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Resumen 

El desarrollo de las técnicas de fecundación in vitro nos ha permitido producir embriones 

en el laboratorio en diferentes especies domésticas. Un paso importante en el avance de la 

producción de embriones in vitro ha sido el diseño de protocolos de maduración in vitro de 

ovocitos. El incremento del número de ovocitos madurados disponibles para ser fecundados in 

vitro ha propiciado que las técnicas de producción de embriones sean rentables y que sean 

usadas de forma rutinaria en numerosas especies domésticas incluida la equina. 

Sin embargo, para conseguir resultados exitosos en el laboratorio es necesario conocer 

el ambiente en el que la maduración del ovocito y la fecundación suceden de manera fisiológica. 

Los avances en el desarrollo de protocolos y medios de cultivo, tanto de maduración ovocitaria, 

como de fecundación in vitro conseguido en las especies domésticas, ha sido sin duda gracias a 

los estudios de la composición del fluido folicular y oviductal. 

En el caballo, estos estudios son escasos, limitando la mejora de la eficiencia de las 

técnicas de reproducción in vitro. En base a lo anteriormente expuesto, en la presente Tesis 

Doctoral nos propusimos estudiar la composición del fluido folicular y oviductal. Los objetivos 

que nos planteamos fueron: 1 - Analizar la composición metabólica del fluido folicular pre-

ovulatorio equino y compararla con la de los medios comerciales usados para la maduración in 

vitro de ovocitos equinos. 2 - Analizar y comparar la composición proteica del fluido oviductal 

pre- y post-ovulatorio equino. 3- Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de 

metabolitos encontrados en el fluido oviductal post-ovulatorio sobre parámetros relacionados 

con la capacitación en espermatozoides equinos descongelados, y 4- Comprobar el efecto del 

fluido oviductal post-ovulatorio en la inducción de la fosforilación en residuos de tirosina en 

espermatozoides descongelados y en la fecundación in vitro convencional. 
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En el primer trabajo de esta Tesis Doctoral demostramos diferencias en cuanto a la 

cantidad y tipos de metabolitos encontrados entre los dos principales medios comerciales de 

maduración in vitro usados: Tissue Culture Medium 199 y Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium/Nutrient Mixture F – 12 Ham y el fluido folicular equino. Veintidós metabolitos fueron 

identificados en el fluido folicular pre-ovulatorio, y se comprobó que nueve metabolitos no 

están presentes en los medios comerciales de maduración estudiados: acetilcarnitina, carnitina, 

citrato, creatina, creatina fosfato, fumarato, glucosa-1-fosfato, histamina y lactato. 

En el segundo trabajo caracterizamos y comparamos la proteómica del fluido oviductal 

pre-ovulatorio y post-ovulatorio procedente de yeguas post mortem. Este análisis demostró que 

existen diferencias significativas en el proteoma periovulatorio, encontrándose 15 proteínas 

menos abundantes y 156 más abundantes en el fluido oviductal post-ovulatorio comparado con 

el pre-ovulatorio, perteneciendo el 54,3% de éstas últimas a la categoría de exosomas 

extracelulares. 

En el tercer trabajo valoramos el efecto de diferentes concentraciones de metabolitos 

encontrados en el fluido oviductal: mioinositol (5–25 mM), lactato (6–60 mM), glicina (0,1–5 

mM), β-alanina (1–6 mM) e histamina (0,05-0,4 mM), sobre parámetros relacionados con la 

capacitación en los espermatozoides equinos descongelados. Estos metabolitos fueron 

añadidos, a las concentraciones encontradas en el fluido oviductal post-ovulatorio, a un medio 

capacitante, y se evaluó su efecto sobre la motilidad, el potencial de membrana mitocondrial, la 

viabilidad, la reacción acrosómica, la producción de especies reactivas de oxígeno y la 

fosforilación en residuos de tirosina. Los resultados obtenidos demostraron que estos 

metabolitos, a las concentraciones usadas, no ejercen ningún efecto en los parámetros 

evaluados en los espermatozoides equinos descongelados.  
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Por último, demostramos que la adición de fluido oviductal a una concentración de 

0,125% (v/v) a un medio capacitante induce fosforilación en residuos de tirosina en los 

espermatozoides equinos descongelados, pero no se asocia a una fecundación exitosa. 
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Abstract  

The development of in vitro fertilization techniques has allowed the production of 

embryos in the laboratory in different domestic species. A core step in the progress of in vitro 

embryo production has been the development of oocyte maturation protocols in vitro. The 

increase in the number of matured oocytes available for in vitro fertilization has made embryo 

production techniques profitable and are nowadays used routinely in many domestic species, 

including the horse. 

However, to optimize the results obtained in the laboratory, it is necessary to increase 

our understanding regarding the environment in which oocyte maturation and fertilization occur 

physiologically. Optimization of current protocols and media composition for oocyte maturation 

and in vitro fertilization relay on the in vivo studies of the composition of the follicular and 

oviductal fluid in domestic species. 

In the horse, these studies are scarce, limiting the efficiency of in vitro reproduction 

techniques. Based on the above, in this Doctoral Thesis we aimed to deepen current 

understanding on the composition of equine follicular and oviductal fluid. The aims proposed 

were: 1 - To analyze the metabolic composition of equine pre-ovulatory follicular fluid and 

compare it with the commercial media used for in vitro maturation of equine oocytes. 2 – To 

analyze and compare the protein composition of the equine pre- and post-ovulatory oviductal 

fluid. 3 - To study the effect of selected metabolite found in post-ovulatory oviductal fluid on 

parameters related to capacitation in frozen-thawed equine spermatozoa, and 4- To test the 

effects of post-ovulatory oviductal fluid on protein tyrosine phosphorylation induction in frozen-

thawed sperm and to determine its usefulness in conventional in vitro fertilization assays. 

In the first work of this Doctoral Thesis, we demonstrated differences in the amount and 

types of metabolites found between the two main commercial in vitro maturation media: Tissue 
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Culture Medium 199 and Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F – 12 Ham and 

equine follicular fluid. Twenty-two metabolites were identified in the follicular fluid; among 

these, nine metabolites namely acetylcarnitine, carnitine, citrate, creatine, creatine phosphate, 

fumarate, glucose-1-phosphate, histamine and lactate were not present in commercial 

maturation media. 

In the second work we characterized and compared the proteomics of pre-ovulatory and 

post-ovulatory oviductal fluid from post mortem mares. This analysis showed that there were 

significant differences in the periovulatory proteome of equine oviductal fluid, finding 15 

downregulated and 156 upregulated proteins in the post-ovulatory oviductal fluid compared to 

its pre-ovulatory counterpart. Interestingly, 54.3% of the proteins found in the pre-ovulatory OF 

belonged to the category of extracellular exosomes. 

In the third paper we tested the effect of different concentrations of metabolites found 

in post-ovulatory oviductal fluid on capacitation-related events in thawed equine spermatozoa: 

myoinositol (5–25 mM), lactate (6–60 mM), glycine (0.1–5 mM), β-alanine (1–6 mM) and 

histamine (0.05-0.4 mM), based on the concentrations found in the post-ovulatory oviductal 

fluid. These metabolites were added to a capacitating medium, and their effect on motility, 

mitochondrial membrane potential, viability, acrosome reaction, reactive species of oxygen 

production and protein tyrosine phosphorylation were evaluated. The results demonstrated 

that these metabolites, at the concentrations used, did not exert any effect on the parameters 

analyzed. 

Finally, we demonstrated that the addition of oviductal fluid to a capacitating medium 

at a concentration of 0.125% (v/v) induces protein tyrosine phosphorylation in thawed equine 

spermatozoa, but is not associated with successful fertilization. 
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Lista de abreviaturas 

Ácido ribonucleico mensajero (ARN-m) 

Adenilato ciclasa soluble (ACs) 

Adenosín monofosfato cíclico (AMPc) 

Aminoacilasa 1, del inglés: aminoacylase 1 
(ACY1) 

Albúmina sérica bovina, del inglés: bovine 
serum albumin (BSA) 

Clusterina, del inglés: clusterin (CLU)  

Complejo cúmulo-ovocito (CCO)  

Dulbecco´s Modified Eagle 
Medium/Nutrient Mixture F – 12 Ham 
(DMEM/F-12) 

Gonadotropina coriónica equina, del inglés: 
equine corionic gonadotropin (eCG) 

Proteína de unión a ácidos grasos 3, del 
inglés: fatty acid binding proteín 3 (FABP3) 

Fecundación in vitro (FIV) 

Fluido folicular (FF) 

Fluido oviductal (FO) 

Hormona folículo estimulante, del inglés: 
follicle stimulating hormone (FSH) 

Degradación de la vesícula germinal, del 
inglés: germinal vesicle breakdown (GVBD) 

Glutamina-fructosa 6 fosfato 
aminotransferasa, del inglés: glutamine–
fructose-6-phosphate aminotransferase 1, 
(GFPT1) 

Glucagón-S-transferasa Mu 3, del inglés: 
Glutathione S-transferase Mu 3 (GSTM3)  

Inyección intracitoplasmática de 
espermatozoides, del inglés: 
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 

Lactato deshidrogenasa B, del inglés: 
lactate dehydrogenase B (LADHB)  

Hormona luteinizante, del inglés: 
luteinising hormone (LH) 

Maduración in vitro (MIV) 

Metafase I (MI) 

Metafase II (MII) 

Miosina de cadena pesada 9, del inglés: 
myosin heavy chain 9 (MYH9)  

Nucleótido difosfato quinasa B, del inglés: 
nucleoside diphosphate kinase B (NME2) 

Aspiración transvaginal ecoguiada, del 
inglés: Ovum Pick Up (OPU) 

Proteína cinasa A, del inglés: protein kinase 
A (PKA) 

Resonancia magnética nuclear de 
protones, del inglés: proton nuclear 
magnetic resonance (H-NMR)  

Fosforilación en residuos de tirosina, del 
inglés: protein tyrosine phosphorylation 
(PY) 

Reacción acrosómica (RA) 

Especies reactivas de oxígeno (EROs) 

Secretoglobina, del inglés: secretoglobin 
(SCGB1A1) 

Suero fetal bovino (SFB) 

Tissue Culture Medium 199 (TCM 199) 

Transgelina 2, del inglés: transgelin 2, 
(TAGLN2) 

Versican (VCAN) 

Vesícula germinal (VG) 

Zona pelúcida (ZP) 
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Introducción 

El desarrollo de las técnicas de fecundación in vitro (FIV) nos ha permitido la producción 

de embriones in vitro en diferentes especies domésticas, incluida la equina. El principal enfoque 

para mejorar las técnicas de FIV en mamíferos ha estado orientado hacia el conocimiento del 

entorno en el que se produce la fecundación in vivo, para posteriormente intentar imitar este 

ambiente en el laboratorio (Niederberger et al., 2018). 

Previo a la ovulación el ovocito madura en el interior del folículo, inmerso en el fluido 

folicular (FF), para posteriormente, en el momento de la ovulación, ser liberado al oviducto 

(Gerard et al., 2002). En el oviducto, el fluido oviductal (FO) induce los últimos cambios en el 

espermatozoide y en el ovocito previos a la fecundación, dando lugar a la posterior formación 

de un embrión (Ménézo et al., 2015). 

En la especie equina, el conocimiento del ambiente fisiológico en el que se desarrolla la 

maduración del ovocito y la fecundación es limitado, al igual que la eficacia de las técnicas de 

FIV comparado con otras especies domésticas como la porcina, la bovina o la murina (Leemans 

et al., 2016). Por ello, es de vital importancia estudiar y describir estos ambientes y los fluidos 

involucrados, para poder optimizar los medios de cultivo y establecer las condiciones necesarias 

para conseguir protocolos eficaces de fecundación en esta especie. 

1. Gametos 

Para la fecundación y el posterior desarrollo de un embrión es necesario que los 

gametos femenino y masculino, ovocito y espermatozoide, interactúen fusionándose entre sí. 

Para que esto suceda de forma exitosa, ambos deben haber sufrido una serie de cambios.  
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1.1. Ovocito 

El ovocito es la célula de mayor tamaño en los mamíferos y su desarrollo requiere un 

consumo de energía superior al resto de células (Warzych & Lipinska, 2020). El gameto femenino 

juega un papel crucial en el proceso de la fecundación y en la posterior competencia 

embrionaria, aportando a partir de las células de la granulosa que lo rodean los sustratos 

necesarios para la producción de energía. El primer requisito para que un ovocito pueda ser 

fecundado por el espermatozoide es que haya madurado (Sen, 2013).  

Los ovocitos dentro del ovario se encuentran arrestados en profase I de la meiosis y 

deben completar el proceso hasta llegar al estadio de metafase II (MII) durante su selección en 

la onda folicular previa a la ovulación. Durante la maduración del ovocito, éste debe sufrir una 

serie de cambios, tanto a nivel nuclear (Figura 1) como a nivel citoplasmático, que deben 

completarse de manera coordinada para asegurar las condiciones óptimas previas a la 

fecundación (Rienzi et al., 2012). Este complejo proceso implica tanto la reanudación del ciclo 

meiótico, como modificaciones de los orgánulos citoplasmáticos y cambios a nivel molecular 

(Grøndahl, 2008). 

La meiosis tiene como finalidad la creación de gametos haploides para permitir así la 

recombinación genética y la posterior generación de un organismo diploide y genéticamente 

único. En los ovocitos de los mamíferos, la primera meiosis comienza durante su vida fetal 

quedando arrestados desde el momento de su nacimiento en estado de profase I, y reciben el 

nombre de vesícula germinal (VG) permaneciendo así hasta su selección en la onda folicular. Al 

reanudarse la primera meiosis, se produce la separación organizada del material genético, 

denominándose dicho estado como degradación de la vesícula germinal (del inglés: germinal 

vesicle breakdown, GVBD) seguido de la condensación de la cromatina y alineación de los 

cromosomas homólogos en el huso mitótico en la metafase I (MI). A continuación, durante la 

anafase y telofase se produce la separación de los cromosomas homólogos, quedando 
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completamente separados en MII, momento que es reconocido por la extrusión del primer 

corpúsculo polar. Tras la finalización de la primera meiosis, el ovocito queda nuevamente 

arrestado, esta vez en MII, esperando a reanudar la segunda meiosis con la penetración del 

espermatozoide. Tras la penetración y la reanudación del proceso, se produce la extrusión del 

segundo corpúsculo polar completándose así la maduración y fecundación del ovocito 

(Grøndahl, 2008; Sen, 2013).  

Además de la maduración nuclear es muy importante la maduración citoplasmática, ya 

que la maduración nuclear por sí sola no es suficiente para que el ovocito de lugar a un embrión 

viable (Rienzi et al., 2012). La maduración citoplasmática consiste en la producción de factores 

específicos, reorganización de orgánulos citoplasmáticos, así como cambios en el ácido 

ribonucleico mensajero (ARN-m) entre otros factores (Grøndahl, 2008). Uno de los eventos más 

relevante es la migración de los gránulos corticales hacia la periferia del ovocito, considerándose 

este fenómeno como un indicador de maduración citoplasmática (Pereira et al., 2012). Aparte 

de estos eventos, han sido observados cambios a nivel morfológico y de redistribución de la 

localización de orgánulos en el citoplasma como la mitocondria, el aparato de Golgi, los 

(C) 

Figura 1. (A) Ovocito equino en estado de vesícula germinal en el que se puede observar la 

cromatina condensada con una configuración fibrilar. (B) Ovocito equino en estado de MI en el que se 

puede observar la placa de metafase. (C) Ovocito equino en estado de MII en que se puede observar la 

placa de metafase y el corpúsculo polar extruido. 

 

A B C 
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ribosomas y los microfilamentos de actina. Además, durante el proceso de maduración del 

ovocito suceden modificaciones complejas a nivel molecular, como un incremento de la 

transcripción y un almacenamiento y procesado de los ARN-m que serán utilizados 

posteriormente para sintetizar proteínas (Ferreira et al., 2009). 

Para que se produzca la recombinación genética de ambos gametos es necesario que el 

ovocito haya alcanzado el estado de MII. Sin embargo, no se ha establecido la importancia 

funcional exacta de los diferentes cambios citoplasmáticos necesarios para que se produzca la 

fecundación. A pesar de ello no cabe duda que, aunque son procesos distintos, ambos tipos de 

maduración son eventos interrelacionados que ocurren simultáneamente en momentos 

específicos y una concordancia entre ambos es necesaria para conseguir una adecuada 

fecundación y asegurar la competencia embrionaria (Ferreira et al., 2009). 

1.2. Espermatozoide 

Tras la cópula, un gran número de espermatozoides son depositados en el tracto 

reproductivo femenino, sin embargo, de forma habitual sólo un espermatozoide penetrará el 

ovocito y lo fecundará. Para asegurar el éxito de este proceso, el espermatozoide sufre una serie 

de cambio fisiológicos sucesivos que lo prepararán para que la fecundación suceda de forma 

exitosa (Gadella et al., 2001). En el caballo se ha sugerido que tras la eyaculación se producen 

los siguientes eventos: 1) establecimiento de un reservorio de espermatozoides no capacitados 

en la unión útero tubárica, 2) capacitación de los espermatozoides previa al momento de la 

ovulación, 3) liberación del reservorio de los espermatozoides capacitados adquiriendo la 

motilidad hiperactivada y 4) encuentro de los espermatozoides capacitados e hiperactivos con 

el complejo cúmulo-ovocito (CCO) uniéndose a él, produciéndose la reacción acrosómica (RA) y 

la posterior fecundación (Leemans et al., 2014). Estos cambios se pueden agrupar dentro de tres 

procesos, los cuales serán explicados a continuación: capacitación, motilidad hiperactivada y RA. 
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1.2.1. Capacitación espermática 

Este proceso fue postulado en 1951 por Austin y Chang (Austin, 1952; Chang, 1951) 

definiéndose como el proceso por el cual los espermatozoides, tras el paso por el tracto 

reproductivo femenino, adquieren la habilidad de penetrar el ovocito. Sin embargo, en la 

actualidad muchos autores tratan la capacitación como el proceso de preparación previo a la 

hiperactivación y la RA (Gervasi & Visconti, 2016). La capacitación del espermatozoide es un 

prerrequisito imprescindible para la fecundación en todos los mamíferos y a continuación 

hablaremos de los factores y eventos claves en su regulación. 

• Cambios en la membrana plasmática 

La membrana plasmática es una estructura sometida a cambios dinámicos que juega un 

papel importante durante la preparación previa a la fecundación (Gadella et al., 2001). Dentro 

de estos cambios, la redistribución de los fosfolípidos de la superficie de la cabeza del 

espermatozoide, así como la externalización de la fosfatidilserina como resultado de la pérdida 

del colesterol de la membrana son pasos esenciales en este proceso (Gadella & van Gestel, 

2004). La pérdida de colesterol de la membrana incrementa la fluidez de ésta, facilitando la 

fusión con la membrana del ovocito (Leemans et al., 2019). En los medios de capacitación ha 

sido utilizada típicamente la albúmina sérica bovina (BSA) como aceptor del colesterol de la 

membrana plasmática (McPartlin et al., 2008). La albúmina ha sido descrita como la proteína 

más abundantes tanto en el FO (Saint-Dizier et al., 2019) como en el FF (Fu et al., 2016) de los 

mamíferos y de ahí su extenso uso como fuente de proteínas en los medios de cultivo in vitro. 

De forma específica, en los espermatozoides de caballo sucede una gran y extensa 

remodelación de la membrana plasmática en respuesta al bicarbonato, sin embargo la 

redistribución y la eliminación del colesterol de la membrana plasmática, que tiene lugar en 

otras especies en medios capacitantes (bicarbonato, calcio y albúmina) no parece suceder en el 
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caballo, sugiriendo una regulación diferente en el espermatozoide equino (Macías-García et al., 

2015; Maitan, Bromfield, Hoogendijk, et al., 2021). 

• Bicarbonato y calcio 

El calcio y el bicarbonato son iones que juegan un papel muy importante en la regulación 

de la función espermática (Maitan et al., 2021). En el epidídimo la concentración de bicarbonato 

es muy baja, mientras que en el oviducto de la yegua, lugar donde se lleva a cabo la fecundación, 

la concentración es notablemente más alta (Harrison, 1996). Este aumento en los niveles 

intracelulares de bicarbonato activa la enzima adenilato ciclasa soluble (ACs) dando lugar a un 

incremento de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) que activa a la proteína cinasa A (PKA), lo 

que conlleva un aumento de la fluidez de la membrana y la reorganización de los fosfolípidos de 

la membrana plasmática del espermatozoide (Gadella & Harrison, 2002; Visconti et al., 1995). 

La activación de esta vía (AMPc-PKA) es la principal responsable del incremento de la 

fosforilación en residuos de tirosina de proteínas de la cola del espermatozoide (del inglés: 

protein tyrosine phosphorylation, PY), siendo uno de los marcadores moleculares más distintivos 

de la capacitación (Visconti et al., 1995; Visconti & Kopf, 1998). 

En relación al calcio, también es un ion con importantes funciones en la capacitación del 

espermatozoide equino (Leemans et al., 2019). El calcio intracelular, al igual que el bicarbonato, 

puede activar a la ACs (Jaiswal & Conti, 2003), activando la vía AMPc-PKA. En el espermatozoide 

equino, la regulación de la acción del calcio es bastante compleja y en ella están involucradas 

otros factores como el pH del medio extracelular. En concreto, en el espermatozoide equino el 

calcio puede ejercer un efecto de inhibición en la PY en determinadas condiciones, siendo el pH 

del medio extracelular uno de los factores más importantes, ya que en presencia de un pH alto 

(> 7,9), el calcio no ejerce este efecto inhibitorio que esta mediado por la calmodulina. Sin 

embargo, al inhibir la calmodulina, el calcio logra inducir un incremento de PY a través de un vía 
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independiente y separada de la vía AMPc-PKA (González-Fernández et al., 2012; Gonzalez-

Fernandez et al., 2013). 

• pH  

El incremento del pH intracelular que se produce durante la capacitación ha sido 

ampliamente demostrado como un requisito necesario para que este proceso se lleve a cabo 

con éxito en otras especies domésticas, teniendo una mayor importancia si cabe en la especie 

equina (Macías-García et al., 2015; Parrish et al., 1989; Vredenburgh-Wilberg & Parrish, 1995). 

La alcalinización del pH intracelular se ha observado en espermatozoides equinos en condiciones 

capacitantes, incrementando el pH extracelular (Loux et al., 2013). Esta alcalinización se 

consigue también con el aumento intracelular del bicarbonato, que penetra gracias a la acción 

de co-transportadores de sodio o de cloro, activando así la ACs (Demarco et al., 2003; 

Wertheimer et al., 2008). 

Fisiológicamente, el incremento del pH extracelular sucede in vivo ya que el pH en el 

útero tras la inseminación incrementa de ~7,5 hasta ~7,9 (González-Fernández et al., 2012). 

Además, se han encontrado valores superiores de pH 8 en el moco cervical (Leemans et al., 

2014) y se ha sugerido que las células epiteliales secretoras del oviducto alcalinizan el FO en el 

momento próximo a la ovulación y al entrar en contacto los espermatozoides con las paredes 

del oviducto. Esta unión de los espermatozoides a las células epiteliales del oviducto es 

fundamental en la capacitación, causando un aumento significativo de la PY, mientras que los 

espermatozoides que no se unen no presentan cambios en su patrón de fosforilación (Leemans 

et al., 2014). Esto vuelve a poner de manifiesto la necesidad de conocer más en profundidad el 

ambiente fisiológico donde tiene lugar la fecundación en la especie equina. 
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• Especies reactivas de oxígeno 

Las especies reactivas de oxígeno (EROs) es un término que hace referencia a un 

conjunto de moléculas parcialmente reducidas con una elevada capacidad oxidante, las cuales 

se producen como resultado del metabolismo energético, incluyendo el anión superóxido, el 

óxido nítrico, el peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo, entre otros (Yang et al., 2019). 

Históricamente, las EROs se han identificado como perjudiciales para los 

espermatozoides, sin embargo, no sólo se ha demostrado que unos niveles mínimos de éstas se 

producen de manera fisiológica, sino que se ha sugerido que los espermatozoides de caballos 

más fértiles producen niveles superiores de EROs (Gibb et al., 2014). 

A pesar de esto, el estrés oxidativo es una causa importante de daño espermático, ya 

que niveles excesivos de EROs tienen un efecto nocivo para la integridad del ADN (ácido 

desoxirribonucleico) y las funciones del espermatozoide (Mislei et al., 2020). En base a esta 

evidente controversia, se ha sugerido que el mantenimiento de un delicado balance en la 

producción de las EROs es extremadamente importante para la integridad del espermatozoide 

y durante los cambios que éste debe sufrir previo a la fecundación (Aitken & Drevet, 2020). Se 

ha sugerido que las EROs en el espermatozoide equino no solo se generan de forma fisiológica, 

sino que juegan un papel importante en la señalización y el control de eventos como la 

capacitación (Baumber et al., 2003).  

La generación de EROs y la capacitación están íntimamente relacionadas, debido a que 

la capacitación es un proceso altamente demandante de consumo de energía por lo que se 

podría considerar un proceso oxidativo (Lamirande et al., 1993). La vía de activación inducida 

por el bicarbonato (AMPc-PKA) induce un aumento de la producción de EROs y un incremento 

de PY, pero a su vez, se ha demostrado que la adición de EROs puede incrementar la inducción 

de la PY en varias especies, incluida el caballo (Baumber et al., 2003). Como explicación a esto, 
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se ha sugerido que las EROs activan la ACs induciendo el incremento de PY a través de la vía de 

AMPc-PKA (Naz & Rajesh, 2004). Sin embargo, el incremento de PY inducido por un incremento 

del pH extracelular no aumenta la producción de EROs (Macías-García et al., 2015). Una vez más, 

existen diferencias en el caballo con otras especies en la regulación de la capacitación, en este 

caso por parte de las EROs (Leemans et al., 2019). 

1.2.2. Motilidad hiperactivada o hipermotilidad 

Este tipo de movimiento característico fue descrito por primer vez en el hámster como 

un movimiento vigoroso que los espermatozoides mostraban de forma previa al momento de la 

fecundación, con el objetivo de permitir a éstos atravesar las células del cúmulo y la Zona 

Pelúcida (ZP) del ovocito (Yanagimachi, 1970). Posteriormente se demostró que sin la 

adquisición de la hipermotilidad, los espermatozoides eran incapaces de atravesar la ZP (Stauss 

et al., 1995). La motilidad hiperactivada se caracteriza por un rápido movimiento de la cola con 

un batido flagelar asimétrico, lo que resulta en un aumento de la amplitud del movimiento 

lateral de la cabeza produciendo un patrón de motilidad circular (Hinrichs & Loux, 2012). El calcio 

tiene un importante papel en este evento en la especie equina (Hinrichs & Loux, 2012), ya que 

el principal requerimiento para que se produzca este patrón específico de motilidad es la 

entrada de calcio extracelular dentro del citosol, gracias a los canales específicos de calcio como 

el CatSper (Ren & Xia, 2010). Al igual que sucede en otras especies, estos canales se abren en 

respuesta a la alcalinización intracelular, permitiendo así la entrada de calcio al interior del 

espermatozoide (Hinrichs & Loux, 2012). En otras especies de mamíferos, se ha descrito la 

implicación de las vías AMPc-PKA y de la calmodulina en la hiperactivación espermática. Sin 

embargo, como ya se ha explicado anteriormente, estas vías modulan el incremento de PY en la 

cola del espermatozoide equino, pero la inducción de este evento se produce de forma 

independiente a la adquisición de la motilidad hiperactivada en esta especie (Leemans et al., 

2019). Hasta el momento, solo se ha demostrado que la entrada de calcio cambia el 
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deslizamiento de los microtúbulos pero no hay certezas sobre el mecanismo molecular 

responsable de este tipo de motilidad específica (Lindemann & Lesich, 2010). En relación a las 

EROs, la producción de éstas juegan un importante papel en el control de la motilidad y de la 

hiperactivación (Baumber et al., 2003; de Andrade et al., 2018). En el espermatozoide equino se 

ha asociado una mayor producción de EROs con espermatozoides altamente mótiles y con 

capacidad fecundante (Meyers et al., 2019), así como un efecto perjudicial sobre la motilidad en 

presencia de altos niveles de EROs (Baumber et al., 2000). Por todo esto, se ha sugerido que 

existen diferencias en los mecanismos de control de la motilidad hiperactivada en los 

espermatozoides equinos (Hinrichs & Loux, 2012; Leemans et al., 2019).  

Tras la unión de los espermatozoides al reservorio en el oviducto, sólo los 

potencialmente capaces de fecundar al ovocito, capacitados y vivos, se liberan de este 

reservorio de forma gradual. Se ha sugerido que la adquisición de la motilidad hiperactivada 

permite esta liberación, sirviendo de mecanismo de selección espermática antes de encontrarse 

con el ovocito (Suarez, 2008). Otro mecanismo que contribuye a la selección espermática son 

los cambios en la viscosidad del FO. En los estadios previos a la ovulación el FO se vuelve 

extremadamente viscoso y la motilidad hiperactivada permite al espermatozoide liberarse de 

este medio y avanzar. Sin embargo, tras la ovulación, el medio pierde viscosidad, facilitando el 

movimiento flagelar y el avance a través del oviducto hacia el ovocito a aquellos 

espermatozoides que han sido previamente seleccionados (Coy et al., 2012). 

1.2.3. Reacción acrosómica  

La RA es un proceso exocítico que se produce gracias a la fusión de la membrana 

plasmática y la membrana acrosomal externa del espermatozoide en múltiples puntos. Este 

proceso sucede tras el encuentro de un espermatozoide capacitado e hiperactivado  con el 

ovocito maduro, al unirse a la ZP o a la matriz intercelular del CCO en la misma porción del 

oviducto donde tiene lugar la fecundación (Maitan, Bromfield, Stout, et al., 2021). Tras esta 
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unión tiene lugar la liberación del contenido del acrosoma, el cual contiene enzimas hidrolíticas 

que le otorgan al espermatozoide la capacidad de penetrar las células del cúmulo y la ZP, 

accediendo así al el espacio perivitelino (Maitan, Bromfield, Stout, et al., 2021; Roggero et al., 

2007). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que, en otras especies como el ratón, 

el espermatozoide pierde el acrosoma antes de llegar al ovocito (La Spina et al., 2016). En 

cualquier caso, finalmente se produce la fusión entre la membrana plasmática del ovocito y la 

membrana acrosomal interna del espermatozoide, permitiendo la recombinación del material 

genético de ambos gametos (Leemans et al., 2019). 

La RA es un evento fisiológico y necesario para la fecundación, sin embargo, se ha 

conseguido inducir la RA de forma espontánea, sin unión entre el espermatozoide y la ZP, la cual 

tiene un efecto perjudicial para el espermatozoide equino (Gadella et al., 2001). Al igual que la 

capacitación, la RA está regulada por las EROs y de forma específica se ha demostrado que el 

óxido nítrico tiene un importante papel en la regulación de la inducción de la RA en el 

espermatozoide equino (de Andrade et al., 2018). La RA es dependiente del calcio extracelular, 

ya que para que suceda se necesita la entrada de calcio en el interior del espermatozoide 

(Harper et al., 2006) . Además del calcio, en el caballo, la progesterona presente el FF es otro 

factor que podría ser responsable de la inducción de este proceso fisiológico (Lange-Consiglio 

et al., 2016). En base a estos conocimientos in vivo, se han realizado experimentos in vitro con 

ionóforo de calcio, progesterona y FF en combinación con bicarbonato y pH alcalino, sin 

embargo, no se ha conseguido inducir una RA fisiológica utilizando estos factores (Leemans 

et al., 2016). Son necesarios más estudios para conocer e intentar inducir una RA fisiológica en 

el espermatozoide equino que resulte en una fecundación exitosa. 

2. Obtención de gametos 

Para llevar a cabo las técnicas de FIV es imprescindible extraer los gametos de ambos 

sexos, ya sea in vivo o post mortem, pudiéndose conservar u obtener en diferentes estados 
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madurativos, lo que influye notablemente en los procesos a realizar in vitro, así como en los 

resultados obtenidos.  

2.1.  Ovocitos in vivo 

Actualmente se pueden obtener los ovocitos a partir de una yegua viva en dos estados: 

maduros e inmaduros. Los ovocitos maduros, pueden ser recuperados mediante la aspiración 

por el flanco o bien mediante aspiración de un folículo pre-ovulatorio mediante la técnica 

aspiración transvaginal ecoguiada u Ovum Pick Up (OPU) (descrita a continuación) (Figura 2). 

Debido a que el folículo aspirado está muy próximo al momento de la ovulación, los ovocitos 

obtenidos ya han reanudado la primera meiosis y aunque se desconozca el estado exacto en el 

que se encuentran, hablaremos de ovocitos madurados in vivo, porque se ha demostrado que 

estos ovocitos están preparados para ser fecundados y desarrollar un embrión (Hinrichs, 2018). 

La tasa de recuperación de ovocitos aspirados de estos folículos pre-ovulatorios es alta, próxima 

al 80% (Carnevale et al., 2005), en comparación con los ovocitos inmaduros recuperados de 

todos los folículos encontrados en el ovario que está en torno al 50% (Claes & Stout, 2022). Esto 

es debido a que las células del cúmulo están expandidas y menos adheridas a la pared del folículo 

pre-ovulatorio lo que facilita la recuperación de estos ovocitos en comparación con los ovocitos 

en estado inmaduro del resto de los folículos. Además, estos ovocitos maduros presentan una 

mayor competencia meiótica y habilidad de desarrollarse como un embrión viable, con respecto 

a los madurados in vitro (Foss et al., 2013; Jacobson et al., 2010). Sin embargo, la obtención de 

un ovocito madurado in vivo presenta como desventaja la necesidad de realizar exámenes 

ecográficos seriados y tratamientos hormonales con un control exhaustivo previo a la aspiración. 

Además, la falta de eficacia de los tratamientos de superovulación en yeguas hace que por lo 

general solo pueda aspirarse un ovocito en cada sesión. Estos ovocitos tiene además la 

desventaja de ser más susceptibles a cambios ambientales (pH, temperatura, osmolaridad…) 

teniendo que usarse para la FIV inmediatamente tras su obtención (Hinrichs, 2018). 
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 Por otro lado, para la obtención de ovocitos inmaduros, la técnica más usada de forma 

comercial en la actualidad es la OPU (E. Squires, 2020). Esta técnica fue descrita hace 30 años 

(Brück et al., 1992), pero debido a la íntima unión que existe entre el ovocito equino y la pared 

del folículo, los resultados en la especie equina al inicio fueron decepcionantes comparados con 

otras especies como la bovina. No fue hasta principio de los años 2000 cuando la técnica se 

adaptó a las características fisiológicas y anatómicas de la yegua, usando agujas de doble lumen, 

con  gran calibre (12 – 15 G) para poder realizar lavados sucesivos del folículo así como raspados 

de la pared folicular y un vigoroso masaje del ovario vía rectal (Galli et al., 2001, 2007) 

consiguiendo tasas de recuperación similares a las que se manejan en la actualidad ~ 50% (Claes 

& Stout, 2022). Con dicha técnica se obtienen ovocitos inmaduros mediante aspiración 

transvaginal ecoguiada de los folículos presentes en ambos ovarios de la yegua, pudiéndose 

repetir periódicamente sin complicaciones reseñables, obteniendo un gran número de ovocitos 

de forma segura cada dos semanas (Velez et al., 2012). 

Como ya se explicó anteriormente, los ovocitos inmaduros se encuentran arrestados en 

profase I. Se ha demostrado que el envío de estos ovocitos durante las siguientes 24 – 48 horas 

a temperatura ambiente (~ 25  ̊C) en un medio específico para este procedimiento, medio de 

holding, no afecta a la tasa de producción de blastocistos, lo que permite su envío a casi todos 

los laboratorios del mundo. El mantenimiento a temperatura ambiente es un factor muy 

importante que permite el arresto meiótico, ya que durante el envío a 38   ̊C los ovocitos pueden 

alcanzar el estadio de MII incluso en el medio de holding (Hinrichs, 2020). La desventaja de este 

método es que estos ovocitos deben ser sometidos al proceso de maduración in vitro (MIV), lo 
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que hasta día de hoy supone una reducción de la competencia meiótica y de desarrollo 

comparado con lo ovocitos madurados in vivo (Hinrichs, 2018). 

2.2. Ovocitos Post mortem 

Los ovocitos post mortem son obtenidos de los ovarios de una yegua que ha muerto o 

ha sido sacrificada previamente, aunque la misma técnica se podría usar en una yegua sometida 

a ovariectomía electiva. Este tipo de obtención es muy usada en yeguas de matadero con fines 

experimentales, aunque puede ser usada con fines comerciales, ya que es la última oportunidad 

de obtener descendencia de una yegua en concreto (Hinrichs, 2013). Los resultados de esta 

técnica son muy variables, ya que el efecto del estado sistémico de la yegua previo o durante la 

muerte, así como el efecto de los fármacos utilizados sobre la competencia meiótica de los 

ovocitos son difíciles de valorar (Hinrichs, 2018). 

Figura 2. Procedimientos in vivo para la recuperación de ovocitos en yegua. (A) Aspiración por el 

flanco. (B) OPU. 

A B 
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Para obtener buenas tasas de recuperación de ovarios post mortem es necesario abrir 

completamente cada folículo visible o palpable para, con una cureta de hueso, raspar la pared 

del folículo obteniendo así el ovocito junto con las células de la granulosa a las que está 

fuertemente adherido (Figura 3) (Hinrichs, 2013). También puede hacerse mediante un método 

similar a la OPU, usando una bomba y una aguja para reducir el tiempo invertido; 

lamentablemente,  aunque se ahorra tiempo, conlleva una reducción significativa de la tasa de 

recuperación de ovocitos, por lo que su uso principalmente queda relegado al ámbito 

experimental (Smits et al., 2009). 

2.3. Semen 

La recolección del semen equino es un proceso habitual en la clínica equina desde la 

década de los 30, lo cual permitió comenzar a evaluar, optimizar y almacenar los eyaculados 

(Love, 1992). La técnica más extendida de extracción de semen in vivo en la actualidad es el uso 

de la vagina artificial (Alvarenga et al., 2016). En caso de sementales muertos o que han sido 

sometidos a castraciones, la única alternativa de obtener espermatozoides viables es la 

extracción de espermatozoides de las reservas epididimarias para su posterior almacenamiento 

refrigerado o más habitualmente, congelado (Bruemmer, 2011). 

 

A B 

Figura 3. Raspado de ovocitos post mortem. (A) Raspado de la pared de los folículos con cureta 

de hueso. (B) Lavado de la cureta con aguja para la recuperación de ovocitos en placa de Petri.  
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La criopreservación o congelación es actualmente la técnica más usada para el 

almacenamiento a largo plazo de los gametos masculinos. La principal ventaja de esta técnica 

es que permite enviar eyaculados a cualquier parte del mundo, así como mantener 

indefinidamente la genética de ejemplares de alto valor, incluso tras su muerte. La gran 

limitación de esta técnica es la alta mortalidad espermática tras la descongelación y los daños 

estructurales y moleculares que sufren los espermatozoides, lo que reduce notablemente la 

capacidad fecundante de estos espermatozoides (Peña et al., 2011). Otro inconveniente 

adicional es la enorme variabilidad existente entre caballos en la calidad del semen al 

descongelar, existiendo un porcentaje muy bajo de sementales con una buena tolerancia a la 

congelación, siendo aún poco conocidas las causas de dichas diferencias (Loomis & Graham, 

2008). 

Estos problemas pueden ser resueltos mediante el uso de las técnicas de reproducción 

asistida, como la FIV mediante la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (del inglés, 

ICSI). Algunos estudios demuestran que, a pesar de los efectos deletéreos que sufre el 

espermatozoide congelado y de la variabilidad entre sementales, no existen diferencias en la 

eficacia de la ICSI entre usar semen fresco o congelado obtenido de sementales con fertilidad 

variable (Gonzalez-Castro & Carnevale, 2018). Además, las técnicas de FIV presentan como una 

de sus mayores ventajas que no se necesita una gran cantidad de espermatozoides comparado 

con otras técnicas de reproducción asistida (Ferré et al., 2020). Es por ello por lo que, en la 

actualidad, tanto en el equino como en otras especies existe un uso casi exclusivo de semen 

congelado en los procedimientos clínicos de FIV mediante ICSI. 

3. Maduración de ovocitos in vitro 

El primer estudio que describió una MIV exitosa en équidos data de los años 80 (Fulka 

& Okolski, 1981). En este estudio se comenzó a adicionar suero fetal bovino (SFB) a un medio de 

cultivo celular como fuente de proteínas (Tissue Culture Medium 199, TCM 199) de manera 
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similar al usado en la actualidad. Los primeros embriones obtenidos de ovocitos inmaduros se 

obtuvieron casi 10 años más tarde, usando también SFB (J. J. Zhang et al., 1989). 

Sorprendentemente, a pesar de los buenos resultados conseguidos en estos trabajos, 

posteriormente no ha habido mejoras relevantes en el proceso de maduración. El mayor 

obstáculo en el desarrollo de la MIV fue la falta de accesibilidad a mataderos para obtener un 

número de ovocitos suficientes para realizar experimentos (López Tremoleda, 2003). Además, 

la falta de éxito en la FIV convencional fomentó el uso de ovocitos madurados in vivo con el 

objetivo de optimizar los resultados (Galli et al., 2007). Sin embargo, la falta de resultados, las 

desventajas en la aspiración de folículos pre-ovulatorios y la problemática que supone la 

superovulación en yegua (Hinrichs, 2018), junto con la mejora en los resultados de las técnicas 

de OPU/ICSI, dejaron en un segundo plano tanto el uso de los ovocitos maduros in vivo como los 

intentos por optimizar los protocolos de MIV. 

 Como ya se ha comentado anteriormente, los protocolos utilizados con diferentes 

medios y aditivos para conseguir buenas tasas de maduración nuclear, > 60%, fueron 

establecidos de manera repetible desde hace más de dos décadas (Dell’Aquila et al., 1997). 

Desde entonces, la mayoría de los estudios publicados han intentado imitar las condiciones de 

maduración in vivo para optimizar los medios utilizados en la MIV. Con este fin se ha utilizado 

FF o algunos de sus componentes, obteniendo resultados muy diversos y poco concluyentes. 

Numerosos estudios han usado FF pre-ovulatorio a diferentes concentraciones (9 – 100%;  v/v) 

con el objetivo de imitar las condiciones in vivo, pero los resultados no han mostrado ventajas 

frente a los medios comerciales con mayores tasas de éxito de maduración nuclear (Dell’Aquila 

et al., 1997; Douet et al., 2017; Hinrichs et al., 2002). Sin embargo, a pesar de estos estudios, no 

cabe duda que la comunicación intercelular y el microambiente dentro del folículo es lo que 

permite a los ovocitos adquirir su competencia para producir embriones (Reader et al., 2017). 
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En la actualidad los mejores resultados de MIV se obtienen con los medios comerciales 

TCM 199 y el Dulbecco´s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F – 12 Ham (DMEM/F-12). 

Los trabajos que comparan ambos medios obtienen resultados divergentes según el laboratorio, 

probablemente debido a los aditivos añadidos a los medios y a las condiciones específicas de pH 

y osmolaridad (Hinrichs, 2018). La fuente de proteínas de elección en la actualidad para 

suplementar estos medios sigue siendo el SFB, debido a su efecto potenciador en la competencia 

meiótica comparado con otras fuentes de proteínas biológicas como la SFB, el FF o proteínas 

sintéticas de diferente origen (González-Fernández et al., 2015; Morris, 2018). Además, una gran 

variedad de hormonas con importantes funciones en el desarrollo folicular se añaden a los 

medios de maduración, incluidas el estradiol, la hormona folículo estimulante (del inglés: follicle 

stimulating hormone, FSH), la hormona luteinizante (del inglés: luteinising hormone, LH) y la 

gonadotropina coriónica equina (del inglés: equine corionic gonadotropin, eCG), entre otras 

(Morris, 2018; Shabpareh et al., 1993; Willis et al., 1991).  

El FF contiene las sustancias esenciales involucradas en el proceso de maduración, sin 

embargo, la adición de dicho fluido a los medios de maduración equinos no ha supuesto ninguna 

ventaja en la MIV. Es por ello que, algunos estudios más recientes han ido encaminados a 

estudiar la composición del FF: metabolitos (Belin et al., 2000; Gérard et al., 2015), hormonas 

(Belin et al., 2000; Satué et al., 2019) y proteínas (Dutra et al., 2019; Fahiminiya et al., 2011), con 

el objetivo de obtener información para la formulación de medios más eficientes y específicos 

para la MIV. También, se pretende comprender cómo suceden a nivel molecular los procesos 

implicados en la MIV, para determinar cuáles son las principales deficiencias y poder desarrollar 

medios de cultivo que mimeticen los ambientes fisiológicos (Walter et al., 2019). En la 

actualidad, numerosas publicaciones demuestran la necesidad de adaptar los medios de MIV 

para satisfacer las necesidades metabólicas de los ovocitos (Lewis, Hinrichs, Leese, McG. Argo, 

et al., 2020). 
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En équidos, los esfuerzos por mejorar los sistemas de producción de embriones in vitro 

siempre han seguido los pasos de otras especies como la bovina o la porcina. Tanto los medios 

sintéticos de MIV como los intentos de imitar las condiciones in vivo con la adición de FF, 

hormonas u otros componentes fueron descritos previamente en la especie porcina (Naito et al., 

1989) y más tarde en la bovina (Romero-Arredondo & Seidel, 1994). Es por esto por lo que, para 

avanzar en el camino de la optimización de la MIV, deben usarse como base los estudios más 

recientes de estas especies. Las últimas propuestas de optimización van más allá de añadir los 

fluidos in vivo tal como los extraemos del animal, sino que proponen trabajar con los 

componentes bioactivos específicos presentes en el FF, que son los elementos claves para la 

comunicación y la regulación del proceso de maduración: vesículas extracelulares, proteínas o 

metabolitos (Asaadi et al., 2021; Pioltine et al., 2020; Reed et al., 2022).  

4. Fecundación in vitro 

La fecundación engloba una serie de eventos que resultan en la fusión de los gametos 

de ambos sexos (Wright & Bondioli, 1981) (Figura 4).  

Existen dos tipos de FIV: la FIV convencional, que consiste en incubar juntos los ovocitos 

maduros y los espermatozoides pre-capacitados en un medio de fecundación (Hinrichs, 2013) y 

por otro lado, la ICSI, en la que un sólo espermatozoide se inyecta en el citoplasma del ovocito 

(Choi & Hinrichs, 2011). En los siguientes apartados ambas serán explicadas de forma detallada. 
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3.1. Fecundación in vitro convencional  

La FIV convencional es una técnica de reproducción asistida usada rutinariamente en 

especies domésticas y en humanos. Este método implica la penetración de un espermatozoide 

capacitado dentro de un ovocito maduro (Leemans et al., 2016). En especies domésticas como 

la porcina o la bovina, la FIV convencional es la técnica de elección para la producción in vitro de 

embriones, ya que, frente a la ICSI, supone un procedimiento relativamente sencillo, económico 

y eficaz (Blondin, P., 2015). 

Sin embargo, a diferencia de otras especies, en el caballo esta técnica presenta grandes 

limitaciones, ya que hasta la reciente publicación del trabajo de Felix y colaboradores en 2022 

(Felix et al., 2022), sólo dos potros habían nacido mediante este procedimiento y ambos a partir 

de ovocitos madurados in vivo (Galli, C. et al., 2013; Palmer et al., 1991). A pesar de los 

Figura 4. Representación esquemática de los eventos que tiene lugar durante la fecundación. (A) 

Espermatozoide hiperactivado llegando al ovocito. (B) Unión del espermatozoide a la zona pelúcida. (C) 

Inicio de la RA y liberación de enzimas. (D) Penetración del espermatozoide en el espacio perivitelino. (E) 

Fusión de las membranas de ambos gametos. (F) Recombinación genética del espermatozoide con el ovocito 

en estado de MII y extrusión del segundo corpúsculo polar. 
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numerosos intentos, hasta la publicación del citado artículo no se había conseguido un protocolo 

exitoso y repetible de FIV convencional, y los trabajos publicados mostraban una tasa de 

fecundación de los ovocitos muy variable desde 0 al 33% usando diferentes tratamientos 

(Leemans et al., 2016). 

Una interesante cuestión es saber cuál de los dos gametos es el responsable de que la 

FIV convencional no funcione en la especie equina. Históricamente, el fracaso de la FIV 

convencional ha sido atribuido a la incapacidad del espermatozoide para atravesar la zona 

pelúcida del ovocito, como consecuencia de una inadecuada capacitación in vitro (Leemans 

et al., 2016). Esta teoría está basada en el hecho de que, por un lado los ovocitos madurados in 

vitro y transferidos al oviducto de la yegua dan como resultado tasas de preñeces similares a las 

conseguidas mediante inseminación artificial (Hinrichs et al., 2002). Por otro lado, no se 

obtienen resultados repetibles realizando FIV convencional utilizando ovocitos madurados in 

vivo (Maitan, Bromfield, Stout, et al., 2021). Estos datos sugieren que la maduración del ovocito 

no es la responsable de la falta de éxito de la técnica. 

Es por ello que un gran número de trabajos se han centrado en el estudio del 

espermatozoide utilizando diferentes aditivos para intentar conseguir una capacitación previa a 

la incubación con el ovocito como posible solución a la falta de resultados repetibles de la FIV 

convencional (Leemans et al., 2016). El tratamiento más repetible ha sido la incubación de los 

espermatozoides con ionóforo de calcio previo a la co-incubación de los gametos (Alm et al., 

2001; Hinrichs, 2013; Hinrichs et al., 2002; Sampaio et al., 2021) aunque se han probado otros 

tratamientos como la heparina (Alm et al., 2001), cafeína (Graham, 1996), progesterona (Moros-

Nicolás et al., 2019), FF (Lange-Consiglio et al., 2016) y una combinación de epinefrina, 

hipotaurina y penicilamina (Felix et al., 2022), este último, con resultados muy prometedores. 

Otros estudios han añadido progesterona (Tremoleda et al., 2003) a los medios de fecundación, 

con ambos gametos presentes, con el objetivo de valorar la interacción entre éstos. Estos 
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estudios no han mostrado buenos resultados de fecundación y además no son repetibles 

(Leemans et al., 2016). El tratamiento que mejor resultado había mostrado ha sido el 

tratamiento con procaína, dando lugar a una tasa de división del 60% (McPartlin et al., 2009). 

Sin embargo, posteriormente se ha demostrado que la procaína induce un aparente desarrollo 

embrionario hasta la etapa de 8 – 16 células en ausencia de espermatozoides y que éstas 

divisiones son inducidas mediante citoquinesis (Leemans, Gadella, Stout, Heras, et al., 2015). 

Por otro lado, se ha obtenido formación de pronúcleos y división celular en FIV 

convencional heteróloga utilizando semen equino y ovocitos bovinos, demostrando que la 

capacitación del espermatozoide de caballo se puede alcanzar en condiciones in vitro sugiriendo 

que una inadecuada maduración del ovocito equino también podría ser el factor limitante en la 

FIV. En este sentido se ha observado que la perforación o eliminación parcial de la zona pelúcida 

permite al espermatozoide fecundar al ovocito, sugiriendo que los cambios que debe sufrir dicha 

zona podrían ser una de las grandes barreras que impiden la fecundación convencional en la 

especie equina (Maitan, Bromfield, Stout, et al., 2021; Sessions-Bresnahan et al., 2014). Con esta 

disparidad de resultados algunos autores argumentan que es difícil pensar que uno de los dos 

gametos sea el único responsable del fracaso de la FIV convencional equina, siendo más lógico 

sugerir que actualmente existe una falta de conocimiento que nos impide mimetizar el ambiente 

fisiológico in vitro donde sucede la fecundación, que nos permita conseguir buenos resultados 

(Maitan, Bromfield, Stout, et al., 2021).  

Está opinión está fundamentada en lo que sucede en otras especies de mamíferos, como 

el bovino o el porcino, en las que el estudio de los componentes y el ambiente donde se produce 

la fecundación in vivo, el oviducto, ha permitido poder imitar las condiciones in vitro y conseguir 

posteriormente unos resultados de FIV convencional exitosos y replicables (Mahé et al., 2021; 

Ménézo et al., 2015). Durante las últimas décadas los estudios realizados han incrementado el 

conocimiento sobre la composición del FO y su ambiente, sobre las células oviductales o con los 
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componentes oviductales que desempeñan funciones específicas en la interacción de los 

gametos, fecundación y desarrollo embrionario temprano. Ha sido este conocimiento previo el 

que ha permitiendo la mejora de los resultados en otras especies hasta las tasas que conocemos 

en la actualidad (Batista et al., 2021; Ferré et al., 2020). 

En el caso de los équidos, solo algunos estudios han abordado más a fondo la 

composición del FO (González-Fernández et al., 2020; Smits et al., 2017). Es por esto por lo que 

se han realizado pocos ensayos de FIV con componentes oviductales específicos de yegua. 

Gimeno y colaboradores (2021) aislaron células epiteliales oviductales del istmo y del ámpula 

de yeguas de matadero para, primero incubarlas con espermatozoides y posteriormente 

seleccionar los espermatozoides unidos a éstas células y co-incubarlos con ovocitos equinos 

(Gimeno et al., 2021). Previamente, Leemans y colaboradores (2015) ya habían descrito el 

aislamiento de células epiteliales del istmo y del ámpula así como el lavado de los oviductos para 

conseguir FO, aunque sin conocer su concentración real (Leemans, Gadella, Stout, Nelis, et al., 

2015). Y recientemente Lange-Consiglio y colaboradores (2022) han conseguido unas tasas de 

fecundación del 44% añadiendo vesículas extracelulares provenientes del cuerno uterino y del 

oviducto ipsilateral a un folículo pre-ovulatorio (Lange-Consiglio et al., 2022). El objetivo de 

estos estudios fue imitar las condiciones in vivo de la fecundación: por un lado, conseguir 

reproducir in vitro el reservorio espermático que se genera en el istmo y la posterior liberación 

de los espermatozoides de dicho lugar y, por otro lado, añadir los componentes necesarios para 

promover la FIV. 

3.2. Inyección intracitoplasmática de espermatozoides. 

Este método de fecundación surgió como alternativa a la ineficiencia de la FIV 

convencional, permitiendo obtener la primera preñez a partir de un ovocito equino madurado 

y fecundado in vitro a finales de los años 90 (E. L. Squires et al., 1996).  
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La ICSI es actualmente el único método clínico y repetible de FIV en caballo (Rader et al., 

2016). En la primera década de los años 2000 (Galli et al., 2007) los resultados de ICSI 

comenzaron a ser replicables de manera exitosa y los programas de OPU-ICSI demostraron ser 

procedimientos clínicos comparables con otras técnicas de reproducción asistida clínicamente 

testadas como el lavado de embriones o la transferencia oviductal de ovocitos. A día de hoy, es 

el tratamiento de elección para problemas de infertilidad tanto del semental como de la yegua 

(E. L. Squires, 2019). Este procedimiento puede realizarse mediante inyección convencional 

usando una aguja con bisel o con aguja roma usando taladro piezoeléctrico mediante micro-

vibraciones (Figura 5). No se han observado diferencias en las tasas de blastocistos entre estas 

técnicas, pero la calidad de los embriones es superior en los blastocistos producidos mediante 

inyección con taladro piezoeléctrico (Hinrichs, 2018). 

La gran ventaja que presenta la ICSI frente a la FIV convencional, a parte de su éxito, es 

la posibilidad de utilizar eyaculados de diferente calidad incluyendo aquellos que poseen una 

baja concentración espermática o baja motilidad. Por otro lado, para realizar la ICSI se necesita 

poca cantidad de espermatozoides por lo que se optimiza el uso de las pajuelas de aquellos 

sementales que presentan un elevado coste o un reducido número de dosis (Galli et al., 2007). 

Además, está surgiendo una demanda creciente en la aplicación de los programas de OPU-ICSI 

en animales de alto valor genético y rendimiento deportivo sin problemas reproductivos, debido 

a la alta flexibilidad que ofrece en comparación con otras técnicas de reproducción asistida 

convencionales (Cuervo-Arango et al., 2019). 

A pesar de sus numerosas ventajas, esta técnica presenta algunos inconvenientes 

comparados con la FIV convencional. Su aplicación supone unos elevados costes de instalaciones 

y equipamientos, así como una alta especialización del operador (E. Squires, 2020). Por otro 

lado, solamente un número muy limitado de laboratorios en todo el mundo consiguen obtener 

buenos resultados mediante esta técnica, ~ 20% de embriones por ovocito inyectado (Hinrichs, 
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2018). Estos resultados tan difíciles de conseguir son hoy en día subóptimos (Brom-de-Luna 

et al., 2021) si se compara con los resultados conseguidos en otras especies domésticas como la 

bovina (40%) (Ferré et al., 2020) o la porcina (50 – 60%) (Romar et al., 2016) mediante FIV 

convencional. 

En la actualidad, existe un aumento exponencial de la demanda de los programas de 

producción in vitro de embriones de caballo, sin embargo actualmente se necesita una media 

de 10 ovocitos para obtener un embrión vitrificable, lo que disminuye las posibilidades de hacer 

frente a esta nueva demanda (Lazzari et al., 2020). Dado que los ovocitos equinos tienen una 

tasa aceptable de maduración nuclear (> 60%), seguida de una alta división tras la ICSI (> 65% ) 

(Stout, 2020) es necesario llevar a cabo más investigaciones sobre el ambiente fisiológico para 

conocer las necesidades de ambos gametos durante el proceso y mejorar así los resultados 

finales de dicha técnica (Morris, 2018). 

Figura 5. Esquema de ICSI mediante taladro piezoeléctrico. (A) Aplicación de pulsos 

piezoeléctricos para romper la membrana espermática previa a la inyección. (B) Aplicación de pulsos 

piezoeléctricos para la perforación de la zona pelúcida permitiendo la entrada al especio perivitelino. 

(C) Aplicación de pulsos piezoeléctricos para la ruptura de la membrana plasmática accediendo así al 

citoplasma. (D) Liberación del espermatozoide.  

(A) (B) 

(C) (D) 
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5. Cultivo in vitro 

Los medios de cultivo de embriones equinos históricamente se han basado en los 

medios usados en otras especies, formulados en base a la composición del FO de éstas (Brom-

de-Luna et al., 2021). El conocimiento sobre el desarrollo temprano del embrión y la interacción 

con el ambiente materno dentro del oviducto es muy limitado, sin embargo, se han realizado 

aproximaciones in vitro para replicar algunas de las condiciones oviductales en las que se 

desarrolla el embrión en sus primeros días. Existen varios estudios sobre el recambio periódico 

de medio, intentando imitar el ambiente dinámico al que está sometido el ovocito in vivo, así 

como sobre la adición de componentes específicos o fluidos reproductivos procedentes del 

útero, folículo u oviducto (Choi et al., 2016; Rodríguez et al., 2019; Smits et al., 2012). A pesar 

de estos intentos, las tasas de producción de blastocistos se han mantenido más bajas en 

comparación con ovocitos fecundados por ICSI y posteriormente cultivados en el oviducto in 

vivo de yegua u oveja (Galli et al., 2007); incluso, el cultivo in vitro de embriones producidos in 

vivo de 6 - 8 días no es factible (Morris, 2018). 

Actualmente, el cultivo in vitro sigue siendo el gran reto dentro del proceso de 

producción de embriones, ya que, aunque se han probado diferentes medios de cultivo 

(DMEM/F-12; Chatot, Ziomek, Bavister o Global Sciencie, entre otros) aplicando diferentes 

protocolos y obteniendo resultados más o menos exitosos según el laboratorio (Morris, 2018), 

no existe uno que sea notablemente superior. Es por esto que, el cultivo de los presuntos cigotos 

hasta su fase de blastocisto, es el paso más difícil y sensible de todo el proceso in vitro (Stout, 

2020), por lo que de nuevo es fundamental, necesario y urgente conocer más en profundidad el 

ambiente fisiológico temprano en el que el embrión se desarrolla. 
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6. Ambiente Folicular 

6.1. Anatomía y fisiología 

En el folículo de los mamíferos se puede encontrar el ovocito, las células de la teca y las 

de la granulosa, existiendo dos tipos de éstas últimas según su localización: de la pared o 

murales, que tapizan todo el folículo y células del cúmulo, que rodean al ovocito y lo unen a la 

pared del folículo formando el CCO. A su vez, todo este componente celular se encuentra 

embebido en el FF (Machtinger et al., 2015). 

El folículo se va desarrollando de forma dinámica y constante desde su origen en la etapa 

fetal, donde se produce la diferenciación sexual hasta el momento previo a la ovulación del 

folículo dominante. Durante este periodo fetal las células germinales primordiales migran a la 

cresta gonadal primitiva donde se multiplican y posteriormente entran en la primera división 

meiótica, para alcanzar el estadio en el que estarán arrestadas hasta el comienzo de la 

maduración en su edad adulta, profase I (Curran et al., 1997). Tras esta migración, el gameto 

femenino se recubre de una capa de células de la granulosa, generando así el folículo primordial 

(Gastal et al., 2020). Posteriormente se desarrollan los folículos preantrales que son de mayor 

tamaño y con un mayor número de células de la granulosa rodeando al ovocito. Una vez que el 

folículo adquiere la capacidad de responder al estímulo de las gonadotropinas se forma el 

folículo antral, cuya principal característica es la presencia de una cavidad conocida como antro, 

que se encuentra repleta de FF. En este crecimiento folicular se produce la proliferación y 

diferenciación de las células de la teca y de la granulosa, aumentando la capacidad de los 

folículos de secretar los componentes clave en la maduración del ovocito y en la preparación 

para el momento de la ovulación (Ginther, 1988). Un gran número de estos folículos antrales en 

cada ciclo acabarán degenerando, salvo uno o en excepciones dos, terminando de diferenciarse 

en un folículo dominante que ovulará un ovocito en MII al final del estro (Beg & Bergfelt, 2011). 
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El ovocito equino está íntimamente unido a la pared del folículo por varias capas de 

células de la granulosa fuertemente conectadas entre sí, sin presencia de fenestraciones entre 

ellas (Figura 6) (Hinrichs, 2010). En comparación con los ovocitos bovinos, el CCO en equinos es 

de menor tamaño y se localiza mucho más cerca de la lámina basal uniéndose a ésta con una 

base más ancha. En la especie bovina el CCO es de mayor espesor ya que presenta un mayor 

número de capas celulares unidas entre sí, con un mayor número de fenestraciones, lo que 

permite que puedan ser liberados con mayor facilidad (Hawley et al., 1995). 

Dentro del folículo tiene lugar una comunicación bidireccional entre las células de la 

granulosa y el ovocito que es imprescindible para asegurar el adecuado metabolismo y 

crecimiento del mismo. Esto sucede o bien directamente a través de la red de espacios 

localizados entre las uniones de las células o a través de factores de señalización endocrinos, 

Figura 6. Ovocito equino adherido a la pared del folículo. Se puede observar las capas de 

células de la granulosa del cúmulo sin fenestraciones que lo rodean, las cuales, junto con las células de 

la granulosa de la pared forman un ancho montículo para su íntima unión a la pared del folículo 

(Hinrichs, 2010). 
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paracrinos o autocrinos presentes en el FF (Machtinger et al., 2015). Esta señalización es de vital 

importancia para el desarrollo folicular siendo la clave que determina tanto el proceso de 

maduración del ovocito como su posterior competencia (Eppig et al., 2002; Hamel et al., 2008).  

El FF es el microambiente ideal para el desarrollo de los ovocitos (Figura 7). Este FF está 

compuesto por un ultrafiltrado del plasma sanguíneo, el cual atraviesa la barrera hemato-

folicular a través de los capilares de la teca del folículo, además de secreciones que provienen 

de las células de la granulosa y de la teca (Revelli et al., 2009).   

En la especie equina, a diferencia de otras especies como la canina, los ovocitos alcanzan 

el estado de maduración nuclear (MII) en el interior del folículo, de forma previa al momento de 

la ovulación (Hinrichs, 2010). Por ello, el conocimiento del ambiente y los componentes del FF 

en las etapas previas y más cercanas a la ovulación puede aportar información específica de 

cada especie. Este conocimiento permitiría reproducir dichas condiciones y conseguir un ovocito 

madurado in vitro con las capacidades de maduración y desarrollo más similares al madurado in 

vivo. 

Figura 7. Detalle de una foto tomada durante la realización del raspado con cureta de hueso 

de ovarios de matadero. Se aprecia el CCO (flecha negra) en el interior de un folículo con su pared 

intacta. 
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6.2. Composición del fluido folicular 

El FF proporciona el ambiente in vivo que necesita el ovocito hasta el momento de su 

maduración y es un buen marcador del estado funcional del folículo (Aller et al., 2013). Está 

compuesto por una mezcla de sustancias esenciales tales como hormonas, iones, proteínas y 

metabolitos, entre otros (Revelli et al., 2009). Estos componentes son fundamentales para la 

maduración y la posterior fecundación del ovocito, especialmente los de los folículos pre-

ovulatorios y deberían ser la base de la formulación de medios de MIV (Gerard et al., 2002).  

En las principales especies de mamíferos han sido realizados numerosos estudios sobre 

la composición del FF y de cómo sus principales componentes van variando a medida que 

aumenta el tamaño de los folículos, adaptándose dicho medio a las necesidades metabólicas de 

los ovocitos que maduran en su interior (Bridges et al., 2002; Leroy et al., 2004; Orsi et al., 2005). 

Además, el conocimiento de su composición supone una importante fuente de biomarcadores 

de crecimiento folicular y de calidad ovocitaria (Revelli et al., 2009). Desafortunadamente, 

debido a la complejidad y a los continuos cambios a los que el ambiente folicular está sometido, 

este conocimiento a día de hoy no es suficiente para comprender la regulación de dichos 

procesos (Paes et al., 2019). 

En relación a las proteínas, algunos estudios han descrito la proteómica del FF y los 

cambios dinámicos que suceden durante el desarrollo folicular en la mujer (Poulsen et al., 2019), 

y en animales como la búfala (Fu et al., 2016), la cerda (Paes et al., 2019), la vaca (Ferrazza et al., 

2017) y la yegua (Petrucci et al., 2014). Además, se han encontrado proteínas específicas con 

una función clave en la regulación de la maduración de los ovocitos participando algunas de ellas 

en el control de la respuesta inflamatoria local en el momento de la ovulación (Paes et al., 2019; 

Zakerkish et al., 2020). Entre ellas están las citoquinas, que juegan un papel crucial en la 

regulación del ambiente que mantiene cada fase de la maduración folicular (Piccinni et al., 

2021). Estos estudios aportan un conocimiento de la composición proteica del FF que podría ser 
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una herramienta para la evaluación de la calidad ovocitaria en vacas con problemas de fertilidad 

(Zachut et al., 2016). 

Por otro lado, se han estudiado en profundidad la composición hormonal del FF en 

diferentes estadios en las distintas especies, siendo la progesterona y el estradiol las hormonas 

que se describen con mayor relevancia (Ireland & Roche, 1983). Estas hormonas son producidas 

por las células somáticas del folículo y tienen un papel fundamental en el mantenimiento del 

ovocito, desarrollo del folículo y preparación del endometrio (Costermans et al., 2019). Existen 

varios estudios que demuestran que la concentración de estas hormonas es mayor en el FF que 

en el plasma sanguíneo (Aller et al., 2013). Además, el crecimiento de los folículos pre-

ovulatorios se caracteriza por producir una gran cantidad de estradiol y progesterona, 

encontrándose concentraciones muy bajas de ambas hormonas en folículos atrésicos, pudiendo 

ser esta falta de capacidad esteroidogénica la que explica dicha degeneración folicular (Belin 

et al., 2000; Satué et al., 2019).  

Los cambios metabólicos en el FF son imprescindibles para una adecuada maduración y 

competencia embrionaria (Gérard et al., 2015), siendo la capacidad metabólica el mayor 

determinante de la calidad ovocitaria (Richani et al., 2021).  

La composición metabólica del FF ha sido descrita en humanos, bovinos, suidos y 

equinos, existiendo diferencias tanto entre especies como entre folículos de diferentes tamaños 

en la misma especie (Gérard et al., 2015; Pocate-Cheriet et al., 2020). De forma específica, las 

variaciones de algunos metabolitos importantes como la glucosa, el lactato y el piruvato durante 

el crecimiento folicular cambian significativamente según los requerimientos metabólicos del 

ovocito (Gerard et al., 2002; Gérard et al., 2015). La glucosa es el metabolito esencial implicado 

en la maduración citoplasmática y nuclear (Richani et al., 2021). La glucólisis anaerobia ha sido 

descrita como una de las rutas más importantes en el ovario de mamíferos (Warzych & Lipinska, 

2020), pero en el ovocito de caballo la glucólisis aerobia es la principal vía de obtención de 
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energía y la que mayores alteraciones sufre durante el proceso de maduración en condiciones 

in vitro (Walter et al., 2019). Este metabolito también tiene un importante papel como 

biomarcador, ya que en vacas con problemas de fertilidad se ha encontrado unas 

concentraciones de glucosa foliculares menores que en vacas sanas (Warzych & Lipinska, 2020). 

En algunas especies como la bovina (Orsi et al., 2005), la felina (Spindler et al., 2000) y la caprina 

(Nandi et al., 2008) el piruvato también tiene una función importante como sustrato energético, 

siendo su metabolismo oxidativo una de las vías esenciales para la producción de energía en 

estas especies. En el caballo las concentraciones de glucosa en el FF son ligeramente superiores 

a las del resto de mamíferos y altas concentraciones de este metabolito durante la MIV tiene un 

efecto positivo en la competencia ovocitaria (Walter et al., 2019). 

En relación al lactato, algunos estudios explican su presencia como un metabolito 

resultado de la glucólisis anaerobia (Warzych & Lipinska, 2020) aunque en base a sus altas 

concentraciones en el FF de humanos, también se ha postulado que podría ser usado como 

fuente de energía para la maduración (Piñero-Sagredo et al., 2010). A pesar de estar poco 

estudiada, no se debe olvidar la composición lipídica del FF ya que se ha demostrado la 

importancia del metabolismo de los lípidos para una adecuada progresión meiótica y 

competencia embrionaria (Richani et al., 2021). 

En base a los hallazgos publicados, es evidente que, tanto en las rutas metabólicas como 

en los sustratos energéticos usados para la obtención de energía, existen variaciones entre 

especies. Además, varios estudios han demostrado que la concentración de nutrientes en los 

medios de MIV no es fisiológica y en algunos animales domésticos como la vaca, la oveja y la 

búfala, ya ha sido comparada en detalle con la de folículos pre-ovulatorios. Estos estudios 

sugieren que las diferencias entre la composición del FF y los actuales medios de MIV pueden 

ser la causa de la deficiente competencia de los ovocitos madurados in vitro (Nandi et al., 2008; 

Orsi et al., 2005). 
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De forma específica en los équidos, el metabolismo de los CCOs ha sido descrito como 

único comparado con otras especies, por lo que podría ser muy relevante conocer con más 

detalle la composición metabólica folicular, así como las vías y sus respectivos sustratos, que el 

ovocito utiliza para conseguir una maduración y competencia embrionaria óptimas (Lewis, 

Hinrichs, Leese, McG. Argo, et al., 2020). En la actualidad, algunos estudios han descrito los 

cambios metabólicos en la composición del FF durante el ciclo ovárico en yegua (Gérard et al., 

2015) y a diferencia de otras especies, ésta no han sido comparada con la composición de los 

medios comerciales de MIV. 

7. Ambiente Oviductal 

7.1. Anatomía y fisiología 

El oviducto ha sido considerado de forma errónea durante mucho tiempo como un mero 

conducto para el encuentro de los gametos y el transporte del embrión hacía el útero. Este 

órgano es un tubo sinuoso que comunica el ovario con el útero, sin embargo se ha demostrado 

que en él se producen sucesos con una importancia vital dentro de la función reproductiva, tales 

como la capacitación, la selección espermática y el desarrollo embrionario temprano (Avilés 

et al., 2010; Pérez-Cerezales et al., 2018).  

El oviducto puede dividirse en tres regiones con diferencias anatómicas y funcionales 

(Figura 8). La parte con forma de embudo más cercana al ovario recibe el nombre de infundíbulo. 

Esta estructura en forma de abanico envuelve la fosa ovulatoria para facilitar la entrada del 

ovocito. A continuación, encontramos el ámpula, se trata de la parte intermedia y más 

expandida, en la cual se produce la fecundación y las primeras divisiones celulares del embrión. 

Por último, se puede diferenciar una zona de transición que da lugar a la estructura final y más 

próxima a útero, denominada istmo. El istmo es la porción muscular y más estrecha, que permite 

el paso de los espermatozoides hacia el ámpula para poder alcanzar así el ovocito y poder 
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fecundarlo; además, es la zona por la que el embrión temprano desciende hacia el útero a través 

de la unión útero-tubárica (Brinsko & Blanchard, 2011). 

El oviducto es un pequeño órgano intra-abdominal accesible únicamente mediante 

cirugía o en animales post mortem, siendo el motivo por el que hasta los años 70, gracias a 

numerosas investigaciones sobre la fisiología y las secreciones oviductales, no se empezó a 

sugerir que en él se llevaban a cabo funciones importantes (Saint-Dizier et al., 2019). Su interior 

está recubierto por una capa de células epiteliales ciliadas que, junto con sus propias secreciones 

y con el plasma filtrado de la sangre componen el FO (González-Fernández et al., 2020). Este 

microambiente va cambiando de forma dinámica, bajo el control hormonal, según el momento 

del ciclo (Lamy, Gatien, et al., 2018), el lugar de la ovulación (Bauersachs et al., 2003), las 

diferentes regiones del oviducto (Maillo et al., 2016) o la presencia de gametos y embriones 

(Hunter, 2012).  

Figura 8. Detalle anatómico macroscópico e histológico del aparato reproductor de la yegua: (a) 

útero, (b) ovarios y (c) oviducto. Las diferentes regiones del oviducto: (1) infundíbulo, (2) ámpula, (3) 

transición ámpula-istmo, (4) istmo y (5) unión útero-tubárica. (A, B) Imágenes de cortes histológicos donde 

se muestra la ultraestructura del ámpula y (C, D) del istmo. (B’) Corte histológico transversal de la 

ultraestructura en detalle del ámpula donde la flecha muestra una célula ciliada y la estrella una célula 

secretora (Maitan et al., 2021). 
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El FO brinda protección, nutrición y transporte a los gametos y al embrión y permite la 

interacción entre éstos y las células epiteliales oviductales (Bastos et al., 2022). Al llegar los 

espermatozoides al oviducto, se produce una importante interacción entre los gametos 

masculinos y las paredes del istmo, uniéndose fuertemente a las células epiteliales y formando 

así un reservorio espermático en dicha zona (Coy et al., 2012). Como explicación a dicho evento, 

ha sido propuesto que la posterior liberación de los espermatozoides permite la selección de 

algunos de ellos para llegar hasta el ovocito. Dicho fenómeno no es del todo conocido, pero si 

ha sido relacionado con el desarrollo de eventos de capacitación e hiperactivación del 

espermatozoide antes de llegar al ovocito para poder fecundarlo (Mahé et al., 2021). Éstas y 

otras funciones de vital importancia en los eventos tempranos de la fecundación están regulados 

por glicoproteínas específicas del FO (Zhao et al., 2022). 

Debido a la importancia de los fluidos reproductivos, en algunas especies el 

conocimiento de la composición del FO ha posibilitado imitar las condiciones fisiológicas, 

permitiendo así el éxito de la fecundación y el desarrollo embrionario in vitro (Avilés et al., 2010). 

7.2. Composición del fluido oviductal 

Como se ha comentado anteriormente, el FO genera un microambiente único y 

dinámico dependiente de múltiples factores, que varía en función de las necesidades 

metabólicas de los gametos y del embrión a medida que éstos transitan por el interior del 

oviducto (Bastos et al., 2022). 

El FO está formado por los componentes que se transportan pasiva o activamente a 

través de la barrera epitelial desde el torrente sanguíneo, los secretados directamente por las 

células epiteliales del oviducto y parte del reflujo del FF que entra en el ámpula junto con el 

oviducto en el momento de la ovulación (Saint-Dizier et al., 2019). Esto genera un fluido muy 

diferente al plasma sanguíneo y fluido uterino, que se encuentra en renovación continua con 
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una compleja composición a base de metabolitos, hormonas, iones, lípidos y proteínas, entre 

otros compuestos (Pérez-Cerezales et al., 2018). 

Las concentraciones oviductales de algunos iones como el calcio, bicarbonato, sodio, 

potasio, magnesio y cloro entre otros, han sido descritas y comparadas con las del suero 

sanguíneo o del fluido uterino en diversas especies (Ménézo et al., 2015). En el mencionado 

trabajo, ya se ha descrito la importancia de iones como el calcio y el bicarbonato en la 

fecundación. En relación a otros iones, algunos hallazgos relevantes han sido descritos, como 

por ejemplo que los niveles oviductales de potasio son superiores que en otros fluidos biológicos 

pero, sin una relevancia demostrada en el proceso de fecundación (Ménézo et al., 2015). Sin 

embargo, otros estudios sí hacen referencia a la importancia de iones como el cloro, que es el 

máximo responsable de la producción de las secreciones del tracto reproductivo, o el sodio que 

es esencial para la expansión del blastocisto ya que depende de bombas reguladas por sodio (S. 

A. Hugentobler et al., 2010). Con respecto al calcio, se ha observado en un estudio en bovino 

que los niveles de calcio oviductal son más altos en el día de la ovulación, pudiendo estar 

relacionado con la inducción de la capacitación e hiperactivación (S. A. Hugentobler, Morris, 

et al., 2007). Por otro lado, no debemos olvidar el papel regulador del pH extracelular en la 

capacitación espermática (González-Fernández et al., 2012) y la delicada sensibilidad que 

presentan tanto los ovocitos como los embriones a los cambios de pH (S. Hugentobler et al., 

2004; Swearman et al., 2018). Hasta el día de hoy la información sobre la composición iónica del 

FO y las funciones de cada electrolito es limitada, sin embargo, juegan un papel muy importante 

en la capacitación, hipermotilidad, RA, calidad ovocitaria y la competencia y desarrollo 

embrionario (Saint-Dizier et al., 2019). 

Recientemente, la importancia de los lípidos como fuente de energía en ovocitos, 

espermatozoides y embriones está tomando cada vez más relevancia frente a las rutas 

metabólicas convencionales que usan sustratos como la glucosa y el piruvato (Richani et al., 
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2021). Además, los lípidos se acumulan tanto en el ovocito como en el embrión, por lo que 

debido a esto y a la gran diversidad de lípidos descrita en el FO, se han sugerido que éstos 

pueden participar en la proliferación como en la diferenciación celular (Saint-Dizier et al., 2019). 

En relación a las hormonas, las principales hormonas esteroideas producidas por el 

ovario, progesterona y estrógenos, han sido encontradas en el FO en una concentración superior 

a la del suero en diversas especies incluida la equina (Ballester et al., 2014; Lamy et al., 2016; 

Nelis et al., 2016). En el humano estas hormonas han sido relacionadas con la modulación de la 

función espermática, en concreto la progesterona aumenta los niveles de calcio intracelular. Por 

el contrario, la producción de progesterona inhibe la secreción de fluido en el oviducto (Barton 

et al., 2020). Por otra parte, los estrógenos oviductales incrementan la producción del FO 

endógeno incrementando así la producción de proteínas oviductales específicas, como la 

oviductina, con funciones clave en la fecundación (Zhao et al., 2022). También ha sido 

demostrada la presencia de prostaglandina en el FO de cerda, vaca y de yegua (Saint-Dizier et al., 

2019), y cómo junto con las hormonas esteroideas modulan el transporte de los gametos y del 

embrión a través del oviducto (Ezzati et al., 2014). Por el contrario, no hay tanta información 

disponible con respecto a la presencia de hormonas gonadotropas, LH y FSH, en las secreciones 

oviductales de los mamíferos. A pesar de que se ha encontrado la expresión de sus receptores 

en el epitelio oviductal de la mujer, de la rata y la cerda, la posible función de estas hormonas 

en el oviducto es aún desconocida (Saint-Dizier et al., 2019).  

En los últimos años se ha publicado la primera descripción de la composición metabólica 

completa del FO en mamíferos comparando diferentes estados del estro, siendo la primera en 

la especie bovina (Lamy, Gatien, et al., 2018) y un par de años más tarde en la especie equina 

(González-Fernández et al., 2020). Estos dos estudios coinciden en la identificación de algunos 

metabolitos como lactato, piruvato, histamina, glicina, creatina, mioinositol y alanina. Además, 

describen de forma común que el lactato es uno de los metabolitos más abundantes en el FO, 
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que la concentración de glucosa es menor que en otros fluidos biológicos y en los principales 

medios de FIV. También observaron que existen diferencias entre las concentraciones de 

algunos metabolitos como la glicina según el momento del ciclo y el lugar de la ovulación. En 

otros metabolitos, cuya función en la fecundación no era tan conocida, como la glicina, el 

mioinositol o la histamina, se han descrito funciones importantes en la capacitación 

espermática, RA, fecundación y/o desarrollo embrionario temprano en especies como el 

hámster (Llanos et al., 2001), la bovina (Boni et al., 2017; Lim et al., 2007) o la humana 

(Governini et al., 2020; Gupta A, et al., 2004). A pesar del conocimiento de la composición y de 

la concentración del metaboloma de las secreciones oviductales, así como de la posible función 

de estos metabolitos en importantes aspectos reproductivos, en caballo se han realizado pocos 

estudios in vitro para comprobar si estos metabolitos usados en concentraciones fisiológicas 

podrían mejorar u optimizar los procesos de fecundación en esta especie. 

De forma más novedosa se han comenzado a realizar estudios sobre la composición 

proteica del FO en especies de mamíferos como la ovina (Soleilhavoup et al., 2016), la bovina 

(Papp et al., 2019), la humana (Wang et al., 2016) y la equina (Smits et al., 2017). En estos 

trabajos se identifican un elevado número de proteínas, siendo algunas específicas del oviducto 

por lo que podrían desempeñar importantes funciones en la regulación de los eventos más 

importantes para la fecundación y el desarrollo embrionario temprano. En su clasificación 

funcional muchas de ellas están involucradas en procesos metabólicos y celulares (Lamy et al., 

2016; Papp et al., 2019) y han sido encontradas formando parte de vesículas extracelulares, lo 

que permite que estas macromoléculas puedan ser incorporadas dentro de los ovocitos, del 

espermatozoide y de los embriones (Harris et al., 2020). Algunas de las más abundantes y 

específicas en el oviducto son la oviductina, la osteopontina y la glicodelina, entre otras (Coy & 

Yanagimachi, 2015; Killian, 2004; Lamy, Nogues, et al., 2018; McCauley et al., 2003).  
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La mejor manera de confirmar el papel regulador en la función reproductiva de los 

componentes oviductales es la realización de ensayos in vitro (Killian, 2004). Algunas proteínas 

han sido estudiadas de forma más específica con el objetivo de dilucidar si mediante su adición, 

bien sea de forma individual o combinadas con otros componentes del FO, podrían contribuir a 

la mejora de los resultados de las técnicas de reproducción asistida (Coy & Yanagimachi, 2015). 

En este sentido, se ha observado que la oviductina, una glicoproteína específica del oviducto, 

puede unirse a ambos gametos y ejercer un efecto positivo en importantes eventos como la 

capacitación, viabilidad y motilidad espermática, interacción del espermatozoide con el ovocito, 

penetración y fecundación, así como en la calidad y desarrollo embrionario (Zhao et al., 2022). 

Otras proteínas como la osteopontina han demostrado mejorar las tasas de fecundación y 

división en bovino al adicionarlas al medio de FIV, pero dicho efecto no ha podido ser replicado 

en la especie equina (Mugnier et al., 2009).  

8. Hallazgos recientes 

Durante la escritura y última etapa de esta Tesis Doctoral fueron publicados dos artículos 

sobre la FIV en el caballo (Felix et al., 2022; Lange-Consiglio et al., 2022), cuyos hallazgos y 

relevancia merecen un apartado para ser comentados.  

En el trabajo de Lange-Consiglio y colaboradores (2022) consiguieron unas tasas de 

fecundación del 44% gracias a la adición de vesículas extracelulares provenientes del cuerno 

uterino y del oviducto ipsilateral a un folículo pre-ovulatorio, poniendo de manifiesto una vez 

más, la importancia de la imitación del ambiente fisiológico (Lange-Consiglio et al., 2022). 

Por otro lado, en el trabajo de Felix y colaboradores (2022), se describe el primer 

protocolo de FIV convencional en el caballo con una tasa de fecundación del 90%, así como una 

tasa de producción de blastocistos del 74% e incluso el nacimiento de potros vivos. En este 

protocolo se consigue una capacitación espermática eficiente mediante la incubación 
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prolongada (22 horas) con epinefrina, hipotaurina y penicilamina. Después de esta incubación 

observan un patrón en PY situado en la pieza intermedia y en regiones ecuatoriales y apicales, 

sugiriendo que este patrón y no el descrito hasta la fecha (PY a lo largo de la cola del 

espermatozoide), es un marcador de una capacitación espermática eficiente. Este tratamiento 

mantiene la motilidad y evita la muerte de los espermatozoides, permitiendo así la posterior RA 

y la fecundación. Además, en este trabajo también se sugiere que la exposición de los 

espermatozoides capacitados a los CCOs induce la RA (Felix et al., 2022). Por otro lado, Lange-

Consiglio y colaboradores (2022), describen la inducción de una capacitación y RA espermática 

utilizando vesículas extracelulares en ausencia de CCOs (Lange-Consiglio et al., 2022). 

La gran limitación de los protocolos descritos en ambos trabajos es que se debe utilizar 

semen fresco, lo que disminuye su posible aplicación de forma rutinaria en los laboratorios de 

FIV. A pesar de ello, estos hallazgos servirán de herramienta para la comprensión de la 

capacitación espermática, de la capacidad de desarrollo de los ovocitos y de la fecundación en 

esta especie.  
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Justificación 

La base del éxito en los procedimientos de FIV en todas las especies es el conocimiento 

de las condiciones donde se producen la fecundación in vivo. Por un lado, la importancia del 

estudio de la composición del ambiente folicular radica en que es el lugar donde el ovocito 

equino alcanza la madurez. Actualmente, no existen suficientes estudios que permitan dilucidar 

si la composición de los medios de MIV es la óptima para conseguir una congruencia entre la 

maduración nuclear y citoplasmática que permita una fecundación exitosa. Por otro lado, es 

importante conocer la composición del ambiente oviductal ya que es donde el ovocito y el 

espermatozoide se fusionan y donde sufren importantes modificaciones antes de que se 

produzca la fecundación.  

En el caballo esta información es muy limitada, principalmente debido a la compleja 

anatomía del oviducto equino y a la baja cantidad de FO que producen las yeguas. Por estos 

motivos, profundizar en la caracterización de estos fluidos reproductivos y comprobar sus 

efectos en ambos gametos nos permitirá definir las condiciones necesarias para conseguir 

protocolos de FIV exitosos. 
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Objetivos 

1. Analizar la composición metabólica del fluido folicular pre-ovulatorio equino y 

compararla con la de los medios comerciales usados para la maduración in vitro de ovocitos 

equinos. 

2. Analizar y comparar la composición proteica del fluido oviductal pre- y post-

ovulatorio equino. 

3. Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de metabolitos encontrados en 

el fluido oviductal post-ovulatorio sobre parámetros relacionados con la capacitación en 

espermatozoides equinos descongelados. 

4. Comprobar el efecto del fluido oviductal post-ovulatorio en la inducción de la 

fosforilación en residuos de tirosina en espermatozoides descongelados y en la fecundación in 

vitro convencional. 
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Material, Métodos y Resultados 

A continuación, se exponen los resultados obtenidos en los cuatro trabajos que 

componen la presente Tesis Doctoral. La sección de Material y Métodos se ha incluido en este 

apartado ya que cada trabajo contiene una descripción detallada de los mismos. Los tres 

primeros trabajos están aceptados y publicados y el último se trata de un estudio preliminar 

presentado como póster en el Congreso Internacional de Reproducción Animal celebrado del 26 

al 30 de junio de 2022 en Bolonia (19th International Congress on Animal Reproduction ICAR 

2020+2). 
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Simple Summary: Commercial  in vitro  embryo production  in horses by  ICSI  (intracytoplasmic 
sperm injection) is currently used to produce embryos clinically. However, the successful pregnancy 
and foaling rates obtained after ICSI are only 10% of the oocytes matured in vitro. Conditions used 
for oocyte in vitro maturation are not optimized for equine oocytes. Hence, in the present work, we 
aimed to elucidate the major metabolites present in equine preovulatory follicular fluid obtained 
from  postmortem  mares  using  proton  nuclear  magnetic  resonance  spectroscopy  (1H‐NMR). 
Twenty‐two metabolites  were  identified;  among  these,  nine  of  them  are  not  included  in  the 
composition of in vitro maturation media. Hence, our data suggest that the currently used media 
for equine oocyte maturation can be further improved. 

Abstract: Production of equine embryos in vitro is currently a commercial technique and a reliable 
way of obtaining offspring. In order to produce those embryos, immature oocytes are retrieved from 
postmortem ovaries or  live mares by ovum pick‐up (OPU), matured  in vitro (IVM), fertilized by 
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), and cultured until day 8–10 of development. However, at 
best,  roughly  10%  of  the  oocytes matured  in  vitro  and  followed  by  ICSI  end  up  in  successful 
pregnancy and foaling, and this could be due to suboptimal IVM conditions. Hence, in the present 
work, we aimed to elucidate the major metabolites present in equine preovulatory follicular fluid 
(FF) obtained from postmortem mares using proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (1H‐
NMR). The results were contrasted against the composition of the most commonly used media for 
equine  oocyte  IVM:  tissue  culture  medium  199  (TCM‐199)  and  Dulbeccoʹs  modified  eagle 
medium/nutrient mixture  F‐12 Ham  (DMEM/F‐12).  Twenty‐two metabolites were  identified  in 
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equine FF; among these, nine of them are not included in the composition of DMEM/F‐12 or TCM‐
199 media,  including  (mean ± SEM): acetylcarnitine  (0.37 ± 0.2 mM), carnitine  (0.09 ± 0.01 mM), 
citrate (0.4 ± 0.04 mM), creatine (0.36 ± 0.14 mM), creatine phosphate (0.36 ± 0.05 mM), fumarate 
(0.05 ± 0.007 mM), glucose‐1‐phosphate (6.9 ± 0.4 mM), histamine (0.25 ± 0.01 mM), or lactate (27.3 ± 
2.2 mM). Besides, the mean concentration of core metabolites such as glucose varied (4.3 mM in FF 
vs. 5.55 mM in TCM‐199 vs. 17.5 mM in DMEM/F‐12). Hence, our data suggest that the currently 
used media for equine oocyte IVM can be further improved. 

Keywords: IVM; oocytes; equine; metabolomic 
 

1. Introduction 

Production of equine embryos in vitro is currently a commercial technique and a reliable way of 
producing  embryos  for  vitrification  or  uterine/oviductal  transfer  [1].  In  order  to  produce  those 
embryos, immature oocytes are retrieved from postmortem ovaries or live mares by ovum pick‐up 
(OPU) [2], matured in vitro (IVM), fertilized by intracytoplasmic sperm injection (ICSI), and cultured 
until day 8–10 of development [3]. However, among all the oocytes used for ICSI, in the best of the 
scenarios, roughly 10% of them end up in successful pregnancy and foaling [1,4]. Surprisingly, when 
in vivo matured equine oocytes are transferred to oviducts of live mares to produce equine offspring, 
the  likelihood  of  pregnancy  rises  to  75%,  contrasting with  the  40%  obtained when  the  oocytes 
transferred are matured in vitro [1]. These results highlight the fact that the media and conditions 
used for oocytes matured in vitro (IVM) largely differ from the physiological conditions required for 
correct  nuclear  and  cytoplasmic  maturation  in  horses,  therefore  decreasing  the  oocyte’s 
developmental competence. 

It has to be noted that the base media more commonly used for equine IVM are tissue culture 
medium 199 (TCM‐199) or Dulbeccoʹs modified eagle medium/nutrient mixture F‐12 Ham (DMEM/F‐
12), which  are  generally  chosen  depending  on  the  preferences  of  the  laboratory where  IVM  is 
performed, and core differences exist among them [5]. Furthermore, none of these media have been 
developed specifically for equine IVM; instead, they were developed for cell culture, albeit equine 
cumulus–oocyte complexes (COCs) are capable of maturing with similar efficiency in either media 
[3,6,7]. 

To try to better understand the physiological conditions that equine COCs require and improve 
current IVM conditions, several reports have tried to address the metabolic requirements of equine 
COCs in vitro [5,6,8], the differences between the proteomic profiles of equine COCs maturated in 
vivo or  in vitro  [8], or the differential expression and  localization of glycosidic residues  in equine 
COCs matured  in vitro vs. in vivo [9], among other approaches. All these reports have revealed a 
specific metabolic profile of equine COCs matured in vitro and important differences between equine 
COCs matured in vitro vs. in vivo. However, no research has been conducted to develop a defined 
oocyte equine‐specific maturation medium. Hence, in the present work, we aimed to elucidate the 
metabolomic  composition  of  equine  preovulatory  follicular  fluid  (FF).  To  do  this,  the  major 
metabolites  present  in  equine  preovulatory  follicular  fluid were  analyzed  by  high‐field  proton 
nuclear magnetic  resonance  spectroscopy  (1H‐NMR)  and  the  results were  contrasted  against  the 
composition of the formerly mentioned media according to the manufacturer’s specifications. 



Animals 2020, 10, 883  3 of 12 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Collection of Equine Follicular Fluid 

Follicular fluid was obtained immediately postmortem at a commercial slaughterhouse, on four 
separate days. At  the  time of  evisceration,  the  entire mare  reproductive  tract was  extracted  and 
carefully inspected. The ovaries were examined and those tracts having a preovulatory follicle ≥35 
mm in diameter, associated with uterine edema on examination of the opened endometrial surface 
(vivid endometrial folds with a gelatinous appearance), were sampled as preovulatory. The fluid was 
collected using a 10 mL plastic syringe attached to a 20 g hypodermic needle. The fluid obtained was 
separated  into  1.5 mL Eppendorf  tubes  and  centrifuged  for  2 min  in  a microcentrifuge  at  room 
temperature (RT) to remove large cellular masses. The supernatant was retrieved, transferred to a 
clean tube, and placed in dry ice until its arrival at the laboratory (4–5 h). Once at the laboratory, the 
fluid was thawed and centrifuged at 16,000× g at 4 °C for 20 min, and the supernatant was transferred 
to a clean tube. The samples were then kept at −80 °C until analysis. 

2.2. Sample Preparation 

Samples of follicular fluid from six different mares (one sample per mare) at the preovulatory 
stage (PRE) were used (n = 6). For the preparation of the nuclear magnetic resonance samples (NMR), 
the  follicular  fluids were  pretreated. A methanol  extraction was  performed with  the  following 
protocol:  samples were defrosted  at  room  temperature  for  30 min  slowly  on  ice  and  170  μL  of 
follicular fluid of each sample were placed in a 1.5 mL Eppendorf tube and 1.3 mL of a mixture of 
methanol:deuterated water in a ratio 2:1 was added to the follicular fluid. The Eppendorf tube with 
the extraction was placed at 4 °C with agitation for 4 h. The mixture was centrifuged at 4 °C at 25,000× 
g for 30 min. The supernatant was transferred to a new 2 mL Eppendorf tube and the samples were 
plunged in liquid N2. Once the mixtures were frozen, samples were subjected to lyophilization. For 
sample analysis, the lyophilized product was resuspended with 500 μL of 0.2 M potassium phosphate 
buffer  in  deuterium  oxide  (D2O) with  a  pH  of  7.4  ±  0.5  and  1.11  μL  of  TSP  (3‐(Trimethylsilyl) 
propanoic acid), to reach a final volume of 500 μL. Samples were briefly vortexed and 500 μL of the 
follicular  fluid/buffer mixture were  finally pipetted  into a 5 mm NMR  tube.  In  all  cases,  sample 
preparation was manually done at RT. 

2.3. NMR Measurements 

Samples were measured at 298 K  in an 800 MHz Bruker spectrometer  (AVANCE  III, Bruker 
Biospin GmbH, Reinsthetten, Germany) equipped with a 1H detected cryoprobe with z‐gradient and 
automatic tuning and matching unit. Optimization of experimental conditions included automated 
tuning and matching, automated locking, and automated shimming using TopShim. The 90° hard 
pulse was optimized to be sample‐specific and the presaturation field strength was adjusted to 25 
Hz. To minimize the  interference of the water content  in  the NMR spectrum, solvent suppression 
techniques were applied. 

For each sample, one‐dimensional (1D) 1H‐NMR spectra were collected using a Carr–Purcell–
Meiboom–Gill (CPMG) pulse sequence; 2D J‐resolved  included 800 × 40 points. Data analysis was 
done using the TopSpin 3.5 software (Bruker Biospin GmbH, Reinsthetten, Germany). Free induction 
decays were multiplied  by  an  exponential  function  equivalent  to  0.3 Hz  line‐broadening  before 
applying a Fourier transformation. All transformed spectra were automatically corrected for phase 
and baseline distortions and referenced to the DSS singlet at 0 ppm for further analysis. 

The 2D‐Jres experiment was also routinely included in the acquisition package, along with the 
1D  1H‐NOESY.  This  experiment  separates  J‐couplings  and  chemical  shifts  in  the  2D  plane  and 
provides a useful and simplified proton‐decoupled projection spectrum. A standard pulse sequence 
with a water peak suppression was used. After 16 dummy scans, 2 free induction decays (FIDs) were 
accumulated into 8 k × 40 data points at a spectral width of 16 ppm. 
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For  assignment  purposes,  a  battery  of  experiments  including  2D‐1H,  13C‐HSQC,  2D‐1H,  1H‐
TOCSY, and 2D 1H‐1H‐NOESY were recorded in a Bruker Avance III 800 MHz spectrometer (Figure 
S1). The  chemical  shift, multiplet  type, and number of contributing nuclei  to each metabolite are 
provided in Table 1 and were determined following previously validated methods [10–12]. 

Table  1.  Chemical  shift  assignment,  multiplicity,  and  number  of  contributing  protons  for  the 
identified metabolites. 

Metabolite Name  Chemical Shift (ppm)  Multiplet Type  Protons Contributing 

Acetylcarnitine 
3.8  dd    
3.2  s  9 
2.6  dd    

Acetate  1.91  s  3 

Alanine 
1.46  d  3 
3.76  q   

Aspartate 
3.89  dd  2 
2.66  dd   

Carnitine 
3.41  m   
3.21  s  9 
2.42  m   

Choline  3.18  s  9 
Citrate  2.52  d  2 
Creatine  3.02  s  3 

Creatine phosphate  3.03  s  3 
Fumarate  6.51  s  2 

Glucose 

5.22  d   
3.88  dd   
3.72  m  1 
3.52  dd   
3.45  m   
3.23  dd   

Glucose‐1‐phosphate 
3.75  m  1 
3.39  t   

Glycine  3.54  s  2 

Histamine 
7.99  s  1 
7.14  s   

Histidine 
7.9  d  1 
7.09  d   

Isoleucine  0.99  d  3 

Lactate 
4.1  q   
1.3  d  3 

Leucine 
3.72  m    
1.70  m  6 
0.94  t   

Pyruvate  2.4  s  3 
Succinate  2.39  s   

Threonine 
4.24  m  1 
1.31     

Valine 
1.02  m  3 
0.97  d   

Multyplet type: s—singlet; d—doublet; t—triplet; dd—doublet of doublets; q—quadruplet; m—multiplet. 

2.4. Commercial Media Composition 

The composition of commercial media routinely used in our laboratory: TCM‐199 with Earle´s 
salts (Ref. 31150022; Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)) and DMEM/F‐12 (Ref. 11320033; 
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Thermo  Fisher  Scientific  (Waltham, MA, USA)) were directly  extracted  from  the manufacturer´s 
website. 

2.5. Statistical Analysis 

Data were analyzed using descriptive statistics to establish the mean, standard error of the mean, 
minimum, and maximum for each metabolite using the software Sigma Plot (ver. 12.0) for windows 
(Systat Software, Chicago, IL, USA). 

3. Results 

3.1. Metabolite Identification 

The chemical shift assignment for each metabolite was performed using a random follicular fluid 
sample; the spectra of the FF (Figure S1) was contrasted against the identified metabolites that were 
chosen based on our previous  study  in horses  [13]. The  list of  the chemical shift  for each proton 
nucleus of each metabolite is provided in Table 1. The measured concentrations of 22 metabolites, 
which were selected based on  the report of González‐Fernández et al.  (2020)  [13], and the known 
identification capabilities of the NMR facility for preovulatory follicular fluid samples are presented 
in Table 2. Pyruvate and succinate are characterized by one single peak with the same chemical shift 
and  cannot  be  discriminated;  therefore,  they  are  presented  as  the  sum  of  both metabolites. All 
metabolites were detected in all the samples except for acetylcarnitine, which could not be detected 
in one sample submitted to NMR analysis. 

Table 2. Concentrations of metabolites detected in equine preovulatory follicular fluid. 

Metabolite 
Follicular Fluid 

(mM) 

Acetlylcarnitine 
0.37 ± 0.2 

(0.02–1.148) 

Acetate  1.5 ± 0.6 
(0.5–4.1) 

Alanine 
1.1 ± 0.14 
(0.74–1.6) 

Aspartate 
2.7 ± 0.3 
(2.1–3.7) 

Carnitine 
0.09 ± 0.01 
(0.04–0.14) 

Choline 
0.03 ± 0.01 
(0.01–0.09) 

Citrate  0.4 ± 0.04 
(0.3–0.5) 

Creatine 
0.36 ± 0.14 
(0.15–0.9) 

Creatine phosphate  0.36 ± 0.05 
(0.2–0.6) 

Fumarate  0.05 ± 0.007 
(0.03–0.07) 

Glucose 
4.3 ± 0.4 
(3.1–5.5) 

Glucose‐1‐phosphate 
6.9 ± 0.4 
(5.75–8.9) 

Glycine  3.2 ± 0.5 
(1.26–4.8) 
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Histamine  0.25 ± 0.01 
(0.2–0.27) 

Histidine 
0.05 ± 0.009 
(0.04–0.07) 

Isoleucine  0.6 ± 0.07 
(0.4–0.9) 

Lactate  27.3 ± 2.2 
(19.3–35.02) 

Leucine 
0.5 ± 0.05 
(0.4–0.8) 

Pyruvate + Succinate 
0.16 ± 0.03 
(0.08–0.3) 

Threonine 
0.35 ± 0.03 
(0.14–0.8) 

Valine  0.13 ± 0.02 
(0.09–0.2) 

The results are presented as mean ± SEM (minimum value−maximum value); the values correspond 
to 6 different mares (n = 6). 

3.2. Comparison of the Metabolites Present in Commercial Media and Equine Preovulatory Follicular Fluid 

Among the 22 metabolites identified in native preovulatory FF, nine of them are not present in 
TCM‐199 or DMEM/F‐12 according to the manufacturer’s specifications (Table 3). These metabolites 
were: acetylcarnitine, carnitine, citrate, creatine, creatine phosphate, fumarate, glucose‐1‐phosphate, 
histamine, and  lactate. Other metabolites such as acetate  is present in FF and TCM‐199 but not in 
DMEM/F‐12, while pyruvate is included in the composition of DMEM/F‐12 and possibly is present 
in FF (as it cannot be discriminated from succinate) but not in TCM‐199. Vivid differences exist in the 
concentration of core metabolites such as lactate (27.3 mM in FF vs. 0 mM in TCM‐199 and DMEM/F‐
12), glucose (4.3 mM in FF vs. 5.55 mM in TCM‐199 vs. 17.5 mM in DMEM/F‐12), alanine (1.1 mM in 
FF vs. 0.28 mM in TCM‐199 vs. 0.05 mM in DMEM/F‐12), aspartate (2.7 mM in FF vs. 0.22 mM  in 
TCM‐199 vs. 0.05 mM in DMEM/F‐12), or glycine (3.2 mM in FF vs. 0.67 mM in TCM‐199 vs. 0.25 mM 
in DMEM/F‐12). 

Table 3. Presence and concentration of the metabolites found in equine preovulatory follicular fluid, 
and in TCM‐199 and DMEM/F‐12 media (manufacturer’s specifications). 

Metabolite  Follicular Fluid 
(mM) 

TCM‐199 
(mM) 

DMEM/F‐12 
(mM) 

Acetate  1.5  0.61  ‐ 
Acetlylcarnitine  0.37  ‐  ‐ 

Alanine  1.1  0.28  0.05 
Aspartate  2.7  0.22  0.05 
Carnitine  0.09  ‐  ‐ 
Citrate  0.4  ‐  ‐ 
Creatine  0.36  ‐  ‐ 

Creatine phosphate  0.36  ‐  ‐ 
Choline  0.03  0.003  0.064 
Fumarate  0.05  ‐  ‐ 

Glucose (d‐Glucose)  4.3  5.55  17.5 
Glucose‐1‐phosphate  6.9  ‐  ‐ 

Glycine  3.2  0.67  0.25 
Histamine  0.25  ‐  ‐ 
Histidine  0.05  0.1  0.15 
Isoleucine  0.6  0.3  0.41 
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Lactate  27.3  ‐  ‐ 
Leucine  0.5  0.46  0.45 

Pyruvate + Succinate  0.16  ‐  0.5 
Threonine  0.35  0.25  0.45 
Valine  0.13  0.21  0.45 

4. Discussion 

In the present work, the metabolome of equine preovulatory FF was investigated using 1H‐NMR. 
Our work revealed the presence of at least 22 metabolites including carbohydrates, amino acids, and 
intermediate metabolites  (Table 2). The metabolome of equine FF at different dominant  follicular 
stages  (early  dominant,  late  dominant,  and  healthy  preovulatory  stage)  has  previously  been 
described by Gérard et al. in 2002 [14]. In their work, they did not detect apparent differences in the 
pattern  or  concentration  of  the  metabolites  detected  among  the  studied  stages.  These  authors 
described  eight peaks  corresponding  to  chemical groups of  sugar  chains and N‐acetyl groups of 
glycoconjugates, CH3 groups of lipoproteins, trimethylamines, acetate, alanine, creatine/creatinine, 
and polyamines, plus a non‐identified peak at 3.1 ppm, but quantitative identification of the peaks is 
not provided [14]. In our work, we detected 21 peaks (as succinate and pyruvate were overlapped; 
Table 1); an explanation  for  the differences  found  in  the number of peaks  (8 vs. 21) can be easily 
explained as Gérard et al. (2002) used a 200 MHz Bruker spectrometer (in our work we used an 800 
MHz  spectrometer  and  a  cryoprobe)  and  the  samples were directly diluted  in deuterated water 
(instead of being previously subjected to a methanol extraction and lyophilization as in the present 
work), likely resulting in higher water interferences and lower spectra resolution [14]. Hence, in the 
formerly mentioned work, some peaks as citrate are suspected, while in our work, it was detected in 
all samples due  to a better  resolution of current NMR spectrometers  (Tables 1 and 2).  It must be 
mentioned that citrate and fumarate are not routinely added to base equine IVM media (Table 3) as 
both are intermediate metabolites produced by the metabolism of glucose in the tricarboxylic acid 
cycle  (TCA); specifically, citrate comes  from acetyl‐CoA and oxaloacetate  in  the  tricarboxylic acid 
cycle (TCA). Citrate acts as a key substrate for epigenetic modifiers in the oocyte [15,16] and is a link 
between TCA, E‐hydroxybutyrate, and lipid metabolism in FF [17,18], so adequate supplementation 
could  be  important  during  equine  IVM  and  should  be  added  to  TCM‐199  (Table  3). Regarding 
pyruvate, this molecule has been previously reported to range between 0.03 and 0.13 mM in FF from 
early and late dominant equine follicles, respectively [19]. This metabolite has been demonstrated to 
be crucial for adequate oocyte metabolism [5] and is also involved in active reactive oxygen species 
scavenging [20]. In equine oocytes, it has been demonstrated that when DMEM/F‐12 is supplemented 
with  pyruvate  at  0.15  mM,  this  induces  an  increase  in  glycolytic  activity,  without  affecting 
mitochondrial  oxidative  phosphorylation  [5].  The  concentration  of  pyruvate  above  reported  for 
equine FF  [19] coincides with our work  in which 0.16 mM ± 0.03 was observed. However,  in our 
experiments, succinate could not be discriminated from pyruvate, and thus, exact values cannot be 
provided; nevertheless, as per previous  reports, pyruvate addition  to equine  IVM media and  the 
concentration at which it is supplemented needs to be seriously considered. 

The  research  group  of  Gérard  et  al.  also  published  in  2015  another  report  in which  they 
performed a comparative metabolomic study of porcine, equine, and bovine FF [21]. In this report, 
even when the extraction method remained the same as in their previous work, a 500 mHz 1H‐NMR 
spectrometer was used and the resolution of the analysis was improved. In this work, they described 
the presence  and  concentration  of  some metabolites  that  coincide with  the  ones  reported  in  the 
present work such as acetate, alanine, citrate, and glucose (alpha and beta, while in our work, glucose 
and  glucose‐1‐phosphate  were  detected)  [21].  However,  the  concentration  of  other metabolites 
reported in their work such as histidine (0.05 ± 0.009 mM in our work vs. 0.27 mM [21]) and valine 
(0.13 ± 0.02 mM in our work vs. 0.37 mM [21]) do not agree with our findings. These differences can 
be attributed to the different equipment used, the sample extraction method, or the fact that Gérard 
et al. (2015) recovered the FF by transvaginal aspiration of follicles around 33 mm and in our work 
postmortem FF was obtained from bigger follicles (35–45 mm). Interestingly, lactate concentration 
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largely differs in our report compared with that obtained by Gerard et al. [21] (27.3 mM ± 2.2 vs. 0.70 
mM ± 0.18, respectively), the time between mare decease and sample obtention being around 30 min. 
This time lapse could lead to lactate postmortem accumulation [22] as previously observed for equine 
oviductal fluid [13]. Nevertheless, the high lactate concentration observed in the present work (19.3–
35.02 mM) cannot be solely explained as the metabolism of the typical amount of available glucose (2 
molecules of lactate per 1 of glucose consumed [17]), as the concentration of glucose observed in our 
work matches previous reports [14,19,21,23], and thus appears to reflect a high level of lactate in the 
equine FF. However, it has to be noticed that the equine FF analyzed by Gérard et al. (2015) [21] was 
retrieved when the dominant follicle reached 33 mm, while it has been demonstrated that in equine 
follicles reaching 39 mm 24 h after equine crude gonadotropin administration, the lactate values reach 
4 mM, this concentration of lactate being closely related to adequate meiosis resumption in equine 
oocytes [19]. Similar findings among lactate production during IVM and oocyte competence in the 
horse  have  been  recently  reported  in  vitro  [5],  highlighting  the  important  relationship  existing 
between anaerobic glycolysis and oocyte meiotic competency in the horse, strongly suggesting that 
FF may  be providing  energy  to  the  oocyte  in  the  form  of  lactate  as postulated  in  humans  [17]. 
Furthermore, high lactate concentrations in the FF have been linked to improved pregnancy rates in 
humans  [24],  and  this  metabolite  could  be  an  important  additive  contributing  to  osmolarity 
adjustment, as reported in human oviductal fluid [25]; hence, lactate would need to be supplemented 
to equine IVM media (Table 3). 

Notably  in our NMR spectra, different  intracellular metabolites such as glucose‐1‐phosphate, 
creatine, creatine phosphate, and carnitine were  found. These metabolites cannot be  incorporated 
into the oocytes in their molecular form and may have been released from the granulosa cells due to 
cellular  damage.  However,  recent  investigations  have  demonstrated  that  a  wide  variety  of 
intracellular metabolites are also present in the oviductal fluid of cows and horses [13,26], embedded 
in  extracellular  vesicles  [27].  The  compounds  included  in  these  vesicles  could  enter  the 
oocytes/embryos via fusion as previously demonstrated in mouse embryos [28], contributing to the 
oocyte´s developmental  competence  and metabolism  as  observed  in  cows  [29].  It  is  known  that 
carnitine plays a major role in the catabolism of lipids, allowing the transport of fatty acids from the 
cytosol to the mitochondria, where they are metabolized through beta‐oxidation, which has also been 
identified in human FF [30]. Surprisingly, this work demonstrated the presence of carnitine in the FF 
but did not find expression of the enzymes involved in the carnitine synthesis either in oocytes or in 
cumulus cells. In contrast, the enzymes related to beta‐oxidation were highly expressed in the oocyte 
and cumulus cells as also demonstrated in horses [8]. Therefore, this compound may also need to be 
somehow  included  in equine IVM media to ensure adequate oocyte  lipid metabolism  [30], as  low 
concentration of carnitine in the FF has been associated with low reproductive performance outcome 
in  sows  [31]. The presence  of  creatine  in  the  equine  FF  has  been previously  reported  at  similar 
concentrations to the ones reported in the present work  [14]. Creatine and creatine phosphate are 
produced  as a  result of  arginine and glycine metabolism. Even when arginine was not  found  in 
equine FF (Tables 1 and 2), arginine was present in TCM‐199 (0.33 mM) and DMEM/F‐12 (0.7 mM). 
Interestingly, arginine depletion during the final 6 h of IVM of human oocytes was associated with a 
higher maturation potential [32,33]. Hence, even when arginine was not detected in our experiments 
(Table 1), our data suggest that an active metabolism of arginine could be occurring during in vivo 
maturation of equine oocytes explaining  the depletion of  this amino acid  in  the FF and  thus,  the 
arginine present in the equine IVM media (TCM‐199 and DMEM/F‐12) could be needed. Glycine is 
known to be an organic osmolyte that regulates osmolarity in cells and embryos [34] and is one of the 
most abundant amino acids in follicular and uterine fluids [35]. Interestingly, its concentration in the 
FF has been demonstrated to predict the cleavage rate of oocytes after insemination (being a stronger 
marker of cleavage capacity in lower grade oocytes) as well as to be a good marker of the blastocyst 
rate in bovine [36]. Hence, considering the vivid difference existing in glycine concentration among 
TCM‐199, DMEM/F‐12, and native equine preovulatory FF (Table 3), the concentration at which this 
amino acid is added to equine IVM media should be carefully evaluated. 
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Interestingly,  glucose‐1‐phosphate  was  detected  in  equine  preovulatory  FF  (Table  1).  This 
molecule is derived from glycogen, which is generally metabolized in the liver but is also a metabolic 
source used by granulosa cells in humans, pigs, bulls, and mice [15,37,38]. Thus, in view of our data, 
the equine oocyte also relies on glycogen metabolism as is also proposed in previous reports [5]. This 
is an interesting finding as, in our experiments, the amount of glucose‐1‐phosphate found (6.9 mM ± 
0.4) surpassed  the quantity of glucose  (4.3 ± 0.4 mM),  indicating  that glycogen metabolism could 
support equine oocyte maturation in vivo, and more research is needed in this field, as this energy 
source is not generally considered in equine oocytes. 

Other metabolites such as histamine, which has recently been found in equine oviductal fluid 
[13], are also present in horse FF and could be involved in ovulation induction, as observed in rabbits 
and rats [39,40] and as also postulated in horses [41]. 

Our  results demonstrate  that  the  base media  used  for  equine  IVM  and  the  composition  of 
preovulatory equine FF greatly differ. One limitation of the present study is that the composition of 
fetal bovine serum (FBS) that is usually added at concentrations ranging from 10% to 20% to equine 
IVM media has not been  considered  [4,42].  It  is well known  that FBS  composition greatly varies 
among batches, and thus, a significant error could be introduced if the composition of a single batch 
was considered; this is why FBS composition is not considered in the present report. 

5. Conclusions 

In  conclusion,  our  data  provide  new  insights  into  equine  preovulatory  follicular  fluid 
composition comparing it with the most widely used commercial media available for equine IVM 
(TCM‐199 and DMEM/F‐12). Our data provide new metabolite information that should be considered 
to design specific equine IVM media and help to improve current in vitro fertilization outcomes in 
the equine species. More research is warranted to better understand the metabolic requirements of 
equine  oocytes  and  the  relationship  among  metabolism,  oocyte  meiotic  competence,  and 
developmental competence. 
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Metabolite assignment on 1D 1H NMR spectra of an FF sample. (A) Chemical shift region from 6.4 to 8.0 ppm, 
(B) chemical shift region from 3 to 4.2 ppm, (C) chemical shift region from 1.8 to 2.5 ppm, (D) chemical shift 
region from 0.8 to 1.5 ppm. 
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Equine fertilization cannot be performed in the laboratory as equine spermatozoa do

not cross the oocyte’s zona pellucida in vitro. Hence, a more profound study of equine

oviductal fluid (OF) composition at the pre-ovulatory and post-ovulatory stages could

help in understanding what components are required to achieve fertilization in horses.

Our work aimed to elucidate the proteomic composition of equine OF at both stages. To

do this, OF was obtained postmortem from oviducts of slaughtered mares ipsilateral

to a pre-ovulatory follicle (n = 4) or a recent ovulation (n = 4); the samples were

kept at −80◦C until analysis. After protein extraction and isobaric tags for relative

and absolute quantification (iTRAQ) labeling, the samples were analyzed by nano-liquid

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The analysis

of the spectra resulted in the identification of a total of 1,173 proteins present in

pre-ovulatory and post-ovulatory samples; among these, 691 were unique for Equus

caballus. Proteins from post-ovulatory oviductal fluid were compared with the proteins

from pre-ovulatory oviductal fluid and were categorized as upregulated (positive log fold

change) or downregulated (negative log fold change). Fifteen proteins were found to be

downregulated in the post-ovulatory fluid and 156 were upregulated in the post-ovulatory

OF compared to the pre-ovulatory fluid; among the upregulated proteins, 87 were

included in the metabolism of proteins pathway. The identified proteins were related to

sperm–oviduct interaction, fertilization, and metabolism, among others. Our data reveal

consistent differences in the proteome of equine OF prior to and after ovulation, helping

to increase our understanding in the factors that promote fertilization and early embryo

development in horses.

Keywords: horse, oviductal fluid, ovulation, mass spectrometry, proteome, domestic animal reproduction

INTRODUCTION

Assisted reproductive technologies (ARTs) are commonly used in the field of reproduction to obtain
embryos in domestic species (1). Currently, in vitro fertilization (IVF) is the technique of choice
to produce embryos in vitro in domestic species such as bovine (2). The first report of unequivocal
successful IVF in domestic species was published in rabbits in 1954 (3, 4). In this report, the authors
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used spermatozoa recovered from the female’s reproductive
tract after artificial insemination to perform IVF (3). Until that
moment, IVF failure was associated with the lack of adequate
induction of sperm capacitation, a maturational process in which
the spermatozoon needs to fully acquire its fertilizing capacity
(4, 5). Since then, fertilization media were designed for each
species based on the composition of the reproductive fluids,
which consistently vary among species (bovine, human, mice,
and porcine) (6, 7). Unfortunately, despite the efforts of different
research groups around the world, the in vitro production of
equine embryos is still very inefficient, in part due to the low
success rate of in vitro fertilization that varies from 0 to 33% (8, 9).

Recent research demonstrates that the failure of equine IVF
is most likely attributable to the inability of the spermatozoa
to penetrate the oocyte’s zona pellucida (10) and, hence,
to a suboptimal composition of the fertilization media that
results in ineffective sperm capacitation (9, 11). This theory
is supported by the fact that oviductal transfer of in vitro
matured equine oocytes in an inseminated mare results in
embryonic development at similar rates to those obtained
from spontaneous ovulations (12). Interestingly, it has been
described that equine IVF conditions support the binding of
stallion spermatozoa to the zona pellucida, but they fail to
induce the acrosome reaction and other capacitation-related
events (8). Therefore, mimicking the conditions of the oviductal
environment could be the key for successful equine IVF as it
provides the ideal microenvironment for fertilization, promoting
adequate sperm capacitation (8). A deeper understanding of the
composition of oviductal secretions is required to better mimic
the oviductal milieu and to ensure sperm capacitation in vitro in
the horse.

Oviductal fluid (OF) is composed of ions, hormones, growth
factors, metabolites, and proteins, among other compounds (6).
The oviduct is lined with an epithelium coated by OF, which is
composed of secretions of these cells and of blood plasma filtrate
(11). Hence, the oviduct provides a dynamic microenvironment
that changes according to the stage of the estrus cycle (13),
ovulation site (14), oviductal region (15), and the presence of
gametes or embryos (16). At present, the addition of natural
reproductive fluids to commercial IVF media has been shown to
improve embryo quality and yield in cows (2), highlighting the
importance of studying the composition of oviductal secretions
to improve current ARTs in domestic species (17).

The composition of the OF greatly varies depending on the
species in study; hence, the results obtained from a single species
cannot be extrapolated to others (18). In the particular case
of horses, the difficult anatomical approach of the oviduct, the
limited number of equine slaughterhouses, and the low amount
of OF produced (11) render the addition of native oviductal fluid
to the IVF media unfeasible in horses.

For these reasons, to fully develop an equine IVF protocol
and to increase the embryo yield and the quality of the embryos
produced in vitro, a more profound study of the physiology of
the oviduct and the composition of its secretions is of outmost
importance (8). Previous studies have reported the metabolome
of equine OF (11) or the proteome of OF in mares during early
embryo development (19), but more research is required to fully

unravel the key factors leading to successful fertilization in vitro
in horses.

One of the main components of the OF are proteins, but
their functions are still under study (6, 18). In horses, consistent
differences in the proteomic composition of the oviductal
secretions in pregnant mares compared to non-pregnant
counterparts, and also in the ipsilateral and contralateral oviduct
where the embryo is allocated, have been described (19). In this
regard, some authors claim that unsuccessful in vitro fertilization
is related to the lack of specific proteins in the fertilization
medium that may be impeding complete sperm capacitation (6).

Thus, in the present work, we aimed to elucidate the
proteomic composition of equine OF at the pre-ovulatory and
post-ovulatory stages. Besides, the different protein compositions
between both stages were also contrasted. Our results show that
the proteome of equine OF varies prior to and post-ovulation.
Interestingly, enrichment analysis of the upregulated proteins
revealed that 15 proteins were found to be downregulated and
156 were upregulated in post-ovulatory OF compared to pre-
ovulatory OF. Using the enrichment analysis approach, the
main categories identified were directly related with metabolism.
The Reactome pathway analysis showed that, in the proteins
identified as upregulated in the post-ovulatory OF, 87 of them
were included in the metabolism of proteins pathway and 56
were enclosed in the developmental biology pathway, revealing
an intense protein turnover during early embryo development
in horses.

MATERIALS AND METHODS

Collection of Oviductal Fluid
Oviducts were obtained immediately postmortem at a
commercial slaughterhouse, on three separate days. At
evisceration, the entire reproductive tract was extracted
and carefully inspected. The ovaries were examined and those
tracts with a pre-ovulatory follicle ≥35mm in diameter (as
confirmed after opening the follicle using a scalpel blade),
associated with uterine edema on examination of the opened
endometrial surface (vivid endometrial folds with a gelatinous
appearance), were sampled as pre-ovulatory (pre-OV). When
the ovaries had evidence of a recent ovulation, as confirmed
after sectioning the ovary to examine the presence of a corpus
hemorrhagicum or juvenile corpus luteum (CL) identified as a
luteal structure with a large, red central clot and a luteinized
wall that was still visibly crenulated, the reproductive tracts were
classified as post-ovulatory (post-OV) and also harvested. The
oviduct and the attached ovary containing the pre-ovulatory
follicle or the CL were separated from the uterus distally to the
uterotubal junction, the ovary was dissected, and the oviduct was
carefully dried with a tissue and placed into a Petri dish within
∼30min of slaughter. A non-heparinized hematocrit capillary
tube (Merck, Madrid, Spain) attached to a 5-ml syringe by a
silicone tube was inserted into the ampulla of the oviduct through
the infundibular opening. Gentle aspiration was performed to
recover fluid, and the fluid retrieved was expressed into 500-µl
tubes. Aspiration was repeated for a total of at least three times
per oviduct. The retrieved fluid was centrifuged for 2min in
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a microcentrifuge at room temperature (RT) to remove large
cellular masses. The supernatant was retrieved, transferred to a
clean tube, and placed in dry ice until its arrival at the laboratory
(4–5 h). Once at the laboratory, the OF was centrifuged at 16,000
× g at 4◦C for 20min and the supernatant transferred to a clean
tube. The volume obtained was measured using a micropipette,
and the samples were then kept at −80◦C until analysis. A total
of four pre-ovulatory OF samples and four post-ovulatory OF
samples were submitted for proteomic analysis. Each sample was
extracted from an individual female (n = 8 samples in total).
Between 8 and 10 µl per sample was used for proteomic analysis.

Protein Digestion and Tagging With the
iTRAQ® 8-Plex Reagent
After sample thawing, the total protein concentration of each
sample was determined using the Pierce 660-nm protein
assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA). For digestion, 40 µg
of protein from each replicate and condition (pre-ovulatory
OF, n = 4; post-ovulatory OF, n = 4) was precipitated
by the methanol/chloroform method. Protein pellets were
resuspended and denatured in 20 µl of triethylammonium
bicarbonate (TEAB; 7M urea/2M thiourea, 0.1M, pH 7.5;
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany), reduced
with 1 µl of 50mM Tris (2-carboxyethyl)phosphine (TCEP; AB
SCIEX, Foster City, CA, USA), pH 8.0, at 37◦C for 60min, and
followed by 2 µl of 200mM cysteine-blocking reagent (methyl
methanethiosulfonate, MMTS; Pierce) for 10min at RT. The
samples were diluted up to 120 µl to reduce the urea/thiourea
concentration with 50mM TEAB. Digestions were initiated by
adding 2 µg of sequencing grade modified trypsin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) to each sample in a ratio of 1:20
(w/w), which were then incubated at 37◦C overnight on a shaker.
Sample digestions were evaporated to dryness.

Each trypsin-digested sample, previously reconstituted with
80 µl of 70% ethanol/50mM TEAB, was labeled at RT for
2 h with a half unit of iTRAQ Reagent 8-plex kit (AB SCIEX,
Foster City, CA, USA). Isobaric tags for relative and absolute
quantification (iTRAQ) labeling was performed according to the
following schema: iTRAQ 113 reagent: pre-ovulatory OF R1;
iTRAQ 114 reagent: pre-ovulatory OF R2; iTRAQ 115 reagent:
pre-ovulatory OF R3; iTRAQ 116 reagent: pre-ovulatory OF R4;
iTRAQ 117: post-ovulatory OF R1; iTRAQ 118 reagent: post-
ovulatory OF R2; iTRAQ 119 reagent: post-ovulatory OF R3; and
iTRAQ 121 reagent: post-ovulatory OF R4. After labeling, the
samples were combined and the reaction stopped by evaporation
in a SpeedVac. Salts were washed using a Sep-Pak C18 cartridge
(Waters, Milford, MA, USA).

Liquid Chromatography and Mass
Spectrometry Analysis
A 2-µg aliquot of each sample was subjected to 2D nano-
liquid chromatography electrospray ionization tandem mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS) analysis using a nano-liquid
chromatography system (Eksigent Technologies NanoLC Ultra-
1D Plus, AB SCIEX, Foster City, CA, USA) coupled to a high-
speed TripleTOF 5600 mass spectrometer (SCIEX, Foster City,

CA, USA) with a Nanospray III source. The injection volume
was 5 µl. The analytical column used was a silica-based reversed-
phase nanoACQUITY UPLC 75-µm× 15-cm column (Waters),
with 1.7µm particle size. The trap column was an Acclaim
PepMap 100 column (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA), with 5µm particle diameter and 100 Å pore size, switched
on-line with the analytical column. The loading pump delivered
a solution of 0.1% formic acid in water at 2 µl/min. The nano-
pump provided a flow rate of 250 nl/min and was operated
under gradient elution conditions using 0.1% formic acid in
water as mobile phase A and 0.1% formic acid in acetonitrile as
mobile phase B. Gradient elution was performed according to the
following scheme: isocratic conditions of 96% A/4% B for 5min,
a linear increase to 40% B in 205min, then a linear increase to
90% B for an additional 15min, isocratic conditions of 90% B for
10min, and a return to the initial conditions in 2min. The total
gradient length was 250 min.

Data acquisition was performed with the TripleTOF 5600
system. Ionization occurred under the following conditions: ion
spray voltage floating (ISVF), 2,800V; curtain gas (CUR), 20;
interface heater temperature (IHT), 150; ion source gas 1 (GS1),
20; and declustering potential (DP), 85V. All data were acquired
using the information-dependent acquisition (IDA) mode with
Analyst TF 1.7 software (AB SCIEX, Foster City, CA, USA).
For the IDA parameters, a 0.25-s MS survey scan in the mass
range of 350–1,250 Da was followed by 30 MS/MS scans of
150ms in the mass range of 100–1,500 Da (total cycle time,
4.5 s). Switching criteria were set to ions greater than the mass-
to-charge ratio (m/z) 350 and smaller than m/z 1,250, with a
charge state of 2–5 and an abundance threshold of more than 90
counts per second. Former target ions were excluded for 20 s. The
IDA rolling collision energy (CE) parameters script was used for
automatically controlling the CE.

Data Analysis and Statistics
The MS/MS spectra were exported to mgf format using
Peak View v1.2.0.3 and searched using Mascot Server 2.5.1,
OMSSA 2.1.9, X!TANDEM 2013.02.01.1, and Myrimatch
2.2.140 against a composite target/decoy database built from
the Equus caballus reference proteome sequences at UniProt
Knowledgebase (January 2020), together with commonly
occurring contaminants. After recalibration of patent ion mass
measurements using high-scoring X!TANDEM hits, the search
engines were configured to match potential peptide candidates
with mass error tolerance of 10 ppm and fragment ion tolerance
of 0.02 Da, allowing for up to two missed tryptic cleavage
sites and isotope error (13C) of 1, considering a fixed MMTS
modification of cysteine and variable oxidation of methionine,
pyroglutamic acid from glutamine or glutamic acid at the
peptide N-terminus, acetylation of the protein N-terminus,
and modifications of lysine, tyrosine, and peptide N-terminus
with iTRAQ 8-plex reagents. Score distribution models were
used to compute the peptide-spectrum match p-values (20),
and spectra recovered by a false discovery rate (FDR) ≤ 0.01
(peptide-level) filter were selected for quantitative analysis.
Approximately 5% of the signals with the lowest quality were
removed prior to further analysis. Differential regulation was
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measured using linear models (21), and statistical significance
was measured using q-values (FDR). All analyses were conducted
using software from Proteobotics (Madrid, Spain).

RESULTS

Proteomic analysis resulted in the identification of a total of 1,173
proteins that were present in pre-ovulatory and post-ovulatory
OF. Only the characterized proteins with at least one peptide and
FDR < 0.01 have been presented (Supplementary Table 1).

For enrichment analyses, the UniProt1 accession numbers
were associated with the gene names and Ensembl2 IDs by using
the databases for E. caballus proteins, genes, and transcripts
from DAVID Bioinformatics3 (22, 23) and g:Profiler4 (24).
Enrichment analysis of the proteins identified in the OF was
performed using the Functional Annotation Tool provided
by DAVID Bioinformatics. Gene Ontology (GO) (molecular
function, cellular component, and biological process), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), and UniProt
keywords were used as the annotation databases. Among the
initial 1,173 proteins, the DAVID software recognized 691 unique
proteins from the E. caballus species (Supplementary Table 2A).
Enrichment analysis of these 691 proteins revealed that
54.3% (375 among the initial 691) were associated with
the extracellular exosome category (GO:0070062) and 111
with the cytoplasm category (GO:0005737). Reactome5

pathway analysis of the identified proteins belonging to
these two GO categories was performed by exploring the
corresponding gene names in the Homo sapiens database
(Supplementary Tables 2B,C). Additionally, Voronoi pathway
visualizations (Reacfoam) (Figure 1) showed that proteins
belonging to the categories extracellular exosome (GO:0070062)
and cytoplasm (GO:0005737) were almost equally involved to
pathways related to metabolism, immune system, cell cycle,
and developmental biology, among others. On the other hand,
proteins from the category extracellular exosome showed a
unique involvement in the processes of hemostasis and organelle
biogenesis and maintenance, while proteins from the category
cytoplasm were involved in signal transduction processes.
Moreover, proteins from extracellular exosome were associated
with disease-related pathways. To represent protein changes
in pre- and post-ovulatory equine OF, the iTRAQ results
(1,173 characterized proteins) were analyzed to obtain log2
fold changes. Proteins from post-ovulatory OF were compared
with the proteins from pre-ovulatory OF and were categorized
as upregulated (positive log fold change) or downregulated
(negative log fold change) (Figure 2). Only differentially
expressed upregulated or downregulated proteins categorized
as “likely” or “confident” (FDR < 0.05 and FDR < 0.01,
respectively) and with p < 0.05 were taken into consideration
and are listed in Figure 1, Supplementary Table 3. Among

1https://www.uniprot.org/
2https://www.ensembl.org/index.html
3https://david.ncifcrf.gov/
4https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/convert
5https://reactome.org/

the identified proteins, 15 were found to be downregulated in
post-ovulatory OF compared to the pre-ovulatory counterpart
and 156 were upregulated in post-ovulatory OF compared to
pre-ovulatory OF.

Enrichment analysis of the upregulated and downregulated
proteins was performed on the corresponding Ensembl IDs using
the g:GOSt Functional profiling tool6 of g:Profiler. Ensembl
IDs were examined as ordered query in the E. caballus
database, taking into consideration only annotated genes.
GO molecular function, cellular component, and biological
process and KEGG were used as the annotation databases
(Supplementary Tables 4A, 5A). Furthermore, pathway analyses
of the downregulated and upregulated proteins in equine post-
ovulatory vs. pre-ovulatory OFs were performed exploring
the corresponding gene names in the H. sapiens database
(Supplementary Tables 4B, 5B). Representative pictures of the
enriched GO and KEGG categories in downregulated and
upregulated proteins were obtained uploading gene symbols in
the E. caballus database of the bioinformatics tool Omicsbean7

(Figure 3).
Interestingly, when the enrichment analysis was performed

for the 15 downregulated proteins (Supplementary Table 4A),
seven of them (47% of the proteins) were included in the category
metabolic pathways (KEGG:01100). The downregulated proteins
under this category were aminoacylase 1 (ACY1), glutathione
S-transferase Mu 1 and 3 (GSTM1 and GSTM3, respectively),
glutamine–fructose-6-phosphate aminotransferase 1 (GFPT1),
NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 1 (NME2),
lactate dehydrogenase B (LDHB), and phosphoglycerate
dehydrogenase (PHGDH).

On the other hand, when the 154 upregulated proteins
were investigated using an enrichment analysis approach, the
main categories identified were directly related to metabolism
(Supplementary Table 5A). In the metabolic process category
(GO:0008152), 116 proteins (75% of the initial 167 upregulated
transcripts) were enclosed, organic substance metabolic process
(GO:0071704) involved 110 proteins (71%), and cellular
metabolic process (GO:0071704) included 109 proteins (71%),
while in nitrogen compound metabolic process (GO:0006807)
and primary metabolic process (GO:0044238), 107, and 105
proteins were included, respectively. Of note is that 35%
of the proteins were involved in peptide metabolic process
(GO:0006518), suggesting an active protein synthesis and
remodeling in the post-ovulatory phase. Moreover, 124 (81%)
post-ovulatory upregulated proteins were localized in the
cytoplasm (GO:0005737), in particular in the cytosolic ribosome
(GO:0005840; 31%). Interestingly, eight upregulated proteins
in post-ovulatory OF were grouped into the categories single
fertilization (GO:0007338), sperm–egg recognition (GO:0035036),
and binding of sperm to zona pellucida (GO:0007339). The
proteins involved in these categories were the T-complex 1
(TCP1) and its chaperonin-containing TCP1 subunits 2, 3, 5,
7, and 8 (CCT2, CCT3, CCT5, CCT7, and CCT8, respectively),
together with sperm autoantigenic protein 17 (SPA17).Moreover,

6https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost
7http://www.omicsbean.cn/
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FIGURE 1 | Summary of data analysis for the comparison of post-ovulatory oviductal fluid (post-OF) vs. pre-ovulatory oviductal fluid (pre-OF). (A) The number of

expressed proteins (upregulated, downregulated, or non-differentially regulated—left column) and their degrees of confidence (right column) are represented. A total of

1,302 hypotheses were tested. Log2 fold changes and q-values (false discovery rate, FDR) were considered to identify the differentially expressed (upregulated and

downregulated) proteins in the post-OF vs. the pre-OF group. (B) Volcano plot representing the differentially and non-differentially expressed proteins. Only proteins

with q < 0.05 and –log10 p > 2 were considered differentially expressed (blue). Positive log2 fold changes represent upregulated proteins and negative log2 fold

changes represent downregulated proteins. (C) For ease of analysis in Equus caballus databases, repeated, unresolved, and uncharacterized proteins were removed.

A total of 1,173 unique, inferred, and characterized proteins (listed in Supplementary Table 1) were finally analyzed according to their log2 fold changes and q-values

(FDR). Proteins with q-values (FDR) > 0.05 were considered not differentially expressed (1,002 proteins, 86%). Proteins with q < 0.05 were considered differentially

expressed (171 proteins, 14%). Positive fold changes represent upregulated proteins (156 proteins, 13%), whereas negative fold changes represent downregulated

proteins (15 proteins, 1%). The figures were created with Microsoft Excel and GraphPad Prism.

five out of these eight proteins were under the category zona
pellucida receptor complex (GO:0002199). STRING8 was used
to investigate the protein–protein interaction networks. Protein
names were searched in the H. sapiens database as multiple
protein query. STRING revealed that all these proteins, except
SPA17, were also specifically associated with the highest edge
confidence (Figure 4), so it may be assumed that they contribute
to a shared function. In addition, the Reactome pathway
analysis of the upregulated proteins showed their involvement
in the categoriesmetabolism of proteins (R-HSA-392499), cellular
responses to stress (R-HSA-2262752), and developmental biology
(R-HSA-1266738), among others (Supplementary Table 5B). An
enrichment analysis of the upregulated proteins belonging to
these categories was performed with GO, confirming their

8https://string-db.org/

involvement not only as structural constituent of ribosome
(GO:0003735) and in peptide metabolic process (GO:0006518)
(Supplementary Table 5C) but also in reactive oxygen species
metabolic process (GO:0072593) (Supplementary Table 5D).

It is worth mentioning that among the upregulated proteins,
there were albumin (ALB), the secretoglobin SCGB1A1, versican
(VCAN), myosin heavy chain 9 (MYH9), and gelsolin (GSN).

DISCUSSION

The present work explores the proteome of equine OF in
the peri-ovulatory period. Our data reveal that consistent
differences exist in the composition of equine OF obtained
from oviducts ipsilateral to a pre-ovulatory follicle and the one
obtained after ovulation, coinciding with previous results in
bovine (25). Interestingly, the enrichment analysis revealed that,
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FIGURE 2 | Voronoi pathway visualization (Reacfoam) for the identified proteins from equine oviductal fluid belonging to the Gene Ontology (GO) categories

extracellular exosome (GO:0070062) (A) and cytoplasm (GO:0005737) (B). A Reactome overrepresentation pathway analysis of the identified proteins listed in the

above-mentioned GO categories (see Supplementary Table 2) was performed with the analysis tool of Reactome (https://reactome.org/) by exploring the

corresponding gene names in the Homo sapiens database. The p-values are shown with the gradient from pink (p > 0.05) through light brown (0.05 < p < 0) to dark

brown (p ≈ 0).

among the 691 unique proteins recognized for E. caballus, 375
(54.3%) were associated with the extracellular exosome category
(GO:0070062). Hence, the majority of the identified proteins
in equine OF may be involved in cell-to-cell communication
as the identified protein cargo may be delivered from the
oviductal milieu to the gametes/embryos in membrane-enclosed
microparticles, as also demonstrated in other species (18, 26).
The second category obtained in the enrichment analysis
was cytoplasm (GO:0005737; 200 identified proteins), which
corresponds with 28.9% of all the identified proteins, as
also described in other species in which 13–27% of all the
identified proteins were shown to have a cytoplasmic origin
(18). The cytoplasmic origin of the proteins could be related
to epithelial cell breakdown during OF extraction, or, most
likely, they could be derived from apocrine or non-canonical
secretory pathways (27, 28). Interestingly, these cytoplasmic
proteins have also been described to have an exosomal origin
(28). In our samples, the enrichment analysis revealed that
111 proteins identified as having a cytoplasmic origin (55.5%)

were also enclosed in the extracellular exosome category (data
not shown). Hence, it is likely that this cytoplasmic protein
cargo is delivered by extracellular vesicles to the gametes
and embryos.

The Reactome pathway analysis showed that, in the proteins
identified as upregulated in post-ovulatory OF, 87 of them were
included in the metabolism of proteins pathway and 56 were
enclosed in the developmental biology pathway, revealing an
intense protein turnover during early embryo development in
horses, as demonstrated in other species (29). Interestingly,
regarding the 15 downregulated proteins found in post-ovulatory
OF, eight of them exhibited an FDR < 0.01 and were classified as
confident downregulated, namely, FABP3, CLU, ACY1, GFPT1,
LDHB, GSTM3, NME2, and TAGLN2 (Supplementary Table 3).

The fatty acid-binding protein 3 FABP is part of a protein
family known as fatty acid-binding proteins, in which nine
isoforms are enclosed. These proteins bind to long-chain
fatty acids (C16–C20) and transport them to intracellular
compartments (into the peroxisome, mitochondria, or the
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FIGURE 3 | Overview of the enrichment analysis of the downregulated and upregulated proteins in post-ovulatory oviductal fluid (OF) vs. pre-ovulatory OF. Up to 10

significantly enriched terms in the biological process (BP), cellular component (CC), and molecular function (MF) categories of the Gene Ontology (GO) analysis for

downregulated (A) and upregulated (C) proteins are shown. Terms of the same category are ordered by p-values (cutoff p = 0.05), the terms on the left being more

significant. The left and right y-axes show the percentage and number, respectively, of the involved proteins in a term (A,C). Five out of the top 10 enriched KEGG

pathways for the downregulated (B) and upregulated (D) proteins are shown. The significance of the results, based on genome background enrichment, is shown by

broken red (p = 0.01) and blue (p = 0.05) lines (B,D).

endoplasmic reticulum) or to the extracellular milieu, free, or
enclosed in extracellular vesicles (30).

Isoform 3 of FABP is called FABP3 or heart FABP and has
been demonstrated to be involved in aberrant lipid accumulation
in bovine oocytes subjected to in vitro maturation (31).
Interestingly, Smits et al. (32) showed that equine embryos
produced in vitro showed lower messenger RNA (mRNA)
expression of FABP3 compared to in vivo-derived embryos,
indicating that lipids could be a potential energy source

for the embryo during the pre-implantation window. The
lower expression of FABP3 in post-ovulatory OF compared
to pre-ovulatory OF may also be linked to the fact that
FABP3 overexpression induces apoptosis, as demonstrated in
heart and embryonic cancer cells, and thus, its expression
needs to be finely regulated when the embryo enters the
oviduct (33). In porcine oviductal cells cultured in vitro, the
changing mRNA expression of FABP3 over the culture time
has also been described, highlighting that the oviduct has the
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FIGURE 4 | Protein–protein interaction network among the upregulated

proteins in post-ovulatory oviductal fluid belonging to the category single

fertilization (GO:0007338). Lines between nodes indicate edges (representing

protein–protein associations) with the highest confidence (0.900). The image

was created with the STRING app for Cytoscape. CCT2/CCT3/CCT5/

CCT7/CCT8, chaperonin-containing TCP1 subunits 2, 3, 5, 7, and 8,

respectively; SPA17, sperm autoantigenic protein 17; TCP1, T-complex 1.

ability to modulate fatty acid metabolism. This modulation by
oviductal cells could avoid possible lipotoxic effects favoring
early embryo quality and survival (34), which can also explain
our findings.

Regarding GFPT1, this enzyme controls the flux of
glucose into the hexosamine pathway, being determinant
for the production of hyaluronic acid. GFPT1 is significantly
overexpressed in in vivomatured equine cumulus cells compared
to the in vitro matured counterparts, explaining in part the vivid
cumulus expansion observed in equine oocytes produced in
vivo (35). In the porcine oviduct, it has been demonstrated that
hyaluronic acid modulates sperm capacitation and enhances
sperm survival, delaying the capacitation process (36). Hence,
the lower expression of GFPT1 in equine post-ovulatory OF
could be related to a physiological change in the oviductal
milieu in which capacitation needs to be induced to achieve
oocyte fertilization. In this sense, lactate dehydrogenase B
(LADHB) is involved in lactate synthesis from pyruvate, and it
is known that lactate is a core metabolite found in equine OF
(11). Lactate is required to maximize mitochondrial activity and
motility in equine spermatozoa incubated under capacitating
conditions (37) and is also required during in vitro oocyte
maturation (38, 39). Hence, the downregulation of LADHB in
post-ovulatory OF compared to pre-ovulatory OF could also be
related to the specific lactate needs of equine gametes during
capacitation and fertilization. Similarly, clusterin (CLU) may also
be playing a role modulating sperm capacitation in the oviduct.
CLU is a chaperone found in the extracellular space and in
various body fluids secretions, including equine OF (19, 40). In
rabbits, CLU expression increases in the mixture of spermatozoa

and OF retrieved from the oviduct 4 h post-insemination during
the pre-ovulatory period (41). CLU has also been demonstrated
to undergo re-localization in mice during capacitation (42) and
could be supporting the final maturation process of spermatozoa
in the equine oviduct, as previously demonstrated in rabbits (40).

Another protein present in the OF is GSTM3, an antioxidant
enzyme involved in cell protection against oxidative stress that
has been found in the uterine fluid of pregnant and non-pregnant
mares (43). This protein has been detected in goat sperm surface
and plays a crucial role as a zona pellucida-binding protein (44);
hence, as our data and previous reports in sheep (45) show a
GSTM3 downregulation in post-ovulatory OF compared to pre-
ovulatory OF, this protein could be playing a crucial role in
gamete interaction promoting fertilization.

The protein TAGLN2 belongs to the transgelin (TAGLN)
family, which comprised three isoforms and have been identified
as actin-binding proteins, which are known to stabilize the actin
cytoskeleton (46). TAGLN2 is known to affect actin cross-linking
blocking F-actin depolymerization and has been described to
play a core role in embryo implantation in mice (46). However,
equine embryos undergo fixation around day 21 post-ovulation,
so the downregulation of TAGLN2 expression in post-ovulatory
OF could be instead modulating actin depolymerization during
sperm capacitation, promoting acrosome reaction, as previously
reported in other species (47), or may be playing another role that
needs to be further explored.

Nucleoside diphosphate kinase B (NME2) plays a major
role in the synthesis of nucleoside triphosphates other than
adenosine triphosphate. It has also been identified as a potential
canonical transcription factor that regulates gene transcription
through its DNA-binding activity (48) and has been described
to be overexpressed in bovine OF ipsilateral to the pre-ovulatory
follicle (25) in the form of extracellular vesicle cargo (49).
However, the role that nucleoside diphosphate kinase B may play
in equine fertilization remains to be studied. This is the same
scenario for ACY1, a soluble homodimeric zinc-binding enzyme
that is involved in the hydrolysis of N-acetylated proteins. The
N-acylation of a protein usually leads to the extension of its
half-life, and interestingly, 50–80% of all cellular proteins show
formylated or acetylated N-termini. After the degradation of
proteins, free amino acids can be recycled by the enzymatic
hydrolysis ofN-acylated amino acids catalyzed by aminoacylases,
such as ACY1 that has a wide substrate specificity (50). Amino
acid metabolism is crucial for embryo development, and a
different amino acid turnover has been demonstrated to happen
in the culture medium of human embryos resulting in clinical
pregnancy and those that underwent reabsorption (51). Once
more, the exact role that this protein may play in equine OF
remains to be further studied.

In our setting, the most significantly upregulated protein
was secretoglobin (SCGB1A1), coinciding with previous
studies in horses in which this uteroglobin was significantly
upregulated in the ipsilateral oviduct of pregnant mares
(19). A similar secretoglobin (SCGB1D2) was already found
to be upregulated in the human oviduct in the early luteal
phase, and both secretoglobins have been associated with
anti-inflammatory/immunomodulatory, anti-chemotactic, and
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embryonic growth-stimulatory activities, as also proposed in
horses (19, 52). The upregulated VCAN was demonstrated to
promote cell motility and migration (53, 54), suggesting that
the post-ovulatory oviductal microenvironment is involved in
the migration process of the zygote toward the uterus. ALB
upregulation in post-ovulatory OF has already been described
in equine (19), while GSN was found in bovine oviductal
exosomes playing a core role in sperm–oviduct interaction and
early embryo development (49). Moreover, the upregulation of
MYH9 in post-ovulatory OF is in agreement with a previous
study on bovine post-ovulatory OF in which this protein was
demonstrated to be a specific sperm-interacting protein (55).
Regarding the upregulated proteins in the category single
fertilization (GO:0007338), it has already been reported that the
molecules involved in the process of sperm–egg recognition
and binding are not only expressed in the spermatozoa or
oocytes but can also be dispersed in OF (56). According to the
STRING analysis, TCP1 and its subunits CCT2, CCT3, CCT5,
CCT7, and CCT8 interact in common pathways (Figure 4). This
result is in accordance with previous studies that hypothesized
that chaperone proteins are necessary to deliver and assemble
multiprotein complexes on the surface of gametes before
sperm–egg interaction (57).

Our data reveal interesting differences in the proteome of
equine OF prior to and post-ovulation. These findings may
help to continue unraveling which factors promote fertilization
and early embryo development, aiming to improve in vitro
fertilization outcome in horses. More studies are required to
achieve the proposed goal, and further studies will be carried out
to keep improving our understanding regarding the physiology
of oocyte fertilization in horses.
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a b s t r a c t 

In the horse, a repeatable protocol for in vitro fertilization has not been developed, possibly due to in- 

complete sperm capacitation. We have previously identified the metabolites present in equine oviductal 

fluid (OF). We aimed to test the effects of different metabolites found in equine oviductal fluid on qual- 

ity parameters of frozen-thawed spermatozoa. Different concentrations of myoinositol (5–25 mM), lactate 

(6–60 mM), glycine (0.1–5 mM), β-alanine (1–6 mM), and histamine (0.05–0.4 mM) were added inde- 

pendently to modified Whitten’s medium (pH = 7.25). Thawed equine spermatozoa (three stallions, one 

ejaculate per stallion, n = 3) were incubated for 2 hours at 37 ̊C in presence of the selected metabolites. 

After sperm incubation, total motility (TM), and progressive motility (PM) were evaluated by computer- 

assisted sperm analysis. Viability (SYBR-14 + /PI −), mitochondrial membrane potential ( ��m) (JC-1), acro- 

some reaction (PNA 

+ /PI −) and reactive oxygen species (ROS) production (CellRox + /PI −), were evaluated 

by flow cytometry. Protein tyrosine phosphorylation (PY) was evaluated by indirect immunofluorescence. 

Our results show that the addition of the metabolites at the dosages tested does not exert any effect 

on the sperm parameters analyzed. More research is needed to ascertain if metabolite addition at the 

dosages found in the equine OF exerts any remarkable effect on in vitro equine sperm capacitation. 

© 2022 The Author(s). Published by Elsevier Inc. 

This is an open access article under the CC BY license ( http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ) 

1. Introduction 

Conventional in vitro fertilization (IVF) is an important assisted 

reproduction technique routinely used in domestic animals to pro- 

duce transferrable embryos [5] . However, in horses there is still no 

repeatable conventional IVF protocol [24] being its low efficiency 

generally related to inefficient sperm capacitation. Sperm capacita- 
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tion was described in 1951 by [3] and [8] and is a complex process 

that confers the spermatozoa the ability to fertilize an oocyte. 

Several studies have been conducted in an attempt to deter- 

mine the optimum environment required to induce in vitro ca- 

pacitation in equine spermatozoa. In this regard, the fertiliza- 

tion medium has been supplemented with different substances 

and/or molecules such as bicarbonate and albumin [28] , heparin 

[2] , progesterone [35] , leptin [22] , alkaline pH [14] , and also with 

equine oviducts explants cultured from epithelial cells [23] . Al- 

though some of these treatments result in increased protein tyro- 

sine phosphorylation (PY) (a final event related to capacitation) or 

induced sperm hyperactivation and/or acrosome reaction, none of 

them have consistently shown to improve IVF success in horses. 

In mammals, the oviductal environment plays a crucial role for 

gamete interaction and fertilization [29] ; hence, different studies 

have been conducted to study its composition in order to design 

https://doi.org/10.1016/j.jevs.2022.103875 
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Fig. 1. Effect of different concentrations of myoinositol, lactate, glycine, β-alanine and histamine on sperm motility. Spermatozoa were incubated in MW medium with (A) 

myoinositol (5, 10, 15, 20, and 25 mM); (B) lactate (6, 15, 30, and 60 mM); (C) glycine (0.1, 0.5, 1, 2.5, and 5 mM); (D) β-alanine (1, 1.5, 2, 3, and 6 mM); and (E) histamine 

(0.05, 0.1, 0.2, 0.3, and 0.4 mM) for 2 hours at 37 ̊C in air. The bars represent the mean of the percentage of total motility (TM) and progressive motility (PM) ± SEM (n = 3). 

an optimal in vitro fertilization medium. The oviductal fluid (OF) is 

secreted by oviductal epithelial cells and is a dynamic fluid com- 

posed of a mixture of different molecules such as ions, growth fac- 

tors, proteins, hormones, and metabolites among others [32] . Many 

studies have tested the effect of OF in events related with capac- 

itation in bull spermatozoa [20] , boar spermatozoa [21] and ram 

spermatozoa [11] , with the final objective of increasing in vitro fer- 

tilization rates. 

Furthermore, the in vitro supplementation of specific metabo- 

lites found in the OF, have demonstrated to enhance fertilization 

or capacitation-related events in other species. As an example, the 

addition of myoinositol increases motility when added to frozen 

bovine spermatozoa [6] or fresh human spermatozoa [16] ; glycine 

and ß-alanine are able to induce acrosome reaction in hamster 

spermatozoa [27] and pyruvate supplementation increases progres- 

sive motility, hyperactivation, and PY in human spermatozoa [18] . 

In this regard, we have previously reported that native OF in- 

creases PY in equine spermatozoa when added at very low dosages 

to a modified Whitten’s medium [15] . As equine OF metabolomics 

has already been analyzed, based on our previous research we 

have selected candidate metabolites found in the oviductal fluid 

(myoinositol, lactate, glycine, ß-alanine, and histamine) and have 

added them individually at the concentrations found in OF to 

a classical capacitating medium. These metabolites were chosen 

based on their extracellular nature, the high concentration found 

in OF or their impact on capacitation-related events in spermato- 

zoa of other species. 

We aim to elucidate if any of the conditions tested improve 

equine sperm capacitation with the final goal of improving the 

composition of the classical fertilization media currently used in 

horses. 

2. Material and methods 

2.1. Chemicals and reagents 

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich Inc (Barcelona, 

Spain) unless otherwise stated. 

2.2. Media 

The basal incubation medium used was modified Whitten’s 

(MW) medium [15] . MW was composed of 100 mM NaCl, 4.7 mM 

KCl, 1.2 mM MgCl 2 , 5.5 mM glucose (anhydrous), 22 mM HEPES, 

2 
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Fig. 2. Effect of different concentrations of myoinositol, lactate, glycine, β-alanine and histamine on sperm viability. Spermatozoa were incubated in MW medium with 

myoinositol (5, 10, 15, 20, and 25 mM), lactate (6, 15, 30, and 60 mM), glycine (0.1, 0.5, 1, 2.5, and 5 mM), β-alanine (1, 1.5, 2, 3, and 6 mM) and histamine (0.05, 0.1, 0.2, 

0.3 and 0.4 mM) for 2 hours at 37 ̊ C in air. The bars represent the mean of the percentage of live spermatozoa ± SEM (n = 3). 

2.4 mM sodium lactate, 1.0 mM pyruvic acid, 25 mM bicarbon- 

ate, 2.4 mM calcium chloride, and 0.02% of polyvinyl alcohol (PVA) 

to prevent agglutination. A variant of MW (washing medium) was 

made omitting calcium chloride and bicarbonate; NaCl was added 

to adjust osmolarity. Media were adjusted to a pH of 7.25 prior 

sperm incubation. 

2.3. Semen processing 

Frozen semen was donated by the "Centro de Selección y Re- 

producción Animal of Extremadura" (CENSYRA), Spain. Ejaculates 

from three different stallions of proven fertility were used and 

each experiment was performed using one ejaculate from each of 

the three stallions (n = 3). Frozen semen was stored in liquid ni- 

trogen in 0.5 mL French straws at 200 × 10 6 spermatozoa/mL. For 

each experiment, two straws were thawed in a water bath at 37 °C 

for 1 minute. Afterwards, spermatozoa were centrifuged at room 

temperature (RT) in 1 mL of colloidal silica suspension (Pure Sperm 

60%) for 10 minutes at 600 g. The pellet was washed in washing 

medium by centrifugation for 1 minute at 6,700 g at RT, and then 

diluted in MW medium at 15–20 × 10 6 spermatozoa/mL. MW was 

supplemented with different concentrations of myoinositol, lactate, 

glycine, β-alanine and histamine prior dilution and sperm suspen- 

sions were incubated at 37 ̊C for 2 hours in a water bath. The con- 

trol was added with NaCl to reach an equivalent osmolarity of the 

metabolite in study at the higher concentration used. 

2.4. Evaluation of sperm motility 

After incubation, sperm motility was analyzed using a 

computer-assisted sperm analysis (CASA) system (ISAS 1.0.6; 

Proiser S.L., Valencia, Spain). Two microliters of each sperm sample 

were placed in a warmed (37 °C) counting chamber with a fixed 

height of 20 μm (Leja Standard Count two Chamber slides; Leja 

Products, B.V., Nieuw-Vennep, The Netherlands). 

A minimum of four microscopic fields and at least 300 sper- 

matozoa were evaluated for each sample. The parameters assessed 

were total motility (TM) and progressive motility (PM). 

2.5. Flow cytometry 

Flow cytometry analysis was performed using an ACEA Novo- 

Cyte flow cytometer (ACEA Biosciences, Inc, San Diego, CA, USA) 

equipped with a three detection channels for blue laser (488 nm): 

BL-1 (530 ± 30 nm band pass filter); BL-2 (572 ± 28 nm band 

pass filter) and BL-4 (675 ± 30 nm band pass filter) and a detec- 

tion channel for a red laser (640 nm): RL-1 (675 ± 30 nm band 

pass filter). A total of 10,0 0 0 events at 40 0–80 0 cells/sec were ac- 

quired. Flow cytometry experiments and data analyses were per- 

formed using the ACEA Novo Express software (ACEA Biosciences, 

Inc, San Diego, CA, USA). Fluorescence data were acquired in a log- 

arithmic scale. 

After incubation, spermatozoa were evaluated by flow cytome- 

try using different protocols described below. The samples were di- 

luted to a final concentration of 1 × 10 6 spermatozoa/mL in phos- 

phate buffered saline (PBS). 

2.5.1. Analysis of sperm viability 

Sperm viability was determined using SYBR-14 and Propidium 

Iodide (PI) probes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

[12] at final concentration of 20 nM and 5 μM respectively. Sam- 

ples were incubated for 10 minutes at RT. Viable spermatozoa were 

expressed as the percentage of SYBR-14 positive and PI negative 

(SYBR-14 + and PI −). 

2.5.2. Analysis of mitochondrial membrane potential 

Mitochondrial membrane potential was evaluated using the 

probe 5,5 ′ ,6,6 ′ -tetrachloro-1,1 ′ ,3,3 ′ - tetraethylbenzymidazolyl car- 

bocianyne iodine (JC-1) [31] at a final concentration of 0.9 μM. 

Samples were incubated for 10 minutes at 37 °C. The results were 

expressed in percentage of spermatozoa with high mitochondrial 

membrane potential (orange-stained cells). 

2.5.3. Evaluation of acrosome reaction 

The acrosome reaction was evaluated using the probes Arachis 

hypogaea lectin (PNA)-FITC and PI [31] , at a final concentration of 

0.4 μg/mL, and 1.2 μM respectively. Samples were incubated for 

10 minutes at RT. Results were expressed as the average of the per- 

centage of acrosome-reacted in live spermatozoa (PNA 

+ /PI −). 

2.5.4. Evaluation of reactive oxygen species production 

The reactive oxygen species production was evaluated using 

the specific probe CellRox (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) at a final concentration of 5 μM. Samples were incubated for 

30 minutes at 37 °C; PI was added at 4.8 μM in the last 5 min- 

utes [30] . The fluorescence values were calculated on the geomet- 

ric mean fluorescence intensity (MFI) of CellRox in live spermato- 

zoa (PI −). Results are expressed as the relative fluorescent intensity 

(RFI) in arbitrary units normalized to the control. 

3 



P. Fernández-Hernández, L.J. García-Marín, M.J. Bragado et al. Journal of Equine Veterinary Science 111 (2022) 103875 

Fig. 3. Effect of different concentrations of myoinositol, lactate, glycine, β-alanine and histamine on mitochondrial membrane potential ( ��m). Spermatozoa were incubated 

in MW medium with myoinositol (5, 10, 15, 20, and 25 mM), lactate (6, 15, 30, and 60 mM), glycine (0.1, 0.5, 1, 2.5, and 5 mM), β-alanine (1, 1.5, 2, 3, and 6 mM) and 

histamine (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, and 0.4 mM) for 2 hours at 37 ̊ C in air. The bars represent the mean of the percentage of spermatozoa with high mitochondrial membrane 

potential ± SEM (n = 3). 

Fig. 4. Effect of different concentrations of myoinositol, lactate, glycine, β-alanine and histamine on acrosome reaction. Spermatozoa were incubated in MW medium with 

myoinositol (5, 10, 15, 20, and 25 mM), lactate (6, 15, 30, and 60 mM), glycine (0.1, 0.5, 1, 2.5, and 5 mM), β-alanine (1, 1.5, 2, 3, and 6 mM) and histamine (0.05, 0.1, 0.2, 

0.3, and 0.4 mM) for 2 hours at 37 ̊ C in air. The bars represent the mean of the percentage of acrosome-reacted in live spermatozoa ± SEM (n = 3). 

2.5.5. Evaluation of protein tyrosine phosphorylation by indirect 

immunofluorescence 

The protocol used was performed as previously described [13] . 

Following incubation, each sample was centrifuged for 3 min- 

utes at 5,0 0 0 g. After centrifugation, the pellet was washed with 

1 mL of PBS, and centrifuged again (3 minutes at 5,0 0 0 g). Then, 

spermatozoa were fixed with 4% formaldehyde in PBS for 15 min- 

utes at RT, and washed with 1 mL of PBS for 1 minutes at 6,700 

g. Spermatozoa were permeabilized with 0.1% Triton X-100 (v/v) 

in PBS for 10 minutes at RT. Spermatozoa were washed with PBS 

and blocked with 3% Bovine Serum Albumin (BSA) (w/v) in PBS 

for 60 minutes at RT. The samples were incubated with anti–

phosphotyrosine monoclonal antibody 4G10 (diluted 1:500) in 3% 

BSA (w/v) in PBS at 4 °C overnight. 

The next morning, each sample was washed twice with 1% 

BSA in PBS (1 minute at 6,700 g), and then cells were incubated 

with goat anti–mouse IgG (H + L) Alexa FluorPLus 488 (2 mg/mL)- 

conjugated secondary antibody (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) (diluted 1:500) in 3% BSA in PBS for 60 minutes at 

RT. After three washings with 1% BSA in PBS (1 minute at 6,700 

g) each pellet was diluted in 25 μL of PBS and samples were 

mounted on a slide using ProLong gold antifade reagent with DAPI 

solution from Molecular Probes following manufacturer’s indica- 

tions (Eugene, OR, USA). Samples were then evaluated using an 

Olympus BX60 fluorescence microscope (New Hyde Park, NY, USA) 

equipped with a 60 x objective. A minimum of one hundred sper- 

matozoa were counted for each sample. Spermatozoa were consid- 

ered as positively stained when green fluorescence was detected 

along the tail. 

2.6. Statistical analysis 

The data were first examined using a Saphiro-Wilk test to con- 

firm data distribution and analyzed for equal variances using a Lev- 

ene ́stest. A one-way ANOVA was used to compare values when 

normality was confirmed. A Kruskal-Wallis ANOVA on ranks test 

was used when the data did not show a gaussian distribution. Sta- 

tistical significance was set at P < .05. Analyses were performed 

using SigmaPlot ver. 12.0 for Windows (Systat Software, Chicago, 

IL, USA). 

3. Results 

3.1. Evaluation of sperm motility and viability 

First, we investigated the possible effects of the selected 

metabolites after sperm incubation on sperm motility, and viabil- 

ity. We did not observe statistically significant differences in any 

metabolite and concentration tested compared with its own con- 

trol in total motility (TM: Fig. 1 ), progressive motility (PM; Fig. 1 ) 

or viability ( Fig. 2 ). 
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Fig. 5. Effect of different concentrations of myoinositol, lactate, glycine, β-alanine and histamine on reactive oxygen species production in live sperm. Spermatozoa were 

incubated in MW medium with myoinositol (5, 10, 15, 20, and 25 mM), lactate (6, 15, 30, and 60 mM), glycine (0.1, 0.5, 1, 2.5, and 5 mM), β-alanine (1, 1.5, 2, 3, and 6 mM) 

and histamine (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, and 0.4 mM) for 2 hours at 37 °C in air. The bars represent the relative fluorescent intensity (RFI) in arbitrary units of CellRox positive in 

live spermatozoa normalized to the control ± SEM (n = 3). 

Fig. 6. Effect of different concentrations of myoinositol, lactate, glycine, β-alanine, 

and histamine on protein tyrosine phosphorylation. Spermatozoa were incubated 

in MW medium with 20 mM myoinositol, 60 mM lactate, 5 mM glycine, 3 mM 

β-alanine, and 0.2 mM histamine for 2 hours at 37 °C in air. The bars represent 

the mean of the spermatozoa showing protein tyrosine phosphorylation along the 

entire tail ± SEM (n = 3). 

3.2. Analysis of mitochondrial membrane potential, acrosome 

reaction, and reactive oxygen species production 

Next, we investigated the effects of the selected metabolites on 

different sperm parameters. None of the sperm parameters stud- 

ied were affected by any condition used when compared to its 

own control ( P > .05): mitochondrial membrane potential ( Fig. 3 ), 

acrosome reaction ( Fig. 4 ), and reactive oxygen species production 

( Fig. 5 ). 

3.3. Evaluation of protein tyrosine phosphorylation by indirect 

immunofluorescence 

Finally, we studied the effect of the different metabolites at one 

of the concentrations found in the OF on PY. We did not observe 

statistically significant differences in the number of spermatozoa 

showing PY-associated fluorescence along the entire tail compared 

to the control ( Fig. 6 ). 

4. Discussion 

In the present work, we aimed to assess the effect of specific 

metabolites found in the equine OF on equine frozen-thawed sper- 

matozoa. To this end, we chose the candidate metabolites found 

in equine post-ovulatory OF [15] (myoinositol, lactate, glycine, β- 

alanine, and histamine). 

The first metabolite analyzed was myoinositol, a polyalcohol 

that is mainly produced by Sertoli cells [9] , and is known to be in- 

volved in sperm function regulation [7] . Myoinositol has been de- 

scribed to exert an antioxidant effect and play a role in the regu- 

lation of intracellular Ca + 2 [4] . Interestingly, a study of the tran- 

scriptome of spermatozoa from fertile stallions showed a signif- 

icantly enriched array of proteins related to D-myoinositol phos- 

phate metabolism compared to subfertile stallions, suggesting that 

this metabolite may play a role in equine fertility [34] . However, 

in our conditions we did not observe any effect of myoinositol 

on sperm motility, mitochondrial membrane potential, acrosome 

reaction induction or changes in PY. These results are consistent 

with previous reports in which cooled equine sperm were supple- 

mented with myoinositol [1] and no effects were observed. 

In a previous work we demonstrated that the most concen- 

trated metabolite found in equine OF prior and after ovulation is 

lactate [15] ; this molecule is known to be a major source of energy 

for equine spermatozoa. It is well known that oxidative phospho- 

rylation is the primary source of ATP that maintains motility and 

mitochondrial function in equine spermatozoa [10] ; in this sense, 

it has been demonstrated that lactate, and pyruvate promote max- 

imal mitochondrial function as equine sperm require a high rate 

of energy metabolism [10] . Even when typical capacitation media 

such as Modified Whitten’s medium or Tyrode’s albumin lactate 

pyruvate (TALP) contain lactate, it is added at concentrations rang- 

ing from 0.45 to 21.6 mM, which are significantly lower to what is 

found in equine oviductal fluid, whose concentration varies from 

29.7 to 90 mM [15] . Hence, we hypothesized that a higher concen- 

tration of lactate could better mimic the oviductal environment, 

and enhance equine spermatozoa ability to undergo capacitation. 

However, in our setting, lactate addition did not induce any sig- 

nificant change in equine sperm motility, acrosome reaction or PY 

induction after 2 hours. These results are in contrast to those re- 

ported by Hernández-Avilés, et al . who described that lactate ad- 

dition at 19.8, 40- or 80-mM decreased sperm motility and acro- 

some intactness after 1 hour of incubation at 37 ̊C [19] . However, 

these authors used a skimmed-milk based extender added with 

10% seminal plasma to perform their incubations and the osmolar- 

ity of the medium was adjusted using sucrose. Hence, these diver- 

gences in the experimental design may explain why in our setting 

no differences in the sperm parameters assessed were detected. 
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In our work, the effects of two additional metabolites namely 

glycine, and ß-alanine were tested. Both metabolites trigger the 

activation of the glycine receptor/Cl- (GlyR) that induces acrosome 

reaction [27] as demonstrated in human, porcine, mouse, and ham- 

ster spermatozoa [33] . In our experimental setting, the induction of 

acrosome reaction was not observed at any of the dosages tested 

for glycine or ß-alanine. These differences with previous reports 

can be attributed to the fact that our spermatozoa were incu- 

bated in a capacitating medium in presence of glycine or ß-alanine, 

while in previous reports in hamster spermatozoa, 3 hours of pre- 

capacitation prior amino acid addition were used [27] ; besides, the 

zona pellucida seems to be required to properly trigger GlyR acti- 

vation, and in our setting, no oocytes were present [25] . 

The last metabolite tested was histamine, which has been re- 

ported to trigger an increase in intracellular calcium levels in hu- 

man spermatozoa that lead to cell death in dosages ranging from 

50 to 165 mM [17] , well above the 0.08–0.37 mM histamine con- 

centration found in equine OF [15] . In our setting, no deleterious 

effects were observed when histamine was added at any dosage 

tested, and no effect on capacitation related events was noticed ei- 

ther. Hence, as previously postulated, histamine may be involved in 

the regulation of smooth muscle contractions in the oviduct, pro- 

moting sperm progression [26] . 

Unfortunately, none of the metabolites tested in the present 

work at the dosages found in the equine oviduct seemed to pro- 

mote sperm capacitation. However, no deleterious effects on sperm 

viability were observed, and hence, the dosages tested demon- 

strated to be non–toxic. Our data failed to show a single metabolite 

and/or dosage that enhanced capacitation-related events in vitro , 

but these metabolites may need to be tested in combination. The 

use of frozen spermatozoa in our experimental setting tried to 

mimic the most common scenario found in IVF laboratories in 

which frozen semen is generally used, however, the use of fresh 

equine spermatozoa could also yield different results, and more 

studies should be conducted. 

5. Conclusion 

Our data are the first to analyze the effects of selected metabo- 

lites at the concentrations found in equine oviductal fluid on 

equine spermatozoa. Even when our results did not show any sig- 

nificant change in any of the parameters analyzed, we keep in- 

creasing our understanding of the equine sperm capacitation re- 

quirements aiming to develop a repeatable equine in vitro fertil- 

ization protocol. More research is warranted to better understand 

the capacitation requirements of equine spermatozoa and the role 

of the oviductal environment during in vitro fertilization. 
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INFLUENCE OF SUPPLEMENTATION OF FERTILIZATION MEDIUM WITH EQUINE OVIDUCTAL 
FLUID ON THE FERTILIZING CAPACITY OF FROZEN/THAWED EQUINE SPERMATOZOA 
P. Fernández Hernández 1, B. Macías García 1, L. González Fernández 2 
1Department of Animal Medicine, University of Extremadura, Cáceres. 
2SINTREP group, University of Extremadura, Cáceres. 

BACKGROUND-AIM 
A repeatable protocol for conventional in vitro fertilization (IVF) has remained elusive in the horse. Recently 
this group has demonstrated that addition of equine postovulatory oviductal fluid (OF) at 0.125 % (v/v) induces 
stalliondependent protein tyrosine phosphorylation (PY) in fresh equine spermatozoa when incubated in a 
capacitating medium. Hence, the aim of the study was to test the effect of OF on PY induction in frozen equine 
spermatozoa and determine its usefulness in conventional IVF. 
 
METHODS 
Thawed equine spermatozoa (37 ˚C for 60 s; n = 3, one ejaculate per stallion) were incubated for 2 h at 37 ˚C 
in Modified Whitten’s medium (MW; pH = 7.25) in presence or absence of OF at 0.125 % (v/v). After incubation, 
spermatozoa were fixed and PY was evaluated by immunofluorescence using an anti-phosphotyrosine 
monoclonal antibody (clone 4G10). In parallel, equine cumulus–oocyte complexes (COCs) retrieved in vivo or 
post-mortem were matured in Tissue Culture Medium 199 (TCM-199) added with 5 mU/mL of follicle-
stimulating hormone and 10 % of fetal bovine serum for 28-30 hours. Mature COCs were then co-incubated in 
MW medium added with OF at 0.125 % (v/v) for 20-24 hours in a 5 % CO2/95 % air atmosphere at 38.5 °C with 
1 x 106 spermatozoa/mL (5 ejaculates from 5 different stallions). After co-incubation, oocytes (n = 78, 6 
replicates) were denuded, fixed and stained with 2.5 µg/mL of Hoechst 33342. PY and oocyte fertilization were 
evaluated by fluorescence microscopy.  
 
RESULTS 
The individual percentage of PY positive sperm (stained tails) in control for stallion 1 was 31 %, for stallion 2 
was 28 % and for stallion 3 was 26 %, and OF addition yielded 48 %, 22 % and 30 % respectively. The data of 
the study showed an increase in the percentage of PY positive sperm in stallions 1 and 3 when OF was added, 
however no effective fertilization was observed. 
 
CONCLUSIONS 
Hence, even when PY can be induced in frozen-thawed equine spermatozoa using OF at 0.125 %, this PY 
induction does not correlate with the sperm´s ability to fertilize an oocyte in the horse. IVF in the horse still 
remains a matter of study and more research is needed to develop repeatable protocols. 
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Discusión 

Uno de los factores claves que ha impedido incrementar las tasas de éxito de las técnicas 

de reproducción asistida en los mamíferos ha sido la falta de homología entre las condiciones in 

vivo y las condiciones durante los procedimientos in vitro. En base a esto, numerosos estudios 

realizados en diferentes especies han usado distintos fluidos reproductivos como el FF o FO para 

suplementar los medios usados en el laboratorio con unos significativos impactos positivos 

(Tesfaye et al., 2022). Previo a la realización de ensayos para demostrar el beneficio de utilizar 

estos fluidos in vitro, es necesario la caracterización y análisis funcional de las diferentes 

fracciones que lo componen. En el caso del caballo existe una evidente falta de conocimiento 

sobre la composición del FF y el FO, en base a lo cual planteamos los diferentes trabajos que 

componen la presente Tesis Doctoral. 

En el primer trabajo de esta Tesis se caracterizó el perfil metabolómico del FF pre-

ovulatorio en yeguas de matadero comparándolo con la composición de los principales medios 

comerciales de maduración in vitro: TCM-199 y DMEM/F-12. Previamente, Gerard y 

colaboradores en 2002 y 2015 realizaron la determinación de estos fluidos por resonancia 

magnética nuclear de protones (del inglés: proton nuclear magnetic resonance, H-NMR) (Gerard 

et al., 2002; Gérard et al., 2015). Sin embargo, la gran diferencia con nuestro trabajo fue que en 

nuestro estudio analizamos el FF procedente de folículos de diámetro igual o superior a 35 mm 

asociado a edema uterino en yeguas de matadero mientras que, en los trabajos de Gerard y 

colaboradores (2002 y 2015), el FF pre-ovulatorio no procedía de folículos de diámetro superior 

a 35 mm y no se tuvo en cuenta el estado del útero. Por lo tanto, no se aseguró la caracterización 

de los metabolitos procedentes del ambiente más cercano a la ovulación o bien, podría tratarse 

de un ambiente no pre-ovulatorio debido al menor tamaño del folículo (Davies Morel et al., 

2010). 
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Dentro de los metabolitos con mayor relevancia encontrados en nuestro trabajo está el 

lactato, que con una concentración de 27,3 mM ± 2,2 (media ± error estándar de la media) fue 

notablemente superior a la concentración encontrada en el trabajo de Gerard y colaboradores 

(2002): 0,70 mM ± 0,18. Esto podría ser fácilmente explicado debido a la acumulación del lactato 

post mortem (Tews et al., 1963), ya que la muestras en nuestro trabajo se obtuvieron unos 30 

minutos tras el sacrificio de los animales, a diferencia del trabajo de Gerard y colaboradores 

(2002) en el que se recogieron in vivo. La presencia de concentraciones elevadas de lactato en 

otros fluidos biológicos recuperados post mortem, como el FO equino ya fue descrita 

previamente por este grupo de investigación, sugiriendo también esta hipótesis (González-

Fernández et al., 2020). Sin embargo, debemos tener en cuenta que en la producción de lactato 

se generan 2 moléculas por cada molécula de glucosa consumida (Piñero-Sagredo et al., 2010), 

y si tenemos en cuenta que el rango de concentración de glucosa que detectamos fue 3,1 – 5,5 

mM, coincidiendo con otros trabajos (Engle & Foley, 1975; Gerard et al., 2000, 2002; Gérard 

et al., 2015), esta elevada concentración de lactato no puede ser explicada únicamente por el 

metabolismo de la glucosa post mortem. Además, otros trabajos han mostrado la presencia de 

concentraciones elevadas de este metabolito en el FF pre-ovulatorio in vivo (Gerard et al., 2000), 

así como su consumo por parte de los CCOs madurados in vitro (Lewis, Hinrichs, Leese, McG. 

Argo, et al., 2020). En base a esto y teniendo en cuenta que el 95% de la glucosa consumida por 

el ovocito equino se lleva a cabo mediante la glucólisis aerobia (Lewis, Hinrichs, Leese, McG. 

Argo, et al., 2020), el lactato podría ser usado como fuente de energía primaria y no constituir 

únicamente un subproducto, como sucede en otros mamíferos (Piñero-Sagredo et al., 2010). 

Esto sugiere que podría ser necesaria la suplementación con lactato de los medios comerciales 

de MIV, los cuales carecen de este metabolito. 

Otro metabolito encontrado en nuestro trabajo con una gran relevancia en el 

metabolismo energético, así como en el metabolismo del ovocito equino es el piruvato. La 

presencia de este metabolito se ha demostrado en el FF de folículos tempranos y en la última 
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fase de dominancia a una concentración de 0,03 y 0,13 mM respectivamente (Gerard et al., 

2000), siendo muy similar a la concentración de 0,16 ± 0,03 mM encontrada en nuestro trabajo 

en folículos pre-ovulatorios. Se ha demostrado que la adición de piruvato al medio  DMEM/F-12 

a una concentración de 0,15 mM incrementa de forma significativa el consumo de glucosa, 

confirmando que es un importante sustrato energético (Lewis, Hinrichs, Leese, McG. Argo, et al., 

2020). Sin embargo, cabe destacar que en nuestro trabajo no pudimos distinguir el piruvato del 

succinato, por lo que no hemos podido conocer la concentración exacta de este metabolito. A 

pesar de esto, según nuestros resultados y en base a otros trabajos, sería importante analizar 

los efectos de la adición de piruvato, así como la concentración usada en los medios de MIV.  

Otros metabolitos como el acetato, la alanina, el citrato y la glucosa fueron encontrados 

en nuestro trabajo en concentraciones similares a las descritas por Gérard y colaboradores 

(2015). Además, aunque encontramos diferencias en otros metabolitos como la histidina y la 

valina (0,05 ± 0,009 y 0,13 ± 0,02 mM, respectivamente) comparadas con el trabajo de Gerard 

y colaboradores (2015) (0,27 y 0,37 mM, respectivamente), ninguna de ellos se ha relacionado 

con funciones conocidas hasta el momento que puedan ser relevantes en la maduración 

ovocitaria (Pors et al., 2021; S. Zhang et al., 2017).   

En el presente trabajo, además identificamos otros metabolitos como la carnitina, la 

creatina, la creatina fosfato y la glucosa-1-fosfato. Dado que estos metabolitos son metabolitos 

intracelulares, su presencia podría explicarse por un incremento de la muerte celular y rotura 

de las membranas. Sin embargo, en la actualidad se ha demostrado que existen componentes 

intracelulares presentes en fluidos biológicos de yegua y vaca vehiculados por vesículas 

extracelulares (da Silveira et al., 2012; Gatien et al., 2019; González-Fernández et al., 2020). 

Estos componentes localizados en las vesículas extracelulares pueden ser incluidos en el interior 

de ovocitos y embriones mediante la fusión de sus membranas con la célula receptora (Abels & 

Breakefield, 2016). Se ha demostrado que los componentes de las vesículas extracelulares 
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intervienen en la comunicación intercelular, y en el caso del FF, han sido relacionadas con 

importantes funciones como el crecimiento folicular, la maduración y la viabilidad de los 

ovocitos (Machtinger et al., 2015). Incluso, se ha conseguido de forma reciente mejorar los 

resultados de maduración nuclear de ovocitos de yegua con la adición de vesículas 

extracelulares, procedentes de FF, a los medios de MIV convencionales (Gabryś et al., 2022). 

En relación al papel de la L-carnitina en la calidad ovocitaria, ésta juega un papel 

importante en la modulación del metabolismo de la glucosa y de los lípidos (Li et al., 2021; 

Montjean et al., 2012), así como en el incremento de la actividad de algunas enzimas 

antioxidantes (Arduini et al., 1992). Su presencia en el FF equino es interesante, ya que a día de 

hoy no se conoce ni la biosíntesis ni los mecanismos de transporte hasta las células foliculares 

de la L-carnitina (Li et al., 2021). Se han realizado experimentos añadiendo L-carnitina a los 

medios de MIV obteniendo efectos positivos en las tasas de maduración nuclear y en el 

desarrollo embrionario temprano de ovocitos ovinos, porcinos (Richani et al., 2021), ratón 

(Abdelrazik et al., 2009) y caninos (Moawad et al., 2021). En estos estudios se ha propuesto que 

la L-carnitina promueve el metabolismo lipídico a través del transporte de ácidos grasos a la 

mitocondria para que sean oxidados produciendo así energía (Li et al., 2021). En base a estos 

estudios se está comenzando a otorgar una gran relevancia al metabolismo lipídico, sugiriendo 

que puede ser una fuente energética más importante incluso que la glucosa (Dalbies-Tran et al., 

2020).  

La creatina y la creatina fosfato son producidas a partir del metabolismo de la arginina 

y la glicina, teniendo ambos metabolitos funciones importantes (Joncquel-Chevalier Curt et al., 

2015). En nuestro trabajo, no identificamos la arginina en el FF, pero si está presente en los dos 

medios de incubación comerciales más utilizados para la MIV. En los ovocitos humanos se ha 

relacionado una eliminación de este metabolito durante las 6 horas finales de la MIV con una 

mayor tasa de maduración, lo que podría justificar la presencia de este metabolito en los medios 
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de MIV equinos (Hemmings et al., 2013). Otro metabolito que identificamos en el FF equino es 

la glicina; este metabolito está presente de forma mayoritaria en el fluido uterino y folicular (S. 

A. Hugentobler, Diskin, et al., 2007). La glicina es conocida por ser un regulador de la 

osmolaridad en embriones (Steeves & Baltz, 2005), incluso, se ha demostrado que su 

concentración en el FF bovino tras la inseminación puede ser usado como marcador de la tasa 

de división y de blastocistos (Sinclair et al., 2008). Los medios comerciales actuales utilizados en 

la especie equina contienen unas concentraciones notablemente menores de este metabolito 

en comparación con el FF pre-ovulatorio, por lo que podría ser importante la reformulación de 

este metabolito en los medios de MIV utilizados en équidos. 

La glucosa-1-fosfato, la cual proviene del glucógeno, es una fuente energética usada por 

las células de la granulosa en varias especies de mamíferos (Gu et al., 2015; Otani et al., 1985; 

Uzbekova et al., 2009). Si tenemos en cuenta que en nuestro trabajo la concentración de glucosa 

(4,3 ± 0,4 mM) es inferior a la de glucosa-1-fosfato (6,9 ± 0,4 mM), se podría proponer que el 

metabolismo del glucógeno es una vía utilizada por los ovocitos durante la maduración, como 

ya han sugerido otros autores (Lewis, Hinrichs, Leese, McG. Argo, et al., 2020). Sin embargo, 

debemos tener en cuenta que se ha demostrado que la concentración de este metabolito en el 

interior de vesículas extracelulares provenientes del oviducto de vacas se ve muy afectada por 

el momento del ciclo estral (Gatien et al., 2019) y que en otros trabajos similares al nuestro no 

ha sido detectado (Gerard et al., 2002; Gérard et al., 2015). En base a estos resultados sugerimos 

la necesidad de realizar más investigación sobre la concentración de este metabolito y del 

glucógeno en el FF y su papel en el metabolismo energético del ovocito en su ambiente in vivo. 

Una de las cuestiones a tener en cuenta es que, a pesar de que habitualmente el SFB se 

añade a una concentración entre 10 – 20% a los medios comerciales de MIV, consiguiendo los 

resultados de maduración nuclear más óptimos (González-Fernández et al., 2015; Hinrichs, 

2018), este componente no ha sido considerado en el presente trabajo. Existe un gran dilema 
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sobre el uso de SFB en los medios de cultivo, debido a que la composición del SFB varía entre 

lotes y esto supone un problema a la hora de estandarizar los protocolos en los procedimientos 

clínicos así como realizar investigaciones reproducibles (van der Valk, 2022). La opción de haber 

realizado el presente trabajo con un único lote no hubiera mostrado un resultado 

representativo, siendo éste el motivo por el que este componente no ha sido considerado en 

nuestro trabajo. 

Este trabajo aporta la primera comparativa entre la composición metabolómica del FF 

pre-ovulatorio frente a los medios de maduración comerciales usados en la actualidad en 

equino. Gracias al conocimiento previo de la metabolómica del ambiente de maduración in vivo 

se han podido dilucidar las principales deficiencias de los medios de maduración in vitro en otras 

especies, de igual forma estos resultados podrían ayudar a optimizar y mejorar la eficiencia de 

estos medios en el equino. 

En el segundo trabajo de la presente Tesis Doctoral se caracterizó la proteómica del FO 

recuperado en oviductos de matadero antes y después del momento de la ovulación. 

Previamente a la publicación de este trabajo, este grupo de investigación describió por primera 

vez el método de obtención, mediante un capilar de hematocrito, del FO procedente del 

oviducto de yeguas de matadero, realizando además un análisis metabolómico (González-

Fernández et al., 2020). Hasta la fecha, sólo se ha descrito la recogida mediante una cánula fija 

y mantenida en yeguas vivas (Campbell et al., 1979; Willis et al., 1994), la cual puede causar 

inflamación y alterar la composición de dicho fluido (H. J. Leese et al., 2008) o mediante el lavado 

del oviducto (Leemans, Gadella, Stout, Nelis, et al., 2015; Smits et al., 2017). Cabe mencionar 

que con este último método se pueden identificar los diferentes componentes, pero no su 

concentración de forma precisa. Utilizando nuestro método de obtención del fluido obtuvimos 

diferencias significativas entre la composición proteica del FO obtenido de los oviductos 
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ipsilaterales antes y después de la ovulación, coincidiendo con resultados previos descritos en 

bovino (Lamy et al., 2016; Mahé et al., 2022). 

El análisis de enriquecimiento identificó 691 proteínas como únicas para la especie 

equina (E. caballus), de las cuales, el 54,3% pertenecían a la categoría de exosomas 

extracelulares, en concordancia con otro trabajo en el que se describe la proteómica del FO en 

bovino (Mahé et al., 2022). Los exosomas y las vesículas extracelulares provenientes del FO se 

han relacionado previamente con importantes funciones tanto en la fecundación, regulando la 

interacción de ambos gametos, como en el desarrollo embrionario temprano (Machtinger et al., 

2015). Diferentes estudios han demostrado que la adición de vesículas extracelulares 

provenientes del FO a los medios de fecundación puede suponer ciertas ventajas mejorando el 

desarrollo y la calidad embrionaria en bovino (Asaadi et al., 2021), reduciendo la poliespermia e 

incrementando la tasa de embriones porcinos producidos in vitro (Alcântara-Neto et al., 2020). 

Recientemente se ha descrito el cultivo de células del oviducto para aislar vesículas 

extracelulares. Estas vesículas cuando se añaden a los medios de FIV convencional incrementan 

las tasas de fecundación espermática hasta un 44% (Lange-Consiglio et al., 2022), siendo 

superiores a las publicadas hasta la fecha. Además, ya se ha demostrado en la especie felina que 

las proteínas incluidas en estas vesículas extracelulares tienen un importante papel en la función 

espermática y en la fecundación, interactuando directamente con el espermatozoide (Ferraz 

et al., 2019). En base a esto y teniendo en cuenta que más del 50% de las proteínas identificadas 

en nuestro trabajo forman parte de las vesículas extracelulares (Machtinger et al., 2015), 

sugerimos que la mayoría de estas proteínas podrían tener un importante papel regulador en 

las funciones descritas anteriormente en la especie equina. 

La segunda categoría obtenida en el análisis del enriquecimiento mostró que el 28,9% 

de las proteínas fueron de origen citoplasmático, en concordancia con otros trabajos que 

describen que entre 13 – 27% del total de las proteínas encontradas se engloban dentro de esta 
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misma categoría (Saint-Dizier et al., 2019). En la actualidad existe un gran debate sobre el 

verdadero origen de estas proteínas oviductales, pudiendo estar relacionado con la destrucción 

de células epiteliales durante la extracción del FO o más probablemente haber sido secretadas 

mediante una vía apocrina o a partir de otros mecanismo más desconocidos (Binelli et al., 2018; 

Saint-Dizier et al., 2014). Resulta interesante que del total de las proteínas de origen 

citoplasmático encontradas en nuestro trabajo, el 55.5% también aparecen recogidas dentro de 

la categoría de vesículas extracelulares, habiéndose descrito previamente el origen exosomal de 

estas proteínas citoplasmáticas (Saint-Dizier et al., 2014). Prestando atención al origen de estas 

proteínas, es probable que lleven a cabo su función en gametos y embriones, a través de las 

vesículas extracelulares que las portan. 

El análisis de Reactome mostró un gran número de proteínas identificadas con mayor 

abundancia en el FO post-ovulatorio, de las cuales 87 fueron incluidas dentro del metabolismo 

proteico y 56 en desarrollo biológico, lo cual revela un recambio de proteínas intenso durante 

el desarrollo embrionario temprano en la especie equina, en concordancia con otras especies 

(Van Winkle, 2001). En cuanto a las proteínas encontradas en menor abundancia en el FO post-

ovulatorio, 8 de ellas destacaron por encima de las demás por su nivel de significación (FDR < 

0.01) y por ello serán comentadas a continuación.  

En primer lugar, la proteína de unión a ácidos grasos 3 (del inglés: fatty acid binding 

proteín 3, FABP3) tiene como principal función unirse a cadenas largas de ácidos grasos para 

poder transportarlos al interior de las células o hacia el espacio intracelular, libre o dentro de 

vesículas extracelulares (Hotamisligil & Bernlohr, 2015). Anteriormente se ha mencionado la 

importancia del metabolismo lipídico como productor de energía en los ovocitos y las grandes 

diferencias que existen entre especies (Dalbies-Tran et al., 2020). De forma específica en el 

equino, se ha descrito que el ARN-m que codifica la expresión de esta proteína en los embriones 

producidos in vitro es menor que los generados in vivo, volviendo a poner de manifiesto la 
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importancia de los lípidos como fuente de energía, en este caso para el embrión durante la 

implantación (Smits et al., 2011). Sin embargo, la isoforma 3 de esta proteína, está involucrada 

en la acumulación aberrante de los lípidos en los ovocitos bovinos durante la MIV (del Collado 

et al., 2017) y se ha demostrado que la sobreexpresión del FABP3 induce apoptosis en células 

cancerígenas cardiacas y embrionarias (Song et al., 2012). Nuestros resultados revelan una 

menor expresión de FABP3 en el FO post-ovulatorio comparado con el FO pre-ovulatorio, y en 

base a esto y a lo descrito anteriormente, sugerimos que debe existir una fina regulación de la 

expresión de esta proteína para que lleve a cabo su función reguladora sobre el metabolismo 

lipídico, sin llegar a inducir un efecto lipotóxico. Esta regulación puede venir modulada por el 

oviducto, ya que se ha demostrado que en células oviductales porcinas cultivadas in vitro existe 

una modificación de la expresión del ARN-m de FABP3 durante el cultivo, poniendo de 

manifiesto la capacidad del oviducto para modular el metabolismo de los ácidos grasos, 

favoreciendo la calidad y supervivencia de los embriones tempranos (Budna et al., 2018). 

En cuanto a la glutamina-fructosa 6 fosfato aminotransferasa (del inglés: glutamine–

fructose-6-phosphate aminotransferase 1, GFPT1), esta proteína tiene una función 

determinante en la producción de ácido hialurónico,  través del control del flujo de la glucosa 

en la vía de las hexosaminas (Collado-Fernandez et al., 2012). Se ha demostrado que esta 

proteína  se sobre-expresa en las células del cúmulo de ovocitos equinos madurados in vivo en 

comparación con los madurados in vitro, pudiendo explicarse la evidente expansión de las 

células del cúmulo observada en los ovocitos producidos in vivo (Walter et al., 2019). Por otro 

lado, en la especie porcina se ha demostrado que el ácido hialurónico oviductal modula la 

capacitación espermática durante el periodo pre-ovulatorio retrasándola hasta el momento de 

la fecundación, manteniendo la supervivencia de los espermatozoide hasta los momentos 

próximos a la ovulación (Rodriguez-Martinez et al., 2016). Este puede ser el motivo por el cual 

observamos una menor expresión de esta proteína en el FO post-ovulatorio. 
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Volviendo al metabolismo energético de los ovocitos, la lactato deshidrogenasa B (del 

inglés: lactate dehydrogenase B, LADHB) participa en la síntesis de lactato a partir del piruvato. 

Como se ha explicado anteriormente, este metabolito tiene una gran importancia en el 

metabolismo energético tanto de ovocitos como de espermatozoides, siendo clave en la 

maduración de gametos y en la posterior fecundación (Darr et al., 2016; González-Fernández 

et al., 2018, 2020). Se ha demostrado que los ovocitos equinos, a diferencia de en otras especies, 

consumen energía durante la maduración de forma mayoritaria a través de la vía de la glucólisis 

aerobia en la cual el lactato tiene una importante función como fuente de energía y no como 

subproducto (Lewis, Hinrichs, Leese, McG. Argo, et al., 2020). Por otro lado, se ha demostrado 

de forma específica en el semental, que el lactato y el piruvato son los principales sustratos 

metabólicos necesarios para conseguir una adecuada funcionalidad mitocondrial o motilidad en 

los espermatozoides, estando asociados con una incremento de la fertilidad (Darr et al., 2016). 

Nuestros resultados podrían estar relacionados con los requerimientos específicos de piruvato 

y lactato de los gametos equinos durante la capacitación y la fecundación. Otra proteína con un 

importante papel en los últimos eventos previos a la fecundación es la clusterina (del inglés: 

clusterin, CLU). Esta proteína ha sido encontrada previamente en el fluido oviductal equino 

(Smits et al., 2017) y se ha demostrado su importante papel regulador en la capacitación 

espermática en ratón y conejo, aumentado su expresión en la mezcla de espermatozoide y FO 

recuperado del oviducto 4 h post-inseminación durante el periodo pre-ovulatorio (Yu et al., 

2019). Además, también en ratón se ha demostrado que esta proteína cambia su localización en 

los espermatozoides durante la capacitación, habiéndose descrito un patrón específico de 

localización en la cabeza de los espermatozoides capacitados (Saewu et al., 2017). Es por tanto 

que proponemos que esta proteína podría sustentar los últimos cambios que el espermatozoide 

sufre en el oviducto equino tal y como se ha demostrado que sucede en conejos (Steinberger 

et al., 2017). 
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La glucagón S transferasa Mu 3 (del inglés: Glutathione S-transferase Mu 3, GSTM3) es 

una enzima con capacidad antioxidante presente en el FO, la cual también ha sido encontrada 

en fluido uterino de yeguas preñadas y no preñadas (Smits et al., 2018). Al igual que en nuestro 

trabajo, la concentración de esta proteína fue menor en el FO post-ovulatorio de ovejas 

comparado con el pre-ovulatorio (Soleilhavoup et al., 2016). Además, esta proteína se ha 

localizado en la superficie de la membrana de los espermatozoides de cabra y se le ha atribuido 

un importante papel regulador como proteína de unión a la ZP (Hemachand et al., 2002). Por 

otro lado, la transgelina 2, (del inglés: transgelin 2, TAGLN2) pertenece a una familia que 

participa en la estabilización del citoesqueleto de actina y se ha descrito su papel central en la 

implantación embrionaria en ratón (Liang et al., 2019). Sin embargo, teniendo en cuenta que en 

nuestro trabajo el FO post-ovulatorio se ha encontrado a una menor concentración y que la 

inmovilización embrionaria se produce alrededor del día 16 post-fecundación en caballo, no 

coincidiendo el proceso con la implantación que ocurre en la especie murina, es poco probable 

que en la especie equina esté relacionada con esta función como se ha descrito en ratón. Sin 

embargo, es posible que tenga un papel regulador en eventos previos a la ovulación, ya que  se 

ha descrito su implicación en la polimerización de actina que sucede durante la capacitación 

espermática, así como la despolarización que debe suceder de forma previa a la RA y necesaria 

para que las membranas acrosómicas se acerquen y fusionen (Breitbart et al., 2005). Aunque 

existe la posibilidad de que esté llevando a cabo otro papel, lo que debe ser estudiado en 

profundidad. 

La nucleótido difosfato quinasa B, (del inglés: nucleoside diphosphate kinase B, NME2) 

juega un papel en la síntesis de nucleósidos trifosfatos como la adenosin trifosfato, entre otros 

(Puts et al., 2018). En el FO bovino pre-ovulatorio ha sido descrita como una de las proteínas 

más abundantes (Lamy et al., 2016), sin embargo, su papel en la regulación de la interacción de 

los gametos en la fecundación requiere futuras investigaciones. La última proteína que 

disminuye en el FO post-ovulatorio de la que vamos a hablar es la aminoacilasa 1 (del inglés: 



TESIS DOCTORAL | Pablo Fernández Hernández 
 

 

94       

aminoacylase 1, ACY1) que se trata de un enzima de unión de zinc que interviene en la hidrólisis 

de proteínas N-acetiladas. Las aminociclasas actúan reciclado los aminoácidos libres que se 

generan tras la degradación de las proteínas y en concreto la ACY1 presenta una alta 

especificidad de sustrato (Sommer et al., 2011). El metabolismo de los aminoácidos es crucial 

para el desarrollo embrionario, habiéndose demostrado que se produce un recambio de 

aminoácidos diferente en los medio de cultivo de embriones humanos que resultan en una 

preñez clínica en comparación con los que dan lugar a reabsorciones (Gardner & Wale, 2013). 

Sin embargo, una vez más, la función específica como componente del FO equino no está clara 

actualmente. 

En cuanto a las proteínas que presenta una mayor abundancia en el FO post-ovulatorio, 

la secretoglobina (del inglés: secretoglobin SCGB1A1) mostró la mayor diferencia, estos 

resultados coinciden con un aumento significativo de la presencia de esta proteína en el FO post-

ovulatorio ipsilateral de yeguas preñadas (Smits et al., 2017). La SCGB1A1, junto con otra similar 

(SCGB1D2), la cual fue encontrada más abundante en el FO humano próxima a la fase luteal 

(Hess et al., 2013), se han asociado con funciones anti-inflamatorias, inmunomoduladoras, anti-

quimiotácticas y estimuladoras del crecimiento embrionario (Smits et al., 2017). Otra proteína 

identificada en nuestro trabajo fue la versican (VCAN), la cual promueve el movimiento celular 

y la migración, sugiriendo que en el ambiente oviductal post-ovulatorio podría está involucrada 

en la migración del embrión hacia el útero (Onken et al., 2014; Ricciardelli et al., 2007). Por otra 

parte, la miosina de cadena pesada 9 (del inglés: myosin heavy chain 9, MYH9) demostró estar 

sobre-expresada en el FO bovino post-ovulatorio incubado con semen, demostrando su papel 

como proteína específica de interacción con el espermatozoide, además de sugerir que junto 

con otras proteínas oviductales podría tener un papel en la modulación de la capacitación 

espermática (Lamy, Nogues, et al., 2018). 
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Si nos fijamos en las proteínas más abundantes y englobadas dentro de la categoría de 

la fecundación, ya se ha demostrado que algunas moléculas involucradas en funciones como la 

interacción o unión entre los gametos, no solo están expresadas en el ovocito y/o en el 

espermatozoide, sino que se pueden encontrar en el FO. Nuestros resultados concuerdan con 

estudios previos que sugieren que estas proteínas son necesarias para distribuir y ensamblar 

complejos multiproteicos en la superficie de los gametos antes de que interactúen entre si 

(Bernabò et al., 2014; Bromfield & Nixon, 2013). 

Resulta complejo conocer la función exacta de todas las proteínas descritas y su papel 

en los eventos que suceden alrededor del momento de la fecundación. Sin embargo, las 

aproximaciones descriptivas como el presente estudio son el primer paso para comprender más 

acerca de la fisiología de la fecundación en el oviducto equino. 

En el tercer trabajo presentado en esta Tesis Doctoral nos planteamos si los metabolitos 

oviductales descritos por González-Fernández y colaboradores (2020) podrían tener algún papel 

clave en la función espermática equina. Por ello, se evaluó el efecto de algunos metabolitos en 

el rango de concentraciones encontradas en el FO post-ovulatorio (González-Fernández et al., 

2020) en los espermatozoides equinos descongelados. Los metabolitos seleccionados fueron el 

mioinositol, lactato, glicina, β-alanina e histamina y se valoró el efecto en diferentes parámetros: 

motilidad espermática, viabilidad, potencial de membrana mitocondrial, RA, EROs y en la 

inducción de la PY.  

El primer metabolito valorado fue el mioinositol, el cual es producido por las células de 

Sertoli (Condorelli et al., 2017). Este metabolito tiene efectos antioxidantes así como un 

importante papel en la regulación del calcio intracelular en el espermatozoide (Barbagallo et al., 

2020). Además, se ha sugerido que el mioinositol podría tener un papel importante en la 

fertilidad equina, ya que en el transcriptoma de sementales fértiles se encontró un aumento 

significativo de proteínas relacionadas con el metabolismo del mismo comparado con 
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sementales subfértiles (Suliman et al., 2018). Sin embargo, se han publicado estudios previos 

añadiendo este metabolito al semen equino refrigerado, con unos resultados similares a los 

nuestros (Affonso et al., 2017). 

Previamente, hemos comentado la relevancia del lactato como fuente de energía tanto 

del ovocito como del espermatozoide, y se ha discutido la importancia de la elevada 

concentración encontrada en el FF pre-ovulatorio. Este mismo grupo de investigación ya 

demostró que tanto en el FO pre-ovulatorio como post-ovulatorio, el lactato es el metabolito 

presente en mayor concentración (69,25 ± 7,3 mM) (González-Fernández et al., 2020). Sin 

embargo, a pesar de la presencia de elevadas concentraciones de lactato en ambos fluidos, en 

el primer trabajo en el que se publicó un protocolo repetible y exitoso de FIV convencional en 

équidos (Felix et al., 2022), en el medio usado tanto para la pre-capacitación como para la co-

incubación, la concentración de lactato es baja (10 mM). En nuestro trabajo, el lactato añadido 

a concentraciones entre 0 y 60 mM no afectó de forma significativa a ninguno de los parámetros 

analizados en el espermatozoide equino. Sin embargo, en un trabajo similar publicado de forma 

previa, las concentraciones elevadas de lactato (19,8 – 40 – 80 mM) ejercieron un efecto 

negativo en la motilidad y en la integridad del acrosoma del semen equino refrigerado 

(Hernández-Avilés et al., 2021). Las diferencias observadas en los diferentes estudios sugieren 

que, posiblemente, una elevada concentración de lactato no sea estrictamente necesaria para 

conseguir una adecuada preparación del espermatozoide, sin embargo, la presencia de una alta 

concentración en el ambiente próximo a la fecundación, podría tener una importante relevancia 

en dicho proceso. 

Otros dos metabolitos, como la glicina y la β-alanina, encontrados en el FO también han 

sido estudiados en esta Tesis Doctoral. Estos metabolitos son responsables de la activación del 

receptor glicina/Cl- que induce la RA en espermatozoides de hombre, cerdo, ratón y hámster 

(Llanos et al., 2001; Sato et al., 2000). Sin embargo, en nuestro trabajo no observamos ningún 
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efecto al incubar estos metabolitos con los espermatozoides equinos en ninguno de los 

parámetros analizados. 

El último metabolito analizado fue la histamina, que se ha relacionado con el control del 

aumento del calcio intracelular en espermatozoides humanos a dosis de 50 – 165 mM, 

ocasionando una pérdida de viabilidad (Gupta A, et al., 2004). Estas concentraciones son 

notablemente superiores a las descritas en el FO post-ovulatorio equino (0,08 – 0,37 mM) 

(González-Fernández et al., 2020) y a las usadas en nuestro trabajo (0 – 0,4 mM). Por otro lado, 

se ha propuesto que este metabolito está involucrado en la regulación de las contracciones de 

la musculatura lisa presente en la pared del oviducto, favoreciendo el avance de los 

espermatozoides (H. Leese et al., 2001). 

En nuestras condiciones, los metabolitos analizados no causaron ningún efecto en los 

parámetros espermáticos analizados, ni siquiera un descenso de la viabilidad, por lo que no 

podemos descartar que estos metabolitos a otras concentraciones y/o de forma combinada 

puedan tener un importante papel en otros eventos relacionados con la capacitación y por tanto 

con la fecundación equina. Por otro lado, hay que tener en cuenta que en nuestro trabajo hemos 

utilizado semen congelado, pudiendo ser este un limitante en la falta de efectos. Es por ello que 

se debería analizar el efecto de estos metabolitos en semen fresco para conocer el verdadero 

papel de estos metabolitos presentes en el FO. 

En el último trabajo de esta Tesis Doctoral, nos planteamos realizar ensayos de FIV 

convencional adicionando FO post-ovulatorio a una concentración de 0,125% (v/v) al medio de 

fecundación utilizando semen descongelado. Previamente, corroboramos que la inducción de 

la PY, descrita en semen fresco al adicionar FO post-ovulatorio (González-Fernández et al., 

2020), ocurría en semen descongelado. Los resultados obtenidos mostraron una inducción 

variable de la PY en la cola del espermatozoide descongelado en presencia de FO, ya que fue 

observada en 2 de los 3 caballos analizados, al igual que ocurre en semen fresco. Sin embargo, 
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esta inducción de la PY no está asociada con la fecundación ya que al co-incubar los gametos en 

presencia de 0,125% de FO no observamos fecundación. En el trabajo de Félix y colaboradores 

(2022) asocian una inducción de PY en la pieza intermedia y en las regiones apical y ecuatorial 

del espermatozoide con una fecundación exitosa en la especie equina (Felix et al., 2022). Este 

trabajo, junto con los resultados obtenidos en nuestros ensayos de FIV sugieren que la inducción 

de la PY en la cola del espermatozoide no es un parámetro que debe ser utilizado para 

determinar una capacitación efectiva en el espermatozoide equino. 

Para terminar, cabe destacar que en la presente Tesis Doctoral se ha conseguido avanzar 

en el conocimiento de la composición del ambiente reproductivo de la yegua, completando la 

caracterización metabolómica del fluido folicular y proteómica del fluido oviductal. El 

conocimiento aportado en esta Tesis Doctoral servirá para plantear nuevos trabajos, con el fin 

de mejorar la eficiencia de los procesos de fecundación in vitro en la especie equina. 
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Conclusiones 

1. La composición metabólica del fluido folicular pre-ovulatorio equino difiere de la 

formulación actual de los medios comerciales de maduración in vitro equino. De los 

22 metabolitos identificados en el fluido folicular, 9 no están presentes en los 

medios comerciales.  

2. Existen diferencias significativas en la composición proteómica del fluido oviductal 

equino antes y después de la ovulación: 15 proteínas son menos abundantes y 156 

son más abundantes en el fluido oviductal post-ovulatorio.  

3.  El análisis proteómico del fluido oviductal mostró que el 54,3% pertenecen a la 

categoría de exosomas extracelulares. 

4. Los metabolitos presentes en el fluido oviductal post-ovulatorio: lactato, 

mioinositol, glicina, β-alanina e histamina no ejercen ningún efecto en los 

parámetros relacionados con la capacitación en los espermatozoides equinos 

descongelados. 

5. La adición de 0,125% (v/v) de fluido oviductal post-ovulatorio al semen equino 

descongelado induce un aumento de fosforilación en residuos de tirosina no 

asociado a una fecundación exitosa.  
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Conclusions 

1. The metabolic composition of equine pre-ovulatory follicular fluid differs from the 

current formulation of commercial equine in vitro maturation media. Among the 22 

metabolites identified in follicular fluid, nine were not present in commercial media. 

2. There are significant differences in the proteomic composition of equine oviductal 

fluid before and after ovulation: 15 proteins are downregulated and 156 are 

upregulated in post-ovulatory oviductal fluid. 

3. The proteomic analysis of the oviductal fluid showed that 54.3% of the identified 

proteins belong to the category of extracellular exosomes. 

4. The metabolites found in oviductal fluid: lactate, myoinositol, glycine, β-alanine and 

histamine exert no effect on capacitation-related parameters in thawed equine 

spermatozoa. 

5. The addition of 0.125% (v/v) post-ovulatory equine oviductal fluid to thawed semen 

induces an increase in protein tyrosine phosphorylation not associated with 

successful fertilization. 
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