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INTRODUCCION

Los canales permeables a cationes, Two-pore channel (TPC), se encuentran en las membranas
endolisosomales (Galione et al., 2011) y estan relacionadas con distintos procesos fisiopatoldgicos (Zong
et al,, 2009). En mamiferos se encuentran dos tipos: TPC1 y TPC2 (Parrington & Tunn, 2014); se
expresan en testiculos de raton (Zong et al., 2009) y la proteina TPC1 participa en la reaccién acrosémica
en esta especie (Arndt et al., 2014). En el cerdo, ambas proteinas se encuentran en el epididimo
(Petryszak et al., 2014) aunque hasta la fecha no se ha estudiado su funcién en espermatozoides (SPZ).
Nuestro objetivo fue evaluar la capacidad fecundante en un sistema in vitro, que presentan los SPZ de un
verraco knock-out para TPC2 (KO-TPC2) (Navarro- Serna et al., 2021) usando como control un wild-type
de fertilidad probada (WT).

MATERIAL Y METODOS

Dos eyaculados de un verraco KO-TPC2 se congelaron (Thiman 1997). Los complejos cumulus-ovocito
(COCs) fueron obtenidos de ovarios de cerdas prepuberes y madurados in vitro en medio NCSU-37
(38°C, 5%CO,, 7%0,) (Canovas et al., 2017) e inseminados en medio TALP (38°C, 5%COQO,, 7%0.,). Se
descongeld una pajuela (38°C, 30”) y los SPZ se seleccionaron mediante swim-up en NaturARTs-PIG
sperm swim-up (EmbryoCloud, Murcia, Espana) (Navarro-Serna et al. 2021). A las 20h un grupo de
presuntos cigotos fueron fijados y tefiidos con Hoechst para evaluar la media de SPZ unidos a la zona
pelucida (S/ZP), media de SPZ penetrados por ovocito (S/O), tasa de penetracion, monospermia y
eficiencia de la fecundacién in vitro (FIV). El resto de cigotos se cultivaron en medio NCSU23 (38°C,
5%C0,, 7%0,) hasta dia 6 post-inseminacion (pi) (Canovas et al., 2017). El dia 2 pi se evalud la tasa de
primera division (divididos/ovocitos totales %D) y a dia 6 pi la tasa de blastocistos (blastocistos/ovocitos
totales, %B) que fueron fijados y tefiidos con Hoechst para realizar recuento celular. Se evaluaron dos
replicados de cada grupo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta experiencia preliminar se ha observado una tendencia (p=0,06) en el porcentaje de penetracién,
siendo mayor en el grupo KO (75,6%, n=41) que en el WT (56,5%, n=46), sin diferencias (p>0.05) en los
otros parametros siendo S/O (WT=1,510,2 y KO=1,7+0,2), S/ZP (WT=1,5£0,3 y KO=2,6%0,5),
monospermia (WT=69,2% y KO=61,3%) y eficiencia (WT=39,1% y KO=46,3%). En cuanto al desarrollo
embrionario, se observaron valores similares (p>0.05) en %D (WT=51,4%, n=105 y KO=61,7%, n=107),
%B (WT=29,5% y KO=32,7%) y recuento celular (n=58; WT=51,413,1 y KO=46,412,2 células/blastocisto).
Nuestros resultados muestran que el semen procedente de cerdos KO-TPC2 es capaz de fecundar y dar
lugar a embriones en tasas similares al semen WT. TPC2 se encuentra expresada en tejido reproductivo
masculino al igual que TPC1 (Arndt et al., 2014) y por tanto su funcién podria estar siendo compensada
por TPC1. Esta hipétesis debera ser contrastada en el futuro con nuevos modelos KO, para TPC1 y
dobles KO TPC1 y TPC2.

CONCLUSION
A pesar de que la expresion de TPC2 se encuentra descrita en las gonadas masculinas, no parece ser
una proteina necesaria en el espermatozoide para la fecundacion ni a el desarrollo embrionario in vitro.
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