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1. Resumen

Las vesiculas extracelulares (VEs) son nanovesiculas producidas por la mayoria de los
epitelios y forman parte de los fluidos corporales. Las VEs del plasma seminal (PS-VEs)
son producidas por el epididimo y las glandulas sexuales accesorias, se encuentran
implicadas en varios aspectos funcionales del espermatozoide, como la motilidad, la
viabilidad, la integridad acrosomal, la actividad metabolica y la capacitacion. La mayor
parte de los estudios realizados se han centrado en espermatozoides eyaculados por lo que
ya han estado en contacto con las secreciones propias del plasma seminal y con las PS-
VEs pudiendo ser esto una de las principales causas de la variabilidad entre los resultados

encontrados sobre la funcion de las PS-VEs.

En el presente estudio se ha evaluado el efecto de las PS-VEs sobre espermatozoides
obtenidos de epididimo durante 72 h de conservacion, tiempo que habitualmente se
conservan las dosis de inseminacion. El motivo de estudio sobre la conservacion es el
potencial uso de las PS-VEs como suplemento para mejorar la calidad de las dosis
seminales utilizadas en inseminacion artificial. Las PS-VEs se obtuvieron de eyaculados
procedentes de machos con fertilidad probada. El método para aislar las VEs fue
ultracentrifugacion. Posteriormente, para comprobar que la metodologia empleada era la
adecuada y siguiendo las directrices de la sociedad internacional de vesiculas
extracelulares (MISEV), las VEs fueron caracterizadas mediante dispersion dinamica de
luz (DLS), microscopia electronica de transmision (TEM), determinacion de la
concentracion de proteinas y determinacion de las tetraspaninas CD81, CD63 y HSP70
(especificas de las membranas de las VEs). Los espermatozoides de epididimo se
resuspendieron en el diluyente comercial MRA y se incubaron con PS-VEs durante 72 h.
Se evaluaron a las 0, 24, 48 y 72 h, la motilidad mediante CASA vy, la viabilidad,
integridad acrosomal y la actividad metabolica mediante citometria de flujo. Estos
mismos parametros fueron evaluados tras la incubacion de los espermatozoides a 38,5°C
durante 5h (prueba de termorresistencia) tras 24 y 72 h de conservacion. Para evaluar la
funcionalidad espermatica, se determino la actividad de la proteina quinasa A (PKA) y
fosforilacion de tirosina de espermatozoides capacitados mediante western blot. También
se realizaron pruebas de fecundacion in vitro (FIV) a las 0 y tras 48 h de conservacion
espermatica con PS-VEs. Los parametros de FIV evaluados fueron % de ovocitos
penetrados, nimero de espermatozoides por ovocito y espermatozoides adheridos a la

zona peltcida.



Los resultados de motilidad revelaron que la suplementacion con PS-VEs en los
espermatozoides del epididimo mejoraba la motilidad total a las 24 y 48 horas y la
motilidad progresiva a las 48 horas. Sin embargo, la integridad acrosomal y la viabilidad
empeoraron con la presencia de PS-VEs en todos los tiempos. La actividad metabdlica
no se vio afectadas por la presencia de PS-VEs. En relacion con la prueba de
termorresistencia, no existieron diferencias entre ambos grupos. Con respecto a la
funcionalidad, se observé una disminucion de la actividad de la PKA en espermatozoides
incubados con PS-VEs. En cuanto a la fosforilacion de tirosina se observo que las PS-
VEs impiden la fosforilacion de proteinas de 20 kDa. Los resultados de FIV mostraron
que la incubacion de espermatozoides con PS-VEs disminuia el porcentaje de
penetracion, el nimero de espermatozoides por ovocito penetrados y la adhesion de estos
a la zona peltcida. En conclusion, se ha observado que la suplementacion con PS-VEs
mejora pardmetros de motilidad y regula la capacitacion espermadtica disminuyendo la

fosoforilacion de proteinas y los parametros de fecundacion.

2. Summary

Extracellular vesicles (EVs) are nanovesicles produced by most epithelia and are present
in body fluids. Seminal plasma EVs (SP-EVs) are produced by the epididymis and
accessory sex glands. They are involved in various functional aspects of spermatozoa
such as motility, viability, acrosomal integrity, metabolic activity and capacitation. Most
studies have focused on ejaculated spermatozoa, which have already been in contact with
seminal plasma secretions and SP-EVs. This contact may be a major cause of the

variability observed in the results regarding the function of SP-EVs.

The present study evaluated the effect of SP-EVs on epididymal spermatozoa during 72
hours of storage, which is the usual storage period for insemination doses. The focus on
storage is due to the potential use of SP-EVs as a supplement to improve the quality of
semen doses used for artificial insemination. SP-EVs were obtained from ejaculates of
males with proven fertility. The method used to isolate the EVs was ultracentrifugation.
To ensure that the method used was appropriate and in accordance with the guidelines of
the International Society for Extracellular Vesicles (MISEV), the EVs were characterised
by dynamic light scattering (DLS), transmission electron microscopy (TEM),
determination of protein concentration and identification of the tetraspanins CD81, CD63

and HSP70 (specific for EV membranes). Epididymal spermatozoa were resuspended in



commercial extender MRA and incubated with SP-EVs for 72 hours. They were evaluated
at 0, 24, 48 and 72 hours for motility by CASA and for viability, acrosomal integrity and
metabolic activity by flow cytometry. The same parameters were evaluated after
incubation of the spermatozoa at 38.5°C for 5 hours (thermoresistance test) after 24 and
72 hours of storage. To assess sperm functionality, protein kinase A (PKA) activity and
tyrosine phosphorylation (P-Tyr) of capacitated spermatozoa were determined by Western
blot. In vitro fertilisation (IVF) assays were also performed after 0 and 48 hours of sperm
storage with EVs. The IVF parameters evaluated were the percentage of penetrated
oocytes, the number of spermatozoa per oocyte and the number of spermatozoa attached

to the zona pellucida.

The motility results showed that supplementation with SP-EVs in epididymal
spermatozoa improved total motility at 24 and 48 hours and progressive motility at 48
hours. However, acrosomal integrity and viability deteriorated in the presence of SP-EVs
at all time points. Metabolic activity was not affected by the presence of SP-EVs. No
differences were observed between the two groups in the thermoresistance test. In terms
of functionality, a decrease in PKA activity was observed in spermatozoa incubated with
SP-EVs. In terms of tyrosine phosphorylation, SP-EVs were found to inhibit the
phosphorylation of 20 kDa proteins. IVF results showed that incubation of spermatozoa
with SP-EVs decreased the penetration rate, the number of spermatozoa per penetrated
oocyte and their adhesion to the zona pellucida. In conclusion, it was observed that
supplementation with SP-EVs improves motility parameters and regulates sperm

capacitation by decreasing protein phosphorylation and fertilisation parameters.

3. Introduccion

Tras abandonar los testiculos, los espermatozoides aun no han adquirido la capacidad de
desplazarse progresivamente o de fecundar. Para ello, deben pasar por un proceso de
maduracion epididimaria en el tracto reproductivo masculino y la capacitacion posterior
en el genital de la hembra. La maduracion epididimaria se puede definir como aquellos
cambios que ocurren en los espermatozoides durante su trayecto a lo largo del conducto
epididimario, que les confiere la adquisicion de movimiento y la capacidad de fecundar.
Como parte de este proceso, los espermatozoides sufren una serie de modificaciones

bioquimicas y fisiologicas como son la incorporacion de nuevas moléculas derivadas del



epitelio epididimario y cambios postraduccionales de proteinas endogenas sintetizadas

durante la espermiogénesis en el testiculo.

Una vez maduros, los espermatozoides se almacenan en la cola del epididimo hasta que
se produce la eyaculacion, donde salen a través del conducto deferente mezclandose con
la secrecion de las glandulas accesorias. Estas secreciones junto con las del epididimo y

los testiculos constituyen el plasma seminal (PS).

Entre los componentes del PS, encontramos las VEs, las cuales, en el verraco son
producidas por el epididimo, la prostata y las glandulas vesiculares. En su interior se
encuentran distintas moléculas que interactiian con los espermatozoides regulando su
actividad. Algunas de las funciones descritas son estimular la motilidad total y progresiva,
inhibir la capacitacion prematura, regular el estrés oxidativo, mejorar la viabilidad o

aportar propiedades antioxidantes (Du et al., 2016).

A raiz estos resultados, se ha sugerido la suplementacion de los espermatozoides con estas
PS-VEs con fines de mejorar su conservacion. Sin embargo, la mayor parte de estudios
se ha centrado en analizar los efectos de las PS-VEs en los espermatozoides eyaculados,
que ya han estado en contacto con las secreciones de las glandulas sexuales accesorias.
Por todo ello, este estudio se ha realizado con el fin de evaluar los efectos de las VEs de
las glandulas accesorias en los espermatozoides maduros del epididimo, los cuales,
unicamente han estado en contacto con las VEs del epididimo (epididimosomas).
Ademas, se valora el uso de las PS-VEs como suplemento de dosis de inseminacién con

el fin de mantener la conservacion espermatica.

4. Revision bibliografica
4.1 Recorrido de los espermatozoides en el tracto reproductor masculino

4.1.1 Tubulo seminifero

Los espermatozoides se producen en los testiculos mediante la espermatogénesis que es
el proceso por el que se forman los espermatozoides a partir de las células germinales
(espermatogonias). A nivel anatomico, el testiculo se divide en tabiques de tejido
conectivo, en su interior se encuentran los 16bulos (figura 1), estos contienen de 1 a 3
tubulos seminiferos que se encuentran rodeados por el compartimento intersticial

(Weinbauer et al., 2001).



En el compartimento intersticial se encuentran las células de Leydig que producen
testosterona, encargada del desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales
secundarios, asi como del correcto funcionamiento de las glandulas sexuales accesorias.
Ademas, el intersticio también contiene células inmunitarias, vasos sanguineos y

linfaticos, nervios, fibroblastos y tejido conectivo laxo (Weinbauer et al., 2001).

En los tubulos seminiferos encontramos células germinales, células somaticas, células
peritubulares (forman capas concéntricas que estan separadas por capas de coldgeno) y
las células de Sertoli. Estas ultimas se encuentran en la membrana basal y se extienden
hacia la luz del tibulo a lo largo del epitelio germinal, que es donde tiene lugar la
diferenciacion, maduracion morfologica y fisiologica de las espermatogonias hasta
producir el espermatozoide maduro. Sus funciones son mantener un microambiente
tubular apropiado y permitir el desarrollo y mantenimiento de la espermatogénesis

(Weinbauer et al., 2001).
La espermatogénesis se divide en cuatro fases (Weinbauer et al., 2001):
1. Division mitotica, se produce la division y proliferacion de las espermatogonias.

2. Divisidon meiotica, se produce la division de los espermatocitos (células germinales

tetraploides) que dan como resultado células germinales haploides (espermatidas).

3. Transformacion de las espermatidas en espermatozoides testiculares

(espermiogénesis).
4. Liberacion de los espermatozoides del epitelio a la luz tubular (espermiacion).

Una vez liberados, estos pasan por los conductos eferentes hasta llegar al epididimo donde

se produce su maduracion.

4.1.2 Epididimo

El epididimo es un conducto unico con grandes circunvalaciones que conecta los
conductos eferentes con el conducto deferente (figura 1). Anatomicamente se divide en
el segmento inicial (zona mas proxima al testiculo), cabeza, cuerpo y cola (zona mas
alejada del testiculo). Este conducto se encuentra formado por un epitelio muy
diferenciado en funcion de la region. A pesar de ser un epitelio estratificado en toda su

longitud, la morfologia celular varia segun la funcion que se desarrolle en esa region.



Ademas, la luz de este conducto va incrementando desde la cabeza hasta la cola (Breton

et al., 2016). Los tipos celulares que podemos encontrar son:

-C¢lulas estrechas, son las predominantes en el segmento inicial, con morfologia alargada
y cuya funcién principal es la de secretar de forma activa protones hacia la luz, a través
de la bomba V-ATPasa, para mantener un entorno luminal adecuado durante la

maduracion de los espermatozoides (Breton et al., 2019).

-Células claras, se encuentran a lo largo de todo el epididimo, tienen una morfologia
cubica y su funcion es la de secretar al igual que las células estrechas protones para
mantener el ambiente luminal, estas son capaces de responder a las variaciones de pH en

el lumen, siendo esto muy importante para la fertilidad masculina (Breton et al., 2019).

-C¢lulas principales, son las mas abundantes en todo el epitelio del epididimo. Poseen
microvellosidades para maximizar la identificacion del contenido luminal. Aportan iones,
agua, ATP y la mayoria de las proteinas del fluido epididimario. Ademas, secretan los
epididimosomas, capaces de transferir al espermatozoide, glicoproteinas, lipidos y

microARN (Breton et al., 2019).

-Células basales, estas se encuentran en todo el epididimo, aunque su morfologia varia
dependiendo del segmento en el que se encuentren. Su funcidn no estd muy clara, pero se
ha indicado su papel como mediadores endocrinos y de proteccion contra especies

reactivas de oxigeno (Breton et al., 2019).

Gracias a la actividad de estas cé€lulas se permite que cada segmento muestre una
expresion diferencial de genes y mantenga distintas concentraciones de iones luminales
que son esenciales para llevar a cabo una remodelaciéon del espermatozoide, que

culminara con la adquisicion de la capacidad fecundante (Breton et al., 2019).
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Figura 1: Representacion esquematica de testiculos, epididimo y espermatozoides de
mamifero. (A) Morfologia y caracteristicas funcionales de los espermatozoides
inmaduros en la cabeza del epididimo. (B) Caracteristicas moleculares de
espermatozoides inmaduros de la cabeza. (C) Morfologia y caracteristicas funcionales de
los espermatozoides maduros de la cola del epididimo. (D) Caracteristicas moleculares
de espermatozoides maduros de la cola. Imagen tomada de Gervasi & Visconti, (2017).

4.1.3 Maduracion espermdtica en epididimo

Cuando los espermatozoides abandonan el testiculo son células incapaces de fecundar.
Esta capacidad serd adquirida durante su transito a través del epididimo, proceso conocido
como maduracion espermatica. A grandes rasgos, la maduracion espermatica consiste en
un conjunto de cambios bioquimicos y moleculares que permiten a los espermatozoides

capacitarse en el tracto femenino y fecundar.

En los primeros tramos del epididimo, principalmente se produce la reabsorcion de
proteinas producidas en el testiculo (albumina, transferrina y clusterina) y proteinas
secretadas por el epididimo (Guyonnet et al., 2011). La cola del epididimo funciona como

un lugar de almacenamiento de los espermatozoides maduros.



Los cambios que se observan en los espermatozoides durante el transito epididimario son

(Guyonnet et al., 2011):

- Cambios en el proteoma del espermatozoide. Debido a que los espermatozoides son
células transcriptomicamente inactivas, se piensa que estos adquieren proteinas
mediante tres factores: Absorcion directa de proteinas procedentes del liquido
epididimal, epididimosomas que se unen a los espermatozoides y les transfieren
proteinas, y por conexiones estrechas entre el entre el espermatozoide y la superficie
del epitelio apical.

- Cambios moleculares en la superficie de los espermatozoides, que incluyen la adicion,
eliminacion y/o modificacion de azucares y lipidos en la membrana plasmatica del
espermatozoide.

- Migracion de la gota citoplasmatica.

- Adquisicién de la motilidad progresiva, esto ocurre en la cola del epididimo.

4.1.4 Glandulas sexuales accesorias y su participacion en la produccion del

plasma seminal

Cuando se produce la eyaculacion, los espermatozoides abandonan la cola del epididimo
a través del conducto deferente que desemboca en el conducto eyaculador, aqui los
espermatozoides se mezclan con las secreciones provenientes de las glandulas sexuales
accesorias, que en el caso de la especie porcina son las glandulas vesiculares, la prostata
y las glandulas bulbouretrales. Son de tipo exocrino y su actividad es dependiente de
androgenos. Aportan sustancias importantes para la conservacion, proteccion y fertilidad
del eyaculado (Bonet et al., 2013). Su secrecion junto con la producida por el testiculo y
el epididimo forman el plasma seminal y constituyen la parte liquida del eyaculado (Bonet

etal., 2013).

Las glandulas vesiculares se encuentran a ambos lados de la vejiga (Bonet et al., 2013) y
secretan su contenido a la uretra, cerca de donde desembocan los conductos deferentes
(Badia et al., 2003). Secretan la mayor parte de proteinas del plasma seminal (Strzezek,

2002).

La prostata se encuentra dividida en dos partes, el cuerpo prostatico y la prostata
diseminada (Dyce et al., 2012). Las células prostaticas secretan mucina cuya funcion es

lubricar y proteger el epitelio uretral frente a patdgenos. Ademads, secretan sustancias



inmunomoduladoras y liberan la mayor parte de las VEs conocidas como prostasomas

(Badia et al., 2003).

Las glandulas bulbouretrales producen una secrecion blanquecina que contiene
glicoproteinas que forman un tapon de gel que evita el reflujo del semen (Badia et al.,

2004).

Ademas, en el PS se encuentran iones inorganicos, hormonas, proteinas y péptidos,
incluidas citoquinas y enzimas, colesterol, ADN y ARN, que pueden estar protegidos

dentro de PS-VEs para evitar la degradacion (Rodriguez-Martinez, et al., 2021).

Entre las funciones del plasma seminal encontramos: servir como medio de transporte
para los espermatozoides, mantener su viabilidad mediante el sustento de las altas
necesidades metabdlicas que tienen, protegerlos del sistema inmunologico de la hembra
afectando a las funciones inmunoldgicas de las células T, B, macréfagos..., y, actuar sobre
el tracto reproductivo femenino estableciendo un entorno propicio para la implantacion
optima del embrion, el desarrollo embrionario temprano e invasion del trofoblasto.

Siendo importante para el buen resultado del embarazo (Bromfield, 2014).

4.2 Vesiculas extracelulares del plasma seminal

Las VEs son estructuras esféricas de un tamano de 30-350 nm de diametro,
morfologicamente heterogéneas, liberadas por las c€lulas funcionales de los epitelios que
forman parte de los fluidos corporales (Barranco et al., 2023; Jeppesen et al., 2019). Su
contenido se caracteriza por la presencia de proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos que son
transportados en su interior evitando la degradacion (Jeppesen et al., 2019). Las funciones
principales son permitir la comunicacion entre células y regular diferentes procesos

biologicos (Lozano Ramos et al., 2019).

Atendiendo a su origen y tamafio, las VEs se han clasificado como exosomas,

microvesiculas y cuerpos apoptéticos.

Los exosomas son vesiculas de tamafo comprendido entre 40-120 nm y proceden de las
vesiculas intraluminales que se encuentran dentro de los endosomas (Barranco et al.,
2019). Cuando estos maduran se conocen como cuerpos multivesiculares y se localizan
en el interior de la célula. Una parte de ellos se fusionan con el contenido lisosomal
degradandose, pero otra parte, se fusionan con la membrana plasmatica liberando los

exosomas. No obstante, aun se sigue investigando los mecanismos implicados en la fusion



de los cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica (Stahl & Raposo, 2019).

Las microvesiculas son vesiculas de tamafio comprendido entre 50—1000 nm que emergen
directamente de la membrana plasmatica por eventos de gemacion (Crescitelli et al.,

2013; Moreno-Gonzalo et al., 2017)

Los cuerpos apoptoéticos (800-5000 nm) son VEs provenientes de las fases finales de
apoptosis celular en la que se genera una gran variedad de vesiculas mediante un proceso

llamado desmontaje de células apoptdticas (Crescitelli et al., 2013; Hristov et al., 2004).

Dependiendo del origen, las PS-VEs pueden diferir en tamafio, morfologia, composicion

y funcion bioldgica (Aalberts et al., 2014; Simon et al., 2018).

Las PS-VEs fueron descritas por primera vez en 1978 en el eyaculado humano (Ronquist
etal., 1978). A partir de ese momento numerosas investigaciones han puesto de manifiesto
su presencia en eyaculados de varias especies, como conejos (Metz et al., 1968), toros
(Agrawal & Vanha-Perttula, 1986a, 1986b), raton (Nixon et al., 2015), carneros (Breitbart
et al., 1983; Breitbart & Rubinstein, 1982), caballos (Arienti et al., 1998; Minelli et al.,
1998), gallos (Cordeiro et al., 2021) y verracos (Piehl et al., 2006).

En los ultimos afios ha habido un gran estudio sobre caracterizacion, contenido y
funciones de las VEs por lo que ha sido necesaria la creacion de una sociedad
internacional (MISEV) orientada a su estudio, métodos para su aislamiento y
caracterizacion de forma que los resultados de los investigadores puedan ser comparados

entre ellos y haya mayores avances en su estudio.

4.2.1 Lugar de produccion de las VEs

Las PS-VEs son producidas practicamente por todos los tejidos especializados del tracto
reproductivo masculino, incluyendo testiculos, epididimo y gldndulas accesorias
(vesiculas seminales y prostata) (Tamessar et al., 2021). Dentro de estos, los mas
estudiados han sido los epididimosomas y los prostasomas. En el cerdo, se ha observado
que la mayor concentracion de PS-VEs se encuentra en la fraccion rica (El-Hajj Ghaoui

etal., 2004).

4.2.2 Composicion y contenido de las PS- VEs

Las PS-VEs del verraco se caracterizan por su alto contenido en lipidos. Presentan una
relacion colesterol/fosfolipidos muy elevada, siendo la esfingomielina la que se encuentra

en mayor proporcion (Piehl et al., 2006). En el interior de las PS-VEs se han identificado
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diversos biotipos de SRNA, como miRNA, piRNA... implicados en la regulacion de la
transcripcion, fosforilacion de proteinas y en distintas vias de transduccion de sefiales

vinculadas a la espermatogéneis, homeostasis y calidad espermatica (Xu et al., 2020).

Con relacion al contenido de proteinas, en el verraco se han identificado un total de 988
(Barranco et al., 2023). Entre ellas destacan las esperadhesinas, que se han relacionado
con la maduracion, metabolismo, capacitacion y supervivencia frente a la congelacion de
los espermatozoides (Druart et al., 2019). La ELSPBP1 asociada con el reconocimiento
espermatico y la CYBRDQ que se vincula con el estrés oxidativo entre otras (Barranco
et al., 2023). Otras de las proteinas relevantes para la identificacion de las VEs son el
grupo de las tetraspaninas, que tienen cuatro dominios transmembrana y dos hélices
extracelulares (Jiang et al., 2015). Las mas abundantes en el verraco con la CD9, CD63 y
CD81 que se presentan en distinto nivel de expresion segun el tipo de vesicula
(Machtinger et al., 2016). La CD9 es comun en todas las VEs, la CD81 es comun en los
exosomas del plasma seminal porcino y la CD63 se encuentra principalmente en
microvesiculas (Alvarez—Rodriguez etal.,2018; Barranco etal., 2019). LaCD9 y laCDS81
constituyen una zona de unidn con las integrinas necesarias para la comunicacion con las

células (Alvarez-Rodriguez et al., 2018).

4.3 Efecto de las PS-VEs sobre la funcionalidad de los espermatozoides

La mayor parte de efectos y funciones de las PS-VEs se han estudiado tomando como
modelo los espermatozoides eyaculados y bajo condiciones in vitro. Se ha observado que
las PS-VEs estimulan la reaccion acrosdmica, mejoran la motilidad total y progresiva, la

vitalidad y reducen el estrés oxidativo (Du et al., 2016).

Con relacion al efecto sobre el acrosoma, se ha visto que las PS-VEs funcionan como
catalizadores enzimaticos produciendo una serie de cambios bioquimicos que
desencadenan la reaccion acrosomal (Hasan et al., 2021). Por otro lado, el mecanismo por
el cual las PS-VEs mejoran la motilidad parece estar relacionado con la regulacion de la
concentracion de Ca?" intracelular de los espermatozoides (Park et al., 2011). También se
ha determinado que, las PS-VEs controlan la transferencia de zinc, ion que es necesario
para mantener la estabilidad de membrana y la motilidad espermatica (Mogielnicka-
Brzozowska et al., 2015). Hay estudios en los que se ha observado que las PS-VEs
modulan la sintesis de ATP regulando la actividad metabdlica en los espermatozoides

(Guo et al., 2019). También se ha mostrado que las PS-VEs mejoran la supervivencia
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espermatica del verraco tras la descongelacion (Alcantara-Neto et al., 2020). Sin
embargo, Piehl et al., (2013) indicaron la ausencia de efecto de las PS-VEs en la reaccion

acrosomal y en la motilidad, pero si sobre la capacitacion, inhibiéndola.

Con respecto al efecto de las PS-VEs sobre los espermatozoides de epididimo, no hay
muchos estudios descritos en la bibliografia. Algunos investigadores han observado que
al cultivar espermatozoides de epididimo con prostasomas, afectan a la motilidad y al
éxito en la fertilizacion in vitro ¢ in vivo en espermatozoides de raton (Tamessar et al.,

2021).

El estudio del papel de las PS-VEs sobre los espermatozoides de epididimo resulta
interesante ya que estos unicamente han estado en contacto con los epididimosomas, al
contrario de lo que ocurre con los espermatozoides de eyaculado que estan
interaccionando con las VEs de las glandulas accesorias. De hecho, autores como
Cordeiro et al., (2021) opinan que esta situacién sea una de las responsables de la

existencia de la gran variabilidad en los resultados obtenidos entre laboratorios.

Hay trabajos en la literatura que manifiestan una relacion entre las PS-VEs y la
subfertilidad masculina (Cordeiro et al., 2021). Belleannée et al., (2013) observaron que
las caracteristicas de las PS-VEs de semen de pollos fértiles eran diferentes a las
subfértiles. Ademas, en espermatozoides de hombre se ha determinado que la procedencia
de las PS-VEs segiin provengan de un semen de buena o mala calidad afectan a la calidad
de los espermatozoides. Las PS-VEs de eyaculados normospérmicos mejoraron la
motilidad y la capacitacién al contrario de lo que pasaba en el grupo de hombres con
eyaculados astenospérmicos (Barcel6 et al., 2018; Murdica et al., 2019). Al parecer, la
explicacion a estos resultados se encontraba relacionada con los miARN y las proteinas
que se encuentran en las PS-VEs (Candenas & Chianese, 2020). Un estudio en toros
demostro que las vesiculas procedentes de eyaculados de machos con buena fertilidad
pueden mejorar el semen de machos de baja fertilidad, mejorando las capacidades

fecundantes de los espermatozoides in vitro (Lange-Consiglio et al., 2022).

4.3.1 Otras funciones de las PS-VEs relacionadas con la fertilidad

Es interesante hablar sobre los efectos descritos de las PS-VEs en el tracto reproductivo
femenino. Se ha documentado que ayudan a modular el entorno inmunoldgico e

inflamatorio uterino permitiendo la supervivencia y mantenimiento de la funcion de los

12



espermatozoides, asi como el desarrollo del embrion, la implantacion, y el desarrollo de

la placenta posteriormente (Bai et al., 2018; Parra et al., 2023).

Se ha observado un efecto positivo en la produccion de embriones in vitro cuando los
medios M1V, FIV y CIV se suplementan con PS-VEs (Barranco et al., 2024). Resultados
similares fueron observados en el estudio de Ma et al., (2022), estos autores comprobaron
que al suplementar el medio de fecundacion con epididimosomas, mejoraba el desarrollo
embrionario. También pueden tener la capacidad de modular la funcion de las células de
cumulo cuando estas se agregan al medio de maduracion participando en la fisiologia de

los ovocitos porcinos (Mateo-Otero et al., 2022).

4.3.2 Efectos de las PS-VEs sobre la conservacion espermadatica

La necesidad de preservar los espermatozoides para su posterior uso en fecundacion in
vitro o0 en inseminacion artificial ha crecido debido al avance de las técnicas de
reproduccion asistida (Waberski et al., 2019). Los espermatozoides del verraco tienen la
ventaja de poder conservarse durante varios dias a 15-20°C cuando se utiliza un diluyente
de inseminacion, lo que facilita el almacenamiento de las dosis seminales y su posterior
difusion (Cheng et al., 2022). No obstante, la fertilidad de los espermatozoides
conservados disminuye a lo largo del tiempo y es practicamente nula en menos de una
semana. Por ello, dado el efecto beneficioso de las PS-VEs sobre los espermatozoides, la
implementacion de su uso como un suplemento podria ser una opcion para el
mantenimiento o mejora de la calidad espermatica. Sin embargo, hasta ahora solo parece
haber dos estudios sobre los efectos que presentan las PS-VEs en la conservacion con
semen fresco. En dichos estudios se puso de manifiesto que el uso de PS-VEs como
aditivo mantenia la motilidad total, mejoraba la motilidad progresiva, la integridad de la
membrana plasmatica, la integridad acrosomal, la actividad metabdlica, inhibia la
capacidad de union a la zona pelucida y aumentaba la capacidad antioxidante. Ademas,
mantenian estas propiedades durante el almacenamiento hasta 5 dias (Du et al., 2016;

Wang et al., 2024).

4.3.3 Efectos de las PS-VEs sobre la capacitacion espermdtica

La capacitacion es el proceso por el cual el espermatozoide sufre cambios estructurales y
funcionales que le confieren la hipermotilidad y la capacidad de fecundar el ovocito. In
vivo este proceso ocurre a lo largo del tracto reproductivo femenino y se caracteriza por

los cambios producidos a nivel de la permeabilidad de membrana espermatica,
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consecuencia de la pérdida de colesterol, asi como el intercambio de fosfolipidos que
incrementan la fluidez de la membrana. Estas modificaciones conducen a la apertura de
canales que permiten la entrada de HCOs™ y Ca®", 1a activacion del adenilato ciclasa (AC)
y a la formacion de AMPc. El AMPc es clave para activacion de la proteina quinasa A 'y
la fosforilacion de diversas proteinas (Purohit et al., 1999). La capacitacion espermatica

también se puede producir in vitro imitando los procesos anteriormente descritos.

En los espermatozoides de humanos se ha observado que las PS-VEs regulan la
capacitacion y la reaccion acrosomal al actuar sobre las proteinas que se fosforilan en
tirosina (Bechoua et al., 2011). En el verraco se ha demostrado que esta influencia de las
PS-VEs sobre la fosforilacion de la tirosina es limitada (Roca et al., 2022). Piehl et al.,
(2013) observaron que las PS-VEs disminuyen la capacitacion prematura de los
espermatozoides. Se ha relacionado la clusterina, que es una proteina vinculada a la
capacitacion, con las PS-VEs ya que se ha demostrado que cantidades bajas de clusterina
en las PS-VEs podria ser un diagnostico de infertilidad masculina humana (Parra et al.,
2023). Ademads, las PS-VEs transfieren factores de incapacitacion como las
espermadhesinas (Du et al., 2016), que estabilizan Isas membranas evitando la
capacitacion y la exocitosis acrosomica (Du et al., 2016). Se ha evaluado también el efecto
de la capacitacion mediante la FIV observandose que bajo la presencia de las PS-VEs el

porcentaje de ovocitos penetrados disminuye (Barranco et al., 2024).

5. Hipotesis y objetivos
Por todo lo descrito anteriormente, la hipotesis que hemos planteado en este trabajo es la

siguiente: el suplemento de PS-VEs a espermatozoides de epididimo diluidos en un

diluyente comercial podria mejorar la conservacion.

Para aceptar o rechazar nuestra hipotesis, proponemos los siguientes objetivos:

i.  Obtencion y caracterizacion de las PS-VEs de eyaculados de verracos de fertilidad
probada.
ii.  Determinar la calidad espermadtica de espermatozoides de epididimo incubados
con PS-VEs.
1ii.  Analizar el efecto de las PS-VEs sobre los espermatozoides epididimarios
conservados a 15°C durante 72 h
iv.  Determinar como afectan las PS-VEs de sobre la capacitacion espermatica y la

fecundacion in vitro
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6. Material y métodos
6.1 Preparacion de soluciones y reactivos
A no ser que se indique lo contrario, los reactivos utilizados fueron adquiridos en Sigma
Aldrich.
6.1.1 Medios para realizacion de western blot

Para la realizacion de western blot se usaron i) buffer de muestra 5X (tabla 1), ii) buffer de
electroforesis (tabla 2), iii) buffer de transferencia (tabla 3). Para lavar las membranas tras

la transferencia de las proteinas y después de la incubacion con los anticuerpos se utilizd
la solucion TTBS (tabla 5) y TPBS (tabla 4).

Tabla 1: Buffer de muestra 5X

Componentes Concentracion
SDS 05¢g
Tris 1M Ph 6,8 1,56 ml
Glicerol 2.5 ml
Azul de bromofenol 5 mg
H>O MilliQ 0.84 ml

Tabla 2: Buffer de electroforesis

Componentes Concentracion (10X) | Concentracion (1X)
Trizma-Base 30g 3g
Glicina 144 ¢ 144 ¢
SDS 10g lg
H>0 MilliQ 10L 1L
Tabla 3: Buffer de transferencia
Componentes Concentracion (1X)
Trizma-base 301 g
Glicina 144 ¢
Metanol 200 ml
H>O MilliQ 800 ml




Tabla 4: Composicion de la solucion TPBS

Componentes Concentracion
PBS 10X (Comercial) 100 ml
H20 MilliQ 900 ml
Tween 20 I ml

Tabla 5: Composicion de la solucion TTBS

TBS 10X TTBS
500 ml H>0 MilliQ 100ml TBS 10X
24,22 g Trizma-base 900ml H20MilliQ
87,70 g NaCl Iml Tween 20
Ph 7.5

6.1.2 Medios para montaje de ovocitos

En la tabla 6 se muestra la preparacion del medio de montaje utilizado para la tincion de
los ovocitos.

Tabla 6: Composicion medio de montaje

Componentes Volumen

PBS 0.1%-PVA 6.25 ml
Glicerol 6.25 ml

Hoechst-Stock 6.25 ul

6.2 Medios de manipulacion, lavado y cultivo de gametos

6.2.1 Preparacion de medios de manipulacion espermdtica

- Medio de dilucion espermatica: El medio utilizado para la conservacion de los
espermatozoides fue el diluyente MRA (KUBUS, S.A. Madrid, Espafia). Su
preparacion consistio en diluir 4g de MRA en 90mLde agua Milli Q. Se dejo estabilizar
2 h a 38,5°C antes de su uso.

Medio de capacitacion espermatica y fecundacion in vitro: Para la incubacion de los
espermatozoides durante la capacitacion y para la coincubacion de los
espermatozoides con los ovocitos durante la FIV se utiliz6 el medio Tyrode’s Albumin-

Lactate-Pyruvate (TALP) (Tabla 7).
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Tabla 7: Composicion medio TALP

Componentes Concentracion (mM)
NaCl 114.06
KCl 3.2
MgCl; 6H20 0.50
Lactato sodico 18.00
NaH>PO4 H,0O 0.35
Glucosa 5.00
NaHCO3 25.07
Cafeina 2.00
Lactato calcico SH,O 8.00
PVA 1 mg/ml
Sulfato de Kanamicina 0.17
Rojo fenol 0.003
BSA 6,6 10*
Piruvato sédico 1.110°

6.2.2 Preparacion de medios para lavado y cultivo de gametos

Para lavar los ovarios tras la llegada de matadero se utiliz6 solucion CETAB 0.04% (Tabla
8) y solucidn salina fisiologica (SSF) (Tabla 9), precalentados previamente en una estufa

a 38,5°C.

Tabla 8: Composicion medio lavado ovarios CETAB stock y solucion de cetab 0.04%

CETAB stock Solucion CETAB 0.04%
25 ml etanol absoluto 20ml CETAB stock
5 g Cetrimida 500ml H>O bidestilada
475 ml H>O bidestilada

Tabla 9: Composicion solucion salina fisioldgica (SSF)

Componentes g/1L
NaCl 9
Kanamicina 0,1
H>O bidestilada 1L
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Para la maduracion de los ovocitos se utilizé el medio North Carolina State University-
37 (NCSU-37)(Petters et al., 2020) Ay B (Tabla 11).

Tabla 10: Composicion de los medios NCSU-Stock y suplementado.

Medio NCSU-Stock (Mm)

Concentracion (Mm)

NaCl 108.73
NaHCO:3 25.07
KCl 4.78
KH>PO4 1.19
MgSO47H20 1.19
CaCl» 2H20 1.70
Glucosa 5.55
Glutamina 1.00
D-Sorbitol 12.00
Penicilina G
Estreptomicina
Cisteina 0.57
[-mercaptoetanol 50 pm
Insulina 5 mg/L

Tabla 11: Composicién de medio NCSU-37 (A) y (B).

Medio NCSU-37 (A)

Medio NCSU-37 (B)

NCSU-37 suplementado

NCSU-37 suplementado

Fluido folicular porcino (PFF) 10%

PFF 10% (v/v)

(v/v)
dbAMPc 1 mM
PMSG/hCG 10 pl/ml

6.3 Material biologico

6.3.1 Obtencion de espermatozoides

6.3.1.1  Espermatozoides eyaculados
Los eyaculados se obtuvieron por el método de mano enguantada y procedian de verracos

de fertilidad probada. Una alicuota de 10 mL de eyaculado completo fue utilizada para

analisis espermadtico y obtencion de PS-VEs.

6.3.1.2  Espermatozoides de epididimo
Los epididimos utilizados se obtuvieron de testiculos de verracos sacrificados en

matadero (El Pozo S.A, Alhama de Murcia, Murcia, Espafia). Fueron transportados al

laboratorio en un periodo maximo de 30 minutos tras el sacrificio del animal. Una vez en
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el laboratorio, se eliminaron los restos de sangre mediante lavados con solucion salina.
Posteriormente, se disecd la cola del epididimo para la visualizacion del conducto
deferente. Con un catéter BD Insyte™ de 24G (381212, Becton Dickinson Infusion
Therapy Systems, Inc., Sandy, Utah, USA) adaptado a una jeringa se canaliz6 el conducto

deferente y mediante aire presurizado se obtuvieron las muestras espermaticas.

6.4 Determinacion de parametros de funcionalidad espermatica
6.4.1 Concentracion de espermdtica

La concentracion espermatica se determind con el espectrofotometro Spermacue
(Minitube, Tiefenbach-Alemania). Dado que los espermatozoides de epididimo estan
altamente concentrados, previo a determinar la concentracion se procedio a la dilucion de
la muestra 1:4 en diluyente MRA. Se realizaron tres mediciones seguidas para cada

muestra, y se calculo la media de dichas mediciones.
6.4.2 Motilidad espermadtica

Se empled un sistema asistido por computadora para analizar la motilidad de los
espermatozoides, conocido como C.A.S.A (Computer-Assisted Sperm Analysis),
utilizando un sistema ISAS® (PROISER I+D S.L., Valencia, Espafia) conectado a un
microscopio de contraste de fases negativo (x 1000; Leica DMR, Wetzlar, Alemania) y
una cadmara digital (Basler Vision, Ahrensburg, Alemania). Las muestras se dispusieron
en una camara SpermTrack® (STP-21006, PROISER I+D S.L., Valencia, Espana) de 20
um, mantenida a una temperatura de 38,5°C. Se capturaron 5 imagenes de cada muestra
y se evaluaron los parametros: porcentaje de espermatozoides motiles (MotT, %),
porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo (MotP,%), espermatozoides
rapidos (Réapidos), espermatozoides con velocidad media (Medios), espermatozoides con
velocidad lenta (Lentos), velocidad de desplazamiento curvilinea (VCL), velocidad de
desplazamiento rectilinea (VSL), velocidad de trayectoria (VAP), desplazamientos
laterales de la cabeza (ALH), linealidad espermatica (LIN), indice de rectitud espermatica

(STR), oscilacion lateral de la cabeza (WOB) y frecuencia de cruzamiento (BCF).

6.4.3 Evaluacion de vitalidad espermadtica e integridad acrosomal

El estudio de la viabilidad e integridad acrosomal se realizd mediante el uso de
fluorocromos y un citémetro de flujo. Se utilizo el yoduro de propidio (IP) para evaluar

la vitalidad espermatica ya que penetra en el interior de los espermatozoides muertos que
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presentan la membrana rota. Para la integridad del acrosoma se utilizo la lectina Arachis
hipogaea (PNA-FICT) unida a fluoresceina. Esta lectina se une al contenido del

acrosoma, por lo que marca los espermatozoides con acrosoma dafiado.

Para la evaluacion, las muestras de espermatozoides epididimarios conservados en MRA
se prepararon con una concentracién de 200.000 spz/ml en PBS (sterile-filtered, suitable
for cell culture, Sigma- Aldrich). Se incubaron con 5 pL. de IP de una solucion stock
(500pg/mL) y con 5 pL. de PNA-FITC (200pg/mL) a 37°C durante 10 minutos. La
medicion de la fluorescencia se realizd mediante el citometro de fluyjo Guava Easy-cyte
6-2 (Millipore, Hayward, CA, EE. UU.) con un laser azul de 488 nm, un sensor FL-1 con
un filtro de paso de banda de 525/30 nm para detectar el PNA-FITC, y un sensor FL-2
con un filtro de paso de banda de 695/50 nm para detectar el IP. Se aplic6 una puerta de
dispersion frontal y lateral para excluir agregados e impurezas del andlisis. Se analizaron
3000 eventos y se registraron dos medidas por muestra. Los datos de citometria de flujo
se analizaron utilizando el programa Expo32ADC (Beckman Coulter Inc.). Para corregir
la superposicion espectral, se implementd un proceso de compensacion de fluorescencia
en el que se identificaron cuatro subconjuntos de espermatozoides: viables sin dafio
acrosomal, muertos sin dafio acrosomal, muertos con dafio acrosomal y viables con dafio

acrosomal.

6.4.4 Actividad metabolica mitocondrial

Para el estudio de la actividad metabdlica mitocondrial se utiliz6 citometria de flujo. El
fluorocromo utilizado para evaluar la actividad metabolica fue la rodamina (Rh123) que
penetra en las mitocondrias que se encuentran activas generando una fluorescencia verde.
Para este propdsito, se incubaron 200.000 spz/mL, con 0.5 ul de Rh123 (Rodamina 123,
R-8004, 5 mg, diluida en DMSO a 0.53 mM) y 0.5 ml de PBS. La incubacion se llevo a
cabo a 37°C durante 10 minutos, seguida de una centrifugacion a 1000g durante 3
minutos. El pellet se resuspendio en 500 pl de PBS. La fluorescencia fue medida mediante
un citometro de flujoGuava Easy-cyte 6-2 (Millipore, Hayward, CA, EE. UU) utilizando
un laser azul de 488 nm con un sensor FL-1 con un filtro de paso de banda de 525/30 nm.
Se identificaron dos subconjuntos de espermatozoides: Los que presentaban
fluorencencia que tenian actividad metabolica mitocondrial y los ausentes en

fluorescencia que no tenian actividad.
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6.4.5 Morfoanomalias

Para determinar las formas anormales de los espermatozoides, se realizé la fijacion de
estos en solucidn salina formolada al 0.3% en una dilucién 1:10. Posteriormente, se
evaluaron al microscopio de contraste de fases a una magnificacion de 100X, contando
100 espermatozoides por muestra. El porcentaje de morfoanomalias evaluadas se
clasificaron en anomalias de la cabeza (macro o microcabeza, o cabezas sueltas),
presencia de gotas en el flagelo (proximal o distal) y anomalias del flagelo (cola en latigo

o en ovillo).

6.4.6 Evaluacion de capacitacion espermdtica

6.4.6.1  Determinacion de la actividad de PKA, fosforilacion de tirosina y

tubulina mediante western blot

Para evaluar la capacitacion espermatica los espermatozoides fueron incubados durante
2 h en el medio de capacitacion TALP. Transcurrido el tiempo de capacitacion se procedio
a la extraccion de las proteinas espermaticas y a su analisis mediante Western blot (WB)
segin el método descrito por Navarrete et al., (2015). Los espermatozoides fueron
sometidos a una centrifugacion a 13500 g durante 2 minutos a 4°C, se elimind el
sobrenadante y los espermatozoides se resuspendieron con 600 ul de PBS a 4°C. Luego,
se centrifugd a 15500 g durante 3 minutos a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y los pellets
se mezclaron con un tampon de muestra (buffer de muestra) 5X, incubandolos durante 5
minutos a 100°C. Posteriormente, se centrifugd nuevamente a 15500 g durante 5 minutos,
y los sobrenadantes que contenian las proteinas fueron transferidos a nuevos tubos para

llevar a cabo el analisis mediante WB.

Para la electroforesis, se utilizd un gel de poliacrilamida con sulfato de sodio al 12%
(geles Mini-Protean TGX, Bio-rad). El primer pocillo se cargd con un estandar de
proteinas de peso molecular conocido (Precision plus protein standards dual color, Bio-
rad) con un rango entre 10 y 250 kDa. Se aplicé una corriente de 40mAmp/gel durante
30 minutos. Para la transferencia de membrana, se utilizé una membrana de nitrocelulosa
de polivinilideno difluoruro (PVDF) de 0.45 pm (Immobilon®-P Transfer Membranes),

aplicando una corriente de 250 mAmp durante 90 minutos.

Las membranas se lavaron con solucion salina tamponada con TTBS y se bloquearon las
uniones inespecificas con leche/BSA (dependiendo del anticuerpo utilizado) al 5% en

TTBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron las membranas
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con TTBS y se incubaron con los anticuerpos fosfotirosina (Millipore clone 4G 10,
1:10000), PKA (Cell Signaling Technology 9624, 1:10000) y tubulina (Sigma- T0198,
1:5000) a 4°C durante toda la noche. Luego, se procedid a lavar las membranas y a su
incubacion con los anticuerpos secundarios anti-raton HRP (Bio-rad 170-6516, 1:10000)
y anti-conejo HRP (Santa Cruz sc2004, 1:10000) a 4°C durante 1 o 2 horas, dependiendo
del anticuerpo incubado. Las bandas inmunorreactivas positivas se detectaron mediante
un sustrato de quimioluminiscencia (ECL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Estados Unidos), y la quimioluminiscencia fue capturada mediante el equipo Amershan™

Imager 600 (GE Healthcare).

6.5 Pruebas de penetracion espermatica in vitro

6.5.1 Obtencion y maduracion in vitro de los complejos cumulus oophorus

(COCs)

Los ovarios se obtuvieron de hembras sacrificadas en el matadero (El Pozo S.A, Alhama
de Murcia, Murcia, Espafia). Estos ovarios fueron transportados al laboratorio en un
recipiente isotérmico a una temperatura de 38°C, sumergidos en SSF. Se seleccionaron
aquellos ovarios que presentaban un desarrollo folicular adecuado (foliculos de 3-6 mm),
eliminando aquellos que tenian cuerpos luteos o formas anomalas. Al llegar al laboratorio,

los ovarios fueron lavados con CETAB al 0.04% y con SSF.

La extraccion de los ovocitos del foliculo se llevé a cabo mediante aspiracion utilizando
una jeringa de 10 ml. El fluido folicular y los COCs obtenidos se transfirieron a tubos de
10 ml previamente calentados a 38.5°C. Estos tubos se dejaron sedimentar durante 5
minutos, y parte del fluido folicular fue eliminado. El sedimento se mezclé con 5 ml de

PBS-PVA 'y el contenido se distribuy6 en dos placas de 90 mm.

Los COCs fueron examinados utilizando un estereomicroscopio en una mesa calefactada
a 38,5°C. Se aspiraron mediante una pipeta Pasteur de vidrio adelgazada por calor,
acoplada a una cénula de silicona. Se seleccionaron los COCs que presentaban un
cumulus oophorus compacto y uniforme, acompanado de un citoplasma oscuro y

granulado.

Una vez seleccionados, los COCs fueron lavados en medio de maduracion NCSU-37
suplementado. Posteriormente, en grupos de 50 COCs, se introdujeron en una placa de
cuatro pocillos que contenia 500 pl de medio NCSU-37 A en cada pocillo. Esta placa se

dejé incubar durante un periodo de 20 a 22 horas, manteniendo una temperatura de
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38,5°C, un 5% de CO2, un 7% de O2 y una atmoésfera saturada en humedad.
Posteriormente, los ovocitos fueron transferidos nuevamente a una placa de 4 pocillos
con 500 pl de medio NCSU 37-B y se mantuvieron por un periodo adicional de 22-24

horas bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

6.5.2 Fecundacion in vitro (FIV)

La FIV se realizd siguiendo el protocolo descrito por Funahashi et al., (2001). Tras la
maduracion de los complejos cimulo-ovocito, los ovocitos fueron separados de las
células del cimulus mediante pases a través de una pipeta automatica. Finalmente, grupos
de 50 ovocitos fueron transferidos a placas de cuatro pocillos, con volumen de 500 ul de
TALP. Los ovocitos fueron inseminados con 125000 spz/ml. Durante 16-18 horas los
gametos fueron cocultivados en un incubador a 38,5°C, 5% de CO2 y humedad a

saturacion.

6.5.3 Evaluacion de los parametros de fecundacion: fijacion y tincion de

gametos

Al finalizar el periodo de cocultivo, los ovocitos se lavaron en PBS-PVA y se liberaron
del exceso de espermatozoides adheridos mediante sucesivos pases a través de una pipeta.
Posteriormente, fueron transferidos a una nueva placa con 500 pl de PBS-PVA para
terminar el lavado e iniciar la fijacion. Para ello, los ovocitos fueron depositados en 500
ul de PBS-PVA suplementado con 10 pl de glutaraldehido. Transcurridos 30 min, los
ovocitos se lavaron de nuevo en PBS-PVA y finalmente se depositaron en 500 pl de medio
de tincion fluorescente Hoechst durante 30 minutos. Finalmente, para eliminar restos del
fluorocromo, los ovocitos se lavaron nuevamente con PBS-PVA y se transfirieron a un
portaobjetos con 5 pl de medio de montaje. Las muestras fueron evaluadas en el

microscopio de fluorescencia a 40X.

Los parametros evaluados fueron el porcentaje de ovocitos penetrados (Pen %), el nimero
de espermatozoides penetraron en el ovocito (Spz/Ovo) y el nlimero de espermatozoides

unidos a la zona pelucida (Spz/ZP) (figura 2).
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Figura 2: Imagen al microscopio de fluorescencia de ovocitos y espermatozoides tefiidos
mediante Hoechst. a) Ovocito inmaduro en vesicula germinal (*) con espermatozoides
adheridos a la zona pelucida (flechas). b) Ovocito maduro en metafase II (*) sin fecundar.
¢) Ovocito maduro fecundado con varios pronucleos (*) y espermatozoides (flecha)
unidos a la zona pelucida.

6.5.4 Obtencion de las vesiculas extracelulares del plasma seminal
6.5.4.1  Aislamiento de las VEs
El eyaculado fue centrifugado a 1500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente para
separar el plasma seminal del componente celular. El sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo y se sometid a una segunda centrifugacion en las mismas condiciones, el
sobrenadante obtenido se centrifugd a 10000 g durante 30 minutos a 4°C para eliminar
posibles residuos celulares. Para aislar las PS-VEs, se procedié a la realizacion de
centrifugaciones seriadas segun el método descrito por Théry et al., (2006). Este método
consisitio en la realizacion de una ultracentrifugacién a 100000 g durante 70 minutos a

4°C (ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-100 XP con rotor 70ti) para obtener un
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pellet que contenia las VEs. Este pellet se resuspendio en 3.5 ml de PBS y se someti6 a
una nueva centrifugacion en las mismas condiciones. Finalmente, el sobrenadante fue
descartado y el pellet resuspendido en un volumen final de 300 pl y alicuotado en
volimenes de 50ul. Una de las alicuotas se utilizo para analizar la concentracion de
proteinas mediante el Kit Coomassie Plus Bradford assay (23238, Fisher Scientific™,
Waltham, MA, Estados Unidos) siguiendo el protocolo del fabricante, utilizando la misma
cantidad de proteina en cada muestra. Se establecid que una concentracion de proteinas
de 2 pg/pl se corresponde con 1 x 107 VEs/ul (EXOCET, Exosome Quantitation Kit).

Las alicuotas restantes se almacenaron a -80°C para su uso posterior.

6.5.4.2  Identificacion y caracterizacion de las VEs

a. Medicion del tamario de las VEs

La distribucion de tamanios de las VEs se evalué mediante DLS. Para el DLS se utilizo el
equipo Malvern Autosizer 4800 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Este
sistema esta equipado con un laser He-Ne de estado solido con una longitud de onda de
488nm, una intensidad laser de 40 mW, temperatura de 25°C y un pinhole de 300. Una
alicuota de 50uL de PBS con vesiculas suspendidas fue utilizada para realizar el analisis.
Los datos fueron analizados utilizando el software PCS (version 1.61, Rev. 1, Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido) en modo automaético. Se utilizaron los valores de
intensidad que representan a los de la muestra pura, ya que implican un menor error
(segun el criterio establecido por Malvern Instruments INC). Ademads, se realizd una
clasificacion de la intensidad de las particulas para proporcionar datos mas precisos sobre

el tamano de las VEs.
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Figura 3: Grafica del porcentaje de particulas entre 50-500 nm. Las tablas indican la
intensidad, el volumen y el nimero de particulas segiin en tamafio en nm y sus valores
medios.

b. Identificacion de tetraspaninas y contaminacion por albumina

mediante citometria de flujo

La concentracion y la composicion proteica de las VEs se examinaron utilizando un
citometro de flujo de alta resolucion (CytoFLEX S; Beckman Coulter, Division de
Ciencias Biologicas, Indianapolis, EE. UU.). Para garantizar la precision del citdmetro en
la entrada y en el conteo de VEs, se emplearon nanosferas fluorescentes de 50-100 nm de
diametro (Nanobead Calibration Kit, Bang Laboratories Inc. Drive Fisher, Indiana, EE.
UU). El analisis se centro en la deteccion de eventos con caracteristicas de tamafno
especificas de las VEs (Dispersion directa, FSC) y complejidad (dispersion lateral violeta
(SSC)-A). Las muestras se analizaron utilizando un flujo bajo (5-10 pl/min) y se
adquirieron al menos 10,000 eventos por muestra. Se incubo una alicuota de 10 pl de cada
muestra de VEs con CellTrace™ CFSE (éster succinimidilico de carboxifluoresceina;
Thermo Fisher Scientific) para identificar las VEs intactas y distinguirlas de estructuras
que no eran VEs, incluidos fragmentos de membrana. La concentracion de VEs se calculd
a partir de los eventos positivos de CFSE y la tasa de dilucion. Los anticuerpos utilizados
fueron anti-HSP70B-PE (ADI-SPA-844PE-050, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,
EE. UU), anti-CD81-aloficocianina (BD Bioscience, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE.
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UU), anti-CD63-FITC (clon REA1055, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania),
y anti-Albumina-FITC (CLFAG16140, Cedarlane, Burlington, Canadé, EE. UU.).

c. Identificacion de las VEs mediante microscopia electronica de
transmision (TEM)

La visualizacion de las VEs se realizé mediante microscopia electronica de transmision
(TEM). Para ello, se deposito una alicuota de 10 pul en una membrana de rejilla recubierta
de carbono Formvar y se dejé que se secara durante 1 minuto. Posteriormente se
afadieron 10 pL de acetato de uranilo al 2% y se dejé durante 1 minuto para lograr un
contraste negativo; luego, se lavd la membrana y se dejo secar durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las imdagenes fueron capturadas utilizando una platina de
microscopio electronico JEOL1011 a 80kV (Jeol, Japén). Las fotografias se tomaron a

una ampliacion de 59000-97000 aumentos.

6.6 Disefio experimental

Se utilizaron 5 muestras de plasma para la extraccion de PS-VEs, se realizé un pool y se
congel6 a -80°C para su uso posterior. Para analizar el efecto de las vesiculas
extracelulares del plasma seminal sobre los espermatozoides de epididimo se plante6 el

siguiente disefio experimental:

6.6.1 Experimento 1. Efecto de las VEs del plasma seminal sobre la

conservacion de espermatozoides de epididimo durante 0, 24, 48 72 h a 15°C.

30x10° spz/mL se suplementaron (EP+) o no (EP-) con 400 x 10° de VEs/ml, se
conservaron a una temperatura de 15°C hasta 72 horas. A las 0, 24, 48 y 72 horas se

realizaron los siguientes analisis (figura 4):

- Motilidad, evaluada mediante el sistema de andlisis computerizado (CASA).
Los parametros analizados fueron la motilidad total, la motilidad progresiva,
espermatozoides rapidos, medios, lentos, VCL, VSL, VAP, ALH, WOB, STR,
LIN, BCF.

- Viabilidad, evaluada con el fluorocromo IP.

- Integridad del acrosoma, evaluada con la lectina PNA unida a fluoresceina

- Actividad metabolica mitocondrial, evaluada con Rh123.

- Resistencia térmica. Pasados los tiempos de conservacion 24 y 72 horas, las

muestras sometieron a una incubacion durante 5 horas a 38.5°C. Transcurrido
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este tiempo de determino la motilidad, la viabilidad, integridad del acrosoma,
y la actividad mitocondrial.

- Se realizaron 10 replicados para llevar a cabo la prueba de conservacion.

CONSERVACION

-

Temperatura 15°C

EEx e MotT

* MotP

» . Rép]dos M
* Medios
Conservacion Oh, 24h, 48h y 72h * Estaticos

« VCL
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Espermatozoides conservados 24 y 72h * BCF
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ﬁ}ﬁﬂl — Citometria de flujo
Viabilidad (IP)

EP-

*Diluidos en conservante MRA

Integridad
acrosomal
(38,5°C, durante 5h) (PNA) L e
e Motilidad Metabolismo
e Viabilidad mitocondrial
o Estado acrosomal (Rh123)

Metabolismo mitocondrial

—

Figura 4: Diseno experimental para el estudio de conservacion espermatica.

6.6.2 Experimento 2. Efecto de las VEs del plasma seminal sobre la
funcionalidad espermadtica

6.6.2.1  Efecto de las PS-VEs sobre la capacitacion espermatica
EP+ y EP- fueron diluidos en medio de capacitacion TALP (3x10° spz/mL) e incubados

durante 2 y 4 horas en a una temperatura de 38.5°C, 5% de CO2 y humedad 100%. Como
control se utilizaron EP+ y EP- diluidos en MRA e incubados en las mismas condiciones,
aunque sin 5% de COz. Transcurridas las incubaciones, se procedio6 a la extraccion de las
proteinas para realizar el analisis de la actividad de la PKA y la fosforilacion de tirosina

mediante WB (figura 5). Se realizaron 5 replicados.
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Efecto de las PS-VEs sobre la interaccion de gametos y

6.6.2.2
penetracion espermadtica.

Ovocitos madurados in vitro y libres del cumulus oophorus. fueron inseminados con

125000 spz/mL procesados de la siguiente manera (figura 5):

i.
humedad 100%).

Tras 16-18 de cocultivo se evaluaron los siguientes pardmetros de fecundacion: % de

il.
ovocitos penetrados, numero de espermatozoides adheridos a la zona pelicida y numero

de espermatozoides por ovocito. Se realizaron 7 replicados.
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Figura 5: Disefio experimental para el estudio funcional de los espermatozoides



6.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el software estadistico SPSS Statistics
(licencia 2021, version 28). En las pruebas de conservacion, se utilizo la prueba Anova de
una via. Para los resultados de la FIV se utiliz6 la prueba T de student para muestras
independientes. Se asumieron diferencias significativas cuando aparecia un p valor <0.05.

Los datos se expresaron con la media del error estandar de la media + SEM.

7. Resultados
7.1 Caracterizacion de las PS-VEs

Las observaciones de microscopia electronica de transmision confirmaron la presencia de
VEs (figura 6). Estas son redondeadas y se rodean de una doble membrana. El analisis
por DLS detectd un tamano de particula de la muestra que rondaba 50-500 nm
encontrandose particulas de mayor concentracién con un tamafo de 200 nm. El porcentaje
de los marcadores analizados para la presencia de VEs en las PS-VEs fue para CD63 de
21,7%; CD81 de 22,10%; HSP70 de 63,8%. Ademas, se confirmoé la alta pureza de las

muestras tras el analisis de deteccion de contaminacion de albumina (1,29%).

Figura 6: Deteccion de PS-VEs porcinos mediante TEM. Las flechas indican la
morfologia de las PS-VEs.
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7.2 Pruebas de conservacion

7.2.1 Motilidad espermadtica

Los resultados de motilidad total y progresiva en espermatozoides de epididimo
conservados a 15°C se muestran en la tabla 12. Se puede observar que la presencia de PS-
VEs durante la conservacion afectd a los parametros de motilidad. Tanto la motilidad total
como la progresiva se mantuvieron superiores a lo largo del tiempo cuando en el medio
habia PS-VEs. No obstante, solo se observaron diferencias estadisticamente significativas
para los tiempos de conservacion 24 y 48 h, y para la motilidad progresiva las diferencias

solo se observaron a las 48 h.

Tabla 12: Motilidad total y motilidad progresiva de espermatozoides de epididimo
conservados suplementados o no con PS-VEs durante 72 h a 15°C. Los resultados se
presentan como media=SEM.

%Mot T %Mot P
Tiempo (h) EP+ EP- EP+ EP-
0 75,6+3,5 68,4+4,6 42,3122 43,29+4,9
24 62,4+4,12 46,7+4,9° 27,3£2,3 21,6x4,1
48 35,1+£5,8¢2 17,3+5,6° 11,4+2,52 4,1+2,5b
72 12,4+3,8 5,4+2,3 3,742,3 0,6+0,3

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epididimo sin suplementar, %Mot T, porcentaje de motilidad total, %Mot P: porcentaje de
motilidad progresiva. ® y ® en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).

Al analizar la velocidad con la que se movian los espermatozoides comprobamos que
estaba afectada por la presencia de vesiculas en el medio de conservacion (Figura 7 a, b
y ¢). Se observé un incremento en el porcentaje de espermatozoides con velocidad media
a las 0, 24, y 48 h cuando el medio es suplementado con PS-VEs. Por el contrario, a las
48h, el porcentaje de espermatozoides con velocidad lenta se vio incrementado. La
presencia de PS-VEs no afect6 al porcentaje de espermatozoides rapidos en los tiempos

estudiados.
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Figura 7: Porcentaje de espermatozoides con velocidad rapida (a), media (b) y lenta (c)
durante 72 h de conservacion y suplementados (EP+) o no (EP-) con PS-VEs. #y ® indican
diferencias significativas (p<0.05). Los resultados se presentan como media=SEM.

En la tabla 13 y tabla 14 se muestran los resultados de los pardmetros de motilidad VCL,
VSL, VAP, ALH, LIN, WOB, STR y BCF. En ella se puede observar que la velocidad de
desplazamiento rectilinea y la velocidad de trayectoria fue significativamente inferior en
espermatozoides suplementados a las 0 h respecto de en los no suplementados. Sin
embargo, a las 72 h el parametro desplazamiento lateral de la cabeza fue superior en

espermatozoides suplementados con PS-VEs.
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Tabla 13: Parametros de motilidad (VCL, VSL, VAP y ALH) de espermatozoides de epididimo
suplementados o no con PS-VEs conservados a 15°C hasta 72 h. Los resultados se expresan en

porcentaje. Los resultados se presentan como media+SEM.

VCL(um/s) VSL (um/s) VAP(um/s) ALH(um)
Tiempo
(h) EP+ EP- EP+ EP- EP+ EP- EP+ EP-
0 90,9+5,6 | 105+5,7 | 29,6+1,8 | 38,6+3,5° | 40,7+2,4* | 50,943,4%| 3,6%0,2 | 4+0
24 | 78,3+4,3 |89,9+4,7|21,4+12 | 24+3,1 | 33+18 | 36,4+3,5|3,4+0,3 | 3,9+0,3
48 67,9+2,7 |63,1+7,2| 17,1+1 | 16,3+3,1 | 27,7415 | 25,6+4,2 | 3,1+0,3 | 2,6+0,5
72 |64,7+19,2(39,748,6| 12+14 | 8,7+0,9 | 21+2,3 | 17,4422 |2,1+0,6% | 0,4+0,2"

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epidididmo sin suplementar, VCL: Velocidad de desplazamiento curvilinea, VSL: Velocidad de
desplazamiento rectilinea, VAP: Velocidad de trayectoria, ALH: Desplazamientos laterales de la
cabeza. * y ® en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).

Tabla 14: Parametros de motilidad (LIN, STR, WOB y BCF) de espermatozoides de

epididimo suplementados o no con PS-VEs conservados a 15°C hasta 72 h. Los resultados
se presentan como media+SEM.

LIN(%) STR(%) WOB(%) BCF(Hz)
Tiempo (h) | EP+ EP- EP+ EP- EP+ EP- EP+ | EP-
0 31,9+1,7|34,642,1| 723+2,8 | 73,7£3,3| 44,31 | 40,4+6 |6,6%0,3|7+0,4
24 28,9+2,4|27,943,4|65,6+2,7 |65,7+2,9 |43,4+2,2|41,9+3,5| 6+0,4 |6+0,4
48 25,3+1,4|25,1+2,4162,3+1,9|67,6+7,440,7+2,1|39,6+3,9| 6+0,4 |4,9+1
72 24,6+4,8|25,943,5|59,6+3,6 | 52,1+4,3 |45,4+2,448,3+3,7| 4+1,1 | 2+1

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epidididmo sin suplementar, LIN: Linealidad espermética, STR: indice de rectitud espermatica,
WOB: Oscilacion lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de cruzamiento.

En la tabla 15 se muestran los resultados de los pardmetros motilidad total y progresiva
tras la prueba de termorresistencia a las 24 y 72 horas. Aunque no se observaron
diferencias significativas, el porcentaje de espermatozoides con motilidad total y
progresiva fue superior cuando eran conservados con PS-VEs tanto a las 24 como a las
72 h.

Tabla 15: Motilidad total y motilidad progresiva de espermatozoides sometidos a una
prueba de termorresistencia tras 24 y 72 h de conservacion en presencia o no de PS-VEs.
Los resultados se presentan como la media+SEM.

%Mot T %Mot P
Tiempo (h) EP+ EP- EP+ EP-
24| 61,43+10,6 51,3+11,6 39,3+7,3 29,4+7,3
72 26,7+11,5 22,17+10 13,648,3 9,3+4,7

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epididimo sin suplementar, %Mot T, porcentaje de motilidad total, %Mot P: porcentaje de
motilidad progresiva.
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7.2.2  Evaluacion de viabilidad y dafio acrosomal

Los resultados de viabilidad y dafio acrosomal de los espermatozoides conservados a
15°C alas 0,24 ,48 y 72 horas se muestran en la figura 8 a y b respectivamente. A las 48
horas se observo que el porcentaje de espermatozoides vivos era significativamente
menor en el grupo de espermatozoides incubados con PS-VEs. El porcentaje de
espermatozoides que presentan el acrosoma intacto se mantuvo significativamente menor
a lo largo del tiempo a partir de las 24 h hasta las 72 h en los espermatozoides

suplementados con PS-VEs.

a) Viabilidad

b) Acrosomas intactos

0 24 48 72

Figura 8: a) Vitalidad espermatica durante las 72 h de conservacion a 15°C. b) Dafio
acrosomal espermatica durante las 72 h de conservacion a 15°C. 2 y ® en la misma fila
indican diferencias significativas (p < 0,05). Los resultados se presentan como
media+=SEM.

En la tabla 16 se muestran los resultados de viabilidad y acrosomas intactos tras la prueba
de termorresistencia. El porcentaje de acrosomas intactos fue superior a lo largo del
tiempo en el grupo espermatozoides no suplementados, observandose diferencias

significativas a las 72 h. No hubo diferencias significativas en viabilidad.
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Tabla 16: Viabilidad, acrosomas intactos en espermatozoides conservados durante 24 y
72 h tras la prueba de termorresistencia. Los resultados se expresan como media+tSEM.

Viabilidad Acrosomas intactos

Tiempo (h) EP+ EP- EP+ EP-
24 66+2,5 68,6+3,5 64,7+3,32 83,3+3,2b
72 56,3+4,2 61,35 48,2+1,22 73,3+4,7°

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epidididmo sin suplementar. * y ® en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05).

7.2.3 Evaluacion de la actividad metabolica

En la figura 9a se muestran los resultados de la actividad metabdlica mitocondrial de los
espermatozoides epididimarios conservados durante 72 h a 15°C. No se observaron
diferencias a lo largo del tiempo entre grupos. En la figura 9 b se muestran los resultados
de actividad metabolica de los espermatozoides epididimarios tras la prueba de
termorresistencia a las 24 y 72 h. Tampoco se observaron diferencias entre grupos a lo

largo del tiempo.
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a) Actividad metabolica
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Figura 9: a) Actividad metabdlica durante 72 h de conservacion a 15°C. b) Actividad
metabolica tras la prueba de termorresistencia a las 24 y 72 h. Los resultados se presentan
como media+SEM.

7.2.4  Acitividad de PKA y fosforilacion de tirosina

Los resultados de actividad de PKA, fosfotirosina y tubulina se encuentran representados
en la figura 10. Con respecto a la PKA, (figura 10 a) los resultados mostraron diferencias
en los patrones actividad de PKA y en la intensidad de bandas entre los grupos
experimentales. En el grupo de espermatozoides capacitados suplementados con PS-VEs
se observd una disminucidn estadisticamente significativa de la intensidad de bandas en

comparacion con los capacitados no suplementados (Figura 10 c).

Con relacion a la fosfotirosina, los westerns blot mostraron dos bandas entre los 50 y 37
kDa de similar intensidad en todos los grupos experimentales. También la aparicion de
una banda de aproximadamente 25 kDa que unicamente aparecia en los dos grupos
experimentales de espermatozoides capacitados (Figura 10 b). Ademas, se observa la

aparicion de una banda de 20kDa que unicamente aparece en el grupo de espermatozoides
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capacitados incubados sin PS-VEs. Sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas entre grupos al analizar la densidad dptica total por calle (Figura 10 d).

PKA
|
b
|
C CAP CAP + VEs
15kD
b e CAP | CAP +VEs|
150kD |
1;)50kk[]:)) d) g Tirosina
4
50kD
- E— i
1
S 0
25kD C CAP CAP + VEs
20kD -
15kD
° ¢ | cap [ cap +VEs|

SOKD S S s—

Figura 10: Western blot en espermatozoides de epididimo bajo condiciones capacitantes
(CAP) y no capacitantes (Control) incubados con (PS-VEs) o sin vesiculas. a)
Inmunodeteccion de PKA b) Inmunodeteccion de fosforilacion en tirosina. ¢) Densidad
optica PKA evaluada por calle. d) Densidad optica de fosforilacion de tirosina total
evaluada por calle. e) Inmunodeteccion de tubulina (control de carga). » y ® indican
diferencias significativas (p<0,05).
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7.2.5 Fecundacion in vitro (FIV)

Los resultados de FIV tras 2 horas de incubacion espermatica se muestran en la tabla 17.
Se observo que el porcentaje de ovocitos penetrados, numero de espermatozoides por
ovocito penetrado y espermatozoides unidos a la zona pelucida disminuyé de forma

significativa al inseminar con espermatozoides preincubados con PS-VEs.

Tabla 17: Efecto de la presencia de PS-VEs durante la FIV con espermatozoides de
epididimo. Los resultados se presentan como media=SEM.

Tratamiento N° ovocitos Pen (%) Spz/Ovo Spz/ZP
EP+ 217 30,043,1° 0,7£0,1° 6,9+0,5*
EP- 223 67,3+£3,28 5,1£0,42 16,8+1,52

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epididimo sin suplementar, Pen %: Porcentaje de ovocitos penetrados, Spz/Ovo: Espermatozoides
que han penetrado por cada ovocito, Spz/ ZP: Numero de espermatozoides por zona peltcida. * y
b en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Al igual que ocurri6 con los espermatozoides sin conservar, los pardmetros porcentaje de
ovocitos penetrados, numero de espermatozoides por ovocito penetrado y

espermatozoides unidos a la zona pelucida, fue menor al inseminar con espermatozoides

de epididimo incubados con PS-VEs y conservados durante 48 h (tabla 18).

Tabla 18: Efetos de la presencia de las PS-VEs sobre la FIV usando espermatozoides de
epididimos conservados durante 48h con o sin vesiculas. Los resultados se presentan
como media+SEM.

Tratamiento N ovocitos Pen (%) Spz/Ovo Spz/ZP
EP+ 185 21,6+32 0,38+0,18 10,8+12
EP- 217 97,7+1" 6,5+0,3° 41,842,9°

EP+: espermatozoides de epididimo suplementados con PS-VEs, EP-: espermatozoides de
epididimo sin suplementar, Pen %: Porcentaje de ovocitos penetrados, Spz/Ovo:
Espermatozoides que han penetrado por cada ovocito, Spz/ ZP: Numero de espermatozoides por
zona pelucida. 2 y ® en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

8. Discusion

Los espermatozoides almacenados en la cola de epididimo solamente han estado en
contacto con las secreciones y VEs del epididimo. En el momento de la eyaculacion, se
mezclardn con las secreciones y VEs de las glandulas accesorias. La mayor parte de
estudios realizados se han centrado en observar el papel de las PS-VEs sobre los
espermatozoides eyaculados, sin embargo, estos ya han estado previamente expuestos a

las secreciones de las glandulas accesorias y podria enmascarar la funcion que hacen
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exclusivamente las PS-VEs sobre ellos. Por tanto, seria interesante analizar el efecto de

las PS-VEs sobre espermatozoides epididimarios

Los espermatozoides de verraco tienen la ventaja de poder conservarse diluidos a una
temperatura aproximada de 15°C lo que ha permitido la gran difusion de la inseminacion
artificial en esta especie. Sin embargo, la calidad seminal disminuye a lo largo del tiempo
de conservacion. Se sabe que el plasma seminal ayuda al mantenimiento de las funciones
de los espermatozoides y evitan su capacitacion prematura y, probablemente, las PS-VEs
podrian estar implicadas en este hecho. Por ello, en este estudio se ha planteado evaluar

el papel de las PS-VEs sobre la conservacion en los espermatozoides de epididimo.

Los resultados del estudio han mostrado que la suplementacion al medio de conservacion
espermatico con PS-VEs mejord la motilidad, tanto la total como la progresiva a lo largo
del tiempo. No obstante, a pesar de que los efectos en la motilidad total se hacen visibles
a las Oh, no fueron estadisticamente significativos hasta las 24 h. Estos resultados son
similares a otros realizados sobre conservacion en eyaculado en los que también se
observé una mejoria en la motilidad del espermatozoide cuando se suplementaban a unas
condiciones Optimas con exosomas (Du et al., 2016; Wang et al., 2024). Otros estudios
como el realizado por Guo et al., (2019), en el que trabajaron en condiciones no
capacitantes o el realizado por Lange-Consiglio et al., (2022), en el que incubaron en
medio de capacitacion (TALP) pusieron de manifiesto que las PS-VEs solo mejoraban la
motilidad progresiva. Estos resultados demuestran por tanto que las PS-VEs afectaban a
la motilidad de los espermatozoides en ambas condiciones funcionales. El mecanismo por
el que esto ocurre podria explicarse con los estudios realizados por Park et al., (2011) en
el que observaron que los prostasomas contienen Ca2+ y la maquinaria necesaria para
regular esta via de sefializacion, la cual es fundamental para el mantenimiento de la
motilidad. En cuanto a la velocidad se vio que la velocidad media y lenta estaba influida
por las PS-VEs. Se observo una bajada menos acusada de la velocidad media y un
aumento de la velocidad lenta significativa a las 48 h cuando los espermatozoides se
encontraban suplementados. La explicacion podria deberse a que la suplementacion con
PS-VEs afecta a la disminucion de la velocidad, siendo menos acusada. Con respecto al
resto de parametros de motilidad, se observé que a las 0 h se producia una disminucién
en la velocidad de desplazamiento rectilinea y en la velocidad de trayectoria en el grupo
suplementado. A lo largo del tiempo se observd que estos valores cambiaban, aunque no

llegaron a ser significativos. Esto puede deberse a un efecto asociado con el diluyente ya
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que, basandonos en el estudio de Lange-Consiglio et al., (2022) la mayor adhesion de PS-
VEs a los espermatozoides ocurre a partir de 1 h y nuestro estudio evalud estos parametros
alas 0 h. Ademas, se vio que las PS-VEs mantenian el desplazamiento lateral de la cabeza
a las 72 h. Sin embargo, no existen otros estudios en la bibliografia relacionados con los

que poder comparar nuestros resultados.

Con respecto a la viabilidad se observo que la suplementacion con PS-VEs la disminuia
al igual que ocurri6 con la integridad acrosomal durante el tiempo de conservacion
analizado. Estos resultados son contradictorios con los obtenidos en espermatozoides
eyaculados, en los que la suplementacion con PS-VEs mejoraba la integridad de
membrana plasmatica de los espermatozoides almacenados, hecho atribuido
probablemente, a las propiedades antioxidantes que poseen las PS-VEs (Du et al., 2016;
Wang et al., 2024). Sin embargo, no hemos encontrado en la literatura consultada ningtin
estudio que evalte la integridad acrosomal y la viabilidad de los espermatozoides

epididimarios.

Un resultado curioso encontrado en este trabajo fue que, a pesar de que la motilidad se
viese modificada, no hubo diferencias entre grupos en cuanto a la actividad metabdlica.
Hay estudios que han puesto de manifiesto que las PS-VEs aumentan la actividad
metabolica ya que las transportan ATP activando la glucoélisis y la produccion de energia
en las mitocondrias de los espermatozoides manteniendo diversas funciones, entre ellas,
la motilidad (Guo et al., 2019; Wang et al., 2024). No obstante, no hemos hallado otros
estudios que evaluen la influencia de las PS-VEs sobre la actividad metabolica y la
produccion de ATP en los espermatozoides de epididimo que apoyen o no los resultados

obtenidos en este trabajo.

Los espermatozoides hasta que llegan al lugar de fecundacidon van a estar sometidos a
cambios de temperatura. Por ello, nos planteamos ver que efecto producian las PS-VEs
en los espermatozoides cuando eran sometidos a un estrés térmico. Los resultados no
mostraron diferencias ni en motilidad ni en viabilidad, pero si que se observo que el grupo
de espermatozoides suplementados con PS-VEs aumentaba significativamente el
porcentaje de espermatozoides con dafio en el acrosoma en ambos tiempos. La
explicacion pudiera ser por el propio efecto negativo que tienen las PS-VEs en el

acrosoma de los espermatozoides epididimarios.
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Posiblemente los estudios sobre capacitacion o fecundacion in vitro sean los que mas
informacion aporten sobre la funcionalidad espermatica. Por ello, como primer paso,
decidimos estudiar la capacitacion evaluando la actividad de la PKA y la fosforilacion de
la tirosina de los espermatozoides mediante WB. Observamos que las PS-VEs disminuian
la actividad de la PKA. Soriano-Ubeda et al., (2021) compararon la actividad de la PKA
entre espermatozoides capacitados de epididimo y de eyaculado y observaron que los
espermatozoides eyaculados mostraban una actividad de PKA reducida respecto de los
espermatozoides de epididimo. Basandonos en nuestros resultados, podriamos atribuir
que gran parte del efecto del PS sobre la capacitacion sea debida a la accion de PS-VEs
presentes en el plasma. Con respecto a los resultados de la fosforilacion de tirosina se
observo la desaparicion de una banda de unos 20 kDa cuando los espermatozoides fueron
incubados con PS-VEs, indicando que la adiciéon de PS-VEs en el medio inhibe la
fosforilacion de la tirosina de proteinas con este peso. Otros estudios han mostrado
diferencias significativas en la intensidad de bandas y, ademas, se relacion¢ la presencia
de exosomas con la inhibicion de la pérdida de colesterol y el aumento de fluidez de
membrana y la desaparicion de una banda de 14 kDa en la fosforilacion de tirosina (Piehl
et al., 2013.). Cabe destacar que estos autores trabajaron con espermatozoides de
eyaculado que tienen un patrén de fosforilacion diferente a los espermatozoides de

epididimo (Soriano-Ubeda et al., 2021).

Finalmente, los resultados de la FIV utilizando espermatozoides incubados 2 horas con
PS-VEs o tras 48h de conservacion mostraron un descenso en los parametros de
fecundacion, reduciendo el porcentaje de penetracion de los ovocitos, el numero de
espermatozoides por ovocito, asi como los espermatozoides adheridos a la zona peltcida.
Esto parece indicar que las PS-VEs participan en la regulacion de la capacitacion y por
tanto en la fecundacion de los ovocitos y que, ademas, estos efectos se mantienen a lo
largo del tiempo. Sin embargo, al igual que ocurridé con los experimentos realizados
anteriormente, tampoco hemos encontrado estudios similares con espermatozoides de
epididimo donde poder contrastar los resultados obtenidos en este trabajo. Barranco et
al., (2024) y Xu et al., (2024), en estudios realizados con espermatozoides eyaculados
observaron también que las PS-VEs disminuyen la reaccion acrosomal y la fertilidad in
vitro (Barranco et al., 2024; Xu et al., 2024). Ademas, han mostrado que las PS-VEs son
capaces de reducir la capacidad de los espermatozoides para adherirse a la zona pelucida,

algo que también hemos observado en nuestro trabajo. Estos autores pensaron que este
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hecho era debido a la influencia de las PS-VEs sobre la espermadhesinas ya que en
estudios in vitro se ha demostrado que estas alteran la capacidad de los espermatozoides

porcinos para unirse a la zona pelticida de los ovocitos (Caballero et al., 2005).

Los resultados obtenidos concuerdan con la funcién principal a la que se asocia al plasma
seminal, y en concreto a las PS-VEs, que son la de proteger a los espermatozoides
evitando la capacitacion prematura y manteniéndolos en un metabolismo bajo, con el fin
de sobrevivir el mayor tiempo posible para que una vez que entren en el tracto
reproductivo femenino hiperactivarse y prepararse para la fertilizacion (Xu et al., 2024).

Por ello, puede que sean las PS-VEs las relacionadas con estas funciones.

No obstante, son necesarios mas estudios sobre los distintos efectos que presentan las PS-
VEs sobre los espermatozoides de epididimo, ya que, como hemos comentado a lo largo
de la presente discusion, no hemos encontrado referencias bibliograficas que apoyen

nuestros resultados.

9. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas de este trabajo fueron:

e Las PS-VEs mejoran la conservacion espermatica, aunque no la viabilidad ni la
integridad acrosomal en espermatozoides de epididimo.

e Las PS-VEs no mejoran la calidad espermatica tras un estrés térmico.

e La capacitacion espermatica evaluada a través de la actividad de la PKA
disminuye en presencia de las PS-VEs.

e Las PS-VEs inhiben la fosforilacion en tirosina de proteinas con pesos proximos
20 kDa.

e Los parametros de FIV se reducen al fecundar con espermatozoides incubados

con PS-VEs.
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11. Anexos

Abreviaturas vy siglas

AC= Adenilato ciclasa

ADN=Acido desoxirribonucleico

ALH= Desplazamientos laterales de la cabeza
AMPc= Monofosfato de adenosina ciclico
ARN=Acido ribonucleico

ATP= Trifostato de adenosina

BCF= Frecuencia de cruzamiento

BSA= AlbGimina sérica bovina
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C.A.S.A = Computer-Assisted Sperm Analysis

CD9= Antigeno CD9

CD63= Antigeno CD63

CD81= Antigeno CD81

CIV= Cultivo in vitro

COCs= Complejo cumulo-ovocito

DLS= Dispersion de luz dindmica

ECL= Sustrato de quimioluminiscencia

ELSPBP1= Proteina 1 de unién a espermatozoides de epididimo
FICT= Isotiocianato de fluoresceina

FIV= Fecundacién in vitro

HSP70= Proteina de choque térmico-70

IP= Yoduro de propidio

kDa= Kilodalton

LIN= Linealidad espermatica

miARN = micro ARN

MISEV= Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares
MIV= Maduracion in vitro

MotP= Motilidad progresiva

MotT= Motilidad total

NCSU= Medio North Carolina State Universit

PBS= Tampo6n fosfato salino

PFF= Fluido folicular porcino

piRNA= ARN de silenciamiento

PKA= Proteina Kinasa A

PMSG/hCG =Hormona coridnica humana

PNA= Lectina Arachis hypogaea (Peanut aglutinin)
PS-VEs = Vesiculas extracelulares del plasma seminal
PVDF= Fluoruro de polivinilideno

SSF= Solucién salina fisiologica
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STR= Indice de rectitud espermatica

TALP= Medio albumina-lactato-piruvato de Tyrode.

TBS= Solucion salina tamponada

TEM = Microscopio electronico de transmision
TPBS= Soluciéon tampon salino fosfato de Tris
TTBS= Solucién salina tamponada de Tris
VAP= Velocidad de trayectoria

VCL= Velocidad de desplazamiento curvilinea
VEs = Vesiculas extracelulares

VSL= Velocidad de desplazamiento rectilinea
WB= Western blot

WOB= Oscilacion lateral de la cabeza
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