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RESUMEN

Las hembras aviares, como las pavas, poseen la particularidad de presentar una
“fertilizacion sostenida” en el tiempo, dependiente de la capacidad de la hembra para
almacenar y liberar esperma en el transcurso de los ciclos ovulatorios, capacidad que es
conferida por estructuras especializadas, llamadas “tubulos de almacenamiento
espermatico” (TAE), localizadas en la union utero vaginal (UUV). Los TAE permiten
asegurar la viabilidad de los espermatozoides tras la conservacion por periodos
prolongados de hasta 70 dias en pavas. Sin embargo, a pesar del gran interés practico
gue tendria para su conservacion in vitro, las condiciones bioguimicas, mecanismos
fisiolégicos y la base genética que permiten la conservacion y supervivencia de los
espermatozoides aviares son practicamente desconocidas. El liquido oviductal ha sido
indicado como el principal responsable para que espermatozoides presenten un entorno
6ptimo durante los eventos reproductivos, identificandose a las vesiculas extracelulares
(EVs) como su principal constituyente. Las EVs son definidas como mediadores en la
comunicacion intercelular mediante el transporte de multiples componentes moleculares
bioactivos desde la célula de origen hacia la célula receptora, transportando proteinas,
lipidos, ARN y ADN. De éste modo se postula que el contenido de las EVs de la UUV,
donde estan los TAE, del oviducto de hembras de pavo criollo (Meleagris gallopavo),
inhibe la movilidad sin afectar la viabilidad esperméatica. Frente a lo cual se busco
establecer la relacion entre el fotoperiodo estacional y las temporadas reproductivas,
para determinar la concentracion y contenido proteico de las EVs procedentes de la UUV
del oviducto de hembras de pavo criollo, en diversas condiciones estacionales y
reproductivas, probando la influencia de las EVs sobre la movilidad y viabilidad
espermatica in vitro. Para ello se efectuaron analisis de perfiles séricos de hormonas
sexuales en hembras (estrogeno y progesterona) y machos (testosterona), mediante la
técnica de radioinmunoensayo (RIA), a partir de lo cual se determinaron las temporadas
de muestreo, de acuerdo al fotoperiodo y estado ovulatorio de las hembras. Se extrajeron
EVs, mediante la técnica de ultracentrifugacion, a partir del fluido oviductal (in vivo) y el
sobrenadante de cultivos celulares (in vitro) de las regiones oviductales del M (sin TAE)
y la UUV (con TAE), de acuerdo a las etapas reproductivas de fotoperiodo negativo (FN),
fotoperiodo positivo (FP) y FP en estado ovulatorio (FP en O). Se efectu6é una

caracterizacion biométrica por medio de las técnicas de NTAy TEM, y se efectu6é una

XVi



caracterizacion molecular mediante espectometria de masas. Una vez determinadas las
muestras de EVs con mejores resultados bioactivos, correspondiente a las muestras in
vivo de M y la UUV en FP en O, se efectuaron pruebas de interaccion, movilidad y
viabilidad espermatica mediante la co-incubacion de EVs con espermatozoides, a partir
de tres concentraciones de EVs (4 x 107, 4 x 108 y 4 x 109 particulas/mL) y 4 puntos en
el tiempo (2, 4, 6 y 10 horas de co-incubacién). Empleando las técnicas de visualizacion
con PKH para interaccién, microscopia para evaluacion de movilidad, y la tinciéon de
eosina y visualizacion por microscopia para viabilidad. Los resultados permitieron
sefalar que los picos de hormonas sexuales se desarrollan entre fines de invierno e
inicios de primavera, correspondiendo al periodo de mayor interés reproductivo para la
especie. Se pudo establecer que el tamafio de las EVs in vivo (en FN, FP y FP en O)
dependiente del estado ovulatorio y es independiente del fotoperiodo y el tejido, mientras
que la concentracion es dependiente del fotoperiodo y el tejido. Respecto al tamafio de
las EVs de muestras in vivo e in vitro (en FP con y sin O), es dependiente del estado
ovulatorio y el origen de la muestra, mientras que la concentracién sélo depende del
origen de la muestra. En cuanto al contenido proteico de las EVs, depende
principalmente del origen de las muestras, validandose el método de lavado oviductal (in
vivo) por sobre el método in vitro, observandose un diferencial de expresion (ANXAS5,
STX2, LZTFL1, STXBP1, ATP2B4, RAB34, APOB, TTLL3) respecto a las funciones
biologicas de movilidad espermética y reaccién acrosomal. En relaciébn a la co-
incubacién de EVs de la UUV con espermatozoides, se pudo establecer la internalizacion
a partir de las 2 hrs, con conservacion de la viabilidad y reduccion de la movilidad en
funcién del tiempo. De éste modo se puede establecer que existen ciclos reproductivos
definidos de acuerdo al fotoperiodo estacional, con EVs secretadas en funcién del estado
reproductivo, origen de la muestra y tejido oviductal, con mayor fidelidad de la realidad
secretora a partir de muestras de lavado oviductal, con EVs que transportan proteinas
importantes para la funcién espermatica, colaborando positivamente en su viabilidad y

movilidad.
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ABSTRACT

Avian females, like turkeys hen (Meleagris gallopavo), have the particularity of presenting
“sustained fertilization” over time, dependent on the female's ability to store and release
sperm during the ovulatory cycles, a capacity that is conferred by specialized structures.
, called “sperm storage tubules” (SST), located in the utero-vaginal junction (UVJ). SSTs
ensure the viability of sperm after conservation for prolonged periods of up to 70 days in
turkeys hen. However, despite the great practical interest that it would have for its in vitro
conservation, the biochemical conditions, physiological mechanisms and genetic basis
that allow the conservation and survival of avian spermatozoa are practically unknown.
The oviductal fluid has been indicated as the main responsible for spermatozoa
presenting an optimal environment during reproductive events, identifying extracellular
vesicles (EVs) as its main constituent. EVs are defined as mediators in intercellular
communication through the transport of multiple bioactive molecular components from
the cell of origin to the recipient cell, transporting proteins, lipids, RNA and DNA. In this
way, it is postulated that the content of the EVs of the UVJ, where the SSTs are located,
of the oviduct of turkeys hen, inhibits motility without affecting sperm viability. Against
which we sought to establish the relationship between the seasonal photoperiod and the
reproductive seasons, to determine the concentration and protein content of the EVs from
the UVJ of the oviduct of female Creole turkeys, in various seasonal and reproductive
conditions, testing the influence of EVs on sperm motility and viability in vitro. For this,
analyzes of serum profiles of sexual hormones were carried out in females (estrogen and
progesterone) and males (testosterone), using the radioimmunoassay technique, from
which the sampling seasons were determined, according to the photoperiod and
ovulatory state of females. EVs were extracted, using the ultracentrifugation technique,
from the oviductal fluid (in vivo) and the supernatant of cell cultures (in vitro) from the
oviductal regions of the M (without SST) and the UVJ (with SST), according to the
reproductive stages of negative photoperiod (NP), positive photoperiod (PP) and PP in
the ovulatory state (PP in O). A biometric characterization was carried out using NTA and
TEM techniques, and a molecular characterization was carried out using mass
spectrometry. Once the EVs samples with the best bioactive results were determined,

corresponding to the in vivo samples of M and UVJ in PP in O, interaction, motility and
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sperm viability tests were carried out by co-incubating EVs with sperm, from of three
concentrations of EVs (4 x 107, 4 x 108 and 4 x 10*° particles/mL) and 4 points in time (2,
4, 6 and 10 hours of co-incubation). Using visualization techniques with PKH for
interaction, microscopy for mobility assessment, and eosin staining and visualization by
microscopy for viability. The results allowed us to point out that the peaks of sexual
hormones develop between the end of winter and the beginning of spring, corresponding
to the period of greatest reproductive interest for the species. It was possible to establish
that the size of EVs in vivo (in NP, PP and PP in O) depends on the ovulatory state and
is independent of the photoperiod and tissue, while the concentration is dependent on
the photoperiod and tissue. Regarding the size of EVs from in vivo and in vitro samples
(in PP with and without O), it depends on the ovulatory state and the origin of the sample,
while the concentration only depends on the origin of the sample. Regarding the protein
content of EVs, it depends mainly on the origin of the samples, validating the oviductal
washing method (in vivo) over the in vitro method, observing a differential expression
(ANXA5, STX2, LZTFL1, STXBP1, ATP2B4, RAB34, APOB, TTLL3) regarding the
biological functions of sperm motility and acrosomal reaction. In relation to the co-
incubation of UVJ EVs with sperm, internalization could be established after 2 hours, with
conservation of viability and reduction of motility as a function of time. In this way it can
be established that there are reproductive cycles defined according to the seasonal
photoperiod, with EVs secreted depending on the reproductive state, origin of the sample
and oviductal tissue, with greater fidelity of the secretory reality from oviductal washing
samples, with EVs that transport proteins important for sperm function, positively

collaborating in their viability and mobility.
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l. INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES REPRODUCTIVOS DEL PAVO MACHO (Meleagris gallopavo)

1.1. Espermatogénesis

1.1.1. Espermatocitogénesis. La espermatocitogénesis es la primera etapa que compone
a la espermatogénesis, y considera la division de las células madre germinales, llamadas
espermatogonias, para la produccion de células madre de reemplazo y la generacién de
las células que se convertiran en espermatozoides (Gordon, 2005). La
espermatocitogénesis comienza con la mitosis de una espermatogonia Ad como la célula
madre precursora de las células hijas Ad y Apl, de este modo cada célula Apl genera
espermatogonias Ap2, espermatogonias B, espermatocitos primarios, espermatocitos
secundarios derivadas de la primera division meiética (n = 16) y espermatidas a partir de

la segunda divisién meiédtica (Lin y Jones, 1992; Asano y Tajima, 2017).

1.1.2. Espermiogénesis. La espermiogénesis corresponde a la segunda fase que
constituye la espermatogénesis, periodo en que las espermétidas redondas haploides
experimentan una diferenciacién de caracter morfolégico para asi transformarse en
espermatozoides (Sauveur, 1992; Gordon, 2005; Sturkie, 2015). La transformacion se
desarrolla a medida que los espermatozoides se movilizan hacia la regién luminal de los
tubulos seminiferos (Gunawardanay Scott, 1977). De este modo la espermatida circular,
que contiene un nucleo, aparato de Golgi, centriolos y mitocondrias, madura
morfolégicamente mediante una serie de pasos que consideran la formacién de
estructuras accesorias y condensacion nuclear (Aire, 2014). Las transformaciones
morfolégicas implican la formacién de un acrosoma y un axonema, la pérdida de
citoplasmay el reemplazo de histonas por protaminas, que acompafia a la condensacion
nuclear (Gunawardana y Scott, 1977; Sprando y Russell, 1988). Los espermatozoides
liberados presentan una baja o nula movilidad (Ashizawa y Sano, 1990), poseen aspecto
vermiforme, acrosoma conico, un nucleo cilindrico ligeramente doblado y una hélice de

25 a 30 mitocondrias que rodean la porcion proximal de un flagelo largo, en los pavos se



ha descrito que el flagelo representa aproximadamente el 84 % de la longitud de la célula,

un ancho méximo de 0,5-0,7 ym y una longitud de 75-90 ym (Thurston y Hess, 1987).

1.1.3. Transporte extra gonadal y maduracién. El transporte de los espermatozoides dura
varios dias al interior de los conductos espermaticos, asocidndose a la presion
hidrostatica del liquido tubular y la contractibilidad mioepitelial de la superficie externa en
los tubulos seminiferos (Rothwell y Tingari, 1973; De Reviers, 1975). Mientras que el
transporte en los conductos distales, principalmente el conducto deferente, depende de
reacciones peristalticas. Respecto a la movilidad, estudios en codorniz japonesa han
descrito aumentos en el movimiento flagelar de espermatozoides que ingresan al
epididimo (Nixon et al., 2014), mientras que en el gallo se ha descrito que los

espermatozoides permanecen inmoviles antes de la eyaculacion (Hafez y Hafez, 2000).

En mamiferos se ha descrito que el epididimo se relaciona con los procesos de
maduracion funcional de los espermatozoides (Cornwall y Hann, 1995), relacionanadose
con la incorporacion de proteinas funcionales y mIiARN mediante vesiculas
extracelulares (EVs) (Govindaraju, 2012; Sullivan, 2015). En el caso de las aves, se ha
descrito que los espermatozoides desarrollan una maduracion gradual, en la que
adquieren las habilidades para la fertilizacion mediante el transito genital, previo a la
eyaculacion (Ahammad et al., 2011a, Ahammad et al., 2011b). Aunque actualmente se
desconocen los mecanismos involucrados en los cambios funcionales del
espermatozoide aviar (Sturkie, 2015; Asano y Tajima, 2017), se ha sefalado que la
incorporacién de proteinas y fragmentos de material genémico, secretados por el
epididimo, proporcionaria las funciones necesarias para la fertilizacion (Asano y Tajima,
2017; Xu et al., 2017).



1.2. Control hormonal

1.2.1. Control central de la funcion testicular. El desarrollo de la espermatogénesis, la
actividad de las células de Sertoli, asi como las interacciones entre las células
germinales y las células de Sertoli, dependen de la presencia de testosterona y FSH
(Sharpe, 1994). Sin embargo, se describe un control mas importante, que depende de la
actividad neurosecretora, que a su vez es afectada por estimulos somaticos y
ambientales, que afectan la secrecidon de gonadotropina de forma estacional (Wingfield
et al., 1992), donde la cantidad de horas de luz en un dia resulta ser el principal factor
que estimula el desarrollo de la espermatogénesis en aves galliformes como el pavo
doméstico (Kuenzel, 1993). De este modo los fotoreceptores involucrados en la
respuesta fotoperidédica se involucran con el hipotalamo basal medial, mediante
inervaciones directas de las neuronas GnRH por fotorreceptores encefélicos (Saldanha
et al., 2001) o a través de la pars tuberalis de la adenohipdfisis (Yasuo y Yoshimura,
2009; Yoshimura, 2006, 2010).

1.2.2. Efectos de las gonadotropinas en la funcién testicular. Las gonadotropinas ejercen
efectos sobre los testiculos, mediante la union a receptores especificos de la superficie
en las células de Leydig, con una mayor vinculacién a LH, y células de Sertoli, con mayor
asociacion a FSH, hormonas esenciales para el desarrollo de la espermatogénesis en
aves galliformes (Sauveur, 1992). De este modo, la hormona LH estimula a las células
de Leydig para efectuar la secrecion de enzimas que generen la produccion de
andrégenos (Johnson, 1986), incluyendo testosterona y androstenediona, un precursor
de testosterona (Galli et al., 1973; Sharp et al., 1977). La secrecidn de testosterona sigue
muy cercana los pulsos de LH (Vizcarra et al., 2004), relacionandose en el macho adulto
con la espermatogénesis, la mantencion de los conductos deferentes, atributos sexuales
secundarios, expresion del comportamiento reproductivo y la alteracién en el patron de
secrecion de GnRH acciones que junto a la inhibicion hormonal dependen de la
transformacion de testosterona mediada por enzimas como la aromatasa, la 5a-
reductasa y la 5@3-reductasa (Balthazart, 1989; Ottinger, 1983).



Respecto a la vinculacion de la hormona FSH con las células de Sertoli, se desconoce
mayor informacién respecto al método en que interactla y ejerce su funcién en aves, sin
embargo, estudios en otros vertebrados, han determinado que la unién activa al menos
cinco vias de sefializacién celular, vinculadas con el tamafio testicular y la proliferacién
celular (Vizcarra et al., 2010), potenciando su efecto frente la presencia de testosterona
(Walker y Cheng, 2005).

1.3. Capacitacion espermaética

Los espermatozoides de mamiferos, en condiciones in vitro, son incapaces de fecundar
después de la eyaculacion, requiriendo de un lapso de permanencia en el tracto
reproductor femenino (Chang, 1951; Austin, 1951). Dicha permanencia es requerida
para generar un proceso de capacitacion, involucrado en la modificacién de aspectos
como la composicion lipidica (Davis, 1976), la permeabilidad y fluidez de la membrana
espermatica (Abou-haila y Tulsiani, 2009), activacion de vias de sefializacion complejas
(Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 1995b) y mejora de la respuesta acrosomal (Cross,
1999; Iborra et al., 2000). En cuanto a las aves, no ha sido descrito un proceso de
capacitacion similar, generandose la reaccion acrosomal directamente en la membrana
perivitelina que rodea el 6vulo aviar (Ashizawa et al., 2004, Ashizawa et al., 2006;
Lemoine et al., 2008).

La falta de capacitacion en los espermatozoides aviares se refuerza por antecedentes
que sefalan la capacidad fecundante de éstos, al ser extraido directamente del testiculo
y depositarse en el magnum del oviducto de la hembra, generando asi una reaccion
acrosomal inmediata al contactar la membrana perivitelina del ovocito (Lemoine et al.,
2008). Ademds, otros estudios han descrito que espermatozoides inseminados
vaginalmente, posterior a la ovoposicion, pueden atravesar el oviducto y fecundar un
ovocito en aproximadamente 15 minutos (Bobr et al., 1964), tiempos de fecundacion que
coincidieron con espermatozoides de gallo (Fujihara et al., 1973) y de pavo (Howarth y
Palmer, 1972). Una alta velocidad de migracion al interior del oviducto (Bobr et al., 1964),
producto del breve intervalo de tiempo, de alrededor de 15 minutos, del que disponen

los espermatozoides para fertilizar el ovocito in vivo (Bakst et al., 1994) y los 2,5 minutos
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(Robertson et al., 1997), que tardan los espermatozoides en iniciar la penetracion del
ovocito in vitro. Dichos antecedentes hacen pensar que los espermatozoides aviares no
requieren un periodo de capacitacion, ya que son competentes para fertilizar el 6vulo sin
permanecer largos periodos de tiempo en el aparato reproductor de la hembra o en
medios de capacitacion in vitro, e incluso al extraerse directamente del testiculo (Wishart
y Horrocks, 2000; Lemoine et al., 2008).

Del mismo modo, la naturaleza aparentemente menos compleja que involucra a los
eventos de interaccion espermatozoide/ovocito en las aves, podrian explicarse por un
proceso de maduracion espermatica breve y presumiblemente menos dificultoso, al ser
comparado con los procesos homdélogos en mamiferos (Howarth, 1995). Es asi como los
acotados cambios que sufren los espermatozoides aviares durante la maduracion, en el
aparato reproductor del macho, han llevado a pensar que la capacitacion espermatica
sea menos importante e incluso innecesaria para la fertilidad aviar (Howarth, 1984;
Howarth, 1995). Considerando la probable incapacitacién espermatica descrita al interior
de los tubulos de almacenamiento espermético (TAE) (Bakst y Bauchan, 2015) y la
rapida activacion al momento del transporte espermatico al sitio de fecundacion y su

posterior fertilizacion (Bobr et al., 1964; Wishart y Horrocks, 2000).

2. ANTECEDENTES REPRODUCTIVOS DE LA HEMBRA DE PAVO (Meleagris

gallopavo)

2.1. Anatomia e histologia del aparato reproductor

La formacién del huevo involucra la participacion de dos estructuras anatémicas impares,
el ovario izquierdo para la yema y el infundibulo izquierdo para el albumen y la cascara,
siendo la ovulaciéon el proceso que permite la continuidad de una estructura a la otra
(Sauveur, 1992; North y Bell, 1993; Dyce et al., 2007; Sturkie, 2015).

2.1.1. Ovario. La estructura del ovario, funcionalmente maduro, est4 organizada por una
jerarquia evidente de foliculos (Sturkie, 2015), observandose el aspecto de un racimo de

uvas, sin una definicion clara de médula y corteza. Posee numerosos foliculos pequefos



en fase de crecimiento lento (Sturkie, 2015), encontrandose mas de 1000 foliculos
ovaricos “pequefios blancos”, de aproximadamente 1 a 2 mm de diametro, compuestos
por una base lipidica (Sauveur, 1992; Gilbert, 1979; Etches, 1996). Se describen
alrededor de 20 foliculos “blancos grandes” en fase intermedia, de alrededor de 6 a 8
mm (Gilbert, 1979; Etches, 1996; Sturkie, 2015), formados por una estructura llamada
vitelo blanco, en base a lipidos y proteinas (Sauveur, 1992). Los foliculos preovulatorios
grandes, en fase de crecimiento acelerado, y portadores de sus respectivas yemas
(Sturkie, 2015), depositadas mediante anillos concéntricos de lipidos y proteinas
(Sturkie, 1968), se encuentren en tamafos de orden decreciente, donde F1 es el mas
grande y proximo a la ovulacién, encontrandose desde 4 a 8 foliculos disponibles
(Gilbert, 1979; Etches, 1996; Sturkie, 2015) y 1 o 2 foliculos postovulatorios vacios
(Sauveur, 1992).

2.1.2. Oviducto. Corresponde a un conducto estrecho que se extiende desde el ovario a
la cloaca, compuesto de 7 capas, presentes a lo largo de toda su estructura (Sauveur,
1992; Nys y Guyot, 2011), que desde la zona luminar hacia el exterior corresponden al
epitelio secretor, lamina propia, capa de tejido conectivo interno, capa de fibras
musculares circulares, conectivo externo, capas de fibras musculares longitudinales y
capa serosa externa (Gilbert, 1979; Sauveur, 1992; Etches, 1996). El epitelio secretor
del oviducto corresponde a una capa unicelular que cubre los repliegues y se compone
de células ciliadas y células caliciformes 0 mucosas, en varias proporciones de acuerdo
al segmento en que se encuentren (Sauveur, 1992; Nys y Guyot, 2011). Mientras que la
lamina propia alberga las glandulas tubulares pluricelulares (Sauveur, 1992), formadas
por invaginaciones superficiales de aspecto ramificado, ausentes en la unién de las
secciones oviductales del magnum e istmo (Wyburn et al., 1970; Nys y Guyot, 2011).
Respecto a la sintesis de secreciones al interior del oviducto, se ha determinado que
sélo las células caliciformes y las glandulas tubulares son responsables de dicha tarea,
mientras que las células ciliadas podrian estar involucradas en el transporte espermatico
(Sauveur, 1992; Nys y Guyot, 2011).

2.1.2.1. Infundibulo. Se describe como una zona con paredes finas con forma de embudo

y repliegues en la mucosa interna, no conectado directamente al ovario (Sauveur, 1992;
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Sturkie, 2015). Su funcién radica en la recepcion de la yema al momento de la ovulacion,
ser el sitio donde se efectla la fertilizacion y generar el depésito de la capa extravitelina
(Sauveur, 1992; North y Bell, 1993; Sturkie, 2015). La porcion anterior del infundibulo,
mas delgada y expandida, es particularmente activa en el momento de la ovulacién,
rodeando el foliculo ovarico dominante y atrapando el 6vulo liberado mediante
contracciones musculares (Wishart y Horrocks, 2000; Nys y Guyot, 2011). Sin embargo,
su actividad envolvente parece no estar controlada por la ovulacion, ya que es capaz de
absorber cuerpos extrafios colocados en la cavidad abdominal previo a una ovulacion
(Sturkie, 1968; 2015). Respecto a las seccionas mas internas del infundibulo, se ha
descrito la presencia de tlbulos de almacenamiento espermatico (TAE) secundarios,
presentes en la mayoria de las hembras aviares (Wishart y Horrocks, 2000), que
favorecen la conservacion esperméatica durante la espera del ovocito para efectuar la
fertilizacién. La yema permanece alrededor de 18 minutos al interior del infundibulo
(Wolford et al., 1964), proporcionando un tiempo de fertilizacion de aproximadamente 15
minutos (Bakst et al., 1994), previos al bloqueo mecanico del disco germinal producto de
la formacién de la capa extravitelina (Wishart y Horrocks, 2000). La capa extravitelina
corresponde a una capa delgada de entre 10 a 12 mm de grosor (Nys y Guyot, 2011),
compuesta de pequeias fibras similares a las que conforman el albumen denso,
protegiendo a la yema de las transferencias de agua provenientes del albumen (Sauveur,
1992). Cumplido el periodo sefialado, la yema inicia un movimiento rotatorio en su eje
longitudinal, que permiten su avance hacia las demés secciones del oviducto (Sturkie,
1968).

2.1.2.2. Magnum. Es la secciéon mas larga del oviducto, con paredes gruesas y elasticas,
capas musculares bien desarrolladas y grandes pliegues superficiales (4 a 5 mm de
altura), posee coloracién y aspecto fluctuante, entre blanco lechoso y gris claro
translicido, de acuerdo a la secrecion proteica y el paso del huevo, seccién que posee
la mayor dotacién de células y glandulas secretoras (Sauveur, 1992; Nys y Guyot, 2011;
Dyce et al., 2007; Sturkey, 2015). Su funcion radica en la secrecion de albumen, descrita
como una solucién acuosa compuesta de un 88% de agua, encontrando un 90% de
proteinas, 6% de minerales y 3,5% de glucosa libre en la fraccién sélida (Sauveur, 1992;

Nys y Guyot, 2011). A diferencia de los constituyentes de la yema, que son sintetizados



y secretados a nivel hepatico durante un periodo que tarda entre 8 a 10 dias, las
proteinas de albumen son sintetizadas y secretadas localmente en el magnum en un
periodo corto inferior a dos dias (Sturkey, 2015). La sintesis proteica se genera de forma
continua, acumulando un volumen proteico para dos huevos, independiente de la
presencia de un huevo en el oviducto, acelerando a medida que aumenta la
concentracion de ARNm durante el paso del huevo en formacion (Muramatsu et al.,
1991).

La sintesis de las proteinas de albumen se relaciona directamente con la regulacién multi
hormonal de hormonas esteroidales (Gilbert, 1979; Strkie, 2015). Donde la presencia de
receptores especificos para estrogenos, progesterona, testosterona y glucocorticoides
permite la formacién de complejos hormona-receptor, los que se internalizan en las
células epiteliales (Nys y Guyot, 2011), y mediante la unién a sitios especificos de
manera retrograda en la secuencia de codificacion (Chambon et al., 1984), inducen la
produccién de ARNm para la sintesis de las proteinas de albumen (Nys y Guyot, 2011).
Se ha descrito que las proteinas ovoalbumina y ovotransferrina son inducidas por
estrégenos, progesterona, y en menor medida, por glucocorticoides y testosterona
(Chambon et al., 1984; Nordstrom et al., 1993) mediante un efecto sinérgico. Sin
embargo, la proteina avidina, al contrario de lo mencionado, depende estrictamente de
la progesterona (Joensuu et al., 1990). La sintesis proteica del albumen contintia con el
proceso estandar que efectlan las células secretoras, basado en la sintesis reticular, la
empagquetadura en granulos secretados por el aparato de Golgi, la fusion de vesiculas
pequefias en granulos grandes en la region celular apical y la liberacién mediante la

fusién con la membrana celular (Nys y Guyot, 2011).

La mucosa del magnum se describe con un epitelio superficial de una altura con aumento
progresivo hacia la region del istmo (de 10 a 30 um) y una alternancia caracteristica entre
células ciliadas, que generalmente muestran poca evidencia de actividad secretora, y
células no ciliadas granulares, con agregados prominentes de material secretor de
aspecto espumoso, a menudo con forma de granulos bien definidos (Wyburn et al., 1970;
Bakst y Howarth, 1975). Se ha sefialado que las células caliciformes, glandulas

unicelulares del tipo globoso de la superficie del magnum, son las responsables de la



secrecion de ovomucina y avidna (Sturkie, 1968; Wyburn et al., 1970; Tuohimaa et al.,
1989; Sauveur, 1993; Sturkie, 2015). Las glandulas tubulares se encuentran bajo el
epitelio superficial, con tejido glandular secretor (Wyburn et al., 1970), compuesto por
células no globosas aciliadas (Sauveur, 1992), que se extiende desde la base hasta la
superficie glandular, donde las células se vuelven continuas al fusionarse con el epitelio
de cobertura (Wyburn et al., 1970). Se ha descrito que las glandulas tubulares son las
responsables de la sintesis de ovoalbumina, ovotransferrina, ovomucoide y lisozima,
principales proteinas de albumen, que alcanzan el 80% de la secrecion proteica total
(Sturkie, 1968; Nys y Guyot, 2011; Sturkie, 2015).

Respecto a la secrecion y depdésito de las proteinas de albumen sobre la yema, estas
son expulsadas a la luz tubular mediante el estimulo mecanico, no estrictamente esencial
para su liberacion (Sauveur, 1992), aparentemente independiente del control nervioso u
hormonal (Nys y Guyot, 2011) provocado por la distencién tisular que genera el paso de
la yema (Sauveur, 1992). La liberacion proteica fluctia en torno al 50% del total
sintetizado (Muramatsu et al., 1991), es lineal y proporcional a las cantidades estandar
que requiere el huevo (Nys y Guyot, 2011).

2.1.2.3. Istmo. Presenta un didmetro ligeramente mas reducido que el magnum,
distinguiéndose facilmente de éste mediante una linea de demarcacion. Posee una capa
muscular gruesa y una capa de tejido glandular con repliegues menos acentuados, de
menor numero y tamario (Sturkie, 1968; Sauveur, 1992; Sturkie, 2015). El istmo se divide
en una zona proximal llamada istmo blanco y una zona distal mas vascularizada llamada
istmo rojo (Sauveur, 1992). La superficie del istmo proximal se caracteriza por presentar
un elevado numero de glandulas tubulares, semejante a las glandulas magnales, pero
disimiles en la estructura que compone el material secretor, observandose secreciones
proteicas filamentosas, correspondientes a las fibras de colageno tipo X (Wyburn et al.,
1970; Fernandez et al., 1997; Nys y Guyot, 2011; Fernandez et al.,2000). Dichas fibras
proteicas dan origen a la formacion de las membranas testdceas, 0 membrana interna 'y
externa del cascardén (North y Bell, 1993; Sturkie, 2015), mediante el recubrimiento
constante de fibras proteicas, que en contacto con las moléculas de agua, se dilatan

formando redes muy densas (Sauveur, 1992). El istmo rojo posee glandulas tubulares,



similares a las del istmo blanco (Wyburn et al., 1970), responsables de generar la
secrecion de fibras proteicas que daran origen a la capa mamilar, correspondiente a la
base de la matriz organica de la cascara, que se une fuertemente a la membrana
testacea externa (Sauveur, 1992). Finalmente se da inicio a la cristalizacion e
incorporacion del carbonato de calcio (Sauveur, 1992; Sturkie, 2015), mediante
pequefias acumulaciones en la superficie de las membranas del cascardn,
correspondientes a los sitios de iniciacion de los depdsitos de calcio en el Gtero (North y
Bell, 1993). Debido a su estructura y funcionalidad, se a sugerido que el istmo rojo podria
ser parte del Utero, en lugar de categorizarse dentro de la seccion del istmo (Nys y Guyot,
2011).

2.1.2.4. Utero o glandula del cascarén. Posee forma buciforme, mucosa de color rojo
oscuro y un destacado espesor de la pared y la capa muscular longitudinal (Nys y Guyot,
2011). Sus pliegues internos presentan escasa continuidad, ademas de una serie de
protuberancias transversales, que hacen de las paredes uterinas un relieve
extraordinariamente complejo, permitiendo una facil identificacion visual de la estructura.
(Stutkie, 1968; Sauveur, 1992; Dyce et al., 2007) Al igual que el magnum, el epitelio
uterino se compone de células ciliadas, células caliciformes y glandulas tubulares, donde
cada tipo celular posee cierta especificidad de accidn respecto a la formaciéon de la
cascara del huevo (Sauveur, 1992; Sturkie, 2015). Una vez dentro del utero, el huevo
permanece alli un tiempo aproximado de 20 horas (Wishart y Horrocks, 2000),
concretando la etapa de hidratacion del évulo blando y la formacién de la cascara del
huevo (Nys y Guyot, 2011).

El huevo continda su proceso de hidratacion, incorporando lo que se conoce como
liquido uterino acuoso (Sturkie, 1968), compuesto por moléculas de agua, anhidrasa
carbodnica, fosfatasa acida y esterasas, ademas de una seccion mineral compuesta por
bicarbonato, sodio y potasio (Salevsky y Leach, 1980; Sauveur, 1992; North y Bell, 1993;
Sturkie, 2015). Dicho proceso, sumado a un lento movimiento de rotacion, permiten
completar la hidratacion del albumen, aumentando el volumen del huevo hasta llegar a
su tamafio final (Wishart y Horrocks, 2000), y transformar el aloumen denso inicial en las

distintas capas de albumen. De este modo se genera el albumen denso, albumen fluido

10



interno, albumen fluido externo y las chalazas, duplicando el volumen de albumen inicial
y tensando las membranas de cobertura hasta quedar en estrecho contacto con la
mucosa uterina (Sauveur, 1992; Sauveur, 1993; North y Bell, 1993; Nys y Guyot, 2011).

En paralelo y posterior al proceso de hidratacién de la clara, contindia el proceso de
cristalizacion del carbonato de calcio para la formacion de la cascara (Sauveur, 1992;
Nys y Guyot, 2011). La calcificacion se asocia a estimulos iniciados por la ovulacién o a
factores neuroendocrinos, que controlan y coordinan la ovulacion como la secrecion de
calcio. El calcio es transportado por la proteina calbindina, activando su produccién al
inicio de la formacion del huevo en el oviducto y culminado con la ovoposicién. El proceso
de calcificacion en el Gtero posee un inicio lento, luego acelera hasta 300 mg/h, para
volver a disminuir. La proteina osteopontina, secretada para ser incorporada en la
céscara, se relaciona con la integridad estructural de la cascara y con la terminacién del
proceso de calcificacion (Sturkie, 2015). La calcificacién culmina con un enriquecimiento
de fosfatos en el liquido uterino, inhibiendo la cristalizacién del carbonato de calcio, y su

respectivo depdsito en la superficie del cascaron (Sauveur, 1992).

Los pigmentos, provenientes de la transformacion de la hemoglobina por las células
uterinas, son depositados a través de células ciliadas, en la capa superficial del huevo al
finalizar la cristalizacion (Sauveur, 1992; Sturkie, 2015). Finalmente se agrega la cuticula
organica, correspondiente a la ultima capa formada en el Utero y sobrepuesta al
cascaron, pudiendo estar pigmentada y presentarse en forma de manchas (Sauveur,
1992; North y Bell, 1993). Su funcién radica en la humectacién durante la ovoposicién y
la prevencién de intercambios gaseosos e ingreso de microorganismo, al ser expuesto

el huevo al medio externo (North y Bell, 1993).
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Figura 1. Dibujo esquemético de un oviducto aviar, la dindmica de formacion del huevo
y el sitio de fertilizacion (Sasanami et al., 2013).

2.1.2.5. Vagina. Corresponde a una estructura con paredes musculares estrechas y un
trayecto acotado, con numerosos repliegues de la mucosa longitudinal (Sauveur, 1992;
Nys y Guyot, 2011; Sturkie, 2015), revestida por células ciliadas y no ciliadas, y algunas
glandulas de la mucosa tubular que pueden tener una funcién secretora (Sturkie, 2015).
Se separa del utero por el musculo del esfinter Gterovaginal, estructura fibrosa gruesa, y
culmina en la region izquierda del urodeum cloacal (Sauveur, 1992; Sturkie, 2015). La
mucosa de la unién atero vaginal posee TAE especializados, con diametros superiores
al que poseen las glandulas tubulares uterinas (Bakst et al., 2010; Nys y Guyot, 2011),
mientras que la mucosa vaginal, carente de TAE, posee una funcién en la regulacion del
transporte espermético (Bakst et al.1994), funcionando ademas como sitio de
transferencia de semen en la inseminacion artificial (Bakst y Akuffo, 2008b). Si bien no
participa en el proceso de formacion del huevo, en coordinacion con el Utero, se encarga
del proceso de la ovoposicién (Sturkie, 2015), efectuada mediante la relajacién de la
musculatura lisa de la unién Gtero vaginal y la contraccion vaginal (Gilbert, 1979; Etches,
1996).
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2.2. Tubulos de almacenamiento espermatico (TAE)

Las pavas, como las gallinas y otras hembras aviares, poseen la particularidad de
presentar una “fertilizacién sostenida” en el tiempo (Bakst, 1998; Sasanami et al., 2013),
dependiente de la capacidad de la hembra para almacenar y liberar esperma en el
transcurso de los ciclos ovulatorios sucesivos diarios (Bakst, 1993; Bakst et al., 2010),
como posible respuesta a la ausencia de un ciclo de celo que indique al macho el
momento cercano a la ovulacion (Bask, 2009). Dicha capacidad es conferida por
estructuras especializadas, llamadas “tubulos de almacenamiento espermatico”,
mostradas en la Figura 2 (Sauveur, 1992; Bakst et al., 2010; Sturkey, 2015), punto focal
de la fertilidad en las especies aviares, correspondientes a invaginaciones tubulares
submucosas especializadas, que forman un sistema de glandulas complejo y versatil,
del epitelio de la superficie de la unién uterovaginal (Bakst, 1987; Bakst et al., 1994;
Zaniboni y Bakst, 2004; Bakst et al., 2010; Foye-Jackson et al., 2011). El
almacenamiento espermatico en los TAE permite prescindir de un alto nimero de
cOpulas sincronizado con el alto nimero de ovulaciones, ademas de proteger y favorecer
el almacenamiento de esperma “seleccionado” (Bask, 2009; Sturkie, 2015). Si bien la
localizacién de los TAE, como sitio principal del almacenamiento espermatico ha sido
descrito en la mucosa de la unién Uterovaginal (Sauveur, 1992; Sturkey, 2015), también
se han descrito estructuras similares a los TAE en la region infundibular (Bakst, 1994;
Bakst et al., 1994) y la region cloacal del urodeum y el proctodeum ventral, estas Ultimas
descritas solo en las pavas (Bakst y Akuffo, 2008a). El término cloaca corresponde a una
region anatébmica, presente en las aves, subdividida en tres secciones diferentes, que
nombrandolas de acuerdo al érden anteroposterior, corresponden al coprodeum, donde
converge el intestino grueso, el urodeum, donde desembocan los uréteres y el oviducto
izquierdo, y el proctodeum, que conduce al exterior mediante el orificio anal (Barioglio,
2001).

2.2.1. Morfologia e histologia de los TAE. Se ha descrito que el nimero aproximado de

TAE de la region aterovaginal en las hembras de Meleagris gallopavo fluctia entre
20.000 y 24.000 unidades (Goodrich-Smith y Marquez, 1978; Birkhead y Mgller 1992b),
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mayor al nUmero descrito en hembras de la especie Gallus gallus, reportados con un
aproximado de 13.500 TAE (Birkhead y Mgller 1992b).

Los TAE de pava, localizados en la region proximal de los pliegues de la unién utero-
vaginal, son notablemente cortos, algunos de no mas de 40 pm de longitud, similares a
las descritas en gallinas de engorda. Sus epitelios se caracterizan histolégicamente por
la presencia de células mas cuboidales que columnares, y por la ausencia del extenso
material lipidico caracteristico de los epitelios columnares de los TAE que recubren las
regiones media y distal (Bakst y Vinyard, 2002; Bakst et al., 2010). Los TAE de pava, en
la regién media de la union Gtero-vaginal, se caracterizan por presentar una longitud de
hasta 900 um y una morfologia pleomérfica que posee tubulos rectos, enrevesados o
enrollados (Bakst, 1987; Bakst y Vinyard, 2002; Bakst et al.,, 2010). Dichas
caracteristicas difieren de las tipologias descritas para los TAE pertenecientes a gallinas
de engorda, con longitudes de hasta 700 um y morfologia recta o curvada (Bakst et al.,
2010). En cuanto a los TAE de la region distal de los pliegues de la unién Gtero-vaginal,
se han descrito con caracteristicas similares a los TAE de la regiébn media, pero con
menor densidad de distribucion, disipdndose gradualmente hacia la vagina (Bakst et al.,
2010).

La altura estdndar de las células epiteliales de los TAE varia de 18 a 22 pym vy los
diametros exteriores de los tubulos son de aproximadamente 45 a 50 um (Schuppin et
al., 1984; Bakst et al.,, 1994; Kingg et al., 1999). La mucosa superficial de los TAE,
cercana al epitelio pseudoestratificado de células secretoras ciliadas y no ciliadas de la
unién Utero-vaginal, se compone de una mono capa de células ciliadas (Sauveur, 1992;
Bakst et al., 2010; Sturkie, 2015), interrumpida por microfoldes laterales, caracterizados
como surcos estrechos de hasta 800 pm de largo, con células epiteliales ciliadas
fuertemente apiladas (Bakst et al., 2010). Por otra parte, el epitelio medio e interno de
los TAE, se describe compuesto por una capa de células columnares (18-20 um de alto),
unidas por desmosomas e interdigitaciones complejas, no ciliadas y no secretoras, con
numerosas mitocondrias alargadas, reticulos endoplasméticos rugosos dispersos,
vacuolas de lipidos supranucleares prominentes (Schuppin et al., 1984; Bakst et al.,

1994; Bakst et al., 2010; Bakst y Bauchan, 2015), que se cree contienen colesterol,
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ésteres de colesterol y fosfatidil etanolamina (Wall, 1975), y microvellosidades de diverso
ancho (0,120 a 0,160 pym) y alto (0,8 a 2,0 um), activas, con desprendimiento de

vesiculas extracelulares (EV), e inactivas (Schuppin et al., 1984; Bakst et al., 1994; Bakst
y Bauchan, 2015).

; N 2

Figura 2. Iméagenes de los tubulos de almacenamiento espermatico. A: imagen
ultraestructural de los espermatozoides residentes en los TAE, la flecha indica donde se
encuentran los espermatozoides. Bar 2,5 ym (Sasanami et al., 2013). B: epitelio de un
TAE con espermatozoides residentes, la flecha indica la transicion abrupta del epitelio
tubular hacia el epitelio de la luz de la union utero vaginal. Bar 50 um (Bakst et al., 2010).

2.2.2. Transporte y seleccion de espermatozoides para su ingreso a los TAE. Debido al
desconocimiento referente a las interacciones celulares y moleculares precisas que
permiten el desarrollo de los mecanismos involucrados en el transporte y seleccion de
los espermatozoides para su ingreso a los TAE, se han formulado una serie de hipétesis
alternativas (Zaniboni y Bakst, 2004; Bakst y Akuffo, 2008a). Esto en base al
conocimiento inicial, que sefiala sélo el ingreso de espermatozoides moviles y
morfolégicamente normales al interior de los TAE, tras la monta natural o inseminacion
artificial (Allen y Grigg, 1958).

De este modo, respecto al transporte espermatico en las pavas, se especula la existencia
de una acumulacion de espermatozoides inicial en los TAE de las regiones cloacales del
urodeum y proctodeum, para ser posiblemente transportados por secreciones tubulares
hacia los TAE principales, localizados en el esfinter utero-vaginal (Bakst y Akuffo,
2008a).
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Por otra parte, en relacion a las hipotesis referentes a la seleccién espermatica, se
postula que los espermatozoides sufren un proceso de seleccién intensiva al interior de
la vagina, relacionado con la movilidad superior a la hora de atravesar un medio viscoso,
siendo la motilidad el principal factor de seleccion (Sauveur, 1992; Bakst y Akuffo,
2008a).

Otras investigaciones apuestan a un proceso de seleccién relacionado a una posible
inmunorespuesta respecto a los espermatozoides inseminados en la regién vaginal.
Suposicion respaldada por ciertos reportes que sefialan el aumento en el numero de
leucocitos, linfocitos polimorfonucleares, en la vagina y la unién Gtero-vaginal posterior
al proceso de copula (Higaki et al., 1995), y aumento significativo en la expresion de
moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-II), en la regién

infundibular posterior a la inseminacion atrtificial (Zheng et al., 2001).

Otra hipotesis, respecto a la seleccion espermatica, se asocia con la “eleccion criptica
de la hembra” (Bakst y Akuffo, 2008a), conceptos que hacen referencia a la eleccion de
la hembra postcopulatoria, que considera todos los eventos que siguen al inicio del
acoplamiento genital, antecedentes evidenciables en todo el reino animal (Eberhard,
1996). De este modo, se ha descrito que las hembras poseen diversos mecanismos para
efectuar elecciones de paternidad (Eberhard, 1996), algunos relacionados directamente
con el aparato reproductor masculino (Tallamy et al., 2002), otros involucrados con el
comportamiento o respuesta fisiolégica de la hembra (Thornhill, 1983), algunos
asociados con los gametos femeninos y otros con mecanismos involucrados
directamente con la intervencién espermatica, donde la hembra descarta, digiere o frena
el transporte de los espermatozoides provenientes de algunos machos (Bricefio y
Eberhard, 2009). A partir de lo anterior, se especula que en las aves los espermatozoides
destinados a la fertilizacion son seleccionados por el aparato reproductor de la hembra,
pudiendo corresponder a un mecanismo comandado por el sistema nervioso central o
por elementos locales, mediante la captacién de sefiales detectables en el esperma o
plasma seminal que pudiesen ser recepcionadas por las células luminares epiteliales
(Bakst y Akuffo, 2008a). Dicha especulacion podria verse respaldada por antecedentes

que sefalan la incapacidad de los espermatozoides para superar la barrera vaginal e
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ingresar a los TAE, producto de la reduccion en su migracion, cuando se muestran
caracteristicas superficiales inapropiadas, por la alteracién de glucoproteinas de
superficie, como por la presencia de espermatozoides de otra especie con diferente

antigenicidad superficial (Wishart y Horrocks, 2000).

Sea cual fuese el mecanismo de seleccion de espermatozoides al interior de la vagina,
se ha descrito que éste reduce significativamente el porcentaje de espermatozoides
depositado en los TAE de la union Gtero-vaginal (Bakst et al., 1994; Bakst y Akuffo,
2008a; Bakst et al., 2010; Sturkey, 2015). De este modo, del total de espermatozoides
inseminados (entre 200 y 350 x 10° espermatozoides aproximadamente),
morfol6égicamente normales, solo ingresa el 2% de los espermatozoides en los TAE de
las hembras de pavo (Brillard y Bakst, 1990; Sturkey, 2015) y el 1% en el caso de las
gallinas (Brillard, 1993; Sturkey, 2015), considerando un lapso de 24 h posterior a la
inseminacion (Bakst et al., 2010). No obstante, este porcentaje, relativamente pequefio,
se correlaciona positivamente con el nUmero de espermatozoides incrustados en la
membrana vitelina, circundante al disco germinal, y la duracion de la fertilidad (Brillard y
Bakst, 1990; Bakst et al., 2010; Sturkey, 2015).

El tiempo de llenado de los TAE de la unién Gtero-vaginal, a partir del momento de la
inseminacién, depende del estado reproductivo en el que se encuentre la hembra, de
este modo, si son inseminadas antes del inicio de la produccién de évulos sélo tardaran
cuatro horas para que el nUmero maximo de espermatozoides, aproximadamente 4,1 x
10°, ingrese a los TAE. Sin embargo, si la hembra inseminada ya inicié su produccion de
huevos, se necesitaran al menos 48 h para que el nimero maximo de espermatozoides,
aproximadamente 2 x 108, ingrese a los TAE (Brillard y Bakst, 1990). Durante este
periodo, de llenado persistente, se ha comprobado que los espermatozoides residen en
los TAE del urodeum, empleando dichos tubulos como sitios de almacenamiento
temporal, comprobandose una permanencia de hasta 36 h después de la inseminacion.
El ingreso de un menor nimero de espermatozoides durante un mayor periodo de tiempo
podria explicarse por un aumento de la eficiencia en el proceso de seleccion

espermatica, efectuado por la vagina (Bakst y Akuffo, 2008b), o un aumento en la
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dificultad de avance de los espermatozoides, producto de la presencia de huevos en

procesos de desarrollo (Zaniboni y Bakst, 2004).

Otras posibles explicaciones para la presencia de semen en los TAE ubicados en la zona
cloacal del urodeum, podrian vincularse con el fendmeno de “espermatorrea’,
correspondiente a la pérdida de semen desde la vagina posterior a la inseminacion
(Bakst y Akuffo, 2008b). Considerando los reportes que sefialan que el 57,6% de los
espermatozoides inseminados se excretan por la cloaca dentro de los primeros 15
minutos posteriores a la inseminacion artificial (Howarth, 1971). También se ha
considerado que la presencia de espermatozoides en los TAE del urodeum podria
explicarse por la presencia de una subpoblacion de espermatozoides no viables
liberados por los TAE de la unién Gtero-vaginal, al ser trasnportados de regreso para ser

expulsados a la cloaca (Bakst, 1981).

2.2.3. Conservacion de los espermatozoides al interior de los TAE. Los TAE permiten
asegurar la viabilidad de los espermatozoides tras la conservacion por periodos
prolongados de hasta 14 dias en gallinas y hasta 70 dias en pavas. Atribuyéndose un
mayor tiempo de almacenamiento en la pava debido al mayor nimero de TAE totales
(Sturkie, 2015; Bakst y Vinyard, 2002). Sin embargo, las condiciones bioquimicas, los
mecanismos fisioldgicos y la base genética que permiten la conservacién y supervivencia
de los espermatozoides aviares, tras el almacenamiento prolongado al interior de los
TAE, son practicamente desconocidas, a pesar del gran interés practico que tendria para
Su conservacion in vitro (Sauveur, 1992; King et al., 1999; Bakst y Akuffo, 2008b; Foye-
Jackson et al., 2011). El almacenamiento de los espermatozoides, efectuado en los TAE
ubicados en el esfinter Gtero-vaginal, se genera de forma secuencial, sin mezclarse tras
las inseminaciones sucesivas, por lo que los Ultimos espermatozoides inseminados
seran los primeros en ser liberados (Sturkie, 2015). Los espermatozoides son
conservados al interior de la zona luminar de los TAE, durante todo el proceso de
aislamiento, ubicandose con mayor frecuencia en el extremo distal de los tibulos, de
este modo se mantienen en grupos de hasta 100 espermatozoides en cada luz tubular,
tipicamente inméviles o con lenta oscilacion, sin incrustarse ni unirse a la regién apical

del epitelio tubular, pero manteniendo un contacto cercano a éste, manteniéndose
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intimamente asociados de forma paralela al plasmalema de los espermatozoides
adyacentes, mediante el contacto estrecho entre sus cabezas, dirigidas y alineadas
hacia el interior del extremo ciego de los TAE (Tingari y Lake, 1973; Sauveur, 1992;
Bakst et al., 1994; King et al., 1999; Wishart y Horrocks, 2000). Dicha tendencia a la
aglutinacion puede ser la base del almacenamiento prolongado in vivo, considerando
gue es un tipo de residencia comun, de los espermatozoides al interior de los TAE, en

las aves domésticas (Sasanami et al., 2013).

Se ha sugerido que mientras los espermatozoides residen en los TAE se vuelven
inactivos, con motilidad y metabolismo reprimidos de forma reversible (Bakst, 1985;
Bakst y Richards, 1985), como resultado del consumo reducido de ATP, producto de la
escasa disponibilidad de elementos energéticos en las mitocondrias espermaticas,
colaborando en la reduccion del dafio oxidativo de los espermatozoides al reducir las
especies reactivas de oxigeno producto de la respiracion espermatica, generando como
consecuencia un plasmalema mas estable (Bakst, 1985; Bakst y Richards, 1985;

Sasanami et al., 2013).

También se ha descrito una reduccion en la respuesta a enzimas hidroliticas y una
inmunogenicidad reprimida (Bakst, 1985; Bakst y Richards, 1985), factores que
respaldan el almacenamiento espermatico en los TAE como respuesta defensiva frente
a las reacciones inmunitarias antiespermaticas presentes en el oviducto (Sasanami et
al., 2013). Se ha determinado que uno de los posible responsable para reducir la
inmunoreaccion antiespermatica, sobre los espermatozoides residentes en los TAE,
seria el factor de crecimiento transformante g (TGFb) (Sporn et al., 1986; Mouri et al.,
2002), el que se ha relacionado con la inmunosupresion al reprimir la proliferacion de
linfocitos Ty B en mamifero y aves (Quere y Thorbecke, 1990; Huang y Huang., 2005).
Particularmente en gallinas, se han descrito tres tipos de TGFb (TGFb2, b3 y b4),
presentes en las células de los TAE como en los espermatozoides, y tres tipos de
receptores (TbR1, TbR2 y TbR3) expresados en el esperma y linfocitos de la union ttero
vaginal (Chowdhury et al., 2003; Chowdhury et al., 2004) La interaccién de

espermatozoides y las células de los TAE in vivo puede estimular la expresion de TGFbs
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aumentando significativamente la expresiéon de ARNm de TGFbsy TbR en la unién Gtero

vaginal cuando los TAE se llenan de espermatozoides (Das et al., 2006b).

Se sugiere que los TAE podrian ser responsables del suministro nutricional y la
eliminacién de los desechos metabdlicos de los espermatozoides durante su
almacenamiento in vivo (Van Krey et al., 1967). De este modo, respaldando las
especulaciones anteriores, la presencia de lipidos al interior de las células de los TAE
supone el resguardo del soporte nutricional de los espermatozoides (Bakst et al., 1994),
asi como el mantenimiento del plasmalema espermatico y la proteccién contra el dafio
oxidativo (King et al., 1999).

El pH de la unién utero-vaginal del sistema reproductor de la hembra de pavo se ha
reportado en 6,93 inmediatamente posterior a la ovoposicion y 7,24 luego de 8 a 12
horas de la postura del huevo (Bakst, 1980). Junto a estos antecedentes, se ha
demostrado que la motilidad de los espermatozoides de las aves domésticas se inhibe
al disminuir el pH in vitro (Holm y Wishart, 1998). Dichas referencias hacen pensar en la
posibilidad de que un pH &cido sea un mecanismo que permita a los espermatozoides

permanecer quiescentes in vivo, al interior de los TAE del oviducto (Holm et al., 1996).

2.2.4. Liberacion de los espermatozoides almacenados en los TAE de la union utero-
vaginal. Existe evidencia que ha permitido determinar, mediante el andlisis de la
estratificacion del almacenamiento esperméatico, posterior a la inseminacion, que los
ultimos espermatozoides ingresados a los TAE son los primeros en ser liberados (Burke
y Ogasawara, 1969; Compton et al., 1978; Van Krey et al., 1981; Sauveur, 1992). Sin
embargo, aun se desconocen los mecanismos responsables y la cronologia de liberacion
del esperma almacenado en los TAE (Sauveur, 1992; Bakst y Akuffo, 2008b), y si su
liberacion se efectlia en pequefias cantidades durante el ciclo ovulatorio o en grandes
cantidades asociadas con la ovoposicion (Bakst y Akuffo, 2008b). De este modo algunos
autores creen en la existencia de una “descarga preferente” de espermatozoides desde
los TAE al momento de la ovoposicién (Bobr et al., 1964; Sauveur, 1992), permitiendo la
migracion consecutiva a la zona de fertilizaciéon infundibular, proceso que explicaria la

sincronia precisa entre la ovulacion y el proceso de fertilizacion (Bobr et al., 1964;
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Sturkie, 2015). Otros autores postulan que los espermatozoides residentes en los TAE
son liberados lentamente, mientras la hembra esta en el proceso de produccion de
huevos, permitiendo un ascenso espermatico gradual y permanente a la region
infundibular, asegurando una poblacion adecuada de espermatozoides en el sitio de
fertilizaciéon (Burke et al., 1969; Bakst, 1993; Bakst, 1998; Bakst et al., 2002).

Se ha descrito que los TAE poseen inervacion, con presencia de neuronas y ganglios
pequefios, y que el epitelio posee una vasta red de actina bajo las microvellocidades
apicales (Freedman et al., 2001). Dichos antecedentes han permitido hipotetizar que la
inervacion de los TAE y la red de actina juegan un papel importante en la liberacion del
esperma residente en los TAE (Freedman et al., 2001; Bakst y Akuffo, 2008a). Por otra
parte, la presencia de acuaporinas 2, 3 y 9 localizadas en la porcién apical de los TAE,
ha especulado la ratificacion de un modelo de liberacion espermatico basado en la
excrecién de liguidos hacia la luz de la unién Gtero-vaginal. Liquidos que permitirian la
formacion de corrientes de salida, facilitando la liberacion espermatica cuando la
movilidad del esperma es menor a la fuerza de la corriente (Froman, 2003; Bakst y
Akuffo, 2008a). También se ha planteado la liberacion espermatica mediante regulacién
hormonal, tras experimentos que han mostrado cambios morfolégicos de reduccion de
los TAE con la consecuente expulsion de los espermatozoides residentes, al ser
expuestos a progesterona in vitro (Ito et al., 2011). Asociando la liberacion espermatica
con un evento regulado por el ciclo ovulatorio, considerando el periodo ventana de 5 h
entre el aumento de progesterona, el consecutivo peack de hormona luteinizante y la
ovulacion (Sturkie, 1968; Wishart y Horrocks, 2000; Sturkie, 2015), permitiendo el
ascenso libre de obstaculos al sitio de fertilizacion. Antecedentes que podria respaldarse
por la liberacion de los componentes cuticulares frente al aumento de progesterona,

otorgando un posible efecto lubricante frente al transporte espermético (Ito et al., 2011).
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2.3. Ingreso y transito de espermatozoides en el oviducto

Durante la etapa de apareamiento, los machos de aves sin 6rgano copulador intromitorio,
como los gallos y pavos, depositan el semen en la cloaca para luego ser transferido a la
vagina (Lake, 1981; Dyce et al., 2007), mientras que en aves con Grgano copulador
intromitorio, como patos y gansos, y practicas de inseminacion artificial, el semen es
depositado directamente en la vagina distal (Wishart y Horrocks, 2000; Dyce et al., 2007,
Bakst y Akuffo, 2008a), 2 a 3 cm al interior en el caso de la inseminacion artificial (Bakst
y Akuffo, 2008a). Al comparar el nUmero de espermatozoides inseminados versus el
namero de espermatozoides ingresados a los TAE principales, se ha determinado que
el nimero méximo se alcanza al menos a las 48 h posteriores a la inseminacion,
fluctuando entre el 1 a 2 % de los espermatozoides en pavas (Brillard y Bakst, 1990) y
el 1 (Brillard, 1993) a 0,04 % en gallinas (McDaniel et al., 1997). Un bajo niumero de
espermatozoides, que ingresa a los TAE en un periodo prolongado de tiempo, podria
explicarse por la naturaleza altamente competitiva de los procesos de seleccion
espermatica en la seccién vaginal, o por una capacidad finita de almacenamiento por
parte de los TAE (Bakst y Akuffo, 2008a). Una vez ingresados los espermatozoides por
la vagina, estos deben llegar a la base del infundibulum para lograr fecundar el ovocito,
tardando alrededor de 24 horas para que logre llegar la mitad de los espermatozoides

inseminados hasta el sitio de la fecundacion (Sauveur, 1992).

En el caso de las aves que copulan naturalmente, y que no poseen organo copulador
intromitorio, podria resultar muy importante la presencia de glandulas tubulares (TAE)
en la lamina propia del urodeum y, en menor medida, en la lAmina propia del proctodeum
ventral (Bakst y Akuffo, 2008a). De este modo, se estima que dichas glandulas, descritas
en pavas domésticas pero ausentes en gallinas (Bakst y Akuffo, 2008a; Dahm et al.,
1980), podrian funcionar como reservorio espermatico inicial temporal, que permita
resguardar y transferir los espermatozoides de forma gradual y persistente (Bakst y
Akuffo, 2008a) durante las 48 h que tardan en ingresar a los TAE principales de la unién

Utero vaginal (Brillard y Bakst, 1990).
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El transporte espermatico mediante la luz del epitelio vaginal requiere que los
espermatozoides dispongan de una movilidad eficiente (Wishart, 1994), asi como la
presencia de caracteristicas superficiales con glucoproteinas y antigenicidad adecuadas,
que no frenen el movimiento de avance por inmunoreaccion vaginal (Steele y Wishart,
1992; Steele y Wishart, 1996a; Steele y Wishart, 1996b). Considerando que se ha
sefialado a la vagina como un sitio de seleccion espermética, que podria involucrar
posible inmunorespuesta anti-esperma en el proceso (Takeda 1974; Higaki et al., 1995),
donde algunos exosomas acumulan un inhibidor de la proliferacion celular y promotor de
apoptosis (GAS5), se podria sefialar que los tejidos de la mucosa vaginal podrian
presentar factores citotdéxicos (Koldemir et al., 2017). La unién Gtero vaginal, donde se
encuentran los TAE, en que se guardan, almacenan y liberan los espermatozoides
destinados a la fertilizacion (Bakst y Akuffo, 2008a; Bakst et al., 2010), desempefia un
importante papel selectivo, puesto que solo puede superarse por espermatozoides con
un movimiento de avance adecuado (Higaki et al., 1995; Bakst y Akuffo, 2008a).
Respecto a la liberacion espermatica, se ha descrito que, del total de espermatozoides
liberados por los TAE de gallinas y pavas, solo el 1 a 2 % logra llegar al sitio de
fertilizacion en la base del infundibulum (Birkhead y Mgller, 1992a; Wishart, 1995). Sin
embargo, también se ha descrito el transito directo y rapido de espermatozoides hacia
el sitio de fertilizacion, evitando el ingresar a los TAE de la unién atero vaginal. Dicho
evento se efectla cuando los espermatozoides son inseminados inmediatamente
después de la ovoposicion (Bask, 1994), aprovechando el intervalo de 30 a 60 minutos
entre la ovoposicion y la proxima ovulacion que deja el oviducto vacio (Bask, 1994;
Sturkie; 2015), permitiendo la colonizacion infundibular en un rango aproximado de dos
horas (Bask, 1994).

Posterior al obstaculo selectivo que implican las regiones vaginales y unién utero vaginal,
se inicia un transporte espermatico pasivo a través del oviducto, independiente de la
movilidad de los espermatozoides (Sauveur, 1992; Wishart y Horrocks, 2000), asegurado
por el movimiento ciliar de las células epiteliales (Sauveur, 1992) y las contracciones
anti-peristalticas (Sauveur, 1992; Wishart y Horrocks, 2000), generadas en algunas
instancias dentro del ciclo de formacion del huevo, como la actividad contractil que

muestra el Gtero previo a la ovulacion (Sauveur, 1992). Sin embargo, otros autores
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sefalan la posibilidad de un transporte no tan pasivo, que involucraria la presencia de
células epiteliales positivas a serotonina en el oviducto de las pavas (Bakst y Akuffo,
2008a). Dicho hallazgo hace pensar que los espermatozoides viables podrian expresar
sefales moleculares o metabdlicas Unicas que permitirian la liberacion de serotonina
oviductal, estimulando la frecuencia del movimiento de la cola del esperma y los cilios
epiteliales (Stephens y Prior, 1992; Bakst y Akuffo, 2008a), ademéas de promover la
actividad peristaltica de las laminas musculares del oviducto, dando como resultado un

transporte espermatico mas eficiente (Bakst y Akuffo, 2008a).

Dentro de los obstaculos que deben sortear los espermatozoides, la secrecion de
albumen en el magnum resulta uno de los més dificiles, principalmente por el bloqueo
mecanico que este significa, producto del aplastamiento de los pliegues mucosos con el
conjunto yema mas albumen denso. Mientras que la presencia de un huevo con cascara
en el utero ofrece menores dificultades que el aloumen (Sauveur, 1992). La ovoposiciéon
en las pavas posee una media que fluctia entre las 6 y 10 horas después del acceso a
luz diaria (Sauveur, 1992; Sturkie, 2015), por lo que se recomienda efectuar las
inseminaciones inmediatamente después de iniciada la iluminacién o inmediatamente
antes de que se oscurezca. De este modo se evita que el transito diario del huevo
perjudique el transporte 0 conservacion de los espermatozoides en el interior del tracto

reproductivo de la hembra (Sauveur, 1992).

Se ha descrito la presencia de glandulas tubulares similares a los TAE en la mucosa
infundibular, a unos cuatro centimetros de la zona de transicion entre el infundibulo distal
y el magnum proximal (Bakst, 1994; Bakst et al., 1994), describiéndose como un sitio de
almacenamiento espermético secundario (Wishart y Horrocks, 2000; Sturkie, 2015). Sin
embargo, la escasez de espermatozoides al interior de los tubulos infundibulares,
independiente del estado del ciclo ovulatorio (Bakst, 1994), hace debatir respecto a su
real capacidad de almacenamiento (Bakst, 2001). Se reportan con una progresion
tubular hacia el &rea magnal, con mayor densidad y complejidad estructural, tibulos mas
cortos, al compararse con los TAE principales (Bakst, 1994; Bakst et al., 1994),
compuestos por multiples ramas formadas a partir de una sola invaginacion, y la

composicion epitelial de células no ciliadas, donde algunas poseen granulos secretores
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en el citoplasma apical (Bask, 1994). Los espermatozoides serian liberados tras las
ovulaciones posteriores, debido a la distenciéon tisular de la mucosa infundibular,

permitiendo su ingreso al disco germinal para concretar la fertilizacién (Bask, 1994).

2.4. Fecundacion

La fecundacion se genera en el infundibulum, cuando la yema s6lo esta recubierta por
la membrana perivitelina (Tauber, 1875; Sauveur, 1992), ya que el depésito de la capa
extravitelina bloquea el acceso de los espermatozoides al ovocito (Bakst y Howarth,
1977; Bakst et al., 1994), de este modo los espermatozoos disponen de una “ventana de
fertilizacién” de alrededor de 15 minutos, en gallinas (Olsen, 1952) y pavas (Olsen y
Fraps, 1944), antes de que se bloquee el acceso para concretar la fertilizacion (Bakst et
al., 1994). Es posible cuantificar la interaccion évulo/espermatozoide mediante el nimero
de agujeros efectuados por la hidrélisis esperméatica en el momento de la fertilizacion
(Bramwell et al. 1995) y los espermatozoides no penetrantes atrapados producto de la
formacién de membrana extravitelina (Wishart, 1987). Dicha cuantificacion se relaciona
con el numero de espermatozoides en los TAE de la union Gtero vaginal de gallinas
(Brillard, 1993; McDaniel et al., 1997) y pavas (Brillard y Bakst, 1990), con una tasa de
disminucién diaria especifica, del orden del 30% en gallinas y el 11% en pavas,
representando la tasa de pérdida esperméatica de los TAE (Wishart y Staines, 1999). La
duracion de la fertilidad depende de la cantidad de espermatozoides almacenados en
los TAE principales (Wishart, 1987), su tasa de liberacion espermatica y la cantidad de
espermatozoides necesarios para la fertilizacion disponibles en el area infundibular
(Wishart y Horrocks, 2000). Dichos factores se relacionan directamente con el tamafio
corporal de la especie, que a su vez se asocia al tamafio del ovocito, nimero de
espermatozoides asociados (Birkhead et al., 1994), y eventualmente al nimero de TAE
principales (Birkhead y Mgller, 1992b).
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2.5. Modelos de analisis de los TAE

2.5.1 Cultivo celular. Como un intento por dar respuesta a las multiples interrogantes
respecto a la mantencion de la viabilidad espermatica prolongada al interior de los TAE,

surge la inquietud de generar modelos in vitro de los TAE.

De este modo Talbot et al., (2018) es el primer autor en cultivar e intentar caracterizar
las células epiteliales de los TAE de pava a partir de cultivos continuos. Sin embargo, los
resultados descritos sefialan que las células no proliferaron eficazmente o perdieron la
apariencia de morfologia epitelial normal, correspondiente a células cuboidales, por
eventual transformacion o contaminacion celular. De este modo se establece que
algunas de las caracteristicas ultra estructurales contrastan con las caracteristicas de
las células de los TAE in vivo, particularmente por la ausencia de la gotita de lipidos
supra nuclear, normal en células in vivo, y por la presencia de microvellosidades apicales
y vacuolas mucosas citoplasmaticas, caracteristicas de células mucosas de la superficie
epitelial de la unién Utero vaginal. A pesar de los esfuerzos de Talbot et al., (2018) adn
sigue pendiente la replicacion de la fidelidad fenotipica de las células de los TAE in vivo,
para asi emplear un modelo in vitro que permita investigar los mecanismos de la funcion

de los TAE in vivo.

2.5.2. Protedmica. Junto a los intentos por realizar cultivos celulares de los TAE, Talbot
et al., (2018) también reporté andlisis de proteémica de las células obtenidas en los
cultivos. A partir de sus resultados sefiala la ausencia en la secrecién de alguna proteina
particular a partir de los cultivos celulares. Las proteinas de pavo obtenidas se describen
como resultados “decepcionantes” al corresponder a proteinas comunes a la mayoria de
las células. Sin embargo, al observar el conjunto de resultados se pudo determinar la
existencia de algunas proteinas de interés, ya fuese por su uso como proteinas

marcadoras o por su potencial funcién bioldgica (Talbot et al., 2018).

De este modo, el andlisis de protedmica, a partir de células cultivadas en medio
acondicionado sin suero (SFCM), permitié la identificacion de un total de 52 proteinas,

de las cuales 35 eran propias de la especie Meleagris gallopavo, correspondientes a
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proteinas citoplasméticas o constituyentes de la membrana celular, comunes para la
mayoria de las células. Sin embargo, también se encontraron proteinas de posible
interés, entre ellas citoqueratinas aviares tipo 2, 18 y 19, anexina A8, proteinas
clusterina, matrilisina, galectina-2, proteina similar a la zonadhesina, factor inhibidor de
la migracion de macréfagos (MIF) y “anterior gradient protein 2” (AGR-2) (Talbot et al.,
2018). Por otra parte, al realizar andlisis de proteémica en medios celulares de TAE sin
fraccionamiento ni enriquecimiento diferencial, se identificaron 153 proteinas, 93
correspondian a pavo y 60 a raton, producto de las células residuales empleadas en los
cultivos. En cuanto a las proteinas de pavo, la mayoria correspondia a proteinas
citoplasmaticas o citoesqueléticas, comunes a todos los tipos de células. Se identificaron
citoqueratinas (1, 2, 8, 10, 18, 19 y cocleales), anexinas (A2, A4, A5, A8, All), al igual
gue en los andlisis de células SFCM, ademas de proteinas “heat shock protein 90 alpha”
(HSP90A), “maestro heat-like repeat-containing protein family member 7” y galectina-3,
(Talbot et al., 2018).

Las citoqueratinas permiten confirmar la naturaleza epitelial de las células (Moll et al.,
1982), las anexinas podrian ser importantes ya que la anexina A2 ha sido detectada en
el epitelio superficial del oviducto aviar y en el analisis de expresion génica del ttero de
gallina (Chailley y Pradel, 1992; Yang et al., 2007). Ademas, las anexinas A2, A4y A5
estan involucradas con la adhesion y liberacion de espermatozoides en células

oviductales de otras especies (Talevi y Gualtieri, 2010).

La proteina AGR-2 se ha descrito como una proteina fuertemente expresada en tejidos
que secretan moco (Park et al., 2009; Li et al., 2012a), como las células secretoras
observadas en los cultivos de Talbot et al., (2018). Ademas, se ha descrito que AGR-2
presenta una expresion especifica en el oviducto aviar (Kim et al., 2007), controlada por
el estrogeno y su respectivo receptor (Vanderlaag et al.,, 2010; Bu et al., 2013),
involucrandose en el crecimiento celular y reparacion tisular (Wodziak et al., 2016; Zhu
et al.,, 2017). De este modo, se cree que si AGR-2 es secretada por las células de los
TAE estaria involucrada en el desarrollo, mantenimiento y funcién de los mismos,
considerando la eventual importancia que pudiese tener el estrégeno en la

citodiferenciacion de los TAE, como lo es en la diferenciacion de las glandulas tubulares
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del magnum (Palmiter y Wrenn, 1971; Pescatore y Marquez, 1977; Yoshimura et al.,
2000; Holm y Ridderstrale, 2002; Das et al., 2006a).

La proteina HSP90OA también podria ser una proteina secretada por los TAE, se
relaciona con proteinas objetivo como la proteina 1, la metalopeptidasa de matriz 2 y las
tirosina quinasas, causando cambios en su expresién y funcion (Li et al., 2012b),
relacionandose con la renovacion de la matriz extracelular del oviducto (Le$niak-
Walentyn y Hrabia, 2016; Lesniak-Walentyn y Hrabia, 2017) y un impacto favorable para
la mantencion de las funciones espermaticas normales en el fluido seminal (Birkenmeier
et al., 1998). De este modo, la HSP90A se ha relacionado con la viabilidad in vitro de los
espermatozoides bovinos y de cerdos (Huang et al., 1999; Wang et al., 2014), asi como
también se ha descrito su interaccion con receptores de progesterona en oviductos de
gallina (Renoir et al., 1993). Dichos antecedentes, que relacionan a la proteina HSP90
con el almacenamiento y liberacién de esperma (Yoshimura et al., 2000; Ito et al., 2011),
sumado a la secrecién de HSP90 mediada por exosomas (Takeuchi et al., 2015), que
coincide con el tipo de secrecion efectuado por las células de los TAE, respaldan la
hipotesis respecto a la posible participacion de HSP90 en el soporte de mantencion
espermatica de los TAE (Schuppin et al., 1984; Bakst y Bauchan, 2015).

Las proteinas restantes también estan relacionadas con la biologia del tracto
reproductivo y el esperma, ya sea directa o indirectamente, y de varias maneras (Talbot
etal., 2018). Es asi como se ha descubierto que la proteina MIF, de los espermatozoides
humanos, inhibe la capacitacion y disminuye la motilidad de los espermatozoides (Carli
et al., 2007). Dichos efectos resultan fundamentales para el desarrollo de la funcién de
almacenamiento espermatico ejercida por los TAE de pavo (Bakst, 1998; Sasanami et
al., 2013). Respecto a la clusterina, corresponde a una proteina chaperona que, entre
otras cosas, se expresa en el tracto reproductor masculino de mamiferos, asociada a
espermatozoides, mejorando la supervivencia celular (Law y Griswold, 1994; Ammar y
Closset, 2008). En cuanto a la proteina galectina-3, de modo similar a la clusterina, se
ha reportado en el liquido seminal de machos y el tracto reproductivo de hembras en
varios mamiferos (Jones et al., 2010; Nio-Kobayashi, 2017). Por su parte, la proteina

matrilisina (metaloproteinasa de matriz 7) ha demostrado su expresion en el epitelio
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glandular del oviducto de gallina (Lesniak-Walentyn y Hrabia, 2016). En relacion a “heat-
like repeat-containing protein family member 7”, se ha descubierto que proteinas
similares forman parte de los componentes estructurales de la membrana del cascaron
del huevo de gallina (Makkar et al., 2015). Finalmente, la proteina similar a la
zonadhesina, relacionada con un componente proteico de los espermatozoides llamado
zonadhesina, participa en la unién de espermatozoides y zonas pellcidas de mamiferos
(Lea et al., 2001), pudiendo estar relacionada con la interaccion del esperma y évulo

aviar en los medios acondicionados de los TAE (Talbot et al., 2018).

3. SECRETOMICA DE VESICULAS EXTRACELULARES

3.1. Caracterizacion

Recientemente se ha reportado que células como las células dendriticas, linfocitos B,
diversas células madre, células epiteliales y células endoteliales secretan una gran
variedad de vesiculas hacia los espacios extracelulares (Pisitkun et al., 2004; Zhan et
al., 2009). También se ha determinado que estas vesiculas extracelulares estan
presentes en gran parte de los fluidos corporales, como el plasma sanguineo, el liquido
amniético, el fluido ascitico, la orina y saliva (Simpson et al. 2008; Van der Pol et al.,
2012).

Dentro de la nomenclatura de las vesiculas extracelulares (EVs) se encuentran al menos
tres subgrupos destacados, diferenciados segun origen y tamafo, correspondientes a
microvesiculas, exosomas y cuerpos apoptoticos (Simpson et al., 2008; Cocucci et al.,
2009; Théry et al.,, 2009). Las microvesiculas se caracterizan por ser secretadas
directamente de la membrana celular (Colombo et al., 2014; Lopera et al.,, 2017;
Almifiana y Bauersachs, 2019) mediante exocitosis no convencional (Cocucci et al.,
2009), presentar forma heterogénea y un tamafio que puede fluctuar entre 120 y 1000
nm (Cocucci et al., 2009; Colombo et al.,, 2014; Lopera et al.,, 2017; Almifiana y
Bauersachs, 2019). Los exosomas se describen como vesiculas de origen endosémico
(Almifiana, et al., 2017; Lopera et al., 2017; Almifiana y Bauersachs 2019), que pueden
ser liberados tras la fusion de un cuerpo multi-vesicular con la membrana plasmética

celular (Almifiana, et al, 2017; Lakkaraju y Rodriguez-Boulan, 2008), o pueden degradar
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su contenido tras la fusion con lisosomas intracelulares (Lakkaraju y Rodriguez-Boulan,
2008). Son mas pequefios que las microvesiculas y cuerpos apoptéticos, con un rango
de tamanfo reportado de 40 a 120 nm (Lakkaraju y Rodriguez-Boulan, 2008; Colimbo et
al., 2014). Los cuerpos apoptéticos son generados por la gemacién de una célula
completa como consecuencia de la muerte celular apoptética y poseen tamafios que
pueden variar entre los 1000 y 5000 nm (Di Vizio et al., 2012; Hauser et al., 2017; Caruso
et al., 2018).

La importancia de las EVs radica en la capacidad de actuar como mediadores en la
comunicacion intercelular (Valadi et al., 2007; Raposo y Stoorvogel, 2013; Van Niel et
al., 2018), a nivel local y a distancia (Raposo y Stoorvogel, 2013), mediante el transporte
de multiples componentes moleculares bioactivos desde la célula de origen, para ejercer
un efecto funcional sobre la célula receptora (Valadi et al., 2007; Almifiana, et al., 2017;
Van Niel et al., 2018), permitiendo la regulacién de procesos fisioldgicos y patolégicos
(Yafiez-Mo et al., 2015).

Dentro de la carga molecular transportada se encuentran proteinas, ARNm, miARN,
pequefios ARNnc, ADN gendmico (Cocucci et al., 2009; Simons y Raposo, 2009, Da
Silveira et al., 2012; Raposo y Stoorvogel, 2013; Wagas et al., 2017; Almifiana, et al.,
2017), lipidos (Cocucci et al., 2009; Subra et al., 2010; Raposo y Stoorvogel, 2013;
Wagas et al., 2017) acidos grasos libres (Subra et al., 2010), ligandos y receptores
(Cocucci et al., 2009). Esta carga molecular se encuentra protegida de la degradacion o
modificacion extracelular (Simon et al., 2018), y permite establecer un reflejo del estafo

fisiopatoldgico de la célula de origen (Colombo et al., 2014).

3.2. Secretémica oviductal

El liquido oviductal ha sido indicado como el principal responsable para que
espermatozoides, ovocitos y embriones presenten una estadia en un entorno 6ptimo,
durante los eventos reproductivos tempranos, al interior de la hembra (Leese et al., 2008;
Aviles et al., 2010). Definiéndose al liquido oviductal como un fluido complejo y dinamico,

producido por las secreciones de células epiteliales oviductales, transudado del plasma
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sanguineo y elementos del liquido folicular post ovulatorio (Leese, 1988; Leese et al.,
2008). Se ha identificado, en distintas especies, que el principal constituyente del fluido
oviductal corresponde a EVs, vinculando a exosomas y microvesiculas como
importantes mediadores involucrados en multiples procesos reproductivos, como la
interaccion de gametos, la produccion embrionaria y el éxito del proceso de prefiez (Ng
et al., 2013; Al-Dossary et al., 2013; Almifiana et al., 2017). Las primeras EVs de origen
oviducal (oEV, de acuerdo a sus siglas en inglés) fueron descubiertas en murinos,
llaméandolas "oviductosomas" (Al-Dossary et al., 2013), siguiendo la terminologia de los
epidimosomas, EVs liberadas por el epididimo masculino, y prostosomas, EVs liberadas

por la glandula prostética (Alberts et al., 2014).

El papel potencial de las oEV en el area reproductiva ha sido un hallazgo relativamente
reciente, desempefandose estudios principalmente en especies mamiferas. De este
modo, reportes respecto a las funciones de oviductos bovinos han sefialado que las oEV
in vitro mejoran la calidad del embrién y la crio supervivencia (Lopera-Vasquez et al.,
2016), sefialando ademas que las vesiculas pueden ser absorbidas por embriones in
vitro mejorando asi su calidad y desarrollo (Almifiana et al., 2017). En caninos se ha
determinado que las oEV de origen in vitro contienen miRNAs relacionados con roles de
maduracioén ovocitaria y mejoran la maduracion ovocitaria in vitro (Lange-Consiglio et al.,
2017), mientras que en felinos se ha identificado vesiculas extracelulares con carga
proteica vinculada a la movilidad y viabilidad espermatica (Ferraz et al., 2019). En
porcinos se ha establecido que las oEV in vivo poseen proteinas relevantes en eventos
reproductivos como la regulacion de la poliespermia (Alcantara-Neto et al., 2019) e in
vitro mejoran la viabilidad espermatica (Alcantara-Neto et al., 2020). En murinos se ha
reportado la influencia de las oEV en la capacitacion espermatica y la reaccion acrosomal
(Al-Dossary et al. 2013), la interaccién espermatica con entrega de PMCA4, bomba de
flujo de salida de Ca*, involucrada en la motilidad espermatica (Al-Dossary et al., 2015),
la entrega de miRNAs responsable de la funcionalidad espermatica (Fereshteh et al.,
2018), modulacién de la ciliogénesis oviductal (Nakano et al., 2017) y aumento del éxito
en la transferencia de embriones (Qu et al., 2018). En humanos se ha determinado la
vinculacion de las oEV de las trompas de falopio con la presencia de proteinas

moduladoras de la fertilidad (PMCAL1-4) (Bathala et al., 2018). Mientras que en aves sélo
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hay reportes en gallinas, los que sefalan que las oEV de la vagina y la unién utero
vaginal generan efectos sobre la viabilidad y la movilidad espermética (Huang et al.,
2017).

En cuanto a las caracteristicas de las oEV, se ha determinado que las vesiculas
liberadas en el sistema reproductivo bovino presentan mayor proporcion de vesiculas
pequefias en el istmo, e igual proporcion de tamafio en el ampula (Lopera-Vazquez et
al., 2017), mientras que en el cerdo, se ha sefialado igual proporcién de tamafio de las
OEV en ambas estructuras, reportando mayor concentracion total en el ampula
(Jamaludin et al., 2019). Ademas, se ha determinado que el potencial zeta, magnitud de
la repulsion o atraccion electrostatica entre particulas, de las oEV del istmo y el &mpula
es diferente, tanto en bovinos como en cerdos, relacionando dicho diferencial con las
diversas caracteristicas de superficie y composicion de membrana de las distintas
regiones. De este modo, ambos estudios muestran antecedentes que evidencian que las
OEV difieren entre las distintas regiones oviductales y las diferentes especies, apuntando
a distintos patrones de secrecion y probables diferencias funcionales, sin embargo, ain
se requieren estudios respecto a diferencias en las cargas moleculares (Lopera-Vasquez
etal., 2017; Jamaludin et al., 2019).

En relacién al contenido molecular de oEV, se ha determinado la presencia de proteinas
y distintos tipos de ARN (ARNm, miARN, ARNr, ARNt, ARNsn y ARNsno) con roles
importantes dentro del proceso de fertilizacién (Almifiana et al., 2017; Alminfiana et al.,
2018). Estudios de oEV en bovinos, murinos y humanos, han mostrado que el contenido
de oEV es dinamico y se regula mediante la influencia hormonal ejercida por el ovario a
lo largo del ciclo reproductivo (Almifiana et al., 2018). Dicho control hormonal permitiria
el empaque vesicular y posterior liberacién, hacia la luz oviductal, de elementos como
MARN, proteinas, ARNnc y algunos metabolitos (Greening et al., 2016; Alminana et al.,
2017; Ferraz et al., 2019). Se ha demostrado que la presencia de progesterona exdégena
modula la secrecion uterina de EV y las cargas vesiculares de ARN en ovinos. La
presencia de espermatozoides, ovocitos y embriones (Burns et al., 2018), la estacion
reproductiva y el estado fisiolégico de la hembra también podrian afectar la secrecién y

carga molecular de las oEV. Sin embargo, se sabe poco respecto al contenido molecular
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y el funcionamiento bioactivo de las microvesiculas oviductales (Almifiana y Bauersachs,
2019).

3.3. Secretémica oviductal y sus efectos sobre los espermatozoides

Las secreciones oviductales contienen una mezcla de moléculas organicas e inorganicas
que contribuyen y modulan las modificaciones funcionales de los espermatozoides
(Leese at al., 2008), evidenciando un rol importante en los procesos de capacitacion
(Leese at al., 2008; Lamy et al., 2018), reaccion acrosomal, unién a la zona peldcida,
seleccién, motilidad y viabilidad espermatica en mamiferos (Lamy et al., 2018). Ademas,
se ha determinado que los efectos del fluido oviductal de hembras murinas, ovinas y
porcinas sobre la funcionalidad esperméatica masculina, difiere de acuerdo a la etapa del
ciclo reproductivo de la hembra, ya que la composicién bioquimica varia segun las
distintas etapas (Coy et al., 2008; Burns et al., 2018; Bognar et al., 2019).

En el caso de los mamiferos, se ha determinado que la presencia de espermatozoides
en el oviducto podria tener un efecto especifico sobre la proteémica oviductal (Georgiou
etal., 2007), influyendo en la expresion de alrededor de 20 proteinas (Maillo et al., 2016).
De este modo se sospecha que genes activados y proteinas activadas podrian influir en
la mantencién de la viabilidad espermatica (Holt y Fazeli, 2016). Dichos antecedentes
podrian explicar la viabilidad extendida que presentan los espermatozoides al adherirse
transitoriamente a las células epiteliales del istmo caudal, reservorio espermatico en
mamiferos (Miller, 2015), y al vincularse estrechamente con las microvellosidades

epiteliales en los TAE, reservorio espermatico en aves (Van Krey et al., 1967).

Respecto a las diversas proteinas asociacion a las oEV, se ha reportado la presencia de
la proteina PMCA4 al interior de los oEV murinos, principal bomba de flujo de Ca*?
espermatico, asociandose con la regulacion de la motilidad espermética progresiva e
hiperactiva, la capacitacion, reaccion acrosomal y viabilidad espermatica, donde su
eliminacion conduce a una pérdida severa de la motilidad hiperactivada y la infertilidad
masculina (Al-Dossary et al., 2013). Ademas, se ha reportado la presencia de proteinas

espermaticas fosforiladas en tirosina, las que desempefian un rol clave en la
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capacitacion espermatica (Bognar et al., 2019). En bovinos las oEV han evidenciado la
presencia abundante de ANXA2, OVGP1, HSPA90, HSP70, gelsolina y ezrin, asociadas
con roles clave en la interaccion de los gametos con el oviducto (Almifiana et al., 2017).
OVGP1 se ha descrito en mdltiples especies de mamiferos, asociandose con el
mantenimiento de la viabilidad, motilidad, reaccién acrosomal y capacidad de
penetracion espermatica (King et al., 1994; Killian, 2004; Bemis et al., 2012; Rosenbluth
et al.,, 2014). Otros han mostrado la presencia de HSPA8 en bovinos, proteina
involucrada en mejorar la supervivencia y capacidad de fertilizacion espermética. En las
OEV de la especie porcina se ha determinado la presencia de varias proteinas
relacionadas con la fisiologia reproductiva, como la proteina MYH9 y OVGP1,
relacionadas con la asociacion del espermatozoide al oviducto, ANXA1L, 4 y 5 vinculadas
con la integridad y transito espermético, RPS5 y VCP relacionadas con la secrecion
proteica y FLOT1 y CLU con la adhesion celular (Coy et al., 2008; Thippabhotla et al.,
2019; Alcantara-Neto et al., 2020). En gatos se ha determinado que el contenido de los
OEV posee proteinas esenciales para la fertilizacién, como OVGP1, HSP70, HSP90,
CD9, CCT8, CCT7, responsables de aumentar las tasas de fertilizacién cuando se co-

incubaron espermatozoides con oEV, previo a la fertilizacion in vitro (Ferraz et al., 2019).

3.4. Secretémica del epitelio de los TAE

Mientras la mayoria de los organelos celulares se encuentra en la zona basal de las
células epiteliales de los TAE, la zona apical se describe rica en vesiculas densas (20-
280 nm) y microvellosidades con vesiculas de 20 a 40 nm en su interior, formando
exosomas con proteinas CD63 como marcadores de superficie vesicular (Bakst y
Bauchan, 2015; Huang et al., 2017) y ampollas microvellosas notorias, de varios

tamafios y formas (Bakst y Bauchan, 2015).

Se ha descrito una alta concentracién de exosomas, mediante el marcaje de la proteina
CD63, en la regién apical de las células mucosas de la unién Gtero-vaginal, la regién
apical de las células epiteliales de los TAE sin espermatozoides residentes y la luz de
los TAE con presencia de espermatozoides (Huang et al., 2017). Aunque se desconocen

los mecanismos de interaccibn de las células epiteliales de los tabulos con los
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espermatozoides, se sugiere que los exosomas producidos por las células de los TAE
son secretados a la luz tubular durante la presencia de espermatozoides almacenados.
De este modo la produccion de exosomas podria verse regulada por la presencia de
espermatozoides y/o plasma seminal al interior de los TAE (Huang et al., 2017). De
acuerdo a los antecedentes bibliograficos que sefalan el transporte de acidos grasos
libres por parte de los exosomas (Subra et al., 2010) y la acumulacién de &cidos grasos
en el citoplasma de las células de los TAE, se piensa que los acidos grasos pueden
incorporarse a los exosomas y asi ser transferidos a los espermatozoides almacenados
(Huang et al., 2017).

En cuanto a las ampollas microvellosas, ain se desconoce si corresponden a la
categoria de exosomas (Huang et al., 2017), sin embargo, de acuerdo a la clasificacion
de los tipos de vesiculas pequefas, se han establecido como una variacién de una
"vesicula de desprendimiento"”, ya que se desprenden directamente de la membrana
plasmatica al espacio extracelular (Cocucci et al., 2009; Bakst y Bauchan, 2015). Dentro
de los tipos de ampollas microvellosas, descritas al interior de los TAE de pava, se han
descrito ampollas pequefias (100 a 250 nm) de forma esférica y otras ampollas,
posiblemente derivadas de las primeras, de aspecto irregular alargado, ambas con
material granular fino en su interior. Con menor frecuencia, se ha descrito la presencia
de vesiculas esféricas y alargadas méas grandes (500 nm a 1 um), que pueden 0 no
presentar material granular fino (Bakst y Bauchan, 2015). Vesiculas de tipo similar en
mamiferos, como epidisomas y prostasomas, ricas en contenido proteico y lipidico, se
han descrito capaces de alterar la relacién colesterol/potasio, la maduracién, motilidad y
capacidad antioxidante en espermatozoides (Hermo y Jacks; 2002; Rejraji et al., 2006;
Sullivan y Saez, 2013). En el caso particular de los prostasomas, se han vinculado con
la inhibicion de la capacitacion y la reaccion acrosomal, relacionados con su alto
contenido de colesterol (Pons-Rejraji et al., 2010). A partir de lo mencionado, se especula
la posibilidad de que las ampollas microvellosas de los TAE sirvan como fuente de
componentes bioactivos que colaboren como sustrato metabdlico, inhibidores de la
capacitacion, estabilizadores del plasmalema y protectores del estrés oxidativo en los
espermatozoides residentes (Bakst y Bauchan, 2015). De este modo se sugiere que las

moléculas transportadas por las ampollas microvellosas interacttan con los
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espermatozoides residentes en los TAE, permitiendo el desarrollo de un estado de

incapacitacion (Bakst y Bauchan, 2015).

3.5. Incubacion espermética con vesiculas extracelulares

Algunos estudios que han co-incubado espermatozoides con tejido de la unién utero
vaginal, seccién oviductal donde se encuentran los TAE principales, han sefialado que
el contacto cercano de los espermatozoides con el epitelio oviductal prolongo6 el tiempo
de vida de los espermatozoides, al compararse con espermatozoides incubados sin
tejido oviductal (Ashizawa et al., 1976). Por otra parte, un estudio en codornices
japonesas que incubd espermatozoides en presencia y ausencia de extractos de la union
Utero vaginal, determiné que los espermatozoides sin extracto mostraban un movimiento
MAs vigoroso, mientras que los espermatozoides incubados con extractos presentaban
un movimiento flagelar casi inactivo, disminuyendo la amplitud del movimiento flagelar y
la velocidad de avance lineal (Sasanami et al., 2013). Respecto a la viabilidad, se pudo
determinar que los espermatozoides sin extractos murieron dentro de las primeras cinco
horas posteriores a la incubacién, mientras que en presencia de extractos los
espermatozoides nadaron vigorosamente incluso después de 48 horas (Sasanami et al.,
2013). Resultados que coinciden con las funciones de inmovilidad y aumento de la
viabilidad espermatica descrita al interior de los TAE (Bakst et al., 1994; Wishart y
Horrocks, 2000), respaldando la existencia de moléculas desconocidas como

responsables del mantenimiento espermatico (Sasanami et al., 2013).

Por otra parte, reportes mas recientes, basados en investigaciones efectuadas en el
oviducto de pavas, sefialan que las cabezas y piezas medias de los espermatozoides,
almacenados al interior de los TAE, se rodean por las microvellosidades del epitelio
tubular, que a su vez libera cuerpos multivesiculares (30 a 130 nm de diametro). Dichos
antecedentes hacen pensar que el contenido de dichas ampollas, por liberacion del
contenido en la luz tubular o la fusién directa con el plasmalema espermatico, podrian
involucrarse con la supervivencia espermatica prolongada al interior de los TAE (Bakst
y Bauchan, 2015).
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Respecto a la interaccién de las oEV con los espermatozoides, se ha reportado que
dicha interaccion es dependiente del tiempo de co-incubacién, la concentracion de oEV
y probablemente el origen espermatico, relacionado con la fuente de recoleccion
espermatica (Ferraz et al., 2019; Alcantara-Neto et al., 2020). De este modo, se ha
reportado que la co-incubacion con espermatozoides de cerdo eyaculados, genera las
primeras interacciones con las oEV después de las dos primeras horas de co-incubacion,
iniciando en la regioén apical de la cabeza del espermatozoide para luego extenderse a
todo el resto del espermatozoide, de acuerdo al aumento del tiempo y la concentracion
de oEV (Alcantara-Neto et al., 2020). En el caso del gato, y el uso de espermatozoides
de origen epididimario, se ha reportado que la unién de las oEV al espermatozoide se
efectla en la region acrosomal y la pieza media, con un 60% de unién a los 15 minutos

de iniciada la co-incubacion (Ferraz et al., 2019).

La evaluacion espermatica, tras la co-incubacion con oEV de cerdo, ha establecido un
aumento en la viabilidad y supervivencia espermatica, después de 6 y hasta 17 horas, al
compararse con un control de semen fresco sin EVs. Respecto a los parametros de
motilidad, se ha determinado que la co-incubacién de espermatozoides con EVs genera
una reduccién en la motilidad total y progresiva después de dos horas de iniciada la co-
incubacién, aumentando la velocidad en linea recta después de dos horas y la velocidad
curvilinea después de 20 h de iniciada la co-incubacion (Alcantara-Neto et al., 2020).
Reportes de co-incubacion de espermatozoides de gato doméstico con EVs han
determinado un aumento en la motilidad espermética, con mayor porcentaje de
espermatozoides maviles con aumento en la motilidad hiperactiva, y la conservaciéon de
la integridad acrosomal, al compararlos con espermatozoides incubados sin EVs (Ferraz
etal., 2019). Las diferencias obtenidas, respecto a la motilidad espermatica, entre ambos
estudios podria justificarse por las diferencias en la metodologia implementada,
contemplando los tiempos y concentraciones de EVs durante la co-incubacion, asi como

el origen de los espermatozoides (Ferraz et al., 2019; Alcantara-Neto et al., 2020).

Un estudio en aves, que incub6 espermatozoides de gallo con exosomas provenientes
de la vagina y la unién Gtero-vaginal del oviducto de gallinas, determind que la

incorporacion de exosomas generaba el mismo efecto sobre la conservacion
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espermatica del que puede causar un extensor espermatico convencional, con similar
viabilidad y motilidad resultante (Huang et al., 2017). Si bien los autores esperaban
resultados aun mas prometedores, se debe considerar que el estudio no contempla un
control negativo sin EVs, como los estudios desarrollados en gatos y cerdos (Ferraz et
al., 2019; Alcantara-Neto et al., 2020), que pudiese dar diferencias mas significativas
respecto a aspectos de motilidad y viabilidad resultante. Por otra parte, no se
contemplaron las caracteristicas biolégicas de las regiones oviductales evaluadas,
considerando que la naturaleza intrinseca al interior de la luz de los TAE genera un efecto
de quiescencia reversible en los espermatozoides residentes (Bakst et al., 1994; Wishart
y Horrocks, 2000) y que la region vaginal genera inmuno-reaccién anti esperma durante

la seleccion espermatica oviducal (Higaki et al., 1995; Koldemir et al., 2017).

Aungue se ha determinado que las EVs son clave en la funcionalidad espermatica al
interior del oviducto, para concretar una fertilizacion exitosa, no se han desarrollado
muchos estudios a la fecha que permitan examinar el efecto de las EVs sobre los

espermatozoides in vitro (Alcantara-Neto et al., 2020).

4. PREGUNTA BIOLOGICA

A partir de los antecedentes bibliograficos mencionados, se deduce el potencial biolégico
gue pudiesen tener las EVs de los TAE sobre la conservacion espermatica prolongada
in vivo, y como este potencial pudiese emularse en sistemas de conservacion
espermatica in vitro. Es por ello que el presente estudio buscé establecer una asociacion
entre las EVs secretadas por los TAE y los efectos que éstas pudiesen ejercer sobre los
espermatozoides, respecto al potencial de conservacion espermatica prolongada
generado al interior de los TAE de las hembras aviares, asociado a un contenido

bioactivo con proteinas potencialmente especificas para la region anatémica.
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5. HIPOTESIS

El cargo y funcionalidad de las EVs secretadas en el oviducto de pavas criollas
(Meleagris gallopavo) varia en funcion del sitio de colecta de éstas (union Gtero vaginal,
donde hay TAE, o Magnhum, donde no hay TAE) y del método empleado para obtener
dichas vesiculas (lavado o cultivo), siendo la combinaciéon “UUV mas lavado oviductal”

la mas apropiada para inhibir la movilidad sin afectar la viabilidad espermatica.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar la composicion del contenido de las vesiculas extracelulares de los tlbulos de
almacenamiento espermatico y su efecto sobre las funciones esperméticas de movilidad

y viabilidad en pavos.

6.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el papel del fotoperiodo y la estacionalidad ambiental en los perfiles séricos
de hormonas sexuales femeninas y masculinas.

2. Estudiar el patrén de secrecién y las caracteristicas de las EVs del fluido oviductal (in
vivo) de hembras de pavo criollo, procedente de dos regiones oviductales (con y sin
TAE), evaluando la influencia del fotoperiodo estacional (negativo y positivo) y el estado
ovulatorio de la hembra (en ausencia y presencia de postura de huevos).

3. Evaluar la influencia de la fuente de recoleccion de la muestra, fluido oviductal (in vivo)
y cultivo celular (in vitro), en hembras en fotoperiodo positivo, con y sin ovulacion, sobre
la secrecién y las caracteristicas de EVs del objetivo 1.

4. Determinar el contenido proteico de las EVs obtenidas del oviducto de hembras de
pavo criollo a partir de los grupos experimentales definidos en los objetivos 2 y 3.

5. Analizar el efecto de los aislados de EVs de fluido oviductal (in vivo) de gallinas (con
y sin TAE), sobre los patrones de union, viabilidad y movilidad de espermatozoides de

gallo criollo, de acuerdo al tiempo de incubacién y la concentracion de EVs.
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Il. MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se emplearon machos y hembras de las especies Meleagris gallopavo y Gallus gallus,
de acuerdo al objetivo del estudio, provenientes del nucleo genético de “pavo criollo” y
“gallina mapuche de huevo azul” de los proyectos “Seleccién y difusién de genética
localmente adaptada para la produccion de pavo de campo PYT 2017-0240” y “Modelo
para la sustentabilidad de la avicultura campesina mediante la conservacién y el
mejoramiento genético de la gallina mapuche PYT 2014-0273 ” financiados por la
Fundaciéon para la Innovacion Agraria y ejecutados por la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Concepcion, en dependencias de la Unidad Avicola,
en la localidad de Chillan (latitud -36.60664 y longitud -72.10344), en Chile, durante los
meses de julio a diciembre, desde un fotoperiodo negativo de dias cortos hacia uno

positivo de dias largos.

Las aves fueron albergadas en un sistema ambiental semiconfinado, que emula las
condiciones de traspatio de crianza campesina a nivel latinoamericano, donde son
criadas tradicionalmente este tipo de aves, correspondiente a cubiculos comunitarios de
madera y malla, con acceso al ambiente exterior en piso de tierra, expuestas durante
toda su etapa de recria, madurez sexual y reproduccion a las temperaturas y fotoperiodo
natural disponible en la region de experimentacion. La alimentacion se suministré ad
libitum en base a agua fresca y concentrado comercial, proporcionando una racién para
aves de engorda (Champion Performance®, Nutricion Animal) durante las etapas de
crianza y recria (19,5% de proteina cruda, 6% de fibra cruda y 3,5% de extracto etéreo),
para luego efectuar una transicion y cambio de concentrado a alimento para postura de
huevos y reproducciéon (Champion Performance®, Nutricibn Animal) a partir de las 22
semanas de vida en Melesgris gallopavo y 17 semanas en Gallus gallus, previo y durante

la madurez sexual (15% de proteina cruda, 6,5% de fibra cruda y 3% de extracto etéreo).
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1.1. Andlisis de perfiles séricos de hormonas sexuales

Se emplearon hembras y machos de Mleagris gallopavo nacidos a finales de octubre de
la temporada anterior, iniciando su primer ciclo reproductivo durante el desarrollo del
estudio, desde julio a diciembre del afio de muestro, con 28 semanas de vida. Las
hembras y machos se mantuvieron en lotes de aves, separados de acuerdo al sexo del

animal, durante todo el desarrollo del estudio.

1.2. Analisis de EVs de origen oviducta

Las hembras empleadas para el andlisis y extraccién de EVs y tejido oviductal fueron
seleccionadas al azar y sacrificadas mediante la técnica de eutanasia por dislocacion
cervical (King et al., 1999; Bakst y Akuffo, 2008a; Bakst et al., 2010; Foye-Jackson et al.,
2011), a una edad aproximada de 38 semanas de vida para fotoperiodo negativo en
Meleagris gallopavo (correspondiente al mes de Julio, en invierno, de acuerdo al clima
de 4 estaciones en el que se encuentra la unidad de experimentacion, ubicada en el
hemisferio sur), 47 a 70 semanas de vida para fotoperiodo positivo en Melagris gallopavo
y 24 a 40 semanas de vida para fotoperiodo positivo en Gallus gallus, con y sin ovulaciéon
(correspondiente a los meses de septiembre, a fines de invierno, hasta fines de
diciembre, a principio de la estacién de verano en el hemisferio sur), categorizando el
estado ovulatorio de las hembras de acuerdo al desarrollo de su anatomia ovérica,

respecto al desarrollo folicular, y el desarrollo de huevos en el oviducto.

Los machos de Maleagris gallopavo y Gallus Gallus empleados para la fertilizacion de
hembras mediante monta natural presentaron la misma edad que las hembras, y se
dispusieron junto a ellas en las mismas condiciones ambientales descritas
anteriormente. En el caso de los machos de Gallus Gallus empleados para la recoleccion
de semen fresco, destinado a la evaluacién espermatica in vitro, también presentaron la
misma edad que las hembras, se ubicaron en cubiculos individuales, para evitar
agresiones entre pares (Sauveur, 1992), y se sometieron a las mimas condiciones

ambientales descritas para las hembras.
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PATRONES SERICOS DE HORMONAS SEXUALES

OBJETIVO 1: Evaluar el papel del fotoperiodo y la estacionalidad ambiental en los

perfiles séricos de hormonas sexuales femeninas y masculinas.

2.1. Disefio experimental

Para el cumplimiento del objetivo especifico nimero 1, se emplearon 24 hembras y 16
machos de Meleagris gallopavo, a los cuales se le tomaron muestras sanguineas
seriadas desde julio a diciembre, en una fecha similar por cada mes, considerando los
meses de julio, agosto y septiembre en temporada invernal y los meses de octubre,
noviembre y diciembre en estacién primaveral. A partir de las muestras séricas de las
hembras, se determinaron las concentraciones de progesterona y estradiol, y a partir de
las muestras de los machos, se determinaron las concentraciones de testosterona

circulante.

2.2. Toma de muestras

Se efectuaron recolecciones mensuales de 1,5 ml de sangre, en un horario fijo desde las
9 hasta las 11 horas, previa restriccion de alimento y agua por 12 hrs, a partir de la vena
braquial de las aves, depositAndose en tubos plasticos estériles de politereftalato de
etileno etilendiaminotetraacético con paredes internas siliconizadas y activador de
coagulacion (Vacuette®). Las muestras fueron centrifugadas a 3.500 rpm a 4°C por 15
min (Heraeus Megafuge® 1.0 R), la fraccion de plasma resultante fue extraida y

almacenada a -20°C hasta su analisis.
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2.3. Ensayos endocrinos

La concentracion plasmatica de estradiol y progesterona, en muestras de hembras, y
testosterona, en muestras de machos, fueron determinadas mediante la técnica de
radioinmunoensayo (RIA), empleando kits comerciales (E2-RIA-CT Kit KIP0629, PROG-
RIA-CT Kit KIP1458 y TESTO-RIA-CT Kit KIR1709, DIAsource ImmunoAssays SA,
Nivelles, Bélgica), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Se valido
previamente cada kit por medio de la cuantificacion de la concentracion de estradiol,
progesterona y testosterona de muestras de concentracidon conocida (triplicado), las
cuales posteriormente fueron afiadidas (test de recuperacion) o diluidas (test de dilucién)
en concentraciones conocidas empleando distintos factores de dilucion, desde 1:2 hasta
1:36. Los resultados fueron graficados y por medio de ensayos de paralelidad, en la
prueba de dilucién y recuperacién, se validaron los kits con resultados comprendidos
entre el rango del 90 — 110% de dilucién y recuperacién, considerando los limites de
cuantificacién de 2,70 pg/mL de estradiol, 0,05 ng/mL de progesterona y 5 ng/dL de
testosterona, con los coeficientes de variacion de 1,71 — 5,69% para estradiol, 2,44 —

6,08% para progesterona 'y 0,47 — 4,90% para testosterona.

La cuantificacién se efectu6 mediante un ensayo de competencia para estradiol, uno
para progesterona y otro para testosterona, a partir de las concentraciones hormonales
presentes en las muestras (hormona fria), en conjunto con el estandar de estradiol,
progesterona y testosterona iodados (hormona caliente), proveido entre los reactivos de
cada kit, por un anticuerpo adherido a la base de un tubo de polipropileno. La
determinacion de la concentracién plasmatica se realiz6 a partir de la radioactividad
adherida en la base de cada tubo, por medio de un contador gamma (Perkin Elmer
Wizard, Helsinski Finlandia), y una recta de cuantificacion obtenida a partir de los
estandares de concentracion conocida, presentes en cada kit, a través de la
representacion semilogaritmica de los valores de B/BO (%) ([cuentas del

calibrador/cuentas del estandar cero] x 100) frente a la concentracion de cada calibrador.
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2.4. Fotoperiodo

El fotoperiodo al cual se expuso a las aves (Figura 3) se determiné de acuerdo a la
cantidad de horas luz presentes en la localidad en que se desarroll6 el estudio, durante
cada uno de los dias de toma de muestras. De este modo, como la localidad de muestreo
se rige por las estaciones climéticas del hemisferio sur, se iniciaron los muestreos a
mediados de invierno durante el mes de julio, con 9 hrs y 50 min de luz, finalizando a
fines de primavera durante el mes de diciembre, con 14 hrs y 38 min de luz. El
comportamiento de la cantidad de horas de luz durante el periodo obedece a un
fotoperiodo positivo con ascenso gradual y progresivo en el tiempo, con diferencias (p <
0,05) que alcanzan las 4 hrs y 48 min de aumento total de horas de luz. El mayor
aumento se gener6 a mediados de primavera, entre los meses de octubre y noviembre,
con 1 hry 11 min, y el menor aumento se produjo a fines de primavera, entre los meses

de noviembre y diciembre, con 36 min.

15
14
13
12
11
10

9

14,63

Horas de luz

10,75

9,83

13-) 17-A 14-S 13-0 16-N 14-D
Invierno Primavera

Meses de muestreo

Figura 3. Sumatoria de las horas de luz diarias durante el fotoperiodo de las fechas de
muestreos, para la determinacion de la concentracién plasméatica de hormonas sexuales
en machos y hembras de pavo criollo (METEOGRAM, 2022). 13-J: 13 de julio; 17-A: 17
de agosto; 14-S: 14 de septiembre; 13-O: 13 de octubre; 16-N: 16 de noviembre; 14-D:
14 de diciembre.
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2.5. Andlisis estadistico

La cantidad de horas de luz diaria, durante los meses de muestreo, fue evaluada
mediante un analisis de varianza, el que contemplé la interaccion entre el nimero de
horas y los meses de muestreo. Los resultados de las concentraciones plasmaticas de
testosterona, estradiol y progesterona fueron evaluados mediante un analisis de
varianza y un analisis de comparacion de medias empleando el Test LSD de Fisher.
Adicionalmente se efectu6 una regresion no lineal, polinomial de segundo grado, entre
las concentraciones hormonales y las horas de luz diarias. Los analisis fueron realizados
mediante el software estadistico Infostat® (2020), considerando un valor de P < 0,05

como diferencia estadisticamente significativa.
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CARACTERIZACION DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES OVIDUCTALES

OBJETIVO 2. Estudiar el patron de secrecion y las caracteristicas de las EVs del fluido
oviductal (in vivo) de hembras de pavo criollo, procedente de dos regiones oviductales
(con y sin TAE), evaluando la influencia del fotoperiodo estacional (negativo y positivo)

y el estado ovulatorio de la hembra (en ausencia y presencia de postura de huevos).

OBJETIVO 3. Evaluar la influencia de la fuente de recoleccion de la muestra, fluido
oviductal (in vivo) y cultivo celular (in vitro), en hembras en fotoperiodo positivo, con y sin

ovulacion, sobre la secrecion y las caracteristicas de EVs del objetivo 1.

OBJETIVO 4. Determinar el contenido proteico de EVs obtenidas del oviducto de
hembras de pavo criollo a partir de los grupos experimentales definidos en los objetivos
2y 3.

3.1. Disefio experimental

Se empled un total de 18 hembras de Meleagris gallopavo, las cuales fueron divididas
en 3 grupos, correspondientes a 6 hembras en fotoperiodo negativo (FN), 6 hembras en
fotoperiodo positivo (FP) y 6 hembras en fotoperiodo positivo en ovulacion (FP en O).
Para la inseminacién por monta natural se emple6 un total de 6 machos, alternando su

acceso a las hembras durante la temporada.

Para el cumplimento del objetivo especifico nUmero 2, se emplearon dos secciones del
oviducto de cada pava, a partir de muestras in vivo de lavado oviductal de hembras en
FN, FP y FP en O, mientras que para el objetivo especifico 3, se utilizaron las mismas
secciones anatomicas, pero de muestras in vivo de lavado e in vitro de sobrenadante de
cultivo celular, a partir de hembras en FP y FP en O. De este modo, en ambos casos se
obtuvo dos secciones: la seccion A, sin TAE (control), para la cual se empled la region
anatomica del magnum (M) y la seccién B, con TAE, correspondiente a la union utero
vaginal (UUV). En resumen, se obtuvo dos secciones oviductales, dos fuentes de

recoleccibn de EVs y tres estados reproductivos de las hembras. Cada grupo
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experimental fue conformado por un total de 3 repeticiones (réplicas biologicas)
constituidas por pools de resuspendidos vesiculares provenientes de 2 oviductos

pertenecientes a 2 pavas distintas.

3.2. Aislamiento del tejido oviductal

El oviducto se aislé y se retir6 del tracto reproductor en condiciones estériles,
inmediatamente posterior a la eutanasia de la hembra (King et al., 1999; Kasperczyk et
al., 2012), se lavo externamente con PBS que contenia solucion de antibidtico-
antimicotico (AAM) al 2 % (Glico, Thermo Fisher, Madrid, Espafia) a temperatura
fisioloégica de 41°C (Kasperczyk et al., 2012). El oviducto fue dividido en dos grandes
secciones, la seccidn A que contenia el magnum y la seccién B que abarcoé el Utero y la
vagina, asegurando la integridad de la union Gtero vaginal, donde se encuentran los TAE
principales (Bakst, 1992; King et al., 1999; Bakst et al., 2010; Talbot et al., 2018).

3.3. Fuentes de recoleccion de vesiculas extracelulares

3.3.1. Lavado oviductal. Las secciones oviductales, A sin TAE, correspondiente al
magnum, y la zona experimental B con TAE, relacionada con la unién Gtero vaginal,
fueron sometidas a un lavado de la region luminar, con un total de 5 mL de PBS filtrado
por 0,2 umy 2 % de AAM a temperatura fisiol6gica de 41°C (Kasperczyk et al., 2012;
Almifiana et al., 2017; Lopera et al., 2017). Cada secciéon fue sometida a clampado con
pinzas hemostaticas quirdrgicas, se dej6 reposar por 5 minutos y luego se procedi6 a la
recolecciéon del liquido de lavado, presionando suavemente desde el istmo hacia el
infundibulo en la seccién A y desde la base del Gtero hasta el inicio de la vagina en la
seccion B, maximizando asi la recuperacion de liquido resultante. Los lavados de cada
seccion se sometieron a centrifugaciones sucesivas a velocidades crecientes, para
eliminar células y restos celulares, eliminando el pellet y recuperando los sobrenadantes,
de acuerdo al protocolo inicial de extraccion de EVs decrito por Théry et al., (2006),
partiendo con 300 g por 10 min a t® ambiente, 2.000 g por 10 min a t® ambiente y 10.000

g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante resultante fue almacenado a -80 °C hasta efectuar
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el aislamiento de las vesiculas extracelulares (Alcantara-Neto et al., 2019; Alcantara-
Neto et al., 2020).

3.3.2. Establecimiento de cultivos celulares. Posterior al lavado oviductal, se extrajeron
EVs a partir de cultivos celulares primarios obtenidos de los mismos tractos, a partir de
muestras de la seccion A (magnum) y B (unién Gtero vaginal). Para ello las secciones
fueron diseccionadas mediante el corte suave, con micro tijeras curvas de diseccion y
pinzas microquirdrgicas, para ser depositadas en placas Petri individuales. Una vez alli,
fueron cortadas longitudinalmente con tijeras quirargicas, para exponer la superficie del

epitelio luminal (Kasperczyk et al., 2012; Huang et al., 2017; Talbot et al., 2018).

3.3.2.1. Colecta de tejido seccion A del oviducto. Para la seccion A se efectuaron cortes
de pequefios fragmentos de la region epitelial expuesta, empleando pinzas vy tijera
microquirdrgica, siendo fraccionados en trozos de 2 a 3 mm (Kasperczyk et al., 2012;
Huang et al., 2017) y depositados en tubos estériles de 45 mL, los que contenian PBS

con 2% de AAM a 39°C, para su posterior digestion.

3.3.2.2 Colecta de tejido seccién B del oviducto. Respecto a la seccién B, el tejido se
observé previamente mediante estereomicroscopia (5 x) para detectar la presencia de
los TAE incrustados en los pliegues longitudinales, y asi asegurar el corte preciso de la
zona del esfinter Utero vaginal, entre el extremo craneal de la vagina y el extremo caudal
del Utero, mediante el uso de pinzas y tijeras microquirdrgicas (Brillard y Bakst, 1990;
King et al., 1999; Bakst y Akuffo, 2008a). Los trozos de epitelio fueron depositados en
tubos estériles de 45 mL, que contenian PBS con 2% de AAM a 39°C, para su posterior

digestion.

3.3.2.3. Digestién de tejido y cultivo celular. Los tejidos colectados para el aislamiento
celular de la seccion Ay B fueron incubados, por separado, con 1mg/mL de colagenasa
tipo | (Gibco, Life technoilogies corporation, NY, USA) en medio de cultivo DMEM-F12
sin rojo fenol (Sigma-Adrich, Co., United Kingdom) con 2% de AAM, a 38,5 °C en un
bafio de agua termorregulado, con agitacion cada 10-15 minutos, durante 30-40 min para

la seccién Ay 60-70 min la seccién B. Se agregd un volumen de 1:2 de medio de cultivo
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DMEM-F12 sin rojo fenol que contenia 1% de AAM y 10% de suero fetal bovino (SFB)
para detener la reaccion. Las células fueron dispersadas mediante pipeteo, para luego
filtrar la suspension resultante a través de una malla de acero inoxidable, la cual fue

lavada hasta 3 veces con el medio sefialado.

Para el cultivo celular se efectuaron siembras celulares en placas estériles de 60 x 15
mm (Spl Lide Sciences), las que se incubaron a 39°C con 5 % de CO;, en medio de
cultivo DMEM-F12 sin rojo fenol con 10 % de SFB, 2% de suero de pava, 1 % de
aminoacidos no esenciales, 1 % de piruvato, 1 % de AAM, 1 uL/mL de B-mercaptoethanol
y 0,02 yL/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF). Cuando los cultivos alcanzaron
un 70 % de confluencia y el 70 % de su poblacion celular correspondi6 a células de
caracter epitelial (las cuales fueron detectadas por su morfologia y disposicion
caracteristica) el medio de cultivo fue reemplazado por medio depletado, para ser
cultivado durante 24 horas antes de colectar el medio con vesiculas extracelulares
(Huang et al., 2017). Considerando que, de acuerdo a los cultivos primarios de células
de los TAE realizados por Talbot et al., (2018), las células cultivadas pueden conservar
su morfologia epitelial durante 2 a 3 semanas, independiente de su capacidad de

proliferacién.

Posterior a la recoleccion del medio con EVs las células fueron congeladas, asegurando
su conservacion para futuros experimentos. Para ello se utilizé medio de congelacién
compuesto por 10 % dimetil sulfoxido (DMSO), 10 % medio de cultivo DMEM y 80 % de
SFB. Después de tripsinizadas las células éstas se centrifugaron, desechando el
sobrenadante y resuspendiendo en 0,5 mL de medio de congelacién, en viales de
ultracongelacion, para ser inmediatamente congeladas a -80 °C y posterior inmersion en

nitrdgeno liquido.

3.4. Aislamiento de vesiculas extracelulares

El aislamiento de las EVs fue realizado mediante ultracentrifugacion diferencial, de
acuerdo al protocolo de Théry et al., (2006). Se emple6 un control negativo (libe de EVs)

en base a PBS filtrado (0,22 um), y dos controles positivos (fuente de EVs) en base a
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sangre humana. Mientras que los grupos experimentales correspondieron a lavados
oviductales de My la UUV de hembras en FN, FP y FP en O, y sobrenadantes de medios
de cultivo celular de My la UUV en hembras en FP y FP en O.

Previo al aislamiento de las EVs, el grupo control en base a sangre humana, fue
sometidos a una fase de reposo de 60 minutos en posicion vertical, a la espera de la
coagulacion de los globulos rojos, para luego sedimentar mediante centrifugacion a 1300
g durante 10 min, y asi extraer el suero resultante (Kuo y Jia, 2017). Todas las muestras,
controles y tratamientos, fueron sometidas a un proceso de pre limpieza inicial basado
en centrifugaciones crecientes, para eliminar células y restos celulares, eliminando el
pellet y recuperando los clarificados, partiendo con 300 g por 10 min a t> ambiente, 2.000
g por 10 min a t° ambiente y 10.000 g por 30 min a 4° C. El sobrenadante final fue
sometido a ultracentrifugacion a 100.000 g por 70 min a 4° C para sedimentar las EVs,
el sedimento resultante fue lavado en un gran volumen de PBS filtrado (0,22 um) para
eliminar las proteinas contaminantes, ultracentrifugandose nuevamente a la misma
velocidad, tiempo y t°. El sedimenato resultante de ésta Ultima centrifugacion fue
resuspendido en 50 uL de PBS filtrado y fue almacenado a -80° C hasta su uso (Théry
et al., 2006).

3.5. Identificacion y caracterizacion de vesiculas extracelulares

La identificacion y caracterizacion de exosomas y microvesiculas se efectud sobre los
grupos de tratamiento anteriormente sefalados, ademas de un control negativo sin EVs,
correspondiente a PBS filtrado (0,22 pm) (Arab et al., 2019), y un control positivo para

las técnicas, en base a EVs obtenidas de sangre humana (Sunkara et al., 2019).

3.5.1. Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA). Para la determinacién del
tamafio y concentracion de las EVs se empled una porcidén representativa de 1/4 del
volumen total de las muestras de resuspendido de EVs, para su analisis mediante el
software Nanosight (Nanosight, Wiltshire, Reino Unido) (Lopera et al., 2017). Los

resultados fueron analizados mediante la interpretacién de gréficas y tablas que
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muestran la distribucion respecto al tamafio y concentracion de los exosomas y

microvesiculas encontradas.

3.5.2. Microscopia electronica de transmision (TEM). Para la caracterizacién morfologica
de las EVs, el sedimento resuspendido de las EVs fue diluido en PBS filtrado (0,22 pum)
hasta lograr una concentracién de particulas asociadas a EVs de 10x10*° particulas/mL.
Una vez establecida la concentracion, se tomé una alicuota de 3 yL de muestra para ser
colocada en una rejilla recubierta de carbono (formvar) durante 5 minutos a temperatura
ambiente, para luego ser lavada con agua destilada tibia con 3 enjuagues de 30
segundos por vez (Almifiana et al., 2017). Como contraste negativo se emple6 acetato
de uranilo al 2%, el cual se agregd durante 1 a 2 minutos, para luego dejar secar
(Almifiana et al., 2017; Lopera et al.,, 2017). La visualizacién y la recopilacion de
imagenes consideraron la captura de al menos 5 campos por muestra, mediante el uso
de un microscopio electrénico de trasmisién (Talos F200C G2, Thermo Fisher Scientific,).
El procesamiento de imagenes y la determinacion de tamafio de las vesiculas se efectud
mediante el software Thermo Scientific™ Maps (habilitado por el software Thermo
Scientific™ Velox). Este servicio se externalizo a la Unidad de Microscopia Electronica

de la Pontificia Universidad Catolica de Chile en Santiago.

3.5.3. Protedmica. Este andlisis corresponde al objetivo especifico 4, se ha colocado en
esta seccion a efectos de darle continuidad al estudio de las EVs. La secuenciacion del
patrén de secrecion, global y diferencial, mediante espectrometria de masas (MS) de las
EVs, se efectud sobre los grupos experimentales de las muestras de la seccion A del M
(sin TAE) y la seccién B de la UUV (con TAE) de muestras in vivo de lavado oviductal de
pavas en FN, FP y FP en O, y la seccion A y B de muestras in vitro de sobrenadante de
cultivo celular de pavas en FP y FP en O. Los andlisis se externalizaron a los servicios
de laboratorio de la empresa Melisa Institute®, sede Concepcion, Chile. El andlisis
bioinformatico incluy6 expresion diferencial y ontologia, contra la base de datos curada
de Meleagris gallopavo, UniProtKB - GIN1M9.

3.5.3.1. Preparaciéon de las muestras. Las EVs de cada uno de los 10 grupos

experimentales fueron concentradas mediante ultracentrifugacién, formando pools a
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partir de 4 muestras bioldgicas, siendo resuspendidas en 50 uL de PBS filtrado (0,22
um). Las muestras fueron almacenadas a -80 °C en viales de congelacién para luego

ser trasladadas en nitrdgeno liquido hasta los laboratorios de Melisa Institute®.

3.5.3.2. Extraccién de Proteina. A cada pool de muestras, correspondiente a cada grupo
experimental, se le afiadié inhibidor de proteasas/fosfatasas (#1861284, Thermo
Scientific) a una concentracion final de 1 %, para luego ser liofilizadas y resuspendidas
en 8 M de urea con 25 mM de bicarbonato de amonio a pH 8, siendo homogeneizadas
mediante ultrasonido por 1 min con pulsos de 10 s (on/off) a una amplitud del 50 %
utilizando un bafio frio. Luego las muestras se incubaron a 4 °C por 5 min y se
centrifugaron a 21.000 g por 10 min a 4° C, para eliminar debris. Inmediatamente
después se efectud la cuantificacion proteica de las muestras mediante Qubit 4TM
(Thermo Scientific) usando el kit Qubit Protein Assay, tomando 100 pg para digestion

triptica.

3.5.3.3. Preparacion para espectrometria de masas. Las proteinas resultantes fueron
precipitadas agregando 5 volimenes de acetona fria e incubadas overnight a -80 °C,
para luego ser equilibradas a temperatura ambiente por 10 min, se centrifugaron a
16.000 g por 15 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante. El pellet resultante fue lavado
3 veces con acetona fria al 80 %, dejdndose secar en un concentrador rotatorio. Las
proteinas fueron resuspendidas en 30 uL de 8 M Urea y 25 mM de bicarbonato de
amonio, se redujeron con DTT a una concentracion final de 20 mM en 25 mM bicarbonato
de amonio e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Seguido, se alquilaron
agregando lodoacetamida a una concentracion final de 20 mM en 25 mM de bicarbonato
de amonio e incubaron por 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente, para ser diluidas
8 veces con 25 mM de bicarbonato de amonio. La digestion fue realizada con Tripsina
grado secuenciacion (#Vv5071, Promega) en una proporcion 1:50 de proteasa: proteina
(masa/masa), se incubaron por 16 hrs a 37 °C y la reaccién de digestion se detuvo por
diferencial de pH agregando acido férmico al 10 %. Luego las muestras fueron sometidas
a Clean Up Thermo Pierce C18 Spin Columns (cat cod 89870, ThermoFisher), segun
indicaciones del proveedor. Posteriormente, los péptidos limpios fueron secados en un

concentrador rotatorio a 1.000 rpm overnight a 10 °C.
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3.5.3.4. LC-MS/MS (Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry). Se tomaron
200 ng de los péptidos obtenidos en el paso anterior, los que fueron inyectados a un
Evosep One (Evosep Biosystems) acoplado a un espectrometro de masas timsTOF Pro
(“Trapped lon Mobility Spectrometry — Quadrupole Time Of Flight Mass Spectrometer”,
Bruker Daltonics) utilizando una columna PepSep Eight (8 cm x 150 um ID, 1,5 ym C18,
Bruker Daltonics). La cromatografia liquida se realizo utilizando la modalidad de 30 SPD
(“Samples per Day”) en todas las muestras. El gradiente utilizado fue de 2 % al 35 % de
tampon B (0,1 % Ac. Formico — Acetonitrilo). La coleccion de resultados fue realizada
utilizando el software TimsControl 2.0 (Bruker Daltonics) bajo 10 ciclos de PASEF, con
un rango de masas de 100-1.700 m/z, ionizacién del capilar 1.500 V y una temperatura
de 180 °C en el capilar, con una frecuencia del TOF 10 KHz a una resolucién de 50.000
FWHM.

3.5.3.5. Identificacién de Proteinas. Los datos obtenidos fueron analizados con el
software MSFragger 3.7 (Kong et al., 2017) por medio de la plataforma Fragpipe v19.1
(https://fragpipe.nesvilab.org/) utilizando el flujo de trabajo “default”, en un servidor de
analisis de datos compuesto por 48 nucleos y 512 Gb de memoria RAM. Se utilizaron
parametros de tolerancia de masas de precursores de -20 a 20 PPM y tolerancia de
fragmentos de masa de 40 PPM. Dentro de las opciones de digestion se utilizé la tripsina
como enzima, modo de digestion especifico, y un méaximo de 2 escisiones de pérdidas
por péptido (“missed cleavages per peptides”). Se utilizaron como modificaciones post-
traduccionales (PTM): Carbamidometilacion de la cisteina, como PTM fija: Oxidacién de
Metionina (M), Acetilacion Nterminal, como PTMs variables. La base de datos utilizada
para la identificacién fue el proteoma de Meleagris gallopavo disponible en Uniprot
(28.236 entradas totales). Se incluyé la estimacién de FDR < 1 % por medio de una base
de datos decoy. Adicionalmente, se agregd una base de datos de contaminantes

comunes en espectrometria de masas para el andlisis de identificacion de proteinas.

3.5.3.6. Cuantificacion de proteinas por Label-Free Quantification (LFQ). Utilizando los
resultados de identificacion de proteinas, se seleccionaron las columnas
correspondientes a los cddigos de acceso de Uniprot y valores de intensidad. Se realiz6

un filtro de valores validos, correspondientes al 60 % de presencia, es decir, se tomaron
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las proteinas que estaban presentes a lo menos en 3 de las 5 muestras analizadas por
condicién, por medio del software Perseus v2.0.7 (Tyanova et al.,, 2016). La matriz
resultante fue sujeta a normalizaciébn por medianas. Las proteinas de expresion
diferencial se determinaron aplicando un T-Test con una prueba de correccion multiple
de Benjamini Horschberg (valor-p ajustado < 0.05). Se realiz6 la identificacion de DEPs

(Differentially Expressed Proteins) entre las comparaciones:

* Lavado v/s sobrenadante, muestras: M in vivo FP, M in vivo FP en O, UUV in vivo FP
y UUV invivo FP en O v/s M in vitro FP, M in vitro FP en O, UUV in vitro FP, UUV in vitro
FP en O.

* Magnum v/s unién utero vaginal, muestras: M in vivo FP, M in vivo FP en O, M in vitro
FP y M in vitro FP en O v/s UUV in vivo FP, UUV in vivo FP en O, UUV in vitro FP y UUV
in vitro FP en O.

DIGESTION

EXTRACCION

DE PROTEINAY I ) LC-MS/MS (timsTOF pro, Bruker)
/ % Sag

PEPTIDOS

Muestras

CUANTIFICACION
PEPTIDOS
(Direct Detect IR, Millipore)

Figura 4. Diagrama del flujo de trabajo para el andlisis de espectrometria de masas.
Adaptado de los reportes de Melisa Institute®.
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3.6. Disefio estadistico

Se efectu6 mediante un disefio experimental factorial, correspondiente a 6 secciones
oviductales a evaluar (M en FN, UUV en FN, M en FP, UUV en FP, Men FP en O y UUV
en FP en O) y 2 fuentes de obtencidn vesicular (in vivo por lavo oviductal e in vitro por
sobrenadante de cultivo celular), obteniendo 10 tratamientos experimentales a evaluar
(FN solo presenté muestras in vivo). Cada tratamiento se conformé por la repeticiéon de
3 muestras, mientras que cada muestra se formé por 1 pool de la extraccion vesicular
de 2 oviductos de pavas distintas. Las variables a evaluar se dividieron en aspectos
morfolégicos, relacionados con la forma, tamafio y concentracién, y aspectos
moleculares, de acuerdo a la cantidad y tipo de proteina de las EVs (Blair y Taylor, 2008;
Almifiana et al., 2017; Huang et al., 2017).

Una vez obtenidos los resultados, se determiné la normalidad de la distribucién de los
datos mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Los resultados de NTA, frente
a la ausencia de distribucion normal, fueron transformados en logaritmo en base 10 para
ser evaluados mediante la prueba paramétrica de andlisis de varianza de tipo factorial,
incluyendo la interaccion entre el tipo de seccion oviductal (M y UUV), la fuente de
recoleccién vesicular (in vivo e in vitro) y el fotoperiodo y estado reproductivo de la
hembra (FN, FP y FP en O), mediante el uso del software estadistico Infostat®. En caso
de existir interaccion significativa, se empled la prueba de LSD Fisher para la

comparacion de medias (Blair y Taylor, 2008).
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EFECTO E INTERACCION DE LAS VESICULAS EXTRACEULARES DE LOS TAE
SOBRE ESPERMATOZOIDES IN VITRO

OBJETIVO 5. Analizar el efecto de los aislados de EVs de fluido oviductal (in vivo) de
gallinas (con y sin TAE), sobre los patrones de union, viabilidad y movilidad de
espermatozoides de gallo criollo, de acuerdo al tiempo de incubacién y la concentracion
de EVs.

4.1. Disefio experimental

Todos los andlisis de la seccidn 4 corresponden al objetivo especifico nimero 5. Para la
evaluacién de las interacciones entre espermatozoides y EVs, se realizé una colecta de
EVs in vivo del lavado de las secciones del M y la UUV del oviducto de hembras de la
especie Gallus gallus en FPenO. Respecto al nimero de aves, se requirié un total de 6
hembras, a partir de las cuales se obtuvo 6 lavados de M y 6 lavados de la UUV, los
cuales se agruparon en pools de 2 aves por muestra, disponiendo de 3 muestras de M
y 3 muestras de la UUV para las 3 réplicas biolégicas necesarias. Para la colecta de
semen fresco se emplearon 5 machos, los cuales fueron seleccionados al azar, en pares,
para la obtencién de los pools a evaluar, considerando las 3 repeticiones de los
tratamientos con EVs y los tratamientos control sin EVs. De este modo, los pools de
semen, a concentracion constante (10 x 10® espermatozoides/mL), fueron incubados con
las muestras de EVs, de dos origenes (M y UUV), a 3 concentraciones diferentes, y
muestras control sin EVs, evaluando las 3 variables propuestas, correspondientes a la
interaccion (internalizacién y patron de union), viabilidad y movilidad espermética. El
patron de unién fue evaluado con muestras de EVs de la UUV y muestras control sin
EVs, durante 3 puntos en el tiempo, correspondiente a 2, 4 y 6 hrs de iniciada la co-
incubacién a una concentracion constante de EVs de 4 x 108 particulas/mL. Mientras que
las variables de viabilidad y movilidad fueron evaluadas con EVs del M, EVs de la UUV
y muestras control sin EVs, en 4 puntos en el tiempo, correspondientes al tiempo de 2,
4, 6y 10 horas de co-incubacién, de acuerdo a 3 concentraciones de muestras de EVs,
4 x 107, 4 x 108 y 4 x 10% particulas/mL.
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4.2. Concentracion de EVs

La cuantificacion de la concentracién de EVs se calcul6 de acuerdo a la concentracion
de particulas por mL, mediante la cuantificacion por NTA, tal como se describe en el
punto 3.5.1., en base a los analisis mas recientes respecto a los efectos de las EVs sobre
la movilidad y viabilidad espermatica, efectuados en las especies Equus caballus, Canis
lupus familiaris, Canis lupus, Panthera pardus y Felis catus (De Ferrez et al., 2019; De
Ferraz et al., 2020; Lange-consiglio et al.,, 2023). De éste modo se determinaron 3
concentraciones de EVs para la evaluacién, estipulando la concentracién mas alta de 4
x 101 particulas/mL en base a la concentracién biolégica de particulas obtenidas de los
tractos del oviducto, a partir de los lavados in vivo del M y la UUV, provenientes de
hembras de la especie Gallus gallus. Se determin6 una concentracion intermedia de 4 x
10® particulas/mL, de acuerdo a los mejores resultados de movilidad y viabilidad
espermatica, en base al uso de EVs obtenidas del sobrenadante de cultivos de células
endometriales, en la especie Equus ferus caballus (Lange-consiglio et al., 2023).
Estableciéndose ademas una tercera concentracién, como la mas baja de las 3
concentraciones experimentales, de 4 x 107 particulas/mL, a partir de su uso en EVs de
lavado oviductal a partir de las especies Canis lupus familiaris y Felis catus, empleadas
sobre semen criopreservado de Canis lupus y Panthera pardus, mejorando la integridad
acrosomal y movilidad espermética (De Ferrez et al., 2019; De Ferraz et al., 2020).

4.3. Preparacién de muestras esperméticas para la co-incubacion con EVs

La obtencion de semen fresco se efectué mediante la técnica de masaje dorso abdominal
(Burrows and Quinn, 1937; Sauveur; 1992). Los experimentos se realizaron en 3 réplicas
biolégicas, donde cada réplica se conformé de la agrupacion del semen de 2 de los 5
machos disponibles, seleccionados al azar (Huang et al., 2017). A su vez, el preparado
correspondiente a cada réplica fue dividiendo para la adicion de muestras de EVs de M
y la UUV, de hembras en FP en O, en 3 concentraciones diferentes (4 x 107, 4 x 108y 4

x 100 particulas/mL) y la muestra control sin EVs.

Las muestras de semen agrupado se lavaron con diluyente espermatico (136 mM NaCl,
5,4 mM KCI, 0,8 mM MgSQ., 1,26 mM CaCl, 4,2 mM NaHCO3;, 5,6 mM glucosa y 10
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mM HEPES a pH 7,4) (Matsuzaki et al., 2015) y se centrifugaron a 500 g por 10 minutos
(Alcantara-Neto et al., 2020), para eliminar el plasma seminal, siendo resuspendidas en
1 mL de diluyente espermatico. Tras el conteo espermatico correspondiente, utilizando
una camara de Neubauer, se efectué una dilucion adicional, empleando el diluyente
espermatico mencionado, para alcanzar una concentracion de  10x10°
espermatozoides/mL (Alcantara-Neto et al., 2020; Lange-Consiglio et al., 2023). Las

diluciones resultantes fueron dispuestas al azar en los 7 grupos experimentales.
4.4. Co-incubacion de las EVs con espermatozoides

Para evaluar la interaccion y los efectos de las EVs sobre los espermatozoides, todas
las muestras fueron sometidos a las mimas condiciones ambientales de co-incubacion,
contemplando una temperatura de 38,5 °C, con 5 % de CO,, durante un periodo maximo
de 6 horas para evaluar interaccion y 10 horas para evaluar viabilidad y movilidad. Las
evaluaciones contemplaron 2 experimentos, uno que evalué la interaccion
(internalizacion y patron de unién) entre las EVs y los espermatozoides y otro que evalud
los efectos de las EVs en la viabilidad y movilidad espermatica, de acuerdo al tiempo y

concentracion de EVs durante la co-incubacion.

4.4.1. Interaccion de las EVs con los espermatozoides. Para la evaluacion de la
interaccion entre EVs y espermatozoides se marcaron las EVs con un kit fluorescente
verde PKH67 (MINI67, Sigma), tinte lipofilico empleado para la visualizacion de EVs
(Alminana et al., 2017). Se emplearon 10 pL de EVs de la UUV de hembras en FP en O,
a una concentracion de 4 x 108 particulas/mL, para ser incubados con 2 uL de PKH67 y
150 pL de diluyente C por 5 min a temperatura ambiente en obscuridad. Se incorporaron
200 pL de PBS filtrado (0,22 um) y se centrifugaron a 2.500 g por 20 min a 4 °C en un
Amicon® Ultra-15 (10 kDa), lavando y centrifugando hasta por 3 veces la muestra con
200 pL de PBS filtrado, recuperando la muestra que quedé en el filtro Amicon afiadiendo
100 pL de diluyente espermatico. En paralelo se efectud un control negativo empleando
el mismo protocolo, pero con PBS en lugar de los resuspendidos de EVs, permitiendo la
verificacién de la ausencia de precipitado de colorante y evitar la tincién inespecifica de
PKH67 (Alcantara-Neto et al., 2020).
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Las muestras de EVs marcadas con tinte fluorescente PKH67 fueron incubadas junto a
los espermatozoides por un tiempo maximo de 6 horas (38,5°C, 5% de CO en
oscuridad), evaluandose a las 2, 4 y 6 horas de co-incubacion (Lange-Consiglio, et al.,
2023), observando si las EVs se internalizaban en las células espermaticas, y en qué
area anatdmica del espermatozoide se efectuaba la internalizacién. Para concretar la
evaluacion y facilitar la visualizacién de los espermatozoides, se adicionaron 2 gotas/mL
de la tinciéon nuclear para células vivas NicBlue™ Live Cell Stain ReadyProbes™
(Invitrogen, ThermoFisher, USA), la cual ingresa a las células y emite una fluorescencia
azul al unirse al ADN. La tincién fue aplicada 5 min previo a la culminacién del tiempo de
co-incubacion, en las mismas condiciones atmosféricas descritas para la co-incubacion.
Luego se extrajeron alicuotas de 10 pL de muestras, a las cuales se les aplic6 una
proporcion de 1:1 de formaldehido al 38 % para fijar las muestras, dicho procedimiento
de fijacion se efectu6 cumplidos los tiempos de co-incubacién de 2, 4 y 6 hrs para cada
observacién. Las muestras fueron centrifugadas a 700 g durante 5 min a 4 °C, se
resuspendié el sedimento en 10 pL de PBS filtrado (0,22 um) y se dispusieron 2 L de
cada muestra entre portaobjetos y cubreobjetos. Se efectué la evaluacion de las
muestras mediante un microscopio EVOS para fluorescencia (Life technologies,
ThermoFisher), con software de imagenes integrado y una camara monocromética de
alta sensibilidad (CCD Sony™ ICX285AL). Se tomaron fotografias y se evalud la
internalizacién y el patron de union en 5 areas diferentes por cada una de las réplicas

correspondientes a cada muestra a evaluar (Huang et al., 2017).

4.4.2. Efecto de las EVs en la viabilidad espermatica. La evaluacion de la influencia de
las EVs en la viabilidad espermatica se determind de acuerdo al tiempo de co-
incubacion, en las mismas condiciones ambientales mencionadas anteriormente (38,5
°Cy5%de CO,),alas 2,4, 6y 10 horas de iniciada la co-incubacién, a concentraciones
de muestras de EVs de 4 x 107, 4 x 108 y 4 x 10'° particulas/mL, a partir de muestras del
My la UUV de hembras en FPenQ, junto al control negativo sin EVs (Huang et al., 2017;
Alcantara-Neto et al., 2020).

La evaluacion de viabilidad se efectué empleando la tincién supravital eosina, la cual se

prepar6é al 0,67 % de eosina y 0,9 % de NaCl en agua destilada, disolviendo con
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calentamiento suave para llevar a ebullicion luego de la homogeneizacion de la solucién,
enfriando a t° ambiente (20 °C) vy filtrando por 0,22 um (Bjorndahl et al., 2003). Las
muestras incubadas se evaluaron utilizando volimenes similares de semen y tincion (3
ul), sobre portaobjetos previamente calentados (38,5 °C), incubando por 30 segundos a
t® ambiente (20 °C), para luego agregar un cubreobjetos que facilite su visualizacién, en
duplicado, con 2 frotis por cada muestra (Bjorndahl et al., 2003; tukaszewicz et al.,
2008). La observacion se efectu6 mediante un microscopio invertido (Olimpus CK X 41,
Tokio, Japdn) con corredera de contraste de fase de gran nitidez y maximizacion de
ajuste oOptico, en aumento de 1000 X. Las evaluaciones de viabilidad se efectuaron a
partir de un minimo de 100 células por muestra, clasificando a los espermatozoides como
células vivas totales a aquellos visualizados como blancos (no tefiidos) y apariencia
ligeramente rosada o roja restringida a la region del cuello, y clasificando como células
muertas a los espermatozoides tefiidos de color rosado o rojo (Bjorndahl et al., 2003;
tukaszewicz et al., 2008; Blanch et al., 2014).

4.4.3. Efecto de las EVs en la movilidad espermatica. Se evaluaron las muestras de
acuerdo a los mismos tratamientos mencionados en el experimento 4.4.2. de viabilidad
espermatica, considerando las muestras con EVs, del M y la UUV, y las muestras sin
EVs. Se consideraron los mismos tiempos de co-incubacion, a las 2, 4,6y 10 hrs, y las
mismas concentraciones de muestras de EVs de 4 x 107, 4 x 108y 4 x 10%° particulas/mL.
La movilidad espermatica se evalué mediante analisis visual de movilidad global
(Sauveur, 1992), mediante un microscopio invertido (Olimpus CK X 41, Tokio, Japdn)
con corredera de contraste de fase de gran nitidez y maximizacion de ajuste éptico. En
cada punto de tiempo se evaluaron 3 réplicas de cada tratamiento, empleando 3 pL por
evaluacion, en portaobjetos previamente calentados (38,5 °C). La evaluacion de
movilidad fue determinada a t° ambiente (20-25 °C) mediante la evaluacion de 3 campos

seleccionados al azar por cada una de las réplicas técnicas.
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4.5. Disefio estadistico

La evaluacion de la interaccion espermatica con EVs, que evaluo la internalizacion y el
patrén de union, contemplé un disefio experimental de tipo factorial de 2 x 3,
correspondiente al factor preparaciones de EVs incorporadas, constituido por 2 niveles
(preparacion con EVs de la UUV y preparacion sin EVs) y el factor tiempo, con 3 niveles
de evaluacién (2, 4 y 6 hrs), obteniendo 6 tratamientos resultantes. Mientras que el
estudio que evalla las variables de viabilidad y movilidad espermatica emple6é dos
disefios experimentales, uno que evalué las variables respuesta de todos los grupos
experimentales por cada punto de tiempo y otro que evalud cada variable dependiente
durante el tiempo de muestreo. De éste modo la evaluacion por cada punto de tiempo
corresponde a un andlisis de varianza que considera a las preparaciones de EVSs,
constituido por 7 niveles (preparacion con EVs de 4 x 107, 4 x 108 y 4 x 10*° particulas/mL
del M y la UUV, y una preparacion control sin EVs) como la variable independiente,
mientras que la evaluacién de cada preparacién de EVs corresponde a un analisis de
varianza que considera al tempo de co-incubaciéon como la variable independiente, con
4 niveles de evaluacion (2, 4, 6 y 10 hrs). Cada tratamiento se conformé por la repeticién
de 3 muestras, mientras que cada muestra se formé por 1 pool de semen agrupado de
la extraccion de 2 de 5 machos seleccionados al azar y un pool de EVs formado por la

extraccion de 2 oviductos de hembras distintas.

Los resultados fueron evaluados de acuerdo al patrén de normalidad mediante la prueba
estadistica de Shapiro-Wilk, como la mayoria de los datos no presentaron distribucién
normal, se empled la transformacion de los datos a logaritmo en base 10 (Logio). El
andlisis estadistico se desarroll6 mediante un analisis de varianza de acuerdo a los
grupos de preparaciones de EVs y otro de acuerdo a los tiempos de co-incubacion,
empleando el software estadistico Infostat®, evaluando las interacciones significativas

mediante la prueba de comparacion de medias de Fisher (Blair y Taylor, 2008).
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[ll. RESULTADOS

PATRONES SERICOS DE HORMONAS SEXUALES

OBJETIVO 1. Evaluar el papel del fotoperiodo y la estacionalidad ambiental en los

perfiles séricos de hormonas sexuales femeninas y masculinas.

Se estudiaron los perfiles de hormonas sexuales con la finalidad de establecer los
comportamientos reproductivos asociados al fotoperiodo estacional (invierno y
primavera). De éste modo se determinaron los periodos 6ptimos de muestreo para
fotoperiodo negativo (de julio a agosto), fotoperiodo positivo (FP) y estado ovulatorio
(septiembre para FP y fines de septiembre hasta inicios de noviembre como el mejor
periodo de muestreo para FP en ovulacién), empleados como criterios de evaluacion

para los objetivos 2, 3y 4.

1.1. Andlisis hormonal de la hembra

1.1.1.1. Concentracién plasmatica de estradiol
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Figura 5. Concentracion plasmatica de estradiol, en hembras de pavo criollo, en Chile,
durante invierno y primavera. J: julio; A: agosto; S: septiembre; O: octubre; N: noviembre;
D: diciembre. Test LSD Fisher, donde medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (p = 0,05).
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Las medias de la concentracion plasmatica de estradiol en pavas, durante invierno y
primavera, en las fases de fotoperiodo negativo y positivo (Figura 5), muestran
diferencias significativas (p < 0,05) entre las distintas fechas de muestreo. De este modo,
las concentraciones mas bajas de estradiol a mediados de invierno, en los meses de
junio y agosto con medias de 39,58 + 21,11 pg/mL y 89,43 + 79,33 pg/mL
respectivamente, sin diferencias entre si (p = 0,05), difieren (p < 0,05) con todos los
demas puntos de muestreo, correspondientes a septiembre a fines de invierno, con
269,84 + 99,63 pg/ml, y octubre, noviembre y diciembre en primavera, con 290,83 +
215,65 pg/mL, 184,04 + 135,29 pg/mL y 197,58 + 156,57 pg/mL respectivamente. En
cuanto a las concentraciones mas altas de estradiol, registradas en septiembre a fines
de invierno y octubre a principios de primavera, sin diferencias entre si (p = 0,05),
septiembre presenta diferencias con el mes de noviembre a mediados de primavera,
mientras que octubre posee concentraciones de estradiol estadisticamente superiores a
noviembre y diciembre, los que a su vez no presentan diferencias entre si (p = 0,05).
Respecto a la dispersion de los datos, se puede observar que las fases de analisis inicial,
durante la temporada invernal de julio y agosto, muestran la mayor dispersion en la
concentracion de estradiol, mientras que las concentraciones plasmaticas de las
muestras tomadas a fines de invierno en septiembre e inicios de primavera en octubre,

durante los picos de estradiol, poseen menor dispersién.

1.1.1.2. Fotoperiodo y concentracion plasméatica de estradiol

Al evaluar la dispersion de los datos de la concentracion plasmatica de estradiol, como
variable dependiente, y la cantidad de horas de luz disponibles durante los meses en
gue se efectud el muestreo, se observa una tendencia que se ajusta a un modelo curvo,
correspondiente a un andlisis de regresion polinomial de segundo grado (Figura 6). De
acuerdo al coeficiente de determinacion (R?) se puede establecer que el 83% de la
variabilidad de los datos es explicada por el modelo, donde la concentracidon hormonal
de estradiol responde significativamente diferente (p < 0,05) de acuerdo a las distintas
horas de luz. De este modo se puede determinar que la concentracion plasmatica de
estradiol durante la etapa de fotoperiodo negativo, a inicios de invierno, con la menor

exposicion promedio de horas de luz diarias, es la mas baja del periodo. La
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concentracion de estradiol aumenta progresivamente en el tiempo a medida que se
acerca la primavera y aumentan las horas de luz diarias, durante una fase foto sensible
del ave. El pico de concentracion de estradiol se alcanza a inicios de primavera, durante
la etapa de fotoperiodo positivo, como respuesta de la hembra frente a una exposicion a
12,85 horas de luz al dia. Posterior al pico de estradiol, se aprecia un descenso en la
concentracion durante mediados y fines de primavera, donde el aumento en la cantidad
de horas de luz no genera una mayor concentracion de estradiol en la hembra, sino que,
por el contrario, se genera un descenso en el tiempo. Durante la fase de asociacion
positiva entre variables es posible apreciar un aumento de 27,73 pg/mL frente a cada
cambio unitario en las horas de luz diarias, mientras que en la fase de asociacion
negativa se aprecia un descenso de 33,80 pg/mL por cada cambio unitario en las horas

de luz.
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Figura 6. Regresién no lineal de la concentracion plasmatica de estradiol de acuerdo a
las horas de luz diarias en hembras de pavo criollo, en Chile, durante invierno (julio,
agosto y septiembre) y primavera (octubre, noviembre y diciembre).

1.1.2.1. Concentracién plasmatica de progesterona. Respecto a la concentracion
plasmética de progesterona de hembras de pavo criollo (Figura 7), durante los meses de
invierno y primavera, correspondiente a las etapas de fotoperiodo negativo y positivo, se
pudo establecer que existen diferencias (p < 0,05) de acuerdo a los distintos meses de
muestreo durante el desarrollo del estudio. A partir de lo anterior se puede establecer
que las concentraciones mas bajas de progesterona, que se encuentran a mediados y

fines de invierno en los meses de julio y agosto, con 0,69 + 0,39 ng/mL y 0,88 + 0,57
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ng/mL respectivamente, sin diferencias entre si (p = 0,05), son estadisticamente
diferentes (p <0,05) con el mes de septiembre a fines de invierno, con 1,46 + 0,79 ng/mL,
octubre a inicios de primavera, con 1,77 = 1,14 ng/mL, y diciembre a fines de primavera,
con 2,14 + 2,71 ng/mL, sin diferencias entre si (p = 0,05). En cuanto a la concentracion
de progesterona observada en el mes de noviembre, a mediados de primavera, con 1,13
+ 0,82 ng/mL, se aprecia una concentracion que difiere del patron ascendente
establecido a lo largo del muestreo, con menores concentraciones en los meses a
mediados de invierno y mayores en los meses de fines de invierno y primavera, en este
caso el mes de noviembre, a mediados de primavera, s6lo presenta diferencias (p < 0,05)
con el mes de diciembre a fines de primavera, sin diferir (p = 0,05) de las medias
observadas previamente durante el muestreo. En cuanto a la dispersion de los datos
respecto a la media, se puede observar que durante los meses con menor concentracion
de progesterona, correspondientes a julio y agosto durante la temporada de invierno, y
noviembre a mediados de primavera, existe mayor variacion, mientras que durante los
meses con mayor concentracion de progesterona, en septiembre a fines de invierno y
octubre a inicios de primavera, existe menor dispersion. Sin embargo, el pico de
progesterona a fines de primavera, durante el mes de diciembre, muestra una

variabilidad relativamente alta respecto al promedio.
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Figura 7. Concentracién plasmética de progesterona, en hembras de pavo criollo, en
Chile, durante invierno y primavera. J: julio; A: agosto; S: septiembre; O: octubre; N:
noviembre; D: diciembre. Test LSD Fisher, donde medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (p = 0,05).
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1.1.2.2. Fotoperiodo y concentracion plasmética de progesterona
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Figura 8. Regresion no lineal de la concentracion plasmatica de progesterona de acuerdo
a las horas de luz diarias en hembras de pavo criollo, en Chile, durante invierno (julio,
agosto y septiembre) y primavera (octubre, noviembre y diciembre).

Al efectuar un analisis de dispersion de los datos de concentracidn de progesterona,
como variable dependiente, y compararlos con las horas de luz diarias durante las etapas
de muestreo, se pudo constatar que los datos se ajustan a un modelo mas curvo que
lineal (Figura 8). Con un coeficiente de determinacion (R?) que demuestra con un 62 %
de certeza que las variaciones expuestas por los datos son explicadas por el modelo,
donde los cambios en la cantidad de horas de luz diarias influyen significativamente (p <
0,05) en la concentracién plasmatica de progesterona. Las concentraciones plasmaticas
de progesterona son mas bajas a inicios de invierno, donde se registra la menor cantidad
de horas de luz, con 9,83 horas, para luego establecer un ascenso progresivo y gradual
en el tiempo, donde la concentracion de progesterona aumenta a medida que aumenta
el numero de horas de luz de exposicion diaria, alcanzando la méaxima concentracion
frente a la maxima exposicion de horas de iluminacion detectada, correspondiente a 14,6
horas. De este modo el registro de datos desde invierno a fines de primavera establece
una asociacion positiva, en la que la concentracion de progesterona aumenta a medida
que las horas de luz aumentan, estableciendo un aumento de 0,11 ng/mL de

progesterona frente a cada aumento unitario en la cantidad de horas de luminosidad.

66



1.2. Andlisis hormonal del macho

1.2.1. Concentracion plasmatica de testosterona
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Figura 9. Concentracion plasmatica de testosterona, en machos de pavo criollo, en Chile,
durante invierno y primavera. J: julio; A: agosto; S: septiembre; O: octubre; N: noviembre;
D: diciembre. Test LSD Fisher, donde medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (p = 0,05).

En cuanto a la concentracién plasmatica de testosterona en machos de pavo criollo
(Figura 9), se pudo determinar que existen diferencias significativas (p < 0,05) entre los
distintos meses de muestreo. De este modo, los meses con menor concentracion
plasmética de testosterona fueron los meses de inicio y término del muestreo, sin
diferencias entre si (p 2 0,05), correspondientes a julio en invierno, con 15,72 + 18,26
ng/dL, y diciembre a fines de primavera, con 12,52 + 23,23 ng/dL. Mientras que los
meses intermedios del muestreo, sin diferencias entre si, correspondientes a agosto y
septiembre en invierno, con 43,38 £ 37,31 ng/dL y 51,59 *+ 29,68 ng/dL respectivamente,
y octubre a comienzos de primavera, con 62,58 + 43,55 ng/dL, poseen concentraciones
de testosterona significativamente superiores (p < 0,05). En cuanto a la concentracion
de testosterona registrada en noviembre a mediados de primavera, con 31,42 + 17,34
ng/dL, no se detectan diferencias (p = 0,05) con ningun punto de muestreo. En cuanto a
la variabilidad de los datos respecto a la media, ésta presenta valores elevados durante
el comienzo y término del muestreo, cuando inicia el aumento de testosterona a fines de

invierno y cuando decae la curva de concentracion plasmatica a fines de primavera en
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diciembre. Sin embargo, durante los meses con mayor concentracion de testosterona,
en septiembre a fines de invierno y octubre a inicios de primavera, se observan las

menores dispersiones respecto a la media.

1.2.2. Fotoperiodo y concentracion plasmatica de testosterona
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Figura 10. Regresion no lineal de la concentracion plasmatica de testosterona de
acuerdo a las horas de luz diarias en machos de pavo criollo, en Chile, durante invierno
(julio, agosto y septiembre) y primavera (octubre, noviembre y diciembre).

El analisis de dispersion de los datos obtenidos a partir de la relacion entre la
concentracién plasmatica de testosterona y la cantidad de horas de luz diarias, muestra
un marcado ajuste a un modelo de asociacion de datos con forma curva, para el cual se
efectud un analisis de regresion polinomial de segundo grado (Figura 10). En este caso
el coeficiente de determinacion (R?) indica que las variaciones de los datos se pueden
justificar en un 95 % por la asociacién establecida en el modelo, de este modo, se
consigue establecer que la concentracion plasmatica de testosterona responde
significativamente diferente (p < 0,05) de acuerdo a las variaciones en las cantidades de
horas de luz durante el muestreo. En cuanto al andlisis de la curva de regresion, se
puede sefialar que existen bajas concentraciones de testosterona al inicio del muestreo,
cuando las horas de luz disponibles son las mas reducidas, alcanzando las 9,83 horas

por dia, para luego efectuarse una asociacion positiva entre variables, observandose un
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aumento en la concentracion de testosterona a medida que aumentan las horas de luz
diarias, aumento que se mantiene hasta el equinoccio de primavera, con un aumento de
5,17 ng/dL frente a cada cambio unitario en las horas de luz diarias, apreciando un pico
de concentracion a las 12,85 horas de luz diarias. Posterior al pico de testosterona se
observa un proceso de asociacién negativa, en el cual, a medida que la exposicion del
macho a un mayor numero de horas de luz diarias aumenta, la concentracion plasmética
de testosterona disminuye, alcanzando un promedio de concentracion tan bajo como el
valor reportado a inicios del proceso de muestreo, al disponer de 14,63 hrs de luz diarias,

con un descenso de 14,06 ng/dL por cada cambio unitario en las horas de luz.

Los resultados de éste objetivo fueron publicados en la revista Chilean Journal of

Agricultural and Animal Sciences.
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Figura 11. Histograma de dispersion de particulas, mediante la técnica de NTA, a partir
del grupo control en base a PBS filtrado (0,22 um). Concentracion promedio: 1.06e+06
particulas/ml. Tamafio promedio de particulas: 330.9 nm.
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CARACTERIZACION DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES OVIDUCLALES

De acuerdo a los criterios evaluados para la identificacion y clasificacion de una particula
dentro de la categoria de vesicula exracelular, éste estudio logré evaluar el “tamafio de
las particulas” mediante NTA, la “forma de las particulas” mediante TEM y la
identificacion molecular de biomarcadores mediante la deteccion de “proteinas
especificas” a través del andlisis de protedmica. Logrando identificar la presencia de
EVs, de acuerdo a los criterios mencionados, en todos los grupos experimentales que

se evaluaron.

OBJETIVO 2. Estudiar el patrén de secrecién y las caracteristicas de las EVs a partir de
fluido oviductal (in vivo), procedente de dos regiones oviductales de hembras de pavo
criollo (con y sin TAE), evaluando la influencia del fotoperiodo estacional (negativo y
positivo) y el estado ovulatorio de la hembra (en ausencia y presencia de postura de

huevos).

Se obtuvieron muestras de lavado oviductal (in vivo) de hembras en fotoperiodo negativo
sin ovulacion (FN), fotoperiodo positivo sin ovulacién (FP) y fotoperiodo positivo en
ovulacién (FP en O), de las regiones oviductales del magnum (M) y la unién utero vaginal
(UUV), donde se encuentran los tubulos de almacenamiento espermético (TAE). A partir
de ellas, se aislaron vesiculas extracelulares y se realizé el andlisis de seguimiento de
nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis-NTA) y la visualizacion por microscopia

electronica de transmision (TEM).

2.1. Analisis de NTA

Los andlisis estadisticos fueron efectuados tras la transformacion de los datos en

logaritmo en base 10 (Loguo).
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Figura 12. Histogramas de dispersion de particulas asociadas a vesiculas extracelulares,
obtenidos mediante la técnica de NTA, a partir de las muestras de la union Utero vaginal
(UUV) y el magnum (M), en fotoperiodo negativo (FN), fotoperiodo positivo (FP) y
fotoperiodo positivo en ovulacion (FP en O), de muestras colectadas in vivo (lavado) del
oviducto de hembras de pavo (Meleagris gallopavo).
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2.1.1. Tamafo de particulas

La variable tamafio de particula (Figura 13) muestra diferencias estadisticas (p < 0,05)
de acuerdo al estado reproductivo de la hembra, donde pavas en FP en O poseen menor
tamafio (161,38 nm) al compararse con hembras en FP (187,67 nm), sin embargo,
hembras en FN (176,65 nm) no poseen diferencias (p = 0,05) al compararse con FP en
Oy FP. Respecto al tejido a partir del cual se colecto la muestra (Figura 13), no existen
diferencias (p 2 0,05) entre el tamafio de particula de M (172,46 nm) y la UUV (178,01
nm). Al efectuar una evaluacion del efecto combinado de factores sobre la variable
tamafio (Figura 13), se puede apreciar que no existen diferencias estadisticas (p = 0,05),
sin embargo, se observa una tendencia en la que los menores valores se asocian a
hembras en FP en O y los mayores valores a hembras en FP, donde el M tiende a

mostrar menores tamafias de particula que la UUV en cada estado reproductivo.
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Figura 13. Determinacién del tamafio de particula, mediante la técnica de NTA, en
muestras “in vivo” de EVs obtenidas a partir del oviducto de hembras de pavo criollo, en
diferentes estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo;
FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV:
union utero vagina. LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.
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2.1.2. Concentracién de particulas.
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Figura 14. Determinacion de la concentracion de particulas, mediante la técnica de NTA,
en muestras “in vivo” de EVs obtenidas a partir del oviducto de hembras de pavo criollo,
en diferentes estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo
negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacion; M:
magnum; UUV: unién Gtero vaginal. LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

En cuanto a la variable concentracion de particulas (Figura 14), se pueden observar
diferencias asociadas al estado reproductivo de la hembra y al tipo de tejido a partir del
cual se recolectdé la muestra. De este modo hembras en FN muestran menor
concentracion (7,77E+10 particulas/mL) de particulas, al compararse con FP en O
(1,78E+11 particulas/mL) y FP (2,08E+11 particulas/mL), estados reproductivos que no
presentan diferencias (p = 0,05) de concentracién entre si. Respecto a la concentracion
de particulas de acuerdo a los tipos de tejido, se puede establecer que la seccion del M
posee menor concentraciéon de particulas (1,01E+11 particulas/mL), al compararse con
la seccion de la UUV (2,08E+11 particulas/mL). Al efectuar un andlisis del efecto
combinado del factor estado reproductivo y tipo de tejido (Figura 14), se pueden observar
diferencias significativas (p < 0,05) con concentraciones inferiores para el grupo de
hembras en FN con muestras de M (1,87E+10 particulas/mL), versus las demas

combinaciones de factores, las cuales no presentan diferencias (p = 0,05) entre si. En
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relacion a los resultados asociados a la combinacién de factores que no muestran
diferencias (p = 0,05), es posible distinguir una ligera tendencia de concentracion
asociada al factor tipo de tejido, en muestras en FP y FP en O, donde el M presenta

menor concentracién que la UUV.

2.1.2.1. Concentracién de particulas pequefias <120 nm.
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Figura 15. Determinacion de la concentracién de particulas pequenas (< 120 nm),
mediante la técnica de NTA, en muestras “in vivo” de EVs obtenidas del oviducto de
hembras de pavo criollo en diferentes estados reproductivos. E. Rep.: estado
reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo
positivo en ovulacion; M: magnum; UUV: union utero vaginal. LSD Fisher: diferencia
menos significativa de Fisher.

De especial interés para esta investigacion son las particulas mas pequefias, del rango
menor o igual a 120 nm, que representarian con mayor probabilidad a los exosomas.
Respecto a la variable concentracién de particulas pequefias (Figura 15), se evidencian
diferencias (p < 0,05) de acuerdo al estado reproductivo de la hembra, con menor
concentracion de particulas pequenas (<120 nm) en hembras en FN (6,44E+09
particulas/mL) y mayor en hembras en FP en O (2,28E+10 particulas/mL), sin diferencias

(p 2 0,05) con las hembras en FP (1,25E+10 particulas/mL). Mientras que la
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concentracién de particulas pequefias (€120 nm), relacionadas al tejido a partir del cual
se extrajeron las muestras, no evidencia diferencias (p =2 0,05). En cuanto a la evaluacion
del efecto combinado de factores (Figura 15), s6lo se observan diferencias (p < 0,05)
entre hembras en FN en la region del M, con menor concentraciébn de particulas
pequefias (1,97E+09 particulas/mL), y hembras en FP en O en la regién de la UUV, con

mayor concentracion (3,20E+10 particulas/mL).

2.1.2.2. Concentracién de particulas grandes >120 nm
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Figura 16. Determinacion de la concentracion de particula grandes (> 120 nm), mediante
la técnica de NTA, en muestras “in vivo” del oviducto de hembras de pavo criollo, en
diferentes estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo;
FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV:
unidn Utero vaginal. LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

La concentracion de las particulas grandes, con tamafios mayores a 120 nm (Figura 16),
presentan diferencias (p < 0,05) de acuerdo al estado reproductivo de la hembra, con
menor concentracién en hembras en FN (7,11E+10 particulas/mL) al compararse con
hembras en FP (1,96E+11 particulas/mL) y FP en O (1,55E+11 particulas/mL), estados
gue no muestran diferencias entre si. En cuanto al tipo de tejido, también se encontraron

diferencias (p < 0,05), con menor concentracion de particulas grandes (>120 nm) en el
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M (9,20E+10 particulas/mL) y mayor concentracion en la UUV (1,89E+11 particulas/mL).
En relacion al efecto combinado entre el estado reproductivo de la hembray el tejido del
cual se origina la muestra (Figura 16), se puede observar que las hembras en FN con
muestras de M presentan la menor (p < 0,05) concentracion de particulas grandes (>120
nm) (1,7E+10 particulas/mL), al compararse con las demas combinaciones de factores,
las que no muestran diferencias entre si (p = 0,05), presentando un promedio general de
1,8E+11 particulas/mL. Con una tendencia (p = 0,05) en que las muestras en FP y FP
en O tienden a presentar menor concentracion de particulas grandes (>120 nm) de M

versus la UUV.

2.1.3. Resumen del conjunto de datos

El conjunto de datos obtenido permite sefialar que el tamafio de las particulas es
independiente (p = 0,05) del tejido oviductal (M y UUV), sin embargo, es dependiente (p
< 0,05) del estado ovulatorio de la hembra (FN y FP en O), con particulas mas grandes
en hembras en fotoperiodo positivo, que adn no inician la postura de huevos de la
temporada reproductiva (FN), y particulas mas pequefias en aquellas hembras que han
iniciado la postura de huevos (FP en O). Respecto a la concentracion, se puede
determinar que es dependiente (p < 0,05) del fotoperiodo al cual esta expuesta la hembra
(FN v/s FP - FP en O), aunque independiente (p = 0,05) de si ésta ya inicid su ciclo
ovulatorio (FP y FP en O), con mayor concentracion de particulas para hembras en
fotoperiodo positivo (FP y FP en O). También se puede sefialar que la concentracion de
particulas depende (p < 0,05) del origen del tejido (M y UUV), a diferencia (p = 0,05) del
tamafio, con mayores concentraciones para la zona de la UUV, donde se encuentran los
TAE. Respecto a la concentracion de particulas pequefias y grandes, se puede sefialar
gue la concentracién de particulas grandes (>120 nm) es dependiente (p < 0,05) del
tejido (M y UUV), a diferencia (p = 0,05) de lo que ocurre con las particulas pequefias
(2120 nm), con mayor concentracion de particulas grandes (>120 nm) en la UUV, donde

estan los TAE.
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22. TEM

Las muestras de EVs de cada grupo experimental fueron analizadas mediante TEM,
para su evaluacion morfolégica, luego de los andlisis biométricos. Distinguiéndose EVs
desde las muestras in vivo, del M y la UUV de hembras en FN, FP y FP en O (Figura
17). De este modo, las imagenes de TEM confirman la presencia de las EVs en todos

los grupos experimentales, mediante la observacion de estructuras en forma de copa.
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Figura 17. Microscopia electrénica de transmision de muestras in vivo de EVs colectadas
del oviducto de hembras de pavo (Meleagris gallopavo), desde las regiones del magnum
y la unién utero vaginal, en distintos fotoperiodos y estados ovulatorios. A: muestras de
EVs de hembras en fotoperiodo negativo colectadas de la region del magnum. B:
Muestras de EVs en fotoperiodo negativo colectadas desde la union utero vaginal. C:
Muestras de EVs de hembras en fotoperiodo positivo, previo al inicio del estado
ovulatorio, colectadas desde el magnum. D: Muestras de EVs en fotoperiodo positivo,
previo al inicio del estado ovulatorio, colectadas desde el magnum. E: Muestras de EVs
de hembras en fotoperiodo positivo en estado ovulatorio, colectadas desde el magnum.
F: Muestras de EVs en fotoperiodo positivo en estado ovulatorio, colectadas desde la
unién utero vaginal.
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OBJETIVO 3. Evaluar la influencia de la fuente de recoleccién de la muestra, fluido
oviductal (in vivo) y cultivo celular (in vitro), en hembras en fotoperiodo positivo, con y sin

ovulacion, sobre la secrecion y las caracteristicas de EVs del objetivo 2.

Se emplearon muestras de origen “in vivo” de lavado oviductal e “in vitro” de
sobrenadante de cultivo celular, contemplando a hembras en estado reproductivo de
fotoperiodo positivo sin ovulacién (FP) y hembras en fotoperiodo positivo en ovulacion
(FP en O), a partir de tejido obtenido de la seccién del magnum (M) y la union Gtero
vaginal (UUV), donde estan los tibulos de almacenamiento espermatico (TAE). A partir
de ellas, se aislaron vesiculas extracelulares y se realizé el analisis de seguimiento de
nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis-NTA) y la visualizacién por microscopia

electrénica de transmision (TEM).

3.1. Cultivos celulares

Debido a las dificultades asociadas a la obtencion de EVs a partir de lavado oviductal in
vivo, que implican el sacrificio de las hembras y una baja replicabilidad de la técnica de
recoleccioén de fluidos, se obtuvo EVs de sobrenadante de cultivos celulares, a partir de
los tejidos oviductales (M y UUV), de las mismas muestras desde donde se obtuvieron
las EVs de lavado in vivo, de hembras en FP (6 hembras) y FP en O (6 hembras),
obteniendo un total de 6 muestras de M y 6 muestras de la UUV por cada estado

reproductivo.

A partir de cada muestra de tejido se obtuvo un promedio de 10 cultivos celulares en
placas de 60 x 15 mm, seleccionando 6 cultivos por muestra, de acuerdo al porcentaje
de confluencia, el que se contempl6 desde el 70 %, y el tipo celular, considerando un 70
% de células de caracter epitelial por cultivo, detectadas por su morfologia y disposicion
caracteristica, como se aprecia en la figura 16, de acuerdo a lo descrito en literatura
(Huang et al., 2017). De éste modo, cada muestra de tejido permitié la recoleccién de 6
sobrenadantes de cultivos celulares, correspondiendo al 50% de cada uno de los 3 pool

que constituyeron cada grupo experimental de muestras in vitro.
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Figura 18. Microfotografia del cultivo de células epiteliales de las secciones del magnum
y la unién Utero vaginal del oviducto de pavas criollas (Meleagris gallopavo). Al y A2:
magnum; B1 y B2: unién Gtero vaginal. Magnificacion en aumento de 20X.

Las muestras presentaron destacados indices de viabilidad, adherencia a las placas y
proliferacion celular al incorporar un 2 % de suero de pava en el medio de cultivo,
teniendo la precaucion de que los sueros incorporados tuviesen los mismos origenes
fisiologicos, respecto al fotoperiodo y estado ovulatorio de las hembras. En cuanto a la
adherencia celular en las placas, que fue el factor mas critico de controlar, los resultados
fueron mejores para las células de magnum, ya que las células de la UUV tendian a
desarrollar estructuras tridimensionales, lo que hacia que perdieran facilmente la
adherencia desde la placa. Como medidas preventivas, para evitar que las células se
desprendieran de las placas, se evitd el lavado con PBS entre cambios de medio de
cultivo, s6lo empleandose PBS previo a la aplicacion del medio depletado,
adicionalmente se evito el retiro de medio con bomba de vacio, y se efectuaron pases
s6lo a partir de células que se encontraban en el sobrenadante centrifugado, ya que al
desprender las células de las placas para efectuar un pase convencional éstas no volvian
a adherirse en las placas. Adicionalmente se tuvo méas precauciones con los tejidos de
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M, de hembras en FP en O, ya que el exceso de material proteico, propio del tejido en
estado ovulatorio al secretar y almacenar in situ el albumen para la formacion del huevo,
impedia que las células se adhiriesen a las placas debido al precipitado proteico que se
adheria a estas (impidiendo que las células se lograran adherir), debiendo efectuar
multiples siembras sucesivas a partir de los sobrenadantes celulares. Los manejos de
siembras sucesivas, a partir de los sobrenadantes, colaboraron en la purificacién de los

cultivos de células epiteliales, al adherirse después que las células estromales.

3.2. Andlisis de NTA

Los andlisis estadisticos fueron efectuados tras la transformacion de los datos en

logaritmo en base 10 (Logso).
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Figura 19. Histogramas de dispersion de particulas asociadas a vesiculas extracelulares,
obtenidos mediante la técnica de NTA, a partir de las muestras de la union Gtero vaginal
(UUV) y el magnum (M), fotoperiodo positivo (FP) y fotoperiodo positivo en ovulacion (FP
en O), de muestras colectadas in vitro (sobrenadante de cultivo celular) del oviducto de
hembras de pavo (Meleagris gallopavo).
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3.2.1. Tamafio de particula

Para la variable tamafio de particula (Figura 20), se pudo establecer que existen
diferencias (p < 0,05) de acuerdo al estado reproductivo de la hembra, con menor
promedio de tamafio para hembras en FP en O (181,12 nm), y mayor tamafio en
hembras en FP (208,28 nm). Adicionalmente se detectaron diferencias (p < 0,05) de
acuerdo al origen de la muestra, con menor tamafio de particula para muestras obtenidas
“in vivo” (174,53 nm), y mayor en muestras obtenidas “in vitro” (214,88 nm). En cuanto
al tipo de tejido, no se observaron diferencias en los tamafios de particula entre M y la
UUV.

Respecto al efecto combinado de factores (Figura 20) para la variable tamafio, la
comparacion conjunta del estado reproductivo de la hembray el tipo de tejido s6lo mostré
diferencias (p < 0,05) entre hembras en FP en O con muestras del M, con medias
inferiores (179,28 nm), y hembras en FP con muestras de la UUV, con tamafos
superiores (215,87 nm), sin embargo, no hay diferencias asociadas con las
combinaciones de hembras en FP en O con muestras de la UUV, ni hembras en FP con

muestras de M.

En cuanto a la comparacion del efecto combinado del estado reproductivo de la hembra
y el origen de la muestra (Figura 20), se pudo establecer diferencias (p < 0,05) con menor
tamafo de particula para hembras en FP en O en muestras “in vivo” (161,38 nm),
diferencias (p < 0,05) con valores intermedios para hembras en FP en muestras “in vivo”
y hembras en FP en O en muestras “in vitro”, y diferencias (p < 0,05) con mayor tamano

de particula para hembras en FP en muestras “in vitro” (228,90 nm).

La comparacion del efecto combinado del factor tejido y origen de la muestra, sobre la
variable tamano (Figura 20), presenta diferencias (p < 0,05) con menor tamafo de
particula para muestras “in vivo”, tanto para el M (171,63 nm) como para la UUV (177,42
nm), mientras que la muestras “in vitro”, para el M (208,35 nm) como para la UUV (221,40

nm), muestran mayor didmetro promedio.
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En cuanto al efecto combinado de todos los factores sobre la variable tamafio (Figura
20), se logran establecer diferencias significativas (p < 0,05) entre las combinaciones de
hembras en FP en O de muestras “in vivo”, tanto en M como en la UUV, con valores
inferiores, y hembras en FP de muestras “in vitro” de la UUV, con tamafnos superiores.
A pesar de la ausencia de diferencias significativas (p = 0,05) entre las demas
combinaciones de factores, se observa una tendencia general en la que las muestras “in
vivo” poseen particulas de menor tamario, tendencia similar que se podria asociar a las

muestras de hembras en FP en O y el tejido del M.
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Figura 20. Determinacion del tamafio de particulas, mediante la técnica de NTA, en
muestras “in vivo” e ‘in vitro” del oviducto de hembras de pavo criollo en diferentes
estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP:
fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV: unién
Utero vaginal. LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

3.2.2. Concentracién de particulas

En cuanto a la variable concentracion de particulas por mL (Figura 21), no se
encontraron diferencias (p = 0,05) asociadas al estado reproductivo de la hembra, asi

como tampoco al tipo de tejido del cual se obtuvo la muestra, sin embargo, se detectaron
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diferencias (p < 0,05) en relacion al origen de las muestras, con menor concentracion
para muestras de origen “in vitro” (1,66E+10 particulas/mL) y mayor para muestras de

origen “in vivo” (1,93E+11 particulas/mL).

En cuanto al efecto combinado de los factores sobre la variable concentracion (Figura
21), no se establecen diferencias (p = 0,05) en relacién al estado reproductivo de la
hembra y el tejido de la muestra. Sin embargo, la combinacién del origen de la muestra
con el estado reproductivo de la hembra, como del origen con el tejido, muestran
diferencias (p < 0,05) con menores concentraciones para las muestras asociadas al
origen “in vitro”, mientras que las muestras asociadas al origen “in vivo” presentaron

concentraciones superiores (p < 0,05).
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Figura 21. Determinacion de la concentracién de particulas, mediante la técnica de NTA,
en muestras “in vivo” e ‘in vitro” del oviducto de hembras de pavo criollo, en diferentes
estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP:
fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacion; M: magnum; UUV: unién
Utero vaginal. LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.
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Al establecer un andlisis del efecto combinado de todos los factores (Figura 21), se pudo
observar una tendencia similar a lo anteriormente expuesto, donde el factor origen
genera un efecto dominante sobre los demas factores, estableciéndose concentraciones
significativamente inferiores (p < 0,05) para todas las combinaciones con el factor “in
vitro”. Donde muestras de hembras en FP de la UUV, con menor concentracion (9,7E+09
particulas/mL), y muestras en FP en O de la UUV, con mayor concentracion (3E+10
particulas/mL), son significativamente diferentes (p < 0,05) entre si, estableciéndose una
influencia respecto al estado reproductivo de la hembra sobre el tejido de la UUV. Por
otra parte, se pudo establecer la existencia de concentraciones significativamente
superiores (p < 0,05), para todas las combinaciones del factor origen en muestras “in

vivo”, con una media global de 1,93E+11 particulas/mL.

3.2.2.1. Concentracion de particulas pequefas < 120 nm. La concentracion de particulas
pequefias, con tamafio menor o igual a 120 nm (Figura 22), presenta diferencias (p <
0,05) relacionadas al factor estado reproductivo, con menor concentracion de particulas
pequenas (£ 120 nm) para hembras en FP (6,35E+09 particulas/mL) y mayor para
hembras en FP en O (1,20E+10 particulas/mL), y el factor origen (p < 0,05), con menor
concentraciéon para muestras “in vitro” (7,78E+08 particulas/mL) y mayor en muestras “in
vivo” (1,76E+10 particulas/mL). Mientras que el factor tejido, no muestra diferencias (p =
0,05) en la concentracion de particulas pequefias (£ 120 nm) entre el M (7,06E+09
particulas/mL) y la UUV (1,13E+10 particulas/mL).

En cuanto al efecto combinado de los factores sobre la variable concentracion de
particulas pequefias (< 120 nm) (Figura 22), se evidencian diferencias (p < 0,05) en
relacion al estado reproductivo y el tejido, donde hembras en FP con muestras de la UUV
muestran la menor concentracién de particulas pequefias (< 120 nm) (6,05E+09
particulas/mL), al compararse con hembras en FP en O, mientras que las muestras de
hembras en FP en O de la UUV son las que poseen mayor concentracion (1,66E+10
particulas/mL), al compararse con muestras de FP. En relacién al efecto combinado de
los factores estado reproductivo y origen, y tejido y origen, se observan marcadas
diferencias (p < 0,05) relacionadas al factor origen, donde las muestras de estado

reproductivo y tejido son menores en muestras “in vitro” y mayores en muestras “in vivo”.
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Respecto al efecto conjunto de la combinacién de todos los factores sobre la variable
concentracién de particulas pequefias (< 120 nm) (Figura 22), se aprecian diferencias (p
< 0,05) con valores inferiores para los grupos de hembras en FP de muestras “in vitro”,
valores intermedios para hembras en FP en O de muestras “in vitro” y valores superiores

para todas las muestras “in vitro”, que no poseen diferencias entre si (p = 0,05).
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Figura 22. Determinacion de la concentracién de particulas pequenas (< 120 nm),
mediante la técnica de NTA, en muestras “in vivo” e ‘in vitro” del oviducto de hembras
de pavo criollo en diferentes estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN:
fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en
ovulacién; M: magnum; UUV: uniéon Utero vaginal. LSD Fisher: diferencia menos
significativa de Fisher.
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3.2.2.2. Concentracion de particulas grandes > 120 nm
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Figura 23. Determinaciéon de la concentracion de particulas grandes (> 120 nm),
mediante la técnica de NTA, en muestras “in vivo” e ‘in vitro” del oviducto de hembras
de pavo criollo, en diferentes estados reproductivos. E. Rep.: estado reproductivo; FN:
fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en
ovulacién; M: magnum; UUV: union Gtero vaginal. LSD Fisher: diferencia menos
significativa de Fisher.

En cuanto a la concentracién de particulas grandes, mayores a 120 nm (Figura 23), no
se observan diferencias (p 2 0,05) de acuerdo al estado reproductivo de la hembra, asi
como tampoco de acuerdo al tejido a partir del cual se obtuvo la muestra, no obstante,
hay diferencias (p < 0,05) de acuerdo al origen de la muestra, con menor promedio de

concentracién de particulas grandes (> 120 nm) en muestras de origen “in vitro’

(1,59E+10 particulas/mL) y mayor para muestras “in vivo” (1,75E+11 particulas/mL).

El efecto combinado de los factores sobre la concentracion de particulas grandes (> 120

nm) (Figura 23) no evidencia diferencias (p = 0,05) respecto al estado reproductivo de la
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hembra y el tipo de tejido de la muestra. Sin embargo, en cuanto al estado reproductivo
y el origen, y el tejido y origen de la muestra, se aprecian diferencias (p < 0,05) con
concentraciones inferiores para todas las muestras “in vitro” y superiores para todas las

muestras “in vivo”, con una evidente influencia del factor origen.

En relacion al efecto combinado de todos los factores sobre la concentracion de
particulas grandes (> 120 nm) (Figura 23), se puede observar que nuevamente es el
factor origen quien predomina en la influencia de resultados, con promedios superiores
para todos los grupos que incorporan el origen “in vivo”, sin diferencias entre si (p =2 0,05),
al compararse con los grupos FP y FP en O de la UUV, y promedios superiores para
todos los grupos que incorporan el origen “in vitro”, sin diferencias entre si (p = 0,05), al

compararse entre los grupos FP y FP en O del M.

3.2.3. Resumen de conjunto de datos

El conjunto de datos nos permite establecer que el tamafio de las particulas es
independiente (p = 0,05) del tejido (M y UUV), sin embargo, se ve influenciado (p < 0,05)
por el estado reproductivo de la hembra (FP y FP en O), con particulas de menor tamafio
en hembras que han iniciado su etapa reproductiva con la postura de huevos, siendo
también dependiente (p < 0,05) del origen de la muestra (in vivo e in vitro), con particulas
de menor tamafio en muestras recogidas in vivo, a partir del lavo oviductal. Respecto a
la concentracion de particulas, podemos establecer que es independiente del tejido de
origen oviductal (M y UUV) (p = 0,05) y el estado reproductivo de la hembra (FPy FP
en O) (p = 0,05), sin embargo, debido a las diferencias experimentales entre muestras
de distinto origen (in vivo e in vitro), se puede asociar a las muestras in vitro con menor
concentracion de particulas (p < 0,05), condicién que se repite de acuerdo a las diversas
combinaciones de factores (estado reproductivo, tejido y origen de la muestra) a evaluar.
Mismo patron de concentracion es detectado en particulas categorizadas como grandes
(> 120 nm), mientras que la concentracién de particulas pequefas (< 120 nm), a
diferencia de las demas concentraciones, es dependiente del estado reproductivo (FP y
FP en O) de la hembra, con mayor proporcién de particulas pequenas (< 120 nm) cuando

la hembra a iniciado sus ciclos ovulatorios con la postura de huevos.
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3.3. TEM

Las muestras de EVs de cada grupo experimental fueron analizadas mediante TEM,
para su evaluacion morfolégica, luego de los andlisis biométricos. Distinguiéndose EVs
desde las muestras in vivo, del M y la UUV de hembras en FP y FPP en O (Figura 17),
y muestras in vitro, del M y la UUV de hembras en FP y FP en O (Figura 24). De este
modo, las imagenes de TEM confirman la presencia de las EVs en todos los grupos

experimentales, mediante la observacion de estructuras en forma de copa.

: DERARNE T e RS o s = PSS
Figura 24. Microscopia electrénica de transmisién de muestras in vitro de EVs colectadas
del sobrenadante de cultivos celulares del oviducto de hembras de pavo (Meleagris
gallopavo), de las regiones del magnumy la unién Gtero vaginal, en ausencia y presencia
de ovulacion. Al y A2: muestras de EVs de células de la region del magnum,
provenientes de hembras en fotoperiodo positivo previo al inicio del estado ovulatorio.
B1y B2: muestras de EVs de células de la regién de la unién Gtero vaginal, provenientes
de hembras en fotoperiodo positivo previo al inicio del estado ovulatorio. C1 y C2:
muestras de EVs de células de la region del magnum, provenientes de hembras en
fotoperiodo positivo en estado ovulatorio. D1 y D2: muestras de EVs de células de la
region de la unién Utero vaginal, provenientes de hembras en fotoperiodo positivo en
estado ovulatorio.
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OBJETIVO 4. Determinar el contenido proteico de EVs obtenidas del oviducto de
hembras de pavo criollo a partir de los grupos experimentales definidos en los objetivos
2y 3.

La identificacion molecular de biomarcadores, para identificar la presencia de EVs en las
muestras, se efectué mediante el andlisis de protedmica. Dicho andlisis arrojé la
presencia de 9 “proteinas especificas” para EVs, dentro de las cuales, 5 ya habian sido
reprotadas en el ovidcuto de pavas (Meleagris gallopavo). Dichas proteinas
corresponden a: CD63 — CD81 — EPCAM — HSP70 — HSP90AA1- HSPA8 - ANXA4 —
ANXA5 — VCP.

4.1. Identificacion y cuantificacion de proteinas, andlisis general en base al origen

de la muestra (in vivo e in vitro)

Tabla 1. Cuantificacién de proteinas secretables, por cada grupo experimental, de
acuerdo a los factores tejido, origen y estado reproductivo de muestras de EVs de
Meleagris gallopavo.

Proteinas totales

ID Tejido Origen Estado Reproductivo Meleagris gallopavo
1 M In vivo FN 819
2 uuv In vivo FN 1211
3 M In vivo FP 1890
4 uuv In vivo FP 2340
5 M In vitro FP 2572
6 uuv In vitro FP 1813
7 M In vivo FPenO 1776
8 uuv In vivo FPenO 2221
9 M In vitro FPenO 1440
10 uuv In vitro FP en O 1208

M: magnum; UUV: unién Gtero vaginal; FN: fotoperiodo negativo; FP; fotoperiodo positivo; FP en
O: fotoperiodo positivo en ovulacion.
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La cuantificacién de las proteinas detectadas, mediante el analisis de espectrometria de
masas (Tabla 1) arroj6 una sumatoria de 3.733 proteinas para los 10 grupos
experimentales, excluyendo a aquellas proteinas identificadas como contaminantes
comunes. La cuantificacion individual de cada grupo experimental, se muestra en la tabla
1. Se evaluaron las cuantificaciones de proteinas de acuerdo al estado reproductivo (FP
v/s FP en O), tejido (M v/s UUV de FP y FP en O) y origen (in vivo v/s in vitro de FP y FP
en O), determinandose que no existen diferencias estadisticas (p = 0,193 /0,943 /0,397
respectivamente) entre las cuantificaciones proteicas por cada factor. Sin embargo, al
efectuar una evaluacién del factor tejido, de los tres estados reproductivos (M v/s UUV
en FN, FP y FP en O), se puede establecer que el promedio de proteinas detectadas,
asociadas al tejido del M, es significativamente menor (p = 0,001) al promedio de

proteinas detectadas en la UUV.

Se determind el nimero de proteinas secretadas de forma individual y compartida
(Figura 25), entre las comparaciones de las variables del factor “tejido” (M v/s UUV), de
acuerdo al “estado reproductivo” (FP y FP en O) y el “origen” (in vivo e in vitro), y las
comparaciones de las variables del factor “estado reproductivo” (FP v/s FP en O) de
acuerdo al “tejido” (M y UUV) y “origen” (in vivo e in vitro). Detectandose proteinas
compartidas e individuales en todas las combinaciones comparativas del numero de
proteinas detectadas, siendo de mayor relevancia aquellas identificadas como
exclusivas. De éste modo, de acuerdo a lo observado en la figura 25, se puede
establecer que las comparaciones de acuerdo al “tejido” (M v/s UUV) muestran una
tendencia similar de proteinas compartidas y proteinas exclusivas (p = 0,163). En cuanto
a las comparaciones de acuerdo al “estado reproductivo” (FP v/s FP en O) se observaron
diferencias significativas (p = 0,004) en el modelo de evaluacién, por lo que se empled
el test de Fisher de comparaciones mdltiples, pudiendo establecer mayor nimero de
proteinas compartidas entre FP y FP en O, mientras que el niumero de proteinas

exclusivas para cada estado reproductivo result6é similar entre variables.
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In vivo

FP FPenO M uuv
M 1659 uuv M 1479 uuv FP 1439 FPenO FP 1980 FPenO
231 680 297 742 451 337 359 241
9% 65,6% 26,5% 11,8% 58,7% 29,5% 20,3% 64,6% 15,1% 139% 76,7% 9,3%

In vitro

FP FPenO M uuv

uUuv M uUuv FP FPenO FP FPenO
1672 1013 1299 995

900 141 427 195 1273 141 818 213
33,2% 61,6% 5,2% 26,1% 62% 11,9% 16,9% 479% 5,2% 40,4% 49,1% 10,5%

Figura 25. Diagrama de Venn con el niumero de proteinas que se secretan de forma
individual y compartida, en las comparaciones entre tratamientos, de acuerdo al factor
“tejido” (M v/s UUV)y el “estado reproductivo” (FP v/s FP en O). M: magnum; UUV: union
Utero vaginal; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacion.

Tabla 2. Perfil cuantitativo del proteoma mediante LFQ, de acuerdo a las comparaciones
del factor origen (in vivo v/s in vitro) y tipo de tejido (M v/s UUV), en el estado reproductivo
de fotoperiodo positivo con y sin ovulacién (FP y FP en O) de muestras de EVs de
Meleagris gallopavo.

FPyFPenO
In vivo v/s M v/s UUV
in vitro
Total de proteinas cuantificables 764 764
Proteinas diferencialmente expresadas (p < 0,05) 272 0

M: magnum; UUV: union Gtero vaginal; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en

ovulacion.
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Se desarroll6 un analisis del perfil cuantitativo de las proteinas, en base a la matriz de
intensidades generada en FragPipe, mediante cuantificacion proteica diferencial sin
marcaje (LFQ) por medio del software Persus. Se establecié una comparacion entre las
variables de los factores “origen” (in vivo v/s in vitro) y “tejido” (M v/s UUV), de muestras
de las variables en fotoperiodo positivo (FP y FP en O) del factor “estado reproductivo”.
A partir de aquello se determind el total de proteinas cuantificadas, valores presentes en
la tabla 2. De éste modo, se identific6 un total de 272 proteinas diferencialmente
expresadas (DEPSs) (p < 0,05), respecto a la comparacion de las variables in vivo e in
vitro en torno al factor “origen”, mientras que la comparacion entre las variables My UUV
del factor “tejido” no arrojaron DEPs.
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Figura 26. Andlisis de componentes principales (PCA) de las proteinas identificadas en
las muestras de EVs obtenidas a partir de condiciones in vivo e in vitro, en fotoperiodo
negativo (FN), fotoperiodo positivo (FP) y fotoperiodo positivo en ovulaciéon (FP en O),
de las regiones del magnum (M) y la unién Gtero vaginal (UUV), a partir del oviducto de
hembras de pavo criollo (Meleagris gallopavo).
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Se efectu6 un analisis de componenetes principales (PCA) (Figura 26), con la finalidad
de comprender y determinar de mejor forma las EVs con caracteristicas comunes en el
patrén de secrecidn proteico, de acuerdo a la variacion en la abundancia proteica de las
muestras, previa normalizacion de las intensidades. Se determind un ndmero de 3
agrupaciones (clusters), donde el factor de identificacion para diferenciar las distintas
observaciones fue el “tejido” a partir del cual se obtuvieron las muestras de EVs, con la
variable M en rojo y la variable UUV en azul. La “agrupacién 1” contiene a las proteinas
de los grupos identificados como M y UUV in vivo de muestras en FN, con la menor
proporcion de abundancia proteica, la “agrupacién 2” contiene a los grupos de My UUV
in vivo en FP y FP en O, asociada con la mayor abundancia proteica, mientras que la

“agrupacion 3” corresponde a las muestras de My UUV in vitro en FP y FP en O.

M in vivo FN

UUV in vivo FN

M in vivo FP
’ UUVin vivo FP
UUV in vivo FPenO

Min vivo FPenO

M in vitro FP

UUV in vitro FP |

M in vitro FPenO

UVV in vitro FPenO I

Intensity

Figura 27. Mapa de calor (Heatmap) con la representaciéon del perfil de expresién de
proteinas de EVs de muestras in vivo (lavado) e in vitro (sobrenadante de cultivo celular)
del M y la UUV del oviducto pavas criollas (Meleagris gallopavo), de acuerdo al
fotoperiodo y estado reproductivo de las hembras. M: magnum; UUV: unién Utero
vaginal; FN: fotoperiodo negativo; FP; fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo
en ovulacion.
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Se desarrollé un mapa de calor (heatmap) (Figura 27) con clustering jerarquico no
supervisado, para efectuar un andlisis cualitativo del perfil de expresion proteica, a partir
de las proteinas cuantificables del contenido de EVs de las muestras, in vivo e in vitro,
de las secciones del My la UUV, de hembras en FN, FP y FP en O. Se emplearon colores
cdlidos y frios, en tonos rojos y azules, para representar e identificar los cambios,
patrones y magnitudes de la expresion proteica de las muestras, en el eje X, de acuerdo
a las categorias en que se clasific6 a los grupos experimentales, en el eje Y. Los
resultados permiten identificar patrones comunes en el perfil de expresion proteica
asociados a 3 grandes grupos (cluster), similar a lo visualizado en los 3 cluster del PCA

de la figura 26.

De éste modo, la figura 27 permite apreciar una asociacion muy marcada entre los
patrones de color de los grupos de muestras in vitro, incluyendo las muestras de My la
UUV, de hembras en FP y FP en O, con perfiles de expresion semejantes. Se aprecian
ademas patrones comunes de expresidn entre las muestras in vivo, donde las proteinas
de EVs de M y la UUV en FP y FP en O poseen destacadas similitudes entre si,
diametralmente opuestas al perfil de las muestras in vitro y medianamente diferentes a
las muestras in vivo de M y la UUV de hembras en FN. Respecto a las proteinas de las
EVsdelMylaUUVenFPyFP en O, se logran observar leves diferencias en el perfil de

expresion entre el M y la UUV, asociadas s6lo a muestras in vivo.

Se presenta un volcano plot (Figura 28) en base a las 272 proteinas diferencialmente
expresadas (p < 0,05), encontradas a partir de las EVs de muestras in vivo (lavado) e in
vitro (sobrenadante de cultivo celular), en el M y la UUV de hembras en FP y FP en O.
La grafica muestra las proteinas con expresion diferencial estadisticamente significativa
(p < 0,05), donde las proteinas sub-expresadas (down-regulated) se representan con
puntos en color azul, mientras que las proteinas diferencialmente sobre-expresadas (up-
regulated) con puntos en color rojo. Encontrandose 272 proteinas diferencialmente

expresadas y 492 proteinas sin diferencias significativas.
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Figura 28. Volcano plot del perfil de expresién proteica de EVs de muestras in vivo
(lavado) versus in vitro (sobrenadante de cultivo celular), en FP (fotoperiodo positivo) y
FP en O (fotoperiodo positivo en ovulacion) del My la UUV del oviducto de pavas criollas
(Meleagris gallopavo).

El andlisis anterior permitié establecer claramente que existen diferencias significativas
en el contenido de las EVs en dependencia del origen de las mismas, entendiéndose por
ello, origen técnico (in vitro o in vivo), no asi del origen anatomico (M v/s UUV). Dado
gue es vital para este trabajo entender las potenciales diferencias en la proteémica de
las EVs segun su origen anatémico, se llevé a cabo un andlisis de identificacion y
cuantificacion basado no en expresion diferencial, sino en base a las funciones

bioldgicas de las proteinas encontradas en el My la UUV.
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4.2. Identificacion y cuantificacion de proteinas en base a las funciones biolégicas
de las diferentes secciones anatémicas (M v/s UUV)

Se compararon las funciones bioldgicas de las proteinas halladas en las distintas
secciones oviductales de la UUV (UUV in vivo FP, UUV in vivo FP en O, UUV in vitro FP
y UUVin vitro FP en O) y el M (M in vivo FP, M in vivo FP en O, M in vitro FP y M in vitro
FP en O), considerando aquellas proteinas que cumplieron con los siguientes criterios:
conteo espectral >1 y valor p < 0,05. A partir de lo cual se encontré un total de 77
proteinas diferenciadas.
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In vivo In vitro

Componente 1 (62%)
Origen

Figura 29. Analisis de componentes principales (PCA) de las proteinas identificadas en
las muestras de EVs obtenidas a partir de condiciones in vivo e in vitro, fotoperiodo
positivo (FP) y fotoperiodo positivo en ovulacion (FP en O), de las regiones del magnum
(M) y la union uatero vaginal (UUV), a partir del oviducto de hembras de pavo criollo
(Meleagris gallopavo).
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El analisis de componentes principales (Figura 29) mostré dos agrupaciones (cluster)
mayoritarias, constituidas por las proteinas de las EVs obtenidas de muestras in vivo,
correspondientes a la “agrupaciéon 1”, asociadas independiente del estado reproductivo
(FP y FP en O), y las proteinas de EVs obtenidas in vitro, en la “agupacién 2” y
“agrupacion 3”, segregadas de acuerdo al estado ovulatorio de la hembra (FP y FP en
0).

In vivo In vitro

Uuv M M uuv M uuv
FP FPenO FP | FPenO FPenO FPenO FP FP

Figura 30. Mapa de calor (Heatmap) con la representacion del perfil de expresién de
proteinas de EVs de muestras in vivo (lavado) e in vitro (sobrenadante de cultivo celular)
del My la UUV del oviducto de pavas criollas (Meleagris gallopavo). M: magnum; UUV:
unién utero vaginal; FP; fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacion.

El mapa de calor con clustering jerarquico no supervisado, realizado a partir de los datos
utilizados para el PCA, arrojo resultados similares (Figura 30), en donde se observan
dos grandes grupos (cluster), con patrones comunes en el perfil de expresion proteica,
segregados de acuerdo al origen de la muestra (in vivo e in vitro). Al efectuar un analisis
mas exhaustivo, dentro de los dos grandes grupos (cluster), es posible asociar mayor
similitud en el patron de expresién proteica de acuerdo al tejido (UUV y M), con una

agrupacion para las muestras de la UUV y otra para las muestras de M, en las muestras
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in vivo. Mientras que las muestras in vitro, permiten observar mayor similitud de acuerdo
al estado ovulatorio de la hembra (FP y FP en O), con sub-agrupaciones para las
muestras de FP y FP en O.

Volcano plot of Differential protein expression of Magnum vs UVV condition
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Figura 31. Volcano plot del perfil de expresion proteica de EVs de muestras del magnum
versus la unién Gtero vaginal, en FP (fotoperiodo positivo) y FP en O (fotoperiodo positivo
en ovulacion) de muestras in vivo (lavado oviductal) e in vitro (de sobrenadante de cultivo
celular) del oviducto de pavas criollas (Meleagris gallopavo). El valor de significancia
para asignar a un grupo u otro fue de p < 0,05.

Se cre6 un volcano plot (Figura 31) empleando criterios altamente estringentes de
expresion diferencial: logaritmo del fold change superiora -1.5 6 + 1.5 (para las proteinas
sub y sobre expresadas respectivamente) y un valor p < 0,05. Las proteinas sub-
expresadas (down-regulated) se representan con puntos en color azul, las proteinas
diferencialmente sobre-expresadas (up-regulated) con puntos en color verde y las

proteinas igualmente expresadas (p = 0,05) se colorean en rojo.
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4.3. Ontologia de genes

Basados en los resultados obtenidos, se estudié cuédles proteinas con posible impacto
sobre la funcién de los espermatozoides, incluyendo la motilidad espermatica, estaban
sobre o subrepresentadas entre las proteinas diferencialmente expresadas. Para ello se
efectud un andlisis bioinformético de Ontologia de Genes (Gene Ontology) de los genes
diferencialmente expresados, de las muestras de EVs de los 8 grupos experimentales
en fotoperiodo positivo (M in vivo en FP; UUV in vivo en FP; M in vitro en FP; UUV in
vitro en FP; M in vivo en FP en O; UUV in vivo en FP en O; M in vitro en FP en O; UUV
in vitro en FP en O), con la finalidad de identificar los genes y sus productos génicos en
base a procesos biol6gicos. Bajo esa premisa se efectuaron dos mapas de calor
(Heatmap) utilizando términos especificos de ontologia génica, extrayendo el conjunto
de genes de la base de datos internacional MGI (Mouse genome informatics), que
proporciona datos genéticos, gendémicos y biolégicos integrados. Los criterios de

blusqueda y sus resultados se muestran a continuacién en forma de mapas de calor.

Los términos buscados fueron: movilidad espermatica (GO:0097722 Biological process
“Sperm motility”) y reaccion acrosomal (GO:0007340 Biological process “Acrosome
Reaction”), este subset es identificado en las bases de GO, como “sperm related gene
ontology” e incluye motilidad espermatica con 187 genes candidatos y reaccion
acrosomica con 40 genes candidatos. Se encontraron 8 genes cuyas proteinas estan
involucradas en los GO mencionados, de un total de 227 proteinas totales interrogadas
(Figura 32).

El andlisis del mapa de calor indica una correlacion inversa entre las proteinas
sobreexpresadas en el sistema in vivo comparado con el in vitro. Las dos grandes
agrupaciones (cluster) muestran una clara diferencia en la expresion proteica de acuerdo
al origen de la muestra (in vivo e in vitro) e indican que la expresion es inversa para los

genes encontrados.
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Figura 32. Mapa de calor (Heatmap) del perfil de expresion de proteinas de EVs de
muestras in vivo (lavado) e in vitro (sobrenadante de cultivo celular) del M y la UUV del
oviducto de pavas criollas (Meleagris gallopavo), utilizando términos especificos de
ontologia genética, relacionada con procesos biologicos relacionados con los
espermatozoides, respecto a aptitudes de movilidad y reacciéon acrosomal. M: magnum;
UUV: unién atero vaginal; FP; fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en
ovulacion.
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En la figura 33 se muestra el mapa de calor de las mismas muestras, basado en un set
de genes de ontologia génica relacionados con la fertilizacion (GO:0009566 Biological
process 211 genes), a partir de los cuales se encontraron 18 proteinas asociadas, donde

se conservé esencialmente el mismo patrén del mapa de calor de la figura 32.
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Figura 33. Mapa de calor (Heatmap) del perfil de expresion de proteinas de EVs de
muestras in vivo (lavado) e in vitro (sobrenadante de cultivo celular) del M y la UUV del
oviducto de pavas criollas (Meleagris gallopavo), utilizando términos especificos de
ontologia genética, relacionada con procesos biolégicos ligados a la fertilizacion. M:
magnum; UUV: unién Gtero vaginal; FP; fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo
positivo en ovulacion.
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EFECTO E INTERACCION DE LAS VESICULAS EXTRACEULARES SOBRE
ESPERMATOZOIDES IN VITRO

OBJETIVO 5. Analizar el efecto de los aislados de EVs de fluido oviductal (in vivo) de
gallinas (con y sin TAE), sobre los patrones de unién, viabilidad y movilidad de
espermatozoides de gallo criollo, de acuerdo al tiempo de incubacién y la concentracién
de EVs.

Para evaluar el posible rol de las EVs sobre los espermatozoides de pavo, se llevaron a
cabo experimentos que evaluaron la internalizacion de éstos por EVs previamente
marcadas, asi como el desarrollo de experimentos que permitieron analizar el efecto de
las EVs sobre la motilidad y viabilidad espermatica. De éste modo, para poner a punto
la metodologia, se emplearon en primera instancia espermatozoides de gallos y EVs de
gallina, considerando la mayor aptitud respecto a la temporada reproductiva de la
especie Gallus gallus respecto a Meleagris gallopavo, facilitando la disponibilidad de
semen por un mayor periodo de tiempo, favoreciendo el desarrollo de las evaluaciones

de los distintos grupos experimentales y variables a evaluar.

5.1. Internalizacion de EVs en espermatozoides

La evaluacion de la internalizacién de EVs (Figura 34), extraidas del lavado de la UUV
de gallinas, por espermatozoides de gallo, durante su incubacién conjunta (38.5 °Cy 5
% de CO. hasta por 6 hrs), evidencia internalizacion leve a partir de las 2 hrs de
evaluacion durante la co-incubacion, observandose un mayor porcentaje de
internalizacion a partir de las 4 horas de co-incubacion. En cuanto al patron de union de
las EVs respecto a la anatomia espermatica, se aprecia que existe interaccién a nivel de

la cabeza del espermatozoide, no logrando observar internalizaciéon en la cola de éste.
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Sin fluorescencia PKH67 Nic Blue PKH + Nic Blue

Control (-):
PBS + Espermatozoides

EVs + Espermatozoides
2 h de co-incubacion

EVs + Espermatozoides
4 h de co-incubacion

EVs + Espermatozoides
6 h de co-incubacidn

Figura 34. Internalizacién de EVs, del lavado de la unién Gtero vaginal del oviducto de
gallinas, efectuada por espermatozoides de gallo. EVs marcadas con PKH67, y control
negativo de PBS con PKH67, se evaluaron a las 2, 4 y 6 horas de co-incubacion con
espermatozoides marcados con Nic Blue, indicandose la internalizacién con una flecha
en las imagenes que muestran la fluorescencia de PKH67 + Nic Blue.

103



5.2. Viabilidad espermatica en co-incubacién con EVs
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Figura 35. Analisis de la viabilidad espermatica, de espermatozoides de gallo, co-
incubados con EVs oviductales de magnum y la unién utero vaginal de gallinas, en
distintas concentraciones. CONTROL: muestras de espermatozoides sin EVs; M 4xE10:
espermatozoides co-incubados con EVs de magnum a una concentracién de 4 x 10%°
particulas/mL; M 4xE8: espermatozoides co-incubados con EVs de magnum a una
concentracion de 4 x 108 particulas/mL; M 4xE7: espermatozoides co-incubados con EVs
de magnum a una concentracion de 4 x 107 particulas/mL; UUV 4xE10: espermatozoides
co-incubados con EVs de la unién Utero vaginal a una concentracién de 4 x 10%°
particulas/mL; UUV 4xE8: espermatozoides co-incubados con EVs de la unién Utero
vaginal a una concentraciéon de 4 x 108 particulas/mL; UUV 4xE7: espermatozoides co-
incubados con EVs de la unién Gtero vaginal a una concentracion de 4 x 107
particulas/mL. Test LSD Fisher, donde medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (p = 0,05).

104



La viabilidad de los espermatozoides se evalu6é de acuerdo a dos disefios de andlisis
estadistico, por una parte un analisis de varianza de acuerdo a cada tiempo de co-
incubacion, permitiendo comparar las diferencias entre todas las muestras de EVs por
cada tiempo de evaluacion (2, 4, 6 y 10 horas) (Figura 35), y un andlisis de varianza de
acuerdo al origen y concentracién de EVs (control sin EVs, My la UUV, a 4 x 1010, 4 X
108y 4 x 107) (Anexo 10. Tabla 10), permitiendo evaluar las diferencias de cada muestra
a lo largo del tiempo.

De éste modo, el andlisis de varianza de acuerdo a cada tiempo de co-incubacién (Figura
35) arroj6 que a las 2 horas de co-incubacién las muestras de espermatozoides co-
incubados con la mayor concentraciéon de EVs de M (4 x 10 particulas/mL), poseen una
viabilidad (85 %) significativamente superior (p < 0,05) al compararse con la viabilidad
de las muestras que se co-incubaron con la menor concentracion de EVs de la UUV (4
X 107 particulas/mL) (68 %). A las 4 horas de co-incubacion se observa un
comportamiento similar en la viabilidad espermatica, donde el grupo con la mayor
concentracion de EVs de M posee una viabilidad superior (p < 0,05) (70 %) a la viabilidad
de los espermatozoides en las muestras con EVs de la UUV de las concentraciones de
4 x 108y 4 x 107 particulas/mL (60 y 58 % respectivamente). Sin embargo, a las 6 horas
de co-incubacidn, las muestras comienzan a mostrar un comportamiento diferente, con
mayor viabilidad (p < 0,05) en los espermatozoides de las muestras co-incubadas con
EVs de M a la mayor concentracion (4 x 10% particulas/mL) (63 %) y EVs de la UUV a
concentracion intermedia (4 x 108 particulas/ml) (61 %), al compararse con los
espermatozoides del grupo control sin EVs (48 %). A las 10 horas de co-incubacion se
acenttan las diferencias, con mayor viabilidad (p < 0,05) para los espermatozoides de
las muestras con EVs del M a mayor concentraciéon (4 x 10%° particulas/mL) (62 %) y
muestras con EVs de la UUV a concentracién intermedia (4 x 102 particulas/ml) (60 %),
al compararse con el grupo control sin EVs (45 %), con la menor viabilidad, y los grupos
con EVs de M a menor concentracion (4 x 107 particulas/ml) (51 %) y EVs de la UUV con
mayor y menor concentracion (4 x 10° y 4 x 107 particulas/ml) (50 y 51 %

respectivamente), con viabilidad intermedia.
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Por otra parte, al realizar un andlisis de varianza de acuerdo a las muestras de EVs
(Anexo 10. Tabla 10), se detect6 que el grupo control sin EVs desarrollé un patron de
viabilidad superior (p < 0,05) dentro de los primeros tiempos de co-incubacion (2 y 4
horas con 76 y 65 %), para luego descender significativamente a partir de las 6 horas de
co-incubacion (58 %). En el caso de las muestras con EVs de M, las muestras con mayor
concentracion (4 x 10 particulas/ml) presentan un patrén de viabilidad descendente (p
< 0,05) desde las 2 a las 6 horas de evaluacion (con 85y 75 % respectivamente), para
luego estabilizarse (p = 0,05) en las evaluaciones de las 6 y 10 horas (con 63 y 62 %
respectivamente). En el caso de las muestras con una concentracion intermedia de EVs
de M (4 x 108 particulas/mL), se observan patrones inicialmente diferentes (p < 0,05)
(con 78 % a las 2 hrs), para luego estabilizarse (p = 0,05) en una viabilidad promedio de
59 % entre las 4 y 10 horas de evaluacion. Mientras que las muestras de EVs de M con
menor concentracion (4 x 107 particulas/mL) presentan mayor viabilidad (p < 0,05) a las
2 h (73 %) y menor viabilidad a las 10 horas de evaluacion (51 %). Respecto a las
muestras con mayor concentracion de EVs de la UUV (4 x 10 particulas/mL), posee un
comportamiento de viabilidad espermatica similar a las muestras con menor
concentracion de EVs de M (4 x 107 particulas/mL), con mayor (p < 0,05) viabilidad a las
2 h (76 %) y menor a las 10 horas (50 %), sin diferencias (p = 0,05) a las 4 y 6 horas (con
63 y 54 % respectivamente). Mientras que las muestras con EVs de la UUV con
concentraciones intermedias (4 x 108 particulas/mL) e inferiores (4 x 107 particulas/mL),
al igual que las muestras con concentraciones intermedias de EVs del M (4 x 108
particulas/mL), inician con porcentajes de viabilidad superior (p < 0,05) a las 2 horas de
evaluacién (con 73 y 68 % respectivamente), para luego estabilizarse (p = 0,05) en
promedios de 60 % (EVs de la UUV con 4 x 108 particulas/mL) y 55 % (EVs de la UUV

con 4x108 particulas/mL) respectivamente, a las 4, 6 y 10 horas de co-incubacion.
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5.3. Movilidad espermatica en co-incubacién con EVs
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Figura 36. Analisis de la movilidad espermatica, de espermatozoides de gallo, co-
incubados con EVs oviductales de M y la UUV de gallinas, en distintas concentraciones.
CONTROL: muestras de espermatozoides sin EVs; M 4xE10: espermatozoides co-
incubados con EVs de magnum a una concentracion de 4x10%° particulas/mL; M 4xES8:
espermatozoides co-incubados con EVs de magnum a una concentracién de 4x108
particulas/mL; M 4x10”: espermatozoides co-incubados con EVs de magnum a una
concentracion de 4x107 particulas/mL; UUV 4x10'°: espermatozoides co-incubados con
EVs de la unién Gtero vaginal a una concentracion de 4x10*° particulas/mL; UUV 4xE8:
espermatozoides co-incubados con EVs de la unién Gtero vaginal a una concentracion
de 4 x 108 particulas/mL; UUV 4xE7: espermatozoides co-incubados con EVs de la unién
Gtero vaginal a una concentracion de 4 x 107 particulas/mL. Test LSD Fisher, donde
medias con la misma letra no son significativamente diferentes (p = 0,05).

Aligual gue en el experimento de viabilidad, los analisis de los datos de movilidad fueron
evaluados de acuerdo a dos disefios de andlisis estadistico, con un analisis de varianza
con el tiempo de co-incubacién (2, 4, 6 y 10 horas) como la variable independiente
(Figura 36), para evaluar la movilidad esperméatica de todos los grupos por cada instante
de tiempo, y un andlisis de varianza con el tipo de muestra de EVs (control sin EVs, M y
la UUV, a4 x 10%° 4 x 108 y 4 x 107 particulas/mL) como variable independiente (Anexo
11. Tabla 11), evaluando la movilidad espermatica de cada muestra a lo largo del tiempo
de muestreo.
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La evaluacion de la movilidad a las 2 horas (Figura 36) mostré6 mayor porcentaje (p <
0,05) para el grupo control y el grupo con mayor concentracion (4 x 10'° particulas/mL)
de EVs del M, al compararse con los grupos con menor concentraciéon (4 x 10’
particulas/mL). A las 6 horas todos los grupos con EVs del M superan (p < 0,05) la
movilidad de los grupos con EVs de la UUV y el grupo control. Mientras que a las 10
horas los grupos con menores concentraciones de EVs de la UUV (4 x 10® y 4 x 107
particulas/mL) descienden drasticamente la movilidad (p < 0,05), diferenciandose de
todos los grupos con EVs del M, el grupo control y el grupo con mayor concentracion de
EVs de la UUV (4 x 10%° particulas/mL).

La evaluacion de los resultados de movilidad por cada grupo experimental, durante el
transcurso de tiempo en que se desarrolla el muestreo (Figura 36), indica diferencias
significativas (p < 0,05) entre cada punto de tiempo (2, 4, 6 y 10 horas) para las muestras
control sin EVs y todas las muestras con EVs de M (4 x 10%°, 4 x 10® y 4 x 10’
particulas/mL). Sin embargo, las muestras con EVs de la UUV muestran sus mayores
diferencias (p < 0,05) entre los extremos del periodo de muestreo (2 y 10 horas),
tendiendo a estabilizar e igualar (p = 0,05) los porcentajes de movilidad espermatica

durante los periodos centrales del muestreo (4 y 6 horas).
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IV. DISCUSION

PATRONES SERICOS DE HORMONAS SEXUALES

Los machos inician la produccion diferencial de testosterona durante el mes de agosto,
cuando se supera un umbral de fotosensibilidad mayor a 9,5 horas de luz (Noirault et al.,
2006). Mientras que la hembra aumenta la produccion de estradiol y progesterona en
septiembre, relacionandose con el inicio de la postura de huevos. Los desfases
reproductivos podrian explicarse por la capacidad de almacenamiento espermatico que
posee la hembra (Baksty Vinyard, 2002; Bakst et al., 2010), siendo receptivas a la monta
previo al inicio de la ovulacion, periodo en que los TAE son mas eficientes respecto a la
velocidad y volumen de carga espermatica (Brillard y Bakst, 1990). Los picos hormonales
para ambos sexos se normalizan entre fines de invierno e inicios de primavera,
relacionandose con el incremento de las horas de luz diarias y coincidiendo con el inicio
de la postura de huevos en la hembra y el comportamiento de cortejo y apareamiento en
el macho (Parker, 1947; Mufioz, 2019).

Posterior al pico de testosterona en el macho y al pico de estradiol y progesterona en la
hembra durante, el mes de noviembre el macho va finalizando su actividad de
apareamiento a medida que la hembra reduce su receptividad estacional debido a los
periodos de incubacién y crianza (Tamai y Yoshimura, 2017), el aumento de las
temperaturas ambientales (Sauveur, 1992) y la consecuente reduccion en la calidad
espermatica (Noirault, et al., 2006a). Posteriormente la hembra presenta un nuevo pico
de progesterona y aumento de estradiol, reiniciando su actividad ovulatoria y capacidad
de conservacion espermatica (Bakst et al., 1994; Bakst y Vinyard, 2002; Bakst et al.,
2010), eventos necesarios para asegurar la fertilidad de la siguiente etapa de incubacion
y crianza, para el segundo lote de pavipollos (Mufioz, 2019). Cambios estacionales en la
actividad reproductiva que tienen como proposito biolégico la maximizacion de la
supervivencia de la descendencia, para que las crias se desarrollen en condiciones

ambientales donde el clima y la disponibilidad de alimentos sean favorables.
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Los antecedentes recopilados permitieron delimitar las temporadas de muestreo, para la
recoleccién de EVs a partir de fluidos y cultivo celular de tejido oviductal, necesarios para
dar respuesta a los siguientes objetivos del estudio, de acurdo a la estacionalidad
reproductiva en el lugar de muestreo con el modelo animal in situ. De éste modo, se
logré categorizar a las hembras de acuerdo al fotoperiodo estacional al cual estaban
expuestas, considerando ademas su estado ovulatorio. Permitiendo categorizar a
hembras en FN, con sus 6rganos reproductores inmaduros o involucionados, previos a
la maduracion estacional, hembras en FP sin ovulacion, con aumento de tamafio y grosor
considerables del oviducto e inicio del desarrollo folicular, y hembras en FP iniciada la

ovulacion, con un huevo en el Gtero y foliculos en fase terminal de maduracion.
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CARACTERIZACION DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES OVIDUCLALES

1. Biometria de las EVs

En nuestro estudio se encontraron diferencias en el tamafio de particulas, influenciado
por el estado reproductivo (menor tamafio en FP en O) y el origen de las muestras
(menor tamafio in vivo). El tamafio de particulas extracelulares dice relacién con el tipo
de EVs, siendo aquellas de un diametro mayor a 120-150 nm consideradas
microvesiculas, y las de menor didmetro exosomas (Lakkaraju y Rodriguez-Boulan,
2008; Colimbo et al., 2014). Respecto a la concentracién, se pudo establecer diferencias
de acuerdo al estado reproductivo (mayor concentracién en FP en O), el tejido oviductal
(mayor concentracién de microvesiculas en la UUV), y el origen de la muestra (mayor

concentracion de exosomas in vivo).

De relevancia para la hipotesis de esta tesis son las EVs oviductales. Encontrando en
las muestras provenientes de lavado (in vivo) de la UUV un aumento en la concentracion
de microvesiculas (mayor diametro). Esto se condice con los reportes de Bakst y
Bauchan en 2015, quienes describen ampollas redondeadas microvellosas al interior de
los TAE de Melagris gallopavo en la UUV, con diametros de entre 100-250 nm. De igual
modo, se han detectado exosomas y microvesiculas en el liquido uterino y oviductal de
especies como Equus caballus, Canis familiaris y Felis Catus (De Ferraz et al., 2020;
Lange-Consiglio et al., 2023).

Respecto a la caracterizacion de EVs in vitro, a partir de cumulos esferoides
multicelulares de células oviductales de la especie Canis familiaris, se han reportado
tamafios promedio de 234 nm, y concentraciones de 5,4 x 10% particulas/mL,
asociandose la mayor concentracion con particulas del tamafio de la categoria de
microvesiculas (Lange-Consiglio et al., 2017). Resultados similares se obtuvieron en la
caracterizacion de EVs provenientes de cultivos de células endometriales de la especie
Equus caballus, con promedios de 257,7 nm y concentraciones de 1,2 x 10
particulas/mL, categorizandose gran parte de la composicion de las EVs como
microvesiculas (Lange-Consiglio et al., 2023). Dichos resultados coinciden con el mayor

tamafio de particulas, asociado a EVs de la categoria de microvesiculas, obtenidos de
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muestras in vitro a partir de los cultivos de células oviductales de M y la UUV, pudiendo
asociar a las EVs provenientes de cultivos celulares in vitro con particulas de mayor

tamafio, que eventualmente pudiesen diferir con la secrecion oviductal in vivo.

En estudios basados en el andlisis de EVs extraidas a partir de muestras in vivo, se han
caracterizado tamafos promedio de 158,90 y 140,53 nm, y concentraciones de 4,5 x
101°y 3,1 x 10%° particulas/mL, para Evs oviductales de Canis familiaris y Felis Catus
respectivamente (De Ferraz et al., 2020). Resultados semejantes a los obtenidos en
nuestro estudio, respecto al tamafio y concentraciones de particulas, obtenidos de
muestras de lavado oviductal in vivo de las regiones del M y la UUV en pavas criollas.
Otros estudios, de EVs extraidas de lavado oviductal de la especie Bos taurus, han
reportado mayor proporcion de EVs pequefias en el istmo, sin diferencias de tamafio en
el ampula (Lopera-Vazquez et al., 2017). Mientras que en la especie Sus scrofa, no se
reportaron diferencias de didmetro entre las particulas del itsmo y &mpula (Jamaludin et
al., 2019). Adicionalmente se han reportado diferencias de acuerdo al estado
reproductivo en Canis familiaris y Felis Catus, con mayor concentracion de EVs en
fluidos recolectados durante el periodo periovulatorio (De Ferraz et al., 2020). Estos
disimiles patrones entre especies y subsecciones anatomicas del oviducto podrian ser
indicativos del efecto de las EVs del fluido oviductal sobre la funciéon espermatica en
funcién del estado del ciclo estral (Coy et al., 2008; Burns et al., 2018; Bognar et al.,
2019).

2. Proteémica de las EVs

Los analisis de espectrometria de masas se concentraron en las muestras de FP (cony
sin ovulacion), debido a que no fue posible procesar los resultados de las muestras de
FN en la totalidad de los andlisis efectuados, considerando que solo se disponia de
muestras in vivo, producto de la imposibilidad de efectuar cultivos celulares de la region
del M, debido a la involucion anatémica que sufre dicha estructura cuando las hembras
se encuentran bajo un fotoperiodo restrictivo (Sturkie, 2015). De éste modo, las
evaluaciones se concentraron en la busqueda de diferencias de acuerdo al origen de las
muestras (in vivo v/s in vitro), permitiendo validar el método de lavado o flushing (in vivo)

como el método mas fiable, a pesar de lo complejo del proceso de recoleccién producto
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de la implicancia del sacrificio de los animales. Sin embargo, los cultivos celulares (in
vitro), de las distintas regiones del oviducto (M y la UUV), no lograron reflejar la realidad

de la secretdmica de los biofluidos en el medio circundante del oviducto.

Posteriormente se realiz6 un analisis mas profundo, en base a las diferencias en las
funciones bioldgicas de las distintas secciones anatdmicas, evaluando un perfil de
proteinas diferencialmente expresadas, asociadas a procesos biolégicos de fertilidad, y
movilidad espermatica junto a reaccion acrosomal. Se evaluaron con mayor profundidad
los resultados de procesos biol6gicos asociados a movilidad espermética y reaccién
acrosomal, considerando las funciones de los TAE, encontrando 8 proteinas
diferencialmente expresadas. De éste modo, se detectd la sobreexpresion del gen
ANXA5 en muestras de EVs in vivo de la UUV. Dichos resultados coinciden con la
presencia de ANXAS en lineas celulares de los TAE de Meleagris gallopavo (Talbot et
al., 2018). Asociacién que se puede explicar por la relacion biolégica de ANXA5 con la
adhesion vy liberacibn de espermatozoides en células del reservorio espermatico
oviductal en otras especies especie, como es el caso de Bos Taurus (Ignotz et al., 2007).
Describiéndose su presencia asociada a la fraccién de la membrana plasmatica apical
del epitelio mucoso, donde se ha observado con mayor frecuencia la unién espermatica
en el oviducto bovino (Lefebvre et al., 1995; Ignotz et al., 2007). Vinculando la presencia
de ANXA5 a las secciones oviductales relacionadas con el reservorio de

espermatozoides, tanto en pavos como en bovinos.

También se observo la sobreexpresion de STX2 en muestras in vivo, con mayor
intensidad en hembras que no estaban ovulando. La proteina STX2 se relaciona con la
focalizacion y fusion de vesiculas de transporte intracelular, encontrandose asociada a
los acrosomas de los espermatozoides, mediando la fusién de membranas que inducen
la reaccion acrosémica de exocitosis durante la fertilizacion (Katafuchi et al., 2000; Hutt
et al, 2005). STX2 es uno de los miembros de la familia SNARE (receptor de proteina de
unién al factor sensible a N-etilmaleimida soluble), grupo de proteinas cuyo papel
principal es facilitar la fusion de las vesiculas a la membrana de la célula receptora
(Fujiwara et al., 2013). Ademas, se ha descrito su relacion en la formacion de puentes
intercelulares, colaborando en la constriccibn de espermatocitos vecinos durante la

espermatogénesis (Fujiwara et al., 2013). Comportamiento similar al adquirido por los
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espermatozoides al interior de los TAE, donde se cree que agentes estabilizadores del
plasmalema (Bakst y Bauchan, 2015) permiten la asociacién grupal, mediante un
contacto estrecho entre sus cabezas, manteniéndose intimamente asociados de forma
paralela al plasmalema de los espermatozoides adyacentes (King et al., 1999; Wishart y
Horrocks, 2000). Dichos antecedentes permiten sefialar una asociacion directa entre
STX2y la presencia de espermatozoides circulantes y residentes, dando una explicacion
a su sobreexpresion en las muestras in vivo, y la reduccién en el nivel de expresion en
hembras en estado ovulatorio, potencialmente debido a la liberacion espermatica desde

el interior de los TAE.

El gen LZTFL1 se encuentra sobre expresado en las muestras de EVs de lavado
oviductal, asociandose con el control de la funcién espermatica y la fertilidad en el
macho, mediante la formacion estructural y regulacion del movimiento flagelar (Huang et
al., 2021). Las mutaciones en el gen LZTFL1 generan ciliopatias hereditarias (sindrome
de Bardet-Biedl) en humanos y ratas (Marion et al., 2012; Schaefer et al., 2014)
provocando fertilidad reducida, defectos en la espermatogénesis, formacion anormal del
flagelo y alteracion de la funcién de la cola del espermatozoide (Huang et al., 2021).
Antecedentes que pueden asociarse con un mayor nivel de sobreexpresion del gen en
muestras de M cuando la hembra esta ovulando, considerando una regién de alto

transito espermatico durante el proceso de fertilizacion.

El gen STXBP1 presentd una sobreexpresion en las muestras de EVs recolectadas in
vivo, con mayor énfasis en la regiéon de la UUV. Este gen participa en el metabolismo
energético y la regulacién del acoplamiento y fusion de vesiculas sinapticas, participando
en la liberaciébn de neurotransmisores neuronales y desempefando un papel en la
determinacion de la especificidad de las reacciones de fusién intracelular, al unirse a las
sintaxinas, un componente proteico de la maquinaria de transporte y fusién vesicular
(Teng et al., 2001). Pudiendo interpretarse una mayor expresion en la UUV debido a las
funciones biolégicas de dicha regidn, relacionadas con la regulacién del metabolismo
energético de los espermatozoides en los TAE (Bakst y Richards, 1985; Sasanami et al.,
2013), la interaccién y fusion de EVs con los espermatozoides al interior de los TAE
(Bakst y Bauchan, 2015; Huang et al., 2017), y la salida de los espermatozoides desde
el interior de los TAE (Freedman et al., 2001; Bakst y Akuffo, 2008a), considerando la
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presencia de neuronas y ganglios pequefios bajo las microvellocidades apicales de los
tubulos (Freedman et al., 2001).

El gen ATP2B4 se encuentra sobre expresado en las EVs de muestras in vivo de la UUV
en FP en O, y sub expresado en las muestras de M. Mientras que en muestras in vitro
se observa una sobreexpresion asociada a muestras en FP. Este gen codifica la isoforma
4 de la ATPasa calcica de la membrana plasmatica, efectuando un papel fundamental
en la homeostasis del calcio intracelular, pudiendo desempefar funciones internas
criticas respecto a la viabilidad celular (Stauffer et al., 1993; Okunade et al., 2004),
induciendo deficiencia fisioldgica o apoptosis celular (Okunade et al., 2004), ademas de
una motilidad gravemente afectada en las células esperméticas (Schuh et al., 2004), en
caso de ausencia o defectos de la isoforma (Okunade et al., 2004). ATP2B4 es la
principal isoforma presente en la cola de los espermatozoides, desempefiando un rol
crucial en la movilidad y fertilidad masculina (Okunade et al., 2004; Schuh et al., 2004),
al asociarse con la movilidad de espermatozoides hiperactivos (Ren et al., 2001). De
éste modo, se ha asociado con un papel crucial en la homeostasis del calcio en el
esperma de raton, al mantener un nivel bajo de calcio citosélico en reposo y un gradiente
de calcio a través de la membrana plasmatica del espermatozoide (Wildt et al., 1997).
Por lo que una sobreexpresion del gen en la UUV de hembras en estado ovulatorio
podria vincularse con el control de la motilidad en reposo, de los espermatozoides
residentes al interior de los TAE, y su estimulacién para su ingreso y salida de los tlbulos,
permitiendo que se reactive su capacidad motriz (Bakst, 1985; Bakst y Richards, 1985)

y asi se concrete su llegada hasta el sitio de fertilizacion.

El gen RAB3A se presenta sobreexpresado en las muestras de la UUV en FP en O de
muestras in vivo. Se ha descrito su implicancia en la exocitosis de vesiculas acrosémicas
y secrecion regulada, ciclo de liberacion de neurotransmisores, sistema inmunolégico
innato, localizacion de lisosomas y reparacion de la membrana plasmatica (Bello et al.,
2012; Encarnacao et al., 2016; Quevedo et al., 2019). Dichas funciones biolégicas tienen
relacion con las funciones de los TAE en la UUV, relacionadas con el resguardo y
conservacion espermatica (Sasanami et al., 2013; Bakst y Bauchan, 2015), su posterior
liberacion hacia el canal oviductal (Freedman et al., 2001; Bakst y Akuffo, 2008a), y la

concrecién efectiva de la fertilizacion en la base infundibular (Sauveur, 1992).

115



Se detectd una sobeexpresion de APOB en las muestras de EVs colectadas in vitro. Se
ha descrito la presencia de APOB en la “corona de proteinas” dispuesta alrededor de las
EVs, corona que puede desarrollarse universalmente en biofluidos de acuerdo a las
caracteristicas de la matriz circundante (Palviainen et al., 2020; Téth et al., 2021).
Demostrandose que, aungque son componentes moleculares inevitables dispuestos en la
superficie externa de las EVs (T6th et al., 2021), no son solo “contaminantes”, ya que se
asocian con diversas interacciones moleculares (Palviainen et al., 2020; Téth etal., 2021;
Buzas et al., 2018). De éste modo la sobreexpresion de APOB en las muestras in vitro
podria asociarse con la corona proteica formada en las EVs de los medios de cultivo,
debido a la suplementacion con SFB y suero de pava, tal como describen los hallazgos
de Toth et al. (2021), considerando ademas que no existe ninguna técnica que produzca

preparaciones de EVs puras (Théry et al., 2018).

Al igual que APOB, se detectd sobreexpresion del gen TTLL3 en todas las muestras in
vitro. Dicho gen se encuentra asociado al axonema, citoesqueleto de microtabulos y
flagelo del espermatozoide, mediando la glicilacién de microtlibulos de cilios primarios y
moviles, promoviendo su estabilidad y mantenimiento, regulando el ensamblaje de los
cilios, la movilidad espermatica (Wloga et al., 2009) y la proliferacion celular de las
células epiteliales de los cilios primarios en mamiferos (Rocha et al., 2014). Sin embargo,

no fue posible asociarlo con los tejidos oviductales in vivo.

Al efectuar un analisis global de la expresion génica de acuerdo a los procesos biolégicos
de movilidad y reaccion acrosomal, muy similar a los resultados de los procesos
biolégicos de fertilizacion, se observa claramente una expresidn opuesta entre los grupos
in vivo e in vitro, lo que nuevamente refuerza que el origen in vitro de las muestras no
refleja la realidad bioldgica de los fluidos oviductales. Dicha situacion puede deberse a
que las células de los cultivos permanecieron en ambientes muy alejados a lo que las
acompafia en su ambiente real, desde la imposibilidad de desarrollar estructuras
tridimensionales, como los tubulos, criptas y pliegues, la carencia de células de tejidos
de soporte, como el tejido conectivo y muscular, considerando que los cultivos se
constituian de un 70% de células de origen epitelial (Sauveur, 1992; Sturkie, 2015;
lllanes et al., 2018), y la presencia de proteinas suplementadas a partir de otra especie

y origen biolégico, como es el SFB, suplemento con gran cantidad de proteinas
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plasmaticas, que aunque esté reducido en EVs, genera influencia en la “corona proteica”
de las EVs extraidas (Toth et al., 2021).

Sin embargo, al efectuar un analisis global de los resultados de andlisis proteico de las
muestras in vivo, es posible sefialar que las EVs del oviducto de pavas criollas
transportan proteinas importantes para la funcién espermatica, incluidas proteinas que
tienen el potencial de conservar la viabilidad y potenciar la movilidad. Promoviendo la
base de los conocimientos, que colaboren en la comprension de la conservacion

espermatica prolongada, al interior de los TAE de las hembras aviares.

Adicionalmente se debe considerar que ademas de proteinas, las EVs también contienen
lipidos, como colesterol, esfingomielina, glicoesfingolipidos y fosfatidilserina (Skotland et
al., 2019), y ARN, que pueden contribuir de forma sinérgica frente a los efectos
protectores de viabilidad y movilidad esperméatica (De Ferraz et al., 2020). Modulando
las propiedades de la membrana plasmatica de los espermatozoides, como la
permeabilidad y la fluidez, previniendo dafios prematuros (Mocé et al., 2010; Salmon et
al., 2016). Sin embargo, hay poca informacion respecto a la composicion lipidica de las
EVs de los biofluidos de origen oviductal, por lo que futuros andlisis en dicha area

potenciarian los resultados sefialados.

117



EFECTO E INTERACCION DE LAS VESICULAS EXTRACEULARES SOBRE
ESPERMATOZOIDES IN VITRO

1. Internalizaciéon de EVs en espermatozoides

Nuestros estudios muestran que a partir de las dos horas de co-incubacion comienza la
internalizacién de las EVs por los espermatozoides. Similar a lo obtenido en este trabajo
se ha reportado en la interaccion de espermatozoides y EVs a partir de las 2 horas de
co-incubacion en analisis in vitro en cerdos (Alcantara-Neto et al., 2020). Los estudios
de este tipo de interaccion son escasos, de este modo Bakst y Bauchan, 2015, sefialan
la interaccion de cuerpos multivesiculares en la cabeza y pieza media de los
espermatozoides al interior de los TAE del oviducto de hembras de la especie Meleagris
gallopavo, lo que podria indicar la liberacion del contenido de las ampollas a la luz tubular
o la fusion directa con el plasmalema de los espermatozoides. Otros autores han
reportado la presencia del marcador de EVs CD63, mediante inmuno deteccidn en el
epitelio de los TAE de gallinas no inseminadas, la sefial de positividad a CD63 se traslada
a la luz tubular de hembras inseminadas, sugiriendo que las EVs producidas por los TAE

son liberadas a la luz tubular en presencia de espermatozoides (Huang et al., 2017).

1. Viabilidad espermética en co-incubacion con EVs

En los analisis de viabilidad de espermatozoides co-incubados con EVs, el estudio
muestra un fendémeno global de mayor viabilidad inicial asociada a la co-incubacién con
EVs de M v/s los grupos con menor concentracion de EVs de la UUV. Luego se genera
un fenébmeno en que los grupos con mayor concentraciéon de EVs de M y la UUV
muestran los mayores porcentajes de viabilidad, significativamente diferentes al grupo
control, observandose finalmente al grupo con mayor concentracion de EVs del M y al
grupo con concentracion intermedia de EVs de la UUV como los grupos con mayor
viabilidad v/s el grupo control, las menores concentraciones de EVs de M y la mayor y

menor concentracion de EVs de la UUV.
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La co-incubacion de los espermatozoides con EVs por hasta 10 horas no afecta la
viabilidad espermaética, sino que la potencia cuando se compara el efecto de mayores
concentraciones de EVs provenientes del M o la UUV v/s el control, en funcion del tiempo
de co-incubacion. Curiosamente en la UUV la mayor viabilidad se produce con
concentraciones intermedias de EVs, no asi en el M, donde la mayor viabilidad esta
asociada con la mayor concentracion de EVs. Nuestros experimentos establecieron las
concentraciones fisiolégicas normales de EVs del M y la UUV de las hembras de
Meleagris gallopavo, durante FP en O, utilizando concentraciones experimentales
similares a las fisiol6gicas (maxima) y diluciones empleadas exitosamente en otras
especies. El patrén de viabilidad espermatico encontrado al co-incubar espermatozoides
con EVs de ambas secciones del tracto reproductivo podria ser reflejo de la dinamica de
la viabilidad espermaética en pavos. Considerando que al llegar el espermatozoide a la
UUV, en la parte distal del tracto reproductivo, probablemente se requieran menores
concentraciones de EVs para mantener la viabilidad, mientras que mas proximalmente
en el M, se requeriria mayor presencia de dichas particulas. Esto no ha sido reportado
con anterioridad y pudiera tener impacto en el disefio de nuevos diluyentes espermaticos

para la especie.

Adicionalmente, la alta viabilidad asociada a las EVs de la region del M, podria
relacionarse con la abundante presencia de albumina en dicha region anatémica del
oviducto (Mine 2002; Nys y Guyot, 2011). Las EVs poseen exceso de albuminas
asociadas a su membrana externa, siendo esta proteina la que mayores conteos
espectrales arrojé en los estudios de protedmica de esta tesis. Se ha descrito que la
albumina aporta beneficios para la conservacion de espermatozoides de distintas
especies (Sauveur, 1992; Akhter et al., 2014; Diogo et al., 2019). Estos beneficios estan
asociados con su capacidad para proteger a las células de los efectos nocivos de los
radicales libres en el estrés oxidativo (Fukuzawa et al., 2005; Roche et al., 2008),
mejorando la viabilidad, movilidad e integridad de la membrana de los espermatozoides
(Akhter et al., 2014), protegiéndolos ademas frente a los efectos de la dilucion durante
la conservacion in vitro (Suter et al., 1979). De éste modo, el albumen es utilizado en el
formato de albumina sérica bovina (BSA) u ovoalbimina, como ingrediente en las

recetas de diversos diluyentes y crioprotectores espermaticos, para la mantencién de

119



espermatozoides in vitro (Sauveur, 1992; Akhter et al., 2014). En el caso del oviducto de
hembras aviares, participa como una secrecion natural que potencia el ascenso de los
espermatozoides a través del oviducto para su llegada al sitio de fertilizacion (Blesbois
and Mauger, 1987; Sturkie, 2015).

En la UUV, se encuentran los TAE, con conocido potencial para resguardar la viabilidad
espermatica (Bakst y Vinyard, 2002). Huang et al., 2017 ademas describio la presencia

de EVs en la regién luminar de dichos TAE con espermatozoides residentes.

Desde el punto de vista fisioldgico, en los procesos de fecundacién en pavos, es
inevitable la contaminacion de la luz de la UUV con EVs provenientes de la region
vaginal, debido a la movilidad de los fluidos internos; producto de los movimientos
peristalticos y antiperistalticos de la musculatura del oviducto y la movilidad que generan
los cilios de la mucosa luminar que colaboran en el transporte espermatico y el
movimiento del huevo en formacién (Sauveur, 1992; Wishart y Horrocks, 2000; Bakst y
Akuffo, 2008a). Es por ello que concentraciones muy elevadas de EVs, similares a las
concentraciones bioldgicas colectadas en la luz de la UUV, podrian no ser tan
beneficiosos para la viabilidad, considerando la funcion biolégica que posee la vagina
respecto a la regulacion del transporte espermatico (Bakst et al.1994), asociado con una
intensa seleccion respecto a su capacidad motriz (Bakst y Akuffo, 2008a) e
inmunoreaccion antiespermatica mediante leucocitos, linfocitos y polimorfonucleares
(Higaki et al., 1995; Sasanami et al., 2013)

Se ha propuesto que la presencia de exosomas que pudiesen acumular factores
citotoxicos, como el inhibidor de la proliferacién celular y promotor de apoptosis (GAS5)
(Koldemir et al., 2017), pueden generar una reduccion significativa en el porcentaje de
espermatozoides que ingresan y logran atravesar la barrera vaginal (Bakst y Akuffo,
2008a; Bakst et al., 2010). Dichas aseveraciones podrian respaldarse con los resultados
obtenidos por Huang et al., 2017, donde la co-incubacién de espermatozoides con EVs
de sobrenadante de cultivos de células de la vagina generan menor viabilidad que las
EVs de los sobrenadantes de los cultivos celulares de la UUV y medios control sin EVSs,

en la especie Gallus gallus.
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Por el contrario, concentraciones muy bajas de EVs de la UUV podrian no tener la
cantidad suficiente de EVs provenientes de los TAE, que permitan resguardar de forma
mas eficiente la viabilidad, mediante la reduccion en la respuesta a enzimas hidroliticas
e inmunogenicidad reprimida (Bakst, 1985; Bakst y Richards, 1985), posiblemente
debido a la presencia del factor de crecimiento transformante B (TGFb) (Mouri et al.,
2002), reportado en las células de los TAE y espermatozoides de la especie Gallus
gallus, (Chowdhury et al., 2003; Chowdhury et al., 2004). Adicionalmente se ha sefialado
la presencia de vacuolas con lipidos y acidos grasos al interior de las células de los TAE
(Bakst et al., 2010; Bakst y Bauchan, 2015), los que pudiesen estar involucrados en el
soporte nutricional, integridad del plasmalema y proteccion oxidativa de los
espermatozoides (Bakst et al., 1994; King et al., 1999). Dichos lipidos podrian
eventualmente ser transferidos a los espermatozoides mediante su incorporacion en los
exosomas liberados a la luz tubular, de acuerdo a los antecedentes que sefalan el
transporte de moléculas lipidicas mediado por EVs (Huang et al., 2017; Skotland et al.,
2019). De éste modo, pudiera ser que una concentracion intermedia eventualmente
propicie un equilibrio mas eficiente de las EVs con potencial protector en la conservacion

espermatica a mas largo plazo.

Otros autores han propuesto que ambientes ricos en EVs, proporcionados por entornos
reproductivos 6ptimos, colaboran en la capacitacion, reaccion acrosomal, viabilidad y
movilidad espermética en diversas especies (Leese et al., 2008; Aviles et al., 2010; Al-
Dossary et al. 2013; Huang et al., 2017; Alcantara-Neto et al., 2020). De éste modo, los
resultados coinciden con los aumentos de viabilidad en espermatozoides de cerdo, co-
incubados con EVs de origen oviductal (Alcantara-Neto et al., 2020), y la conservacion
en la integridad acrosomal, asociada a la viabilidad espermatica, en espermatozoides

co-incubados con EVs de gatos (Ferraz et al., 2019).
3. Movilidad espermatica en co-incubacién con EVs

De vital importancia para la hipétesis de esta tesis, es entender como ademas de la
viabilidad, las EVs influyen sobre la motilidad esperméatica. En los analisis de movilidad
de espermatozoides co-incubados con EVs oviductales, se aprecia una movilidad inicial

mayor en el grupo control sin EVs y en el grupo de mayor concentracion de EVs
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provenientes de la region del M. Posteriormente, a partir de las 6 horas de co-incubacion,
todos los grupos con EVs del M presentan mayor porcentaje de movilidad v/s todos los
grupos con muestras de la UUV, incluido el grupo control a las 10 horas de co-

incubacion.

Tal como se discutio para la funcién de viabilidad, en el caso de muestras de EVs del M,
probablemente la albimina contenida en las EVs pudiese colaborar en la mejor movilidad
inicial (Akhter et al., 2014) de los grupos experimentales con EVs de M. Lo que
concuerda con los resultados de co-incubacion de espermatozoides con EVs de origen
oviductal de otras especies, de éste modo se ha descrito un aumentando en la velocidad
en linea recta y curvilinea a las 2 y 20 horas en la especie Sus Scrofa Domesticus
(Alcantara-Neto et al., 2020), mientras que en la especie Felis catus se ha reportado un
aumento en la movilidad, con mayor porcentaje de espermatozoides moviles y aumento
en la movilidad hiperactiva al compararse con medios sin EVs (De Ferraz et al., 2019).

En el caso de las muestras de espermatozoides co-incubados con EVs de la UUV, se
observa un drastico descenso en la movilidad a medida que aumenta el tiempo de co-
incubacion, a pesar de que la viabilidad de estas muestras es muy alta, como se discutio
anteriormente. Estas evidencian apuntan a un potencial rol de las EVs de los TAE sobre
la conservacion espermatica. De éste modo, se ha asegurado que los espermatozoides
al interior de los TAE reducen su capacidad motriz y reprimen su metabolismo de forma
reversible (Bakst, 1985; Bakst y Richards, 1985), resguardandose del dafio oxidativo
mediante un estado de quiescencia espermética (Bakst et al., 1994; Wishart y Horrocks,
2000), que ha sido catalogado como un estado de incapacitacién espermatica (Baksty
Bauchan, 2015). Se ha especulado que dicho proceso pudiese estar influenciado por la
presencia de las ampollas microvellosas presentes en los TAE, quienes servirian como
fuente de componentes bioactivos que aporten como sustrato metabdlico, inhibidores de
la capacitacion, estabilizadores del plasmalema y protectores del estrés oxidativo de los
espermatozoides residentes (Bakst y Bauchan, 2015). Al comparar los resultados del
estudio con andlisis efectuados por otros autores, coinciden los resultados obtenidos con
los andlisis efectuados en la especie Coturnix japénica, donde se observa una reduccion
en la movilidad espermética al efectuar la co-incubacion de espermatozoides con

extractos de tejido oviductal de la UUV, observando un movimiento flagelar casi inactivo
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y disminucion en la velocidad de avance (Sasanami et al., 2013). Sin embargo, Huang
et al, 2017, no encontré diferencias en la movilidad esperméatica entre espermatozoides
sin EVs 'y espermatozoides co-incubados con EVs del sobrenadante de cultivo de células
de vagina y la UUV, a las 36 horas de evaluacion, en la especie Gallus gallus. Dichos
resultados podrian explicarse por los reportes de Lange Consiglio et al., 2023, quien
efectué una curva dosis-respuesta durante la co-incubacion de espermatozoides con
EVs de sobrenadante de cultivo de células endometriales, de la especie Equus ferus
caballus, sefialando que el aumento de las concentraciones de EVs y los tiempos de
prueba no generan un aumento lineal en los efectos de movilidad espermatica, dejando
en claro que es necesario probar distintas concentraciones de EVs antes de concluir
respecto a los efectos que se pudiesen generar en la movilidad de los espermatozoides.
Ademas, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, es posible
sefalar que el uso de EVs in vitro, como se empleo en los experimentos de Huang et al.,
2017, no refleja el contenido de componentes hioactivos contenidos en las EVs de origen

in vivo, impidiendo extrapolar los resultados in vitro a la biologia reproductiva natural.

De éste modo, el uso de las EVs resulta una herramienta valiosa frente a la conservacion
espermatica de especies aviares, promoviendo el éxito de la inseminaciéon y
conservacion esperméatica prolongada, colaborando en la investigaciéon para la
conservacién de especies aviares amenazadas y recursos zoogenético de alto valor
productivo, colaborando y promoviendo la biodiversidad, asi como la seguridad y

soberania alimentaria.
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V. CONCLUSIONES

1. Elfotoperiodo estacional influye en los perfiles séricos de hormonas sexuales de
machos y hembras, con picos entre fines de invierno e inicios de primavera.

2. Eltamafo de las EVs in vivo depende del estado ovulatorio, con menor tamafio
en hembras en postura de huevos, e independiente del fotoperiodo y el tejido,
mientras que la concentracién de las EVs es dependiente del fotoperiodo y el
tejido, con mayor concentracion en FP y la UUV.

3. El tamano de las EVs de muestras in vivo e in vitro en FP y FP en O, es
dependiente del estado ovulatorio y el origen de la muestra, con menor tamafio
en hembras en postura de huevos y muestras de sobrenadante de cultivo celular,
e independiente del tejido, mientras que la concentracién s6lo depende del origen
de la muestra, siendo mayor en muestras de lavado oviductal.

4. El contenido proteico de las EVs depende del origen de las muestras,
validandose el método de lavado oviductal (in vivo) por sobre el método in vitro,
observandose un diferencial de expresion, respecto a las funciones bioldgicas de
movilidad espermatica y reaccion acrosomal, de acuerdo al origen de la muestra
(in vivo v/s in vitro) y la region anatémica de muestreo (M v/s UUV).

5. Las EVsde la UUV en co-incubacion con espermatozoides in vitro se internalizan
en la cabeza de los espermatozoides a partir de las 2 horas de co-incubacion,
conservando la viabilidad a medida que reducen la movilidad espermatica a lo

largo del tiempo.
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VI. ANEXO

Anexo 1. Tabla 1. Tamafo de particula, mediante la técnica de NTA, en muestras “in
vivo” de EVs obtenidas a partir del oviducto de hembras de pavo criollo, en diferentes

estados reproductivos.

Factor Media E.E. Media LSD Valor
E. Rep. Log10 Log10 nm Fisher p
FPenO 2,21 161,38 A
FN 6 2,24 0,02 176,65 AB 0,12
FP 2,27 187,67 B
Tejido
M 9 2,23 172,46 A
uuv 9 2,25 002 178,01 A 0,56
E. Rep. Tejido
FPenO M 3 2,21 161,20 A
FPenO UUV 3 2,21 161,57 A
FN M 3 2,23 174,10 A
0,03 0,90
FN uuv 3 2,25 179,20 A
FP M 3 2,26 182,07 A
FP uuv 3 2,29 192,21 A

E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O:
fotoperiodo positivo en ovulacion; M: magnum; UUV: union Utero vaginal; N: repeticiones; Log10:
logaritmo en base 10; E.E.: error estdndar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 2. Tabla 2. Concentracion de particula, mediante la técnica de NTA, en muestras
“in vivo” de EVs obtenidas a partir del oviducto de hembras de pavo criollo, en diferentes
estados reproductivos.

Factor Media E.E. Media LSD Valor
E. Rep. N Logl0  Logl0 Evs/mL Fisher p
FN 6 10,46 7,77E+10 A
FPenO 6 11,15 0,18 1,78E+11 B 0,01
FP 6 11,28 2,08E+11 B
Tejido
M 9 10,73 1,01E+11 A
uuv 9 11,20 015 2,08E+11 B 0.03

E. Rep. Tejido

FN M 3 10,05 1,87E+10 A
FN uuv 3 10,86 1,37E+11 B
FPenO M 3 10,93 1,18E+11 B
0,25 0,44
FP M 3 11,20 1,68E+11 B
FP uuv 3 11,35 2,49E+11 B
FPenO UUV 3 11,37 2,38E+11 B

E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en
O: fotoperiodo positivo en ovulaciéon; M: magnum; UUV: union atero vaginal; N:
repeticiones; Log10: logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia
menos significativa de Fisher. Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 3. Tabla 3. Concentracion de particula pequefias (< 120 nm), mediante la técnica
de NTA, en muestras “in vivo” de EVs obtenidas del oviducto de hembras de pavo criollo

en diferentes estados reproductivos.

Factor N Media E.E. Media LSD Valor
E. Rep. Logl0 Logl0 EVs/mL Fisher p
FN 6 9,20 6,44E+09 A
FP 6 9,97 0,3 1,25E+10 AB 0,09
FPenO 6 10,17 2,28E+10 B
Tejido
M 9 9,55 9,48E+09 A
uuv 9 10,02 024 1,83E+10 A 019
E. Rep. Tejido
FN M 3 8,72 1,97E+09 A
FN uuv 3 9,69 1,09E+10 AB
FPenO M 3 9,93 1,36E+10 AB
0,42 0,50
FP uuv 3 9,95 1,20E+10 AB
FP M 3 9,99 1,29E+10 AB
FPenO UUV 3 10,41 3,20E+10 B

E.Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O:
fotoperiodo positivo en ovulacion; M: magnum; UUV: union Gtero vaginal; N repeticiones; Log10:
logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 4. Tabla 4. Concentracion de particula grandes (> 120 nm), mediante la técnica
de NTA, en muestras “in vivo” del oviducto de hembras de pavo criollo, en diferentes
estados reproductivos.

Factor N Media E.E. Media LSD Valor
E. Rep. Log10 Log10 Evs/ul Fisher p
FN 6 10,4 7,11E+10 A
FPenO 6 11,09 0,18 1,55E+11 B 0,01
FP 6 11,25 1,96E+11 B
Tejido
M 9 10,67 9,20E+10 A
uuv 9 11,15 015 1,89E+11 B 0.04

E. Rep. Tejido

FN M 3 9,96 1,7E+10 A
FN uuv 3 10,83 1,3E+11 B
FPenO M 3 10,88 1,0E+11 B
0,26 0,40
FP M 3 11,17 1,6E+11 B
FPenO UUV 3 11,30 2,1E+11 B
FP uuv 3 11,33 2,4E+11 B

E. Rep.: estado reproductivo; FN: fotoperiodo negativo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O:
fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV: union Utero vaginal; N: repeticiones; Log10:
logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.
Fuente: elaboracion propia.

128



Anexo 5. Tabla 5. Tamafo de particulas, mediante la técnica de NTA, en muestras “in
vivo” e ‘in vitro” del oviducto de hembras de pavo criollo en diferentes estados

reproductivos.
Factor
_ N Media Logl0 E.E. Logl0 Media nm  LSD Fisher Valor p
Estado Reproductivo
FP en O 12 2,25 181,12
0,01 0,0005
FP 12 2,32 208,28 B
Tejido
M 12 2,27 189,99 A
0,01 0,17
uuv 12 2,29 199,41 A
Origen
in vivo 12 2,24 174,53
0,01 <0,0001
in vitro 12 2,33 214,88 B
E. Rep. Tejido
FPenO M 6 2,25 179,28 A
FP en O uuv 6 2,26 182,95 AB
0,01 0,36
FP M 6 2,3 200,70 BC
FP uuv 6 2,33 215,87 C
E. Rep. Origen
FPen O in vivo 6 2,21 161,38 A
FP in vivo 6 2,27 187,67 B
0,01 0,71
FPen O in vitro 6 2,3 200,85 B
FP in vitro 6 2,36 228,90 C
Tejido Origen
M in vivo 6 2,23 171,63 A
uuv in vivo 6 2,25 177,42 A
0,01 0,63
M in vitro 6 2,32 208,35 B
uuv in vitro 6 2,34 221,40 B
E. Rep. Tejido Origen
FPenO M in vivo 3 2,21 161,20 A
FP en O Uuv in vivo 3 2,21 161,57 A
FP M in vivo 3 2,26 182,07 AB
FP Uuv in vivo 3 2,29 193,27 BC
0,02 0,99
FPenO M in vitro 3 2,3 197,37 BC
FP en O Uuv in vitro 3 2,31 204,33 BC
FP M in vitro 3 2,34 219,33 CD
FP uuv in vitro 3 2,38 238,47 D

E. Rep.: estado reproductivo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV: unién Gtero vaginal;

N repeticiones; Log10: logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher. Fuente: elaboracion

propia.
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Anexo 6. Tabla 6. Concentracion de particulas, mediante la técnica de NTA, en muestras
“in vivo” e “in vitro” del oviducto de hembras de pavo criollo, en diferentes estados

reproductivos.
Factor Media Media LSD
_ N E.E. Log10 . Valor p
Estado Reproductivo Logl0 EVs/mL Fisher
FP 12 10,59 1,1E+11 A
0,09 0,33
FPenO 12 10,72 1,01E+11 A
Tejido
M 12 10,58 7,81E+10 A
0,09 0,22
uuv 12 10,73 1,32E+11 A
Origen
in vitro 12 10,10 1,66E+10
0,09 <0,0001
in vivo 12 11,21 1,93E+11 B
E. Rep. Tejido
FPenO M 6 10,56 6,73E+10 A
FP M 6 10,59 8,89E+10 A
0,12 0,23
FP uuv 6 10,6 1,29E+11 A
FP en O uuv 6 10,87 1,34E+11 A
E. Rep. Origen
FP in vitro 6 9,91 9,71E+09 A
FPen O in vitro 6 10,29 2,36E+10 B
0,12 0,05
FPenO in vivo 6 11,15 1,78E+11 C
FP in vivo 6 11,28 2,08E+11 C
Tejido Origen
M in vitro 6 10,09 1,34E+10 A
uuv in vitro 6 10,11 1,99E+10 A
0,12 0,27
M in vivo 6 11,07 1,43E+11 B
uuv in vivo 6 11,36 2,43E+11 B
E. Rep. Tejido Origen
FP uuv in vitro 3 9,84 9,7E+09 A
FP M in vitro 3 9,98 9,7E+09 AB
FPen O M in vitro 3 10,2 1,7E+10 AB
FP en O uuv in vitro 3 10,37 3E+10 B
0,17 0,95
FPen O M in vivo 3 10,93 1,2E+11 C
FP M in vivo 3 11,2 1,7E+11 C
FP uuv in vivo 3 11,37 2,4E+11 C
FP en O uuv in vivo 3 11,35 2,5E+11 C

E. Rep.: estado reproductivo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV: unién Gtero vaginal;

N repeticiones; Log10: logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 7. Tabla 7. Concentracion de particulas pequefias (< 120 nm), mediante la
técnica de NTA, en muestras “in viva” e ‘in vitro” del oviducto de hembras de pavo
criollo en diferentes estados reproductivos.

Factor Media . LSD
- N E.E. Logl0 Media Evs/pl . Valor p
Estado Reproductivo Log10 Fisher
FP 12 8,98 6,35E+09 A
0,13 0,003
FPen O 12 9,61 1,20E+10 B
Tejido
M 12 9,28 7,06E+09 A
0,13 0,85
uuv 12 9,31 1,13E+10 A
Origen
in vitro 12 8,52 7,78E+08 A
o 0,13 0,0001
in vivo 12 10,07 1,76E+10 B
E. Rep. Tejido
FP uuv 6 8,9 6,05E+09 A
FP M 6 9,06 6,65E+09 AB
0,18 0,3
FPenO M 6 9,5 7,47E+09 BC
FP en O uuv 6 9,72 1,66E+10 C
E. Rep. Origen
FP in vitro 6 7,99 2,34E+08 A
FPen O in vitro 6 9,05 1,32E+09 B
0,18 0,03
FP in vivo 6 9,97 1,25E+10 C
FPen O in vivo 6 10,17 2,28E+10 C
Tejido Origen
uuv in vitro 6 8,44 6,73E+08 A
M in vitro 6 8,6 8,83E+08 A
o 0,18 0,31
M in vivo 6 9,96 1,32E+10 B
uuv in vivo 6 10,18 2,20E+10 B
E. Rep. Tejido Origen
FP uuv in vitro 3 7,85 7,57E+07 A
FP M in vitro 3 8,13 3,93E+08 A
FP en O uuv in vitro 3 9,03 1,27E+09 B
FPenO M in vitro 3 9,07 1,37E+09 B
0,26 0,7
FP en O M in vivo 3 9,93 1,36E+10 C
FP uuv in vivo 3 9,95 1,2E+10 C
FP M in vivo 3 9,99 1,29E+10 C
FPenO uuv in vivo 3 10,41 3,2E+11 C

E. Rep.: estado reproductivo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV: unién Gtero vaginal;
N: repeticiones; Log10: logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.
Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 8. Tabla 8. Concentracion de particulas grandes (> 120 nm), mediante la técnica
de NTA, en muestras “in vivo” e ‘in vitro” del oviducto de hembras de pavo criollo, en
diferentes estados reproductivos.

Factor Media Media LSD
- N E.E. Log10 . Valor p
Estado Reproductivo Log10 Evs/ul Fisher
FP en O 12 10,59 8,86E+10 A
0,09 0,45
FP 12 10,71 1,03E+11 A
Tejido
M 12 10,54 7,11E+10 A
0,09 0,21
uvJ 12 10,7 1,2E+11 A
Origen
in vitro 12 10,08 1,59E+10
o 0,09 <0,0001
in vivo 12 11,17 1,75E+11 B
E. Rep. Tejido
FPenO M 6 10,52 5,98E+10 A
FP M 6 10,57 8,24E+10 A
0,12 0,25
FP uuv 6 10,58 1,17E+11 A
FP en O uuv 6 10,82 1,23E+11 A
E. Rep. Origen
FP in vitro 6 9,9 9,48E+09 A
FP en O in vitro 6 10,26 2,22E+10 A
0,12 0,04
FPenO in vivo 6 11,09 1,55E+11 B
FP in vivo 6 11,25 1,96E+11 B
Tejido Origen
M in vitro 6 10,07 1,25E+10 A
uuv in vitro 6 10,09 1,92E+10 A
N 0,12 0,30
M in vivo 6 11,02 1,3E+11 B
uuv in vivo 6 11,32 2,21E+11 B
E. Rep. Tejido Origen
FP uuv in vitro 3 9,83 9,64E+09 A
FP M in vitro 3 9,97 9,32E+09 A
FP en O M in vitro 3 10,16 1,57E+10 A
FPenO uuv in vitro 3 10,35 2,88E+10 AB
0,18 0,90
FPen O M in vivo 3 10,88 1,04E+11 BC
FP M in vivo 3 11,17 1,55E+11 C
FP en O uuv in vivo 3 11,3 2,06E+11 C
FP uuv in vivo 3 11,33 2,37E+11 C

E. Rep.: estado reproductivo; FP: fotoperiodo positivo; FP en O: fotoperiodo positivo en ovulacién; M: magnum; UUV: unién Gtero vaginal;

N: repeticiones; Log10: logaritmo en base 10; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 9. Tabla 9. Viabilidad espermética, de espermatozoides de gallo, en distintos
tiempos de co-incubacién con EVs de origen oviductal de gallinas. Analisis de varianza
de acuerdo a los tiempos de co-incubacion.

Concentracion de EVs Tiempo de . LSD
(particulas/mL) coincubacion Media (%) Log10 EE Fisher Valor-p
0 HORAS
CONTROL 0 90
2 HORAS
CONTROL 0 77 1,88 AB
4x10%° 85 1,93 A
M 4x108 78 1,89 AB
4x107 73 1,86 0,02 AB 0,19
4x10%° 76 1,88 AB
uuv 4x108 73 1,86 AB
4x107 68 1,83 B
4 HORAS
CONTROL 0 65 1,81 AB
4x10%° 70 1,84 A
M 4x108 65 1,81 AB
4x107 62 1,79 0,02 AB 0,25
4x10%° 63 1,8 AB
uuv 4x108 60 1,77
4x107 58 1,76
6 HORAS
CONTROL 0 48 1,68 B
4x10%° 63 1,8
M 4x108 56 1,74 AB
4x107 53 1,72 0,03 AB 0,11
4x10%° 54 1,73 AB
uuv 4x108 61 1,79 A
4x107 57 1,75 AB
10 HORAS
CONTROL 0 45 1,65 C
4x10%° 62 1,79 A
M 4x108 56 1,75 AB
4x107 51 1,71 0,02 B 0,0006
4x10%° 50 1,69 BC
BVS:  uuwv 4x10° 60 1,78 A
4x107 51 1,71 BC

vesiculas extracelulares; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher; M: magnum; UUV: unién Gtero vaginal.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 10. Tabla 10. Viabilidad espermética, de espermatozoides de gallo, co-incubados
con EVs oviductales de M y la UUV de gallinas, en distintas concentraciones. Analisis de
varianza de acuerdo a las muestras de EVs.

Concentracion de EVs Tiempo de . LSD
i ) o Media (%) Log10 E.E. ) Valor-p
(particulas/mL) coincubacion Fisher
CONTROL
2h 76 1,88 A
4h 65 1,81 A
0 0,03 0,001
6h 48 1,68 B
10h 45 1,65 B
MAGNUM
2h 85 1,93 A
4h 70 1,84 B
4x10%° 0,01 0,0001
6h 63 1,8 c
10h 62 1,79 c
2h 78 1,89 A
4h 65 1,81 B
4x108 0,02 0,002
6h 56 1,74 B
10h 56 1,75 B
2h 73 1,86 A
4h 62 1,79 AB
4x107 0,02 0,002
6h 53 1,72 BC
10h 51 1,71 C
UNION UTERO VAGINAL
2h 76 1,88 A
4h 63 1,8 AB
4x10%° 0,03 0,005
6h 54 1,73 BC
10h 50 1,69 C
2h 73 1,86 A
4h 60 1,77 B
4x108 0,02 0,028
6h 61 1,79 B
10h 60 1,78 B
2h 68 1,83 A
4h 57 1,76 B
4x107 0,02 0,008
6h 56 1,76 B
10h 51 1,7 B

EVs: vesiculas extracelulares; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher; M: magnum;
UUV: union Gtero vaginal. Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 11. Tabla 11. Movilidad espermética, de espermatozoides de gallo, en distintos
tiempos de co-incubacion con EVs de origen oviductal de gallinas. Andlisis de varianza

de acuerdo a los tiempos de coincubacion.

Concentracion de EVs Tiempo de . LSD
(particulas/mL) coincubacion Media (%) Log10 EE Fisher valor-p
0 HORAS
CONTROL 0 93
2 HORAS
CONTROL 0 86 1,93 A
4x10%° 85 1,93 A
M 4x108 79 1,9 AB
4x107 76 1,9 0,02 B 0,1
4x10%° 79 1,9 AB
uuv 4x10°8 78 1,89 AB
4x107 75 1,87 B
4 HORAS
CONTROL 0 50 1,7 BCD
4x10%° 65 1,81 A
M 4x108 55 1,74 BC
4x107 54 1,73 0,02 BC 0,0008
4x10'° 56 1,75 B
uuv 4x108 49 1,69 CD
4x107 46 1,66 D
6 HORAS
CONTROL 0 36 1,56 B
4x10%° 49 1,69 A
M 4x108 46 1,66 A
4x107 45 1,65 0,02 A 0,0007
4x10%° 46 1,66 B
uuv 4x108 39 1,58 B
4x107 38 1,57 B
10 HORAS
CONTROL 0 28 1,44 A
4x10%° 38 1,57 A
M 4x108 38 1,57 A
4x107 38 1,57 0,06 A 0,0001
4x10%° 16 1,17 B
ULV 4x10° 9 0,92 c
4x107 8 0,9 C

EVs: vesiculas extracelulares; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher; M: magnum; UUV: unién atero

vaginal. Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 12. Tabla 12. Movilidad espermatica, de espermatozoides de gallo, co-incubados
con EVs oviductales de M y la UUV de gallinas, en distintas concentraciones. Analisis de
varianza de acuerdo a las muestras de EVs.

Concentracion de Tiempo de . LSD
) . o Media (%) Log10 E.E. . Valor-p
EVs (particulas/mL) coincubacion Fisher
CONTROL
2h 86 1,93 A
4h 50 1,7 B
0 0,02 0,0001
6h 36 1,56 C
10h 28 1,44 D
MAGNUM
2h 85 1,93 A
4h 65 1,81 B
4x10%° 0,01 0,0001
6h 49 1,69 C
10h 38 1,57 D
2h 79 1,9 A
4h 55 1,74 B
4x10°8 0,02 0,0001
6h 46 1,66 C
10h 38 1,57 D
2h 76 1,88 A
4h 54 1,73 B
4x107 0,02 0,0001
6h 45 1,65 C
10h 38 1,57 D
UNION UTERO VAGINAL
2h 79 1,9 A
4h 56 1,75 AB
4x10%° 0,05 0,0001
6h 46 1,66 BC
10h 16 1,17 C
2h 78 1,89 A
4h 49 1,69 B
4x108 0,04 0,0001
6h 39 1,58 B
10h 9 0,92 C
2h 75 1,87 A
4h 46 1,66 B
4x107 0,04 0,0001
6h 37 1,57 B
10h 8 0,9 C

EVs: vesiculas extracelulares; E.E.: error estandar; LSD Fisher: diferencia menos significativa de Fisher; M: magnum; UUV: unién Gtero

vaginal. Fuente: elaboracion propia.
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