementado con ITS elimina sustancias embriotdxicas como el amoniaco y reduce los
niveles de glucosa e iones perjudiciales para el embrion (Ulbrich et al., 2010; Maillo et
al., 2016). En humano, el cultivo de células epiteliales oviductales estimula el desarrollo
embrionario secretando factores de crecimiento como epidermal grow factor (EGF),
vascular endotelial growth factor A, Cy D (VEGFA, FEGF-C y VEGF-D) y insulin-like
growth factor 1y Il (IGF-1'y EGFII) produciendo tasas de desarrollo hasta blastocisto de
65% (Vithoulkas et al., 2017). Por lo que es probable que, en la composicién de los
hidrogeles, su modificacion por la proliferacion de células oviductales o la actividad
metabolica y secretora de las células en presencia de los hidrogeles liberen sustancias de
caracter embriotéxico (como por ejemplo amonio) que reduzcan la capacidad de

desarrollo de los embriones de conejo.

Con respecto a la interaccion entre los diferentes factores utilizados que podemos
ver reflejada en las Figuras 5 y 6, los embriones obtenidos tras 72h de cultivo en los
diferentes grupos en los que se usé medio ET junto con los distintos hidrogeles y el cultivo
de ROECs, alcanzaron el estadio de morula con tasas de 52% en el grupo (ET + COL) y
55% (ET + MOV) sin mostrar diferencias significativas con respecto al control con medio
ET. Sin embargo, en el desarrollo hasta blastocito si que se registraron diferencias entre
los grupos en los que se ha utilizado hidrogel: ET COL y ET MOV, con tasas de 37% y
25%, respectivamente, presentando valores significativamente mas bajos que el control,

que alcanzo una tasa de 37% de desarrollo a blastocisto.
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Los grupos en los que se us6 medio EP, el desarrollo hasta mérula fue alcanzado
por un 32% de embriones en el caso del cultivo sobre hidrogel de colageno (EP + COL)
y un 6% sobre hidrogel de matriz oviductal (EP + MOV), mientras que el control formado
exclusivamente por medio EP mostré valores del 50%, sin diferencias significativas con
respecto a los grupos mencionados anteriormente en los que se habia utilizado medio ET.
El desarrollo a blastocisto registro tasas muy bajas en estos grupos con un 3% en el grupo
de hidrogel de colageno (EP + COL) mientras que el grupo de hidrogel de matriz
oviductal (EP + MQOV) la tasa fue cero. El control formado Unicamente con medio EP
registrd tasas de desarrollo a blastocisto de 17%, que, aunque son significativamente

superiores al resto de grupo, no alcanzaron la tasa de control ET.

Desarrollo a mérula tras 72h de cultivo
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Figura 5. Efectos de los distintos medios de cultivo, hidrogeles y cultivo de ROECs sobre el desarrollo de embriones tras
72h de cultivo. ET COL: medio suplementado con piruvato y lactato sédico (medio ET), hidrogel de coldgeno y cultivo
epitelial oviductal; ET MOV: medio ET, hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial; ET control: control de medio ET;
EP COL: medio ET suplementado con EGF e ITS (medio EP), hidrogel de coldgeno y cultivo epitelial; EP MOV: medio
EP, hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial; EP control: control de medio EP. Se muestran las medias ajustadas
por minimos cuadrados, el error estdndar de las tasas de embriones que han alcanzado el estadio de morula y nimero
de embriones valorados (N).

ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.
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Desarrollo a blastocisto tras 72h de cultivo
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Figura 6. Efectos de los distintos medios de cultivo, hidrogeles y cultivo de ROECs sobre el desarrollo de embriones tras
72h de cultivo. ET COL: medio suplementado con piruvato y lactato sodico (medio ET), hidrogel de colageno y cultivo
epitelial oviductal; ET MOV: medio ET, hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial; ET control: control de medio ET;
EP COL: medio ET suplementado con EGF e ITS (medio EP), hidrogel de coldgeno y cultivo epitelial; EP MOV: medio EP,
hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial; EP control: control de medio EP. Se muestran las medias ajustadas por
minimos cuadrados, el error estdndar de las tasas de embriones que han alcanzado el estadio de blastocisto y numero
de embriones valorados (N).

ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.

Los resultados mostraron que el desarrollo embrionario al estadio de mérula se
vio beneficiado en los grupos controles sin hidrogeles ni cultivo de ROECs asi como en
los grupos en los que se ha utilizado el medio ET combinado con los distintos hidrogeles.
Sin embargo, el desarrollo a blastocisto se ve favorecido principalmente en los grupos
donde se utilizd unicamente medio ET, mientras que el grupo control con medio EP,
muestra tasas de desarrollo a blastocisto superiores al resto, aunque no tan elevadas como
el control con medio ET. Estos resultados sugieren que la presencia de ITS, asi como
EGF ya sean afiadidos al medio o producidos por el cultivo de ROECs no aportan mejoras
para el desarrollo embrionario, siendo sus resultados peores cuando se utilizan en

presencia de hidrogeles cultivados con células oviductales.
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4.1.2. Desarrollo in vivo y crecimiento postnatal

El efecto de los diferentes medios de cultivo sobre la supervivencia embrionaria
in vivo mostré diferencias significativas en los diferentes grupos experimentales
utilizados con respecto al control de transferencia, donde se alcanzé una tasa de
individuos nacidos del 32%. Este Gltimo resultado es bajo en relacion con trabajos
anteriores en los que se alcanzan niveles en torno al 50% con embriones de conejas
superovuladas con FSH-CTP (Viudes et al., 2017 y 2019), lo que podria indicar que la
calidad embrionaria de este lote 0 grupo de conejas utilizado para este experimento es

algo menor de lo habitual.

Los embriones cultivados en el medio ET sobre ROECs con hidrogel de matriz
oviductal (ET+MOV), obtuvieron una viabilidad al parto de 19%, significativamente
mejor que con el grupo en el que se utilizé hidrogel de colageno y el medio EP. Mientras
que present6 una viabilidad similar al grupo cultivado con el medio control ET (Figura
7).

Tasa de supervivencia embrionaria in vivo
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Figura 7. Efecto de los distintos medios de cultivo sobre la tasa de supervivencia tras la gestacion. ET + MOV: medio
suplementado con piruvato y lactato sédico (medio EP), hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial oviductal; ET +
COL: medio ET, hidrogel de coldgeno y cultivo epitelial oviductal; control ET: control de medio ET; control EP: control
de medio ET suplementado con EGF e ITS (medio EP); control transferencias: control de transferencias. Se muestran
las medias ajustadas por minimos cuadrados, el error estdndar de las tasas de nacidos con respecto a las
transferencias realizadas y el tamafio muestral (N).

ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.
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Los resultados muestran que, aunque no se alcanzaron las tasas de supervivencia
del grupo control de transferencia, sorprendentemente los embriones seleccionados de los
cultivados en ET + MOV, tienen la misma capacidad para implantar y desarrollarse in
vivo que los del medio de control ET, a pesar de que el porcentaje de blastocistos in vitro
es menor. Los resultados in vivo de los otros dos grupos que fueron cultivados en ET +
COL y en medio EP son coherentes con las evaluaciones realizadas in vitro, en el que

estos grupos mostraron menores tasas de desarrollo.

Aunque apenas existen precedentes en cuanto a transferencias embrionarias en
conejo tras 72h de cultivo embrionario, Carney et al. (1990) realizaron transferencias
embrionarias en conejo tras 65 horas de co-cultivo con células epiteliales oviductales en
medio M199. Sin embargo, el nimero de embriones transferidos fue de 70 embriones

aproximadamente para cada grupo, de los que solamente entre 10 - 13% sobrevivieron.

Esta reduccion de la supervivencia embrionaria debido al manejo de los embriones
durante la recuperacion y transferencia fue descrita por Saenz-de-Juano et al. (2016). En
un estudio con embriones de conejo de 72 horas, las tasas de supervivencia gestacional
se redujeron de 0.79 £ 0.040 a 0.66 + 0.056 respecto al control. Aunque los resultados
son mas favorables que los obtenidos en el presente trabajo, probablemente esto se deba
en primer lugar a que los embriones de 24 horas utilizados en nuestro estudio son mas
sensibles al estrés de la recuperacion, lavado y cultivo que los del estudio comentado, ya
que eran de 72 horas y no fueron cultivados, si no que Unicamente fueron transferidos.
Ademas de que en el estudio citado las donantes no recibieron un tratamiento de
superovulacion, mientras que la coriofolitropina-a de larga duracion utilizada en nuestro
estudio, tiene un efecto negativo sobre la calidad ovocitaria (Pérez-Garcia, 2018) y la
viabilidad de los embriones y por lo tanto lo tendrd en la implantacion y posterior
supervivencia embrionaria (Viudes et al., 2017 y 2019).

Con respecto a los pesos al nacimiento (Figura 8), en los grupos en los que se
utilizo hidrogel: ET + COL y ET + MOV, los pesos registrados (54.8 £ 8.00g y 60.4 +
6.269, respectivamente) no mostraron diferencias significativas con respecto a los
controles de inseminacion artificial (50.7 + 3.479), transferencia (66.41 £ 4.87g) y medio
ET (60.7 + 6.329g). Sin embargo, el grupo en el que se utiliz6 medio EP, los gazapos
mostraron pesos significativamente mayores con respecto al resto, con una media de
86.807 + 8.162g.
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Peso al nacimiento
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Figura 8. Efecto de los distintos medios de cultivo utilizados sobre el peso al nacimiento (g) de los gazapos. IA: control

de inseminacion; control transferencia: control de transferencias; control EP: control de medio ET suplementado con

EGF e ITS; control ET: control de medio suplementado con piruvato y lactato sédico (medio ET); ET+COL: medio ET,

hidrogel de coldgeno y cultivo epitelial oviductal; ET+MOV: medio ET, hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial

oviductal. Se muestra la media ajustada por minimos cuadrados, el error estdndar del peso (g) de cada grupo y el

numero de gazapos medidos (N).
ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.

El desarrollo postnatal tras realizar técnicas de reproduccién asistida ha sido
analizado en experimentos de vitrificacion de embriones de conejo por Marco-Jiménez et
al. (2020). Se registraron pesos al nacimiento de 56.0 £ 0.79g en el grupo control de
transferencia, significativamente mayor al peso registrado en el grupo control de 1A, de
53.0 £ 1.24g. Los embriones que habian sido vitrificados alcanzaban un peso al
nacimiento significativamente mayor a los dos controles, siendo este de 59.5 + 0.87g. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren efectos similares para el medio EP,

medio que disponia de suplementos especificos para favorecer la proliferacion celular.

En los pesos al destete tomados en la cuarta semana, al igual que en el peso al
nacimiento, solo se observaron diferencias significativas en el grupo control con medio
EP, donde los pesos fueron superiores al resto de grupos (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de los distintos medios de cultivo utilizados sobre el peso al destete (g) de los gazapos. IA: control de
inseminacion; control transferencia: control de transferencias; control EP: control de medio ET suplementado con EGF
e ITS; control ET: control de medio suplementado con piruvato y lactato sédico (medio ET); ET+COL: medio ET, hidrogel
de coldgeno y cultivo epitelial oviductal; ET+MOV: medio ET, hidrogel de matriz oviductal y cultivo epitelial oviductal.
Se muestra la media ajustada por minimos cuadrados, el error estandar del peso (g) de cada grupo y el nimero de
gazapos medidos (N).

ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.

En nuestro experimento, tanto en los pesos al nacimiento como a las cuatro
semanas de edad, el grupo que se desarrolld6 en medio de cultivo EP muestra pesos
significativamente mayores al resto de grupos. Este incremento en el peso puede estar
asociado a cambios epigenéticos producidos durante el desarrollo embrionario a causa
del estrés que generan las técnicas de reproduccion como se ha comprobado en especies
como bovino, ovino, ratbn o humano (Ramos-Ibeas et al., 2018). Estos hechos también
han sido estudiados en conejo por Garcia-Dominguez et al. (2019 y 2020), donde el estrés
producido por las técnicas de reproduccion asistida muestra la plasticidad fenotipica que
se da en el desarrollo embrionario, manifestado en variaciones de metilacion de ADN, asi
como cambios metabolémicos y protedmicos que derivan en alteraciones en el
metabolismo de lipidos y apoptosis génica, relacionados posiblemente con el aumento de
peso en estos grupos de individuos. Sin embargo, no se observé en el resto de los grupos
de cultivo por lo que el cultivo en presencia de EGF y/o ITS podria favorecer
modificaciones en el patron de expresion génica de IGFs como IGF-1 con efectos en el
desarrollo postnatal. No obstante, los resultados deben tomarse con cautela debido a la
baja supervivencia obtenida.
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Se analizaron también los pesos en la semana 7 y la semana 16. Como se puede
observar en la Tabla 8, los pesos mostraron diferencias significativas fundamentalmente
con los gazapos nacidos de IA, ello podria confirmar que el cultivo y la transferencia
embrionaria, asi como otras técnicas de reproduccién asistida, introducen cambios
epigenéticos que alteran a largo plazo el crecimiento postnatal como se ha comentado
anteriormente. Sin embargo, estos datos deben considerarse como preliminares para

futuros ensayos dado el tamafio muestral.

Semana 7 Semana 16*

GRUPO N Ism. t s.e. N Ism. = s.e.
ET + MOV 19 1222 * 46.9%* 2 3650 * 180.9*
ET + COL 8 1294 + 72.9% 0
control ET 7 1268 + 81.2%® 4 3695 * 156.5°
control EP 8 1418 t+ 87.2* 5 3390 + 189.2%¢
control transferencia 27 1221 + 41.9°« 9 3283 + 83.6"
control IA 52 1095 + 33.8¢ 17 3205 + 90.2°

TOTAL 121 37

Tabla 8. Efecto de los distintos medios de cultivo y controles utilizados sobre el peso (g) de los individuos en las
semanas 7 y 16. IA: control de inseminacion; control transferencia: control de transferencias; control EP: control de
medio ET suplementado con EGF e ITS; control ET: control de medio suplementado con piruvato y lactato sédico (medio
ET); ET+COL: medio ET, hidrogel de coldgeno y cultivo epitelial oviductal; ET+MOV: medio ET, hidrogel de matriz
oviductal y cultivo epitelial oviductal. Se muestra la media ajustada por minimos cuadrados, el error estdandar del peso
(g) de cada grupo y el nimero de gazapos medidos (N).
ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.

*No todos los animales alcanzaron la edad de 16 semanas al finalizar el experimento.

4.2. Efecto de los medios de cultivo condicionados

4.2.1. Desarrollo in vitro

Los embriones desarrollados en medios de cultivo condicionados con cultivo
epitelial oviductal procedente de oviductos de 48h y 72h tras la ovulaciéon no mostraron
diferencias significativas en el desarrollo hasta el estadio de mérula, alcanzando tasas de
51% y 52% respectivamente con respecto al control, donde se obtuvieron tasas de 67%.
Sin embargo, el cultivo con medio condicionado de oviductos de 72h si que presentd una
tasa de desarrollo hasta blastocisto del 17%, significativamente menor que los grupos de

48h y control, donde las tasas fueron de 35% y 42%, respectivamente.
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Medios de cultivo condicionados
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Figura 10. Efecto de distintos medios de cultivos condicionados sobre el desarrollo de embriones tras 72h de cultivo.
Por orden: medio condicionado con oviductos de 48h (48h); medio condicionado con oviductos de 72h (72h); medio
suplementado con piruvato y lactato sodico (control). Se muestran las medias ajustadas por minimos cuadrados y el
error estdndar de las tasas de embriones de cada grupo que han alcanzado el estadio de mdrula y blastocisto. El
numero de embriones se muestra entre paréntesis (N).

ab Diferentes superindices muestran diferencias significativas.

Aunque apenas existan estudios similares con esta especie, los resultados
mostraron datos comparables a experimentos con medios condicionados que han sido
realizados en especies como bovino, ovino o porcino principalmente. En el caso de
bovino, los cultivos condicionados con epitelio oviductal muestran tasas de desarrollo de
a blastocisto de 24% en embriones desarrollados por fecundacion in vitro tras 8 dias de
cultivo (Grisart et al., 1994).

En ovino, Mermillod et al. (1993) elaboraron un medio de cultivo condicionado
cultivando células epiteliales oviductales procedentes de oviductos de hembras de la
misma especie sin sincronizar durante cuatro dias en medio TCM199. Los embriones
cultivados en este medio demostraron una mejora del desarrollo alcanzando tasas de
desarrollo a blastocisto de 50%, frente a un 16% en el control. Ademas, tras la

transferencia de estos embriones se alcanzaron tasas de implantacion del 31%.

Estudios mas recientes realizados por Fang et al. (2022) en porcino muestran una
mejora en las tasas de desarrollo a blastocisto de embriones cultivados sobre epitelios
oviductales, 40.8% frente a un 24.9% en el control. Ademas, se detectaron niveles

inferiores de especies reactivas del oxigeno y de contenido lipidico en blastocisto, asi
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como de apoptosis celular en los grupos con medio cultivo condicionado respecto al
control. Estos parametros estan relacionados con la calidad y desarrollo embrionario por
lo que podemos suponer que la presencia de factores de crecimiento y metabolitos
secretados por el epitelio oviductal podrian incrementar la calidad y el desarrollo del
embrion. Hecho que no ha sido posible observar en el cultivo de embriones de conejo en

este experimento.

4.2.2. Cuantificacion de la expresion génica

La expresion del gen SOX2 se da principalmente en las primeras etapas del
desarrollo embrionario, manteniendo la pluripotencialidad de las células del epiblasto que
posteriormente daran lugar a la formacion del ectodermo neural por lo que los niveles
comienzan a decrecer en la etapa de blastocisto (Avilion et al., 2003; Wang et al., 2012).
No se obtuvieron resultados de expresion para ninguno de los tres grupos por lo que
podemos suponer que no se alcanzé un desarrollo embrionario suficiente para poder

detectar su expresion en los distintos medios de cultivo.

En el caso del gen OCT4, la sobreexpresion de este se encuentra asociada a células
que daran lugar a la formacion del endodermo y mesodermo (Wang et al., 2007) y aunque
en eso caso Si que se observa su expresion, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos experimentales. Es necesario resaltar que los Cts obtenidos para el gen
housekeeping GADPH y OCT4 son especialmente altos (24 - 38), que reflejan poca
cantidad de ARNm obtenido de las muestras y su baja calidad (mezclas de 15 - 20
embriones en estadio morula-blastocisto temprano). No obstante, los resultados son
coherentes tanto con los obtenidos in vitro en el presente trabajo (un desarrollo
relativamente bajo a blastocisto) como con anteriores trabajos en los que se evalud la
expresion génica sobre embriones cultivados 96h y mayores tasas de blastocistos (Mas,
2019) o sobre blastocistos obtenidos a partir del cultivo o transferencia de mdrulas
(Saenz-de-Juano et al., 2011; Vicente et al., 2013).
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Figura 11. Tasas de expresion génica del factor de transcripcion OCT4 en los diferentes tipos de medios
de cultivo condicionados: 48h, 72h y medio suplementado con piruvato y lactato sddico (control).

4.3. Anélisis protedmico de los hidrogeles

De las 9 muestras analizadas, se cuantificaron un total de 209 proteinas que fueron
clasificadas segin su funcion principal en: estructurales, metabdlicas, enzimaticas,
inmunoldgicas y de transporte. No se detectd el tipo de proteina ni su funcién en un 5%
de los casos. Las muestras de los tres grupos de hidrogeles mostraron homogeneidad para
la mayoria de las proteinas, solamente se encontraron diferencias significativas para 2
proteinas entre los hidrogeles de matriz oviductal de 24h con respecto a los grupos de 48h
y 72h.

Sin funcién
5%

Transporte
1%

Inmunoldgica
2%

Estructural
35% m Estructural

Enzimatica = Metabdlica

0,
26% = Enzimatica

\

Metabdlica
31%

Inmunoldgica
= Transporte

= Sin funcién

Figura 12. Proporciones del tipo de proteinas detectadas en el andlisis protedmico de los hidrogeles de 24h, 48h 'y 72h
analizados.
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Los resultados mostraron mayor cantidad para las proteinas Laminin-subunit-
beta-1 (ID: G1T7X6) y Nidogen-1 (ID: U3CX36) en el grupo de 24h con respecto al de
72h. La proteina Nidogen-1 se encarga de la unién entre las moléculas de laminina-1y
colageno tipo IV formando parte del ensamblaje entre membranas (Pujuguet et al., 2000).
Por otro lado, la proteina Laminin-subunit-beta-1, sirve como ensamblaje para las
distintas subunidades de laminina que forman parte de la matriz extracelular (Colognato
& Yurchenco, 2000). Con respecto al grupo de 48h, solo se encontraron diferencias
significativas con respecto a la proteina Nidogen-1, presentando también valores
superiores en el grupo de 24h. A pesar de estas ligeras diferencias, los tipos y niveles de
proteinas se mostraron homogéneos en los distintos tipos de hidrogeles,

independientemente de la sincronizacion de los oviductos.

Se realizd un andlisis clasificando las proteinas en diferentes subcategorias
especificas de la matriz extracelular, clasificandolas en glicoproteinas, colagenos,
proteoglicanos, proteinas asociadas a la matriz extracelular, proteinas reguladoras de la
matriz extracelular, y factores de secrecion. Las proteinas detectadas que no formaban

parte de la MEC fueron clasificadas como “otros”.
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Figura 13. Proporciones de los subtipos de proteinas especificas de la matriz extracelular detectadas en el andlisis
proteomico de los hidrogeles de 24h, 48h y 72h.
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En el estudio de Francés-Herrero et al. (2021) realizaron un analisis protedmico
de hidrogeles formados a partir de matriz oviductal procedente de oviductos 72 horas
post-ovulacion frente a hidrogeles producidos a partir de oviductos sin descelularizar.
Detectaron un total de 399 proteinas, siendo mayor el nimero de proteinas en los
hidrogeles realizados a partir de oviductos sin descelularizar. Estos mostraron niveles
superiores de proteinas metabdlicas y enzimaticas, mientras que los formados por
oviductos descelularizados mostraron un porcentaje mayor de proteinas estructurales de
la MEC. Segun estos resultados, la descelularizacion no elimina la fraccion extracelular
y queda presente en el hidrogel, sin embargo, no concuerda con nuestros resultados, ya
que la fraccion metabdlica y enzimatica es superior al porcentaje de proteinas

estructurales.

Por otro lado, la clasificacion en subcategorias realizada por el mismo estudio de
Francés-Herrero et al. (2021) muestra en la mayoria de categorias un porcentaje similar
al nuestro. Sin embargo, el porcentaje de colagenos que muestran es de 32%, siendo
mucho mayor que en nuestro estudio, por lo que, a pesar de realizar el mismo protocolo
para obtener los hidrogeles. Esta diferencia podria conducir a cambios estructurales o de

conformacién del hidrogel que deberian ser estudiados.
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5. CONCLUSIONES

Los medios de cultivo in vitro desarrollados con hidrogel de colageno e hidrogel
formado a partir de matriz extracelular oviductal de 24h junto con el cultivo de ROECs,
no generaron una ventaja en el desarrollo ni la viabilidad en los embriones de 24 horas
con respecto a los medios tradicionales tras un cultivo de 72 horas. Los resultados
obtenidos sugieren que la combinacidn de los hidrogeles junto con el cultivo con ROECs

puede suponer un retraso en el desarrollo y viabilidad embrionaria.

Por otro lado, el cultivo in vitro de embriones en medios de cultivo condicionados
con ROECs muestran mejores resultados en las tasas de viabilidad, comparables con
estudios realizados previamente. La presencia de metabolitos y factores de crecimiento
secretados por el cultivo epitelial en los medios condicionados, podrian suponer una
ventaja en cuanto a la viabilidad embrionaria. Sin embargo, los analisis de expresion

geénica tras 72h de cultivo muestran una baja calidad del desarrollo embrionario.

Los embriones cultivados en el medio EP (suplementado con EGF e ITS)
mostraron post-transferencia un crecimiento postnatal mayor que en el resto de los
grupos, incluidos el control de inseminacion y el de transferencia. A pesar de que el
tamafio muestral es bajo, estos resultados sugieren que EGF e ITS podria haber
modificado el metabolismo embrionario durante el cultivo con repercusiones en el
desarrollo postnatal. En el resto de los grupos de cultivo no se observé diferencia alguna

en el crecimiento postnatal cuando se comparé con los controles.
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