UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

ESCOLA TECNICA SUPERIOR D'ENGINYERIA
AGRONOMICA | DEL MEDI NATURAL

EFECTO DE LAS GONADOTROPINAS
RECOMBINANTES HUMANAS rhFSH Y rhLH SOBRE
EL DESARROLLO EMBRIONARIO EN CONEJO

TRABAJO FIN DE GRADO EN BIOTECNOLOGIA
ALUMNO/A: ALEJANDRO HERREROS POMARES

TUTOR/A: JOSE SALVADOR VICENTE ANTON
Curso Académico: 2013/2014

VALENCIA, JUNIO 2014

©o90



Datos Personales

Alumno: D. Alejandro Herreros Pomares

Datos del Trabajo Final de Grado

Titulo del TFG: Efecto de las gonadotropinas recombinantes humanas rhFSH y rhLH sobre

el desarrollo embrionario en conejo.

Lugar de realizacion: Universidad Politécnica de Valencia. Departamento de Ciencia Animal
Localidad y fecha: Valencia, Junio de 2014
Titulacion: Grado en Biotecnologia Intensificacion: Biotecnologia Animal y Humana

Tutor Académico: Prof. D. José Salvador Vicente Anton

Abstract

Obtaining a large amount of oocytes and embryos is relevant for clinical practice and animal
production, in order to reduce costs and easily improve and develop reproductive and
genetic tools. However, superovulation protocols have several limitations, leading
researchers to further explore the areas of folliculogenesis and oogenesis, and the
development of new products and methods of administration. In this respect, the current
results about the use of small doses of the luteinizing hormone (LH) in superovulation
treatments with follicle-stimulating hormone (FSH) are contradictory and its effect is still

unknown.

This study aimed to evaluate the effect of recombinant human gonadotropins, rhFSH and
rhLH, upon ovarian stimulation, using rabbit does as an animal model, and to determinate
their impact on embryo quality, marked by the ability to develop to the blastocyst stage in
vitro and the gene expression of the following genes: octamer-binging transcription factor
(OCT4), NANOG homeobox (NANOG) and sex determining region Y-box 2 (SOX2).

The results indicated that superovulation treatment with rhFSH alone or in combination with
10% rhLH induced a superovulatory response in doe rabbits; the combination of 37.50 IU of
rhFSH supplemented with 3.75 1U of rhLH produced the highest ovarian response. Low
concentration of rhFSH with 10% rhLH (18.75 IU of rhFSH and 1.87 IU rhLH) produced a
significant decrease of the fecundation rate that is not observed for high concentrations
(37.50 1U of rhFSH + 10% rhLH). Moreover, embryo quality is not affected in terms of their
ability to develop in vitro from 8-16 cells to blastocyst stage and neither affects embryonic
gene expression of the genes OCT4, NANOG and SOX2.
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Resumen

La obtencion de un gran nimero de Gvulos y embriones es interesante tanto en la practica
clinica como en la produccion animal, pues reduce costes y facilita la mejora y el desarrollo
de herramientas reproductivas y genéticas. Sin embargo, los procedimientos de
superovulacion presentan una serie de limitaciones que han impulsado los estudios sobre
foliculogénesis y ovogénesis y el desarrollo de nuevos productos y modos de administracion.
En este sentido, los resultados obtenidos sobre el uso de pequefias dosis de la hormona
luteinizante (LH) en los tratamientos de superovulacion con la hormona foliculo-estimulante

(FSH) son contradictorios, por lo que su efecto sigue sin esclarecerse de forma definitiva.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de las gonadotropinas recombinantes humanas
rhFSH y rhLH, sobre la estimulacion ovarica, usando el conejo como modelo animal, y
determinar el impacto sobre la calidad de los embriones, empleando como indicadores el
desarrollo in vitro hasta blastocisto y la expresion de los genes octamer-binging
transcription factor (OCT4), NANOG homeobox (NANOG) y sex determining region Y-box
2 (SOX2).

Tanto los tratamientos que emplean rhFSH, como aquellos que utilizan rhFSH combinada
con un 10% de rhLH, inducian una respuesta superovulatoria, siendo 37’50 IU de rhFSH
suplementada con 3’75 TU de rhLH la combinacién que produjo una mayor respuesta
ovulatoria. La utilizacién de bajas concentraciones de rhFSH con 10% de rhLH (18’75 U de
rhFSH y 1’87 IU de rhLH) provocaba una disminucion significativa de la tasa de
fecundacion que no se observd para concentraciones elevadas (37°50 TU de thFSH + 10% de
rhLH). Asimismo, la calidad de los embriones no fue afectada en términos de capacidad de
desarrollo in vitro desde el estadio de 8-16 células hasta blastocisto ni de expresion
embrionaria de los genes OCT4, NANOG y SOX2.
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Resum

L’obtencié d’un gran nombre d’ovuls i embrions és interesant tant en la practica clinica com
en la produccié animal, doncs redueix costos i facilita la millora i el desenvolupament de
ferramentes reproductives i genétiques. No obstant, els procediments de superovulacié
presenten una série de limitacions que han impulsat els estudis sobre foliculogénesi i
ovogenesi i el desenvolupament de nous productes i métodes d’administracié. En aquest
sentit, els resultats obtinguts sobre 1’0s de xicotetes dosi de 1’hormona luteinitzant (LH) en
els tractaments de superovulaci6 amb I’hormona fol-licle-estimulant (FSH) son

contradictoris, per la qual cosa el seu efecte segueix sense esclarir-se de forma definitiva.

L’objectiu d’aquest treball és avaluar 1’efecte de les gonadotropines recombinats humanes
rhFSH i rhLH, sobre I’estimulacié ovarica, utilitzant el conill com a model animal, i
determinar I’impacte sobre la qualitat dels embrions, emprant com a indicadors el
desenvolupament in vitro fins blastocit i 1’expressio dels gens octamer-binging transcription
factor (OCT4), NANOG homeobox (NANOG) i sex determining region Y-box 2 (SOX2).

Tant els tractaments que empraren rhFSH, com aquells que utilitzen rhFSH combinada amb
un 10% de rhLH, induien una resposta superovulatoria, essent 37°50 IU de rhFSH
suplementada amb 3’75 TU de rhLH la combinacié que produeix una major resposta
ovulatoria. La utilitzacié de baixes concentracions de rhFSH amb 10% de rhLH (18’75 TU
de rhFSH i 1’87 IU de rhLH) provocava una disminucié significativa de la taxa de
fecundacio que no es va observar per a concentracions elevades (37°50 TU de rhFSH + 10%
de rhLH). Aixi mateix, la qualitat dels embrions no va ser afectada en termes de capacitat de
desenvolupament in vitro des de I’estadi de 8-16 cél-lules fins blastocit ni d’expressio
embrionaria dels gens OCT4, NANOG i SOX2.
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embrionaria; expressio genica
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

La biotecnologia de la reproduccion ofrece una amplia gama de técnicas que permiten
aumentar la eficiencia reproductiva tanto en animales como en el ser humano (Palma, 2008). De
entre estas tecnologias, es de especial interés la superovulacion, debido a los elevados costes de
las técnicas de recuperacion de ovocitos y embriones y a las bajas eficiencias de determinados
procesos a los que pueden destinarse posteriormente (Cortell, 2012).

Los tratamientos de superovulacién se basan en la estimulacién de los ovarios de la
hembra mediante hormonas exdgenas para aumentar el nimero de 6vulos y embriones por ciclo
y, con ello, las posibilidades de tener descendencia. Tradicionalmente, estos tratamientos se han
empleado tanto en reproduccion asistida humana como en produccion animal. En la practica
clinica, la superovulacion junto con la inseminacion artificial (1A), han demostrado ser Utiles en
parejas con problemas de infertilidad, mientras que en produccion animal han permitido mejorar
la eficiencia reproductiva contribuyendo a la difusién y conservacion de recursos genéticos
(Guzick et al., 1999; Kavoussi, 2013). Ademas, la obtencién de un gran niamero de 6vulos y
embriones facilita la mejora y el desarrollo de herramientas reproductivas y genéticas como la
crioconservacion, la produccion embrionaria in vivo, la clonacién o la transgénesis (Besenfelder,
2002).

Sin embargo, los procedimientos de superovulacién presentan una serie de limitaciones,
como son la variabilidad en la respuesta y las alteraciones en la calidad de 6vulos y embriones,
que han impulsado tanto los estudios sobre la foliculogénesis y ovogeénesis, como el desarrollo

de nuevos productos y modos de administracion que reduzcan los efectos no deseados.

El conejo es histéricamente un modelo biomédico tanto en embriologia como en biologia
de la reproduccién por dos razones fundamentalmente (Fischer et al., 2012). Por un lado, el
desarrollo del embrion y del feto es similar al de los seres humanos, haciendo al conejo un
modelo adecuado para estudiar el impacto que puedan tener las alteraciones durante las
primeras etapas de la gestacion sobre los individuos adultos. Ademas, existe un amplio
conocimiento molecular y morfoldgico de las etapas de gastrulaciéon, implantacién y
placentacion que recuerdan en sus etapas iniciales a las del ser humano. Por otro lado, estan bien
establecidas las técnicas de obtencion de esperma y Gvulos, para posterior inseminacion, y de
obtencién de embriones, para su conservacién, mediante cultivo in vitro o crioconservacion, o

para su transferencia.
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1.1 FUNDAMENTOS DE LOS TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION

Como se ha comentado anteriormente, los protocolos de superovulacion presentan una
serie de problemas, entre los que destacan la gran variabilidad que presenta la respuesta
ovulatoria y la disminucion de la calidad de los ovocitos y embriones obtenidos. Estos se ven
afectados por el estado y momento de la poblacion folicular en la hembra, que depende de la
edad, de factores nutricionales y ambientales y de su interaccién con los protocolos de
administracion o el tipo de hormona empleada (Stroud y Hasler, 2006; Squires y McCue, 2007).

Es habitual que asociados a los tratamientos de superovulacion se produzcan fallos de
induccidn de la ovulacion, se incremente la presencia de foliculos hemorrégicos y de évulos no
fecundados y se origine una disminucion de la calidad de los ovocitos y los embriones,
observando, por ejemplo, una reduccion en el nimero de células y aumentando aneuploidias y
anomalias en el desarrollo de los embriones (Fujimoto et al., 1974; Chrenek et al., 1998;
Kauffman et al., 1998; Leoni et al., 2001; Mehaisen et al., 2005; Salvetti et al., 2007b).
Ademas, la repeticion de los tratamientos de superovulacion, con una misma hormona y en una
misma hembra, puede desencadenar una respuesta humoral que desemboque en la produccidn
de anticuerpos que podrian afectar a la fertilidad y reducir la respuesta, como se ha observado
en oveja (Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999). Esto explicaria el aumento de la tasa de
anticuerpos anti-FSH descrito tanto en mujeres que presentan problemas de infertilidad como en
conejas (Haller et al., 2007; Viudes-de-Castro et al., 2009).

Dado que el estado de la poblacion folicular serd el que, en Gltima instancia, determine
gran parte de la respuesta final al tratamiento por parte de la hembra, revisaremos a
continuacion los elementos que regulan la dindmica folicular y la adquisicién de la competencia

del 6vulo en mamiferos.

El eje hipotalamo-hipéfisis es el encargado de la regulacién del comportamiento sexual
y la reproduccién (Pawson y McNeilly, 2005). En primer lugar, el hipotalamo produce la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que se encarga de regular la secrecion de
gonadotropinas por parte de la hipdéfisis. En segundo lugar, la adenohip6fisis produce las
gonadotropinas, que son dos glicoproteinas heterodiméricas, la hormona foliculo-estimulante

(FSH) y la hormona luteinizante (LH), que acttan a nivel del foliculo ovarico.

La Figura 1 representa el funcionamiento del control de la poblacién folicular por parte
del eje hipotdlamo-hipofisis en conejo. Igual que en otros mamiferos, la FSH y la LH estimulan
el crecimiento y maduracion de un grupo de foliculos, de los que uno o algunos (segun la

especie) llegaran a producir la suficiente cantidad de 17B-estradiol para desencadenar la
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descarga ovulante de LH. A diferencia de otros mamiferos, la coneja, ademas necesita del
estimulo coital para desencadenar los pulsos de secrecion de LH que daréan lugar a la ovulacion.

Estimulo coital

Hipotalamo
GnRH 17p-estradiol
+
17p-estradiol Hipofisis .
LH FSH 17p-estradiol

Foliculo ovarico

Figura 1. Representacion del funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario en la coneja.

Los foliculos se forman durante el desarrollo embrionario del individuo y estan
compuestos por una 0 mas capas de células de la granulosa rodeando a un ovocito (Gougeon,
1996; Zeleznik, 2004). En las hembras, la meiosis para formar los 6vulos ocurre durante un
largo periodo de tiempo. La ovogonia entra en meiosis, pero es arrestada en estado de diplotene
en la primera profase. Al foliculo con un ovocito en estadio de diplotene asociado a una capa de

células de la granulosa y rodeado por una lamina basal se le denomina foliculo primordial.

La Figura 2 resume las etapas del desarrollo de un foliculo primordial hasta que se
produce la ovulacion. Durante el desarrollo folicular, un grupo de foliculos primordiales inician
su crecimiento (oleada folicular), las células de la granulosa forman capas que rodean
completamente al ovocito y aparece una capa de células tecales sobre la lAmina basal, pasando a
ser foliculos preantrales (Vicente y Marco-Jiménez, 2012). EI mecanismo responsable de la
iniciacion del desarrollo de los foliculos primordiales es controvertido, aungue se sabe que esta
etapa es independiente de las gonadotropinas, ya que los precursores que dan lugar a la
activacion del foliculo primordial se originan en las células de la teca y de la granulosa (Cortell,
2012).

Posteriormente, sélo unos pocos de los foliculos reclutados emergeran, los denominados
foliculos dominantes, mientras que la mayor parte sufren un proceso de atresia inducida por la
apoptosis folicular (Tilly et al., 1991). Este crecimiento es dependiente de la gonadotropina
hipofisaria FSH (Gougeon, 1996; Zeleznik, 2004). Durante esta etapa, se va formando el antro y

las células de la granulosa pasan a diferenciarse en células del cimulo, intimamente ligadas al
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ovocito (Gilchrist et al., 2008). Esta relacion permite la regulacién de la ovogénesis,
participando tanto las células del cimulo como el ovocito en la regulacién mediante diversos
factores. Cuando los ovocitos alcanzan la etapa antral, adquieren la capacidad para continuar la
meiosis y pasan a ser FSH-dependientes (Gilchrist et al., 2008).

Incompetente Competente
para la meiosis para la meiosis

LH

FSH
® -8 — (o | =

Primario
Preantral

Antral

Preovulatorio

l

Maduracion del
ovocito y ovulacion

Figura 2. Desarrollo del foliculo ovarico en mamiferos (Adaptada de Melhmann, 2005).

El foliculo dominante continua su crecimiento y desarrolla receptores para LH en las
células murales de la granulosa (Mehlmann, 2005), mientras que las células del cumulo y el
ovocito carecen de los mismos (Peng et al., 1991; Eppig et al., 1997). Tras el pico de LH se
producira la disrupcién de las uniones GAP entre las células del cimulo y el ovocito (Tosti,
2006), lo que permite la maduracién ovocitaria, es decir, la reanudacion de la meiosis del
ovocito hasta el estadio de metafase Il (Sirard et al., 2006), que no se completara hasta la
fecundacion (Chen et al., 2003). Esto es debido a que se reduce los niveles de AMPc del
ovocito, permitiendo la expresion de MPF-ciclina B1 y securina gue conducen al ovocito hasta
la metafase Il, donde se detiene de nuevo debido a la actividad MAPK asociada al descenso de
AMPc (Jones, 2005). Para finalizar la meiosis es necesario que el espermatozoide active al
6vulo incrementando los niveles de Ca*?, lo que provoca la degradacion de la unidad reguladora

MPF, inhibiendo la secrecién de los componentes del MPF (ciclina B1 y securina).

El mecanismo por el que los foliculos dominantes emergen, mientras que el resto sufren
un proceso de atresia parece estar regulado mediante varios factores (Driancourt, 2001). Por un
lado, los foliculos dominantes provocan una disminucion de la secrecion de FSH mediante la
produccion de inhibina y 17f3-estradiol que actdan sobre la hipd&fisis (Gibbons et al, 1997; Mihm
et al., 1997). Ademas, presentan una mayor expresion de factores reguladores como la activina,

la inhibina y la folistatina (Rodrigues et al., 2008). Esto es posible gracias al incremento en la
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sensibilidad hacia la FSH que experimentan los foliculos dominantes, que permite que su
desarrollo no se vea afectado por una disminucion en la concentracion de FSH circulante
(Driancourt, 2001). Por otro lado, la LH parece estar implicada en el incremento de la
produccién de testosterona por parte de las células de la teca, que estimula de manera
intrafolicular la sintesis de 17p-estradiol por parte de las células de la granulosa (Drummond,
2006).

De este modo, se puede decir que existen tres niveles de control del desarrollo y seleccion

de los foliculos ovulatorios:

1) Las gonadotropinas FSH y LH circulantes.
2) Los factores producidos por los foliculos dominantes que inhiben el desarrollo de
otros foliculos mediante mecanismos gonadotropico-dependientes.

3) Los factores intrafoliculares que disminuyen o aumentan la accion gonadotrépica.

Por tanto, el tratamiento de superovulacién no sélo dependera de la concentraciéon de
gonadotropinas empleadas, sino que depende de un complejo sistema de sefiales paracrinas y
autocrinas de los factores producidos por los propios foliculos que pueden amplificar o atenuar

la respuesta al tratamiento.

Finalmente, existen estudios en oveja que han podido determinar la relacion entre
determinados genes y la tasa de ovulacion (Fabre et al., 2006). En concreto, mutaciones en la
proteina morfogenética dsea 15 (BMP-15), el factor de crecimiento y diferenciacién 9 (GDF-9)
y el receptor de proteinas morfogenéticas 6seas 1B (BMPR-1B), se han asociado a un aumento
de la tasa de ovulacion sin presentar cambios drasticos en las secreciones de gonadotropinas
(Campbell et al., 2003). La reduccidn de su actividad da lugar a una disminucién de la mitosis
de las células de la granulosa y a un aumento de la sensibilidad a FSH que da lugar a foliculos
antrales méas pequefios. Estos producen una menor cantidad de estradiol e inhibina, aumentando

la tasa de ovulacion (Fabre et al., 2006).

Asimismo, se han detectado mutaciones en los genes que codifican para los receptores de
FSH (FSHR) y LH (LHR) que afectan a la tasa de ovulacién. Las mutaciones que afectan a la
forma activa de FSHR pueden dar lugar a la aparicion de problemas de esterilidad (Cui et al.,
2009). En concreto, Greb et al. (2005) determinaron que el cambio de asparagina a serina en la
posicion 680 del FSHR humano da lugar a una disminucién de la actividad de FSH, que podria
explicar algunos problemas de esterilidad. Por otra parte, en cuanto al LHR, Simdes et al. (2012)
observaron una relacion entre el aumento de la capacidad ovulatoria, el aumento del didmetro
folicular y el aumento de la expresion de diferentes isoformas del gen del receptor de LH en las

células de la granulosa en ganado.
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1.2 TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION

Como se ha comentado anteriormente, en los tratamientos de superovulacién se
administra una gonadotropina exdgena que imita el efecto de la FSH end6gena cerca del
final de la fase luteal y durante la fase folicular del ciclo para aumentar el nimero de
6vulos o embriones que se obtiene. Sin embargo, los tratamientos empleados
habitualmente en la practica clinica difieren de los tratamientos empleados en produccién
animal.

Para el tratamiento de problemas de infertilidad humana, existen actualmente 2
productos en el mercado, la hormona foliculo-estimulante humana urinaria (UFSH) y la
hormona foliculo-estimulante recombinante humana (rhFSH) (Palma, 2008). La
reproduccion asistida mediante la produccién in vivo de embriones humanos emplea
preparaciones derivadas de orina humana desde los afios 60 (De Leo et al., 2012). Sin
embargo, no seria hasta 1983 cuando se consiguiera un producto final con una pureza en
FSH superior al 95%, disminuyendo el riesgo de contaminacién por bacterias, virus y
priones (Ludwig y Keck, 2005).

Actualmente, existe controversia sobre qué producto, uFSH o rhFSH, es mas
adecuado. Por una parte, existen meta-estudios cuyos resultados indican que las
gestaciones con rhFSH son superiores a las obtenidas mediante uFSH (Daya y Gunby,
1999), mientras que otros meta-analisis no encontraron diferencias significativas entre
ambos productos (Al’lnany et al., 2005). Por otra parte, se ha criticado la seguridad de la
FSH de origen urinario al proceder de mujeres donantes, ya que podrian encontrarse
restos de medicamentos, virus e incluso priones (Out, 2005). De este modo, aunque la
relacion coste-beneficio de la uUFSH es mejor en comparacién con la rhFSH (Hatoum et
al., 2005), la tendencia a eliminar los posibles riesgos potenciales de la uFSH para la
salud, podria superar a la eficacia y el precio, haciendo que las gonadotropinas

recombinantes se impongan en el mercado (Palma, 2008).

En produccion animal, desde los afios 60 los tratamientos de superovulacién se han
basado en la utilizacion de gonadotropinas de dos tipos segln el origen bioldgico:
coridnicas (gonadotropina coridnica equina o eCG) e hipofisarias (FSH ya sea porcina,
ovina, equina o recombinante), existiendo cierto debate sobre el tratamiento que consigue
una mayor respuesta superovulatoria (Pliego, 2005; Mehaisen et al., 2005). En conejo,
mientras que Kenelly y Foote (1965), Maurer et al. (1968), Joly (1997) y Rebollar et al.
(2000) observaron una respuesta superovulatoria superior en los tratamientos con FSH a

la obtenida en los tratamientos con eCG, Besenfelder (1991) y Kauffman et al. (1998)
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determinaron que la respuesta superovulatoria era mayor en los tratamientos con eCG que
en los tratamientos con FSH.

Por otra parte, el protocolo de administracion varia en funcion de la eliminacién
renal y, consecuentemente, de la vida media de cada hormona (Rose et al., 2000). Tanto
la FSH como la LH y la eCG son glicoproteinas, siendo esta Gltima producida por las
células trofoblasticas endometriales de la yegua. En las glicoproteinas, el peso molecular,
el acido sialico terminal y los grupos sulfatos son los componentes que, en mayor
medida, determinan la vida media de la molécula en circulacién (Morell et al., 1971).
Tanto el contenido en &cido sialico de la eCG como el peso molecular son elevados,
permitiendo la administracién en una Unica dosis que minimiza la manipulacion de los
animales (Maertens y Luzi, 1995). La FSH y la LH poseen un bajo contenido en acido
sialico, haciendo que sean rapidamente reconocidas por los receptores de glicoproteinas
del higado y que sea necesario suministrar dosis cada 12 horas durante 3 o 4 dias
(Kenelly y Foote, 1965; Joly, 1997; Kauffman et al., 1998; Besenfelder, 2002; Salvetti et
al., 2007b).

Como posible solucién, en los udltimos afios se ha comenzado a utilizar
macromoléculas para transportar la FSH. En conejo se ha utilizado con buenos resultados
gel de hidréxido de aluminio (Hashimoto et al., 2007) y polivinilpirrolidona (PVP)
(Kanayama et al., 1992; Hashimoto et al., 2004; Salvetti et al., 2007b; Salvetti et al.,
2008). Alternativamente, se han realizado gonadotropinas recombinantes en las que
mediante ingenieria genética se ha aumentado la vida media de la FSH (Perlman et al.,
2003 y Trousdale et al., 2009). Asimismo, se ha propuesto la adiccion de una seccidn de
ADN que codificara para una proteina altamente glicosilada a una parte de la FSH. La
proteina quimérica recombinante humana (rhFSH-CTP) ha demostrado producir
maduracién folicular 50 horas después de la primera dosis en humanos (Fauser et al.,
2009).

Las Tablas 1 y 2 resumen diferentes protocolos de superovulacion mediante el uso
de eCG y FSH, respectivamente, y los principales resultados obtenidos en conejo. En la
actualidad, no existe un protocolo de superovulacion que dé resultados previsibles y con
fiabilidad en la respuesta. Se puede observar la gran variabilidad entre los mismos y cdmo la
dosis interviene en los resultados obtenidos mediante estos tratamientos. Sin embargo, ademas
de la dosis, existen otros factores que también afectan a estos resultados. La composicion de
los productos utilizados es uno de los més importantes, suponiendo una gran causa de
variabilidad, tanto en los tratamientos con eCG como en los tratamientos con FSH (Aggarwal
et al., 1980).
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principales protocolos de superovulacion con eCG empleados en conejo.
Induccién Ovulacion Tasa Ovulacion  Embriones Recuperados

Tabla 1. Tasa de ovulacién, embriones y 6vulos recuperados mediante los
REEENEES Dosis (eCG)

Ovulos Recuperados

Kennely y Foote, 1965 6x12’51U 2’5mg LH 16’6 - 13°7
Garcia-Ximénez y Vicente, 1990 50 IU No 19°7 17°9 -
lllera et al., 1990 120 TU + 0’25 mL anti-eCG 60 IU hCG - 21°3 -
Besenfelder, 1991 80 IU 180 IU hCG 39’5 22°5 30°9
Schmidt et al., 1992 100 IU 100 IU hCG 27°2 19°6 -
Schmidt et al., 1992 100 IU 75 IU hCG 20 10’8 -
Schmidt et al., 1992 50 IU 40 IU hCG 20 11’4 -
Lépez-Béjar y Lopez-Gatius, 2000 80 IU 30 IU hCG - 17°8 -
Besenfelder et al., 2002 120 U 180 IU hCG 36’3 24’3 32
Tsiligianni et al., 2004 20 1U/kg 120 IU hCG 28’7 14°2 18°6
Mehaisen et al., 2005 50 IU - 15°2 10°1 -
Mehaisen et al., 2005 200 IU - 19’1 8’8 -
Mehaisen et al., 2006 20 IU/kg 75 IU hCG 19°2 15°4 -

Tabla 2. Tasa de ovulacion, embriones y dvulos recuperados mediante los principales protocolos de superovulacion con FSH empleados en conejo.

Referencias i Induccién Ovulacion Tasa Ovulacion ~ Embriones Recuperados
Kennely y Foote, 1965 6 x0°155 mg 2’5mg LH 56’1 - 40°4
Schmidt et al., 1992 3x0°6mg/24h 40 IU hCG 34°6 14°2 -
Joly, 1997 5x0°4mg/12h 0’2 mL GnRH 32 30°4 -
Kauffman et al., 1998 6x0’5mg/12h 150 IU hCG 26’5 21’3 19°4
Kauffman et al., 1998 8x0°’5mg/12h 150 IU hCG 23’5 14°9 23’5
Cheng et al., 1999 6x0’3mg/8h 25 IU hCG/ kg 28 14°9 2’1
Besenfelder et al., 2002 6x2°25mg/12h 180 IU hCG 43°0 27’1 8’1
Mehaisen et al., 2006 3x 0’6 mg/24h 75 IU hCG 25’2 20’3 -
Salvetti et al. 2007b 5x9ug/mL/12h 1°6 ug Buserelina 26’7 21’3 -
Salvetti et al. 2007b 5x9 pg/mL +20% LH /12 h 1’6 pg Buserelina 27’1 20’3 -
Salvetti, 2008 5x9pug/mL+20% LH/12h 1’6 pg Buserelina 38’1 32°2 -
Salvetti, 2008 1x31°5 g 1’6 pg Buserelina 28 17°2 -
Viudes-de-Castro et al. 2009 3x 251U rhFSH/ 24 h 2 ug Buserelina 20°2 15’4 1’6
Viudes-de-Castro et al. 2009 3x25IU rhFSH +5% LH /24 h 2 ug Buserelina 18’5 15°9 1’0
Viudes-de-Castro et al. 2009 3x 251U rhFSH +10% LH /24 h 2 ug Buserelina 18’4 13’7 0’6
Cortell et al. 2010 3 x 5’5 ug rhFSH / 24h 2 pg Buserelina 17°9 13’9 -
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Tradicionalmente, se empleaban extractos de FSH comerciales, derivados de la pituitaria
en produccion animal y de origen urinario en la préctica clinica, en los que la actividad de LH
era relativamente indefinida, presentando una elevada variabilidad entre lotes (Hesser et al.,
2011; Van de Weijer et al., 2003). La incapacidad para controlar la contaminacion por parte de
la LH en los extractos de FSH, no s6lo aumenta la variabilidad, sino que se ha visto en ganado
que disminuye el nimero de embriones transferibles (Donaldson et al., 1986; Kanitz et al.,
2002). Esto se debe a que el aumento en la cantidad de LH en el protocolo de superovulacion
puede producir la activacion de receptores de LH que den lugar a una luteinizacion prematura,
produciendo una ovulacion temprana y una disminucion de los ratios de fecundacion y
produccién de embriones. Ademas, las isoformas de LH presentes en el preparado de FSH,
pueden interferir en la efectividad de la FSH.

Posteriormente, se han desarrollado preparaciones comerciales con una actividad de LH
reducida y detectable, permitiendo estudiar los efectos de esta hormona con concentraciones
practicamente constantes en yegua (Rosas et al., 1998; Squires y McCue, 2007). De este modo,
ha sido posible detectar las variaciones en la tasa de ovulacion obtenida, en el nimero de
hembras que responden a la induccion de la superovulacién y sobre la calidad de los dvulos o

embriones obtenidos.

Finalmente, en los Gltimos afios, se ha conseguido la produccién de FSH con un grado de
pureza elevadisimo mediante el desarrollo de gonadotropinas recombinantes. Sin embargo, éstas
requieren de la glicosilacion post-traduccional, haciendo que su produccién con una elevada
calidad conlleve un alto coste. Actualmente, se obtienen a partir de lineas celulares de animales
transgénicos, en cuyo genoma se han introducido los genes que codifican las subunidades a y
de la FSH. EI método mas comin para la produccion de la rhFSH es la expresion heterdloga en
células de ovario de hamster chino (CHO), ya que es una linea celular capaz de llevar a cabo

modificaciones post-traduccionales en la proteina nativa (Hesser et al., 2011).

De este modo, se obtiene FSH con un grado de pureza maximo, sin contaminaciones por
LH u otras sustancias, sin reacciones alérgicas ni riesgos de infeccion y con una variacion
practicamente inexistente de lote a lote, que permite realizar estudios sobre el efecto de la LH en

los tratamientos de superovulacién (Palma, 2008).

Lehert et al. (2014) realizaron un meta-analisis donde compararon la respuesta de 6443
pacientes a tratamientos de superovulacion con rhFSH y tratamientos con rhFSH suplementada
con rhLH. Mientras que en mujeres con respuesta ovarica pobre, el tratamiento con rhFSH
suplementada con rhLH produce un aumento significativo en el nimero de 6vulos recuperados
y en la tasa de fecundacion de un 30% con respecto a las tratadas Unicamente con rhFSH, en la

poblacion en general el nimero de évulos recuperados no presenta diferencias significativas y la
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tasa de fecundacion presenta un incremento de un 9% entre el tratamiento con rhFSH més rhLH
y el tratamiento Unicamente con rhFSH. Por otra parte, este incremento del 9% no ha sido
observado en otros meta-analisis anteriores (Baruffi et al., 2007; Oliveira et al., 2007), de
manera que es necesario llevar a cabo més estudios que determinen si la suplementacion con LH

es adecuada y a qué concentracion se consiguen los mayores beneficios.
1.3 EFECTOS SOBRE LA CALIDAD OVOCITARIA Y EMBRIONARIA

Tanto los tratamientos con eCG como con FSH (y LH, en su caso) presentan efectos
adversos que suponen una disminucion en la calidad de los ovocitos y embriones recuperados
(Cortell, 2012). Por una parte, la administracion de gonadotropinas exdgenas supone la
modificacion de la concentracién de esteroides circulantes, 17p-estradiol y progesterona,
principalmente (Donoghue et al., 1992). Durante la inseminacion y concepcion, el control del
correcto ambiente oviductal y de la sincronizacion entre el embrion y el endometrio en la
implantacion dependen de estas dos hormonas, influyendo tanto en la tasa de ovulacién como en
el nimero de embriones recuperados tras el tratamiento (Greve y Callesen, 2001; Gonzalez-
Bulnes et al., 2000).

Por otra parte, estos tratamientos podrian dar lugar al reclutamiento de dvulos que han
sido incapaces de completar la diferenciacion de manera adecuada (Sirard et al., 2006). De
hecho, para los tratamientos de superovulacion basados en eCG se ha descrito: (1) disminucion
en la tasa de ovocitos liberados en el estadio esperado en conejo (Chrenek et al., 1998) y rata
(Tain et al., 2000); (2) aumento de los fallos de fecundacion y (3) alteraciones en la
organizacion de determinados organulos ovocitarios, en hamster dorado (Lee et al., 2005; Lee et
al., 2006a); (4) menor tasa de desarrollo de embriones en ratén (Ertzeid y Storeng, 2001) y
hamster dorado (Sengoku y Dukelow, 1988); (5) mayor mortalidad post-implantacional, (6)
retraso del crecimiento fetal y (7) aumento de la reabsorcién embrionaria en ratén (Ertzeid and
Storeng, 2001; Van der Auwera y D’Hooghe, 2001) y (8) aumento de las anormalidades
cromosémicas y (9) de la sensibilidad a la crioconservacion en conejo (Fujimoto et al., 1974;
Mehaisen et al., 2005).

En cuanto a los tratamientos de superovulacion basados en FSH, también se han
observado los siguientes efectos negativos: (1) aumento de los foliculos anovulatorios en cerdo
(Guthrie et al., 1997); (2) aumento de los foliculos hemorragicos, (3) de los fallos de
fecundacion y (4) de la sensibilidad a la crioconservacion (Salvetti et al., 2007b; Mehaisen et
al., 2005), asi como (5) disminucion de la tasa de desarrollo de embriones y (6) del nimero de
nacidos vivos tras la crioconservacion de los embriones en conejo (Kauffman et al., 1998;
Mehaisen et al., 2005; Viudes-de-Castro et al., 2009).
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En general, el uso de FSH presenta ventajas claras sobre la utilizacion de eCG que
incluyen una disminucion en el namero de foliculos quisticos y una respuesta ovulatoria méas
consistente (Bellows y Short, 1972; Elsden et al., 1978). Ademds, presenta unos efectos
negativos menores que los tratamientos con eCG, posiblemente asociados a la mayor vida
media en el torrente sanguineo de ésta Gltima (Lopes da Costa et al., 2001; Mehaisen et al.,
2005) o al doble efecto FSH/LH que posee la eCG descrito en oveja y cabra (Cognié y Baril,
2002; Salvetti et al., 2007Db).

Por otra parte, existen numerosos estudios que han valorado el impacto de un exceso de
LH sobre la calidad ovocitaria empleando como modelos animales: yegua (Rosas et al., 1998;
Squires y McCue, 2007), ganado (Lopes da Costa et al., 2001), oveja (Gonzalez-Bulnes et al.,
2000) y conejo (Hashimoto et al., 2004; Salvetti et al., 2007b; Viudes-de-Castro et al., 2009).
Aungue el efecto de la LH sobre los tratamientos de superovulacién sigue sin esclarecerse de
forma definitiva, estos estudios apuntan a que un exceso de LH podria resultar en una
disminucién de la calidad ovocitaria, produciendo maduracion prematura de los ovocitos,
desviacion de los perfiles endocrinos, alteraciones en la luteinizacion y transporte de gametos y
anovulacién de un mayor namero de foliculos (Squires y McCue, 2007; Gonzélez-Bulnes et al.,
2000). De este modo, aungue parece necesario un valor minimo de LH para obtener una

respuesta adecuada, éste debe ser muy bajo (Cortell, 2012).

En este sentido, los resultados obtenidos con respecto a la utilizacion de pequefias dosis de
LH en los tratamientos de superovulacion son contradictorios. Viudes-de-Castro et al. (2009)
determinaron gue los embriones recuperados de hembras tratadas con rhFSH suplementado con
un 10% de rhLH mostraban una tasa de desarrollo significativamente inferior a la del grupo
control. EI empeoramiento de la calidad observado en conejo por Viudes-de-Castro et al.
(2009), también sucede en vacuno, donde Donaldson et al., (1986), observaron una reduccion
de la calidad al aumentar la cantidad de LH administrada. Sin embargo, tanto Balasch et al.
(2001) y Penarrubia et al. (2003) en humana, como Rosas et al. (1998) en yegua y Hashimoto et
al. (2004) y Salvetti et al (2007b) en conejo obtuvieron resultados donde la suplementacién del

tratamiento con LH no tenia efecto sobre la calidad embrionaria.

Estos estudios han realizado una valoracion de la calidad de los 6vulos y embriones
procedentes de tratamientos de estimulacion ovarica que emplean FSH suplementada con LH
basada en criterios como la apariencia morfolégica, viabilidad o las tasas de ovulacién y
embriones recuperados. Sin embargo, hasta la fecha, no existen estudios que hayan valorado
variaciones en la expresion génica de los embriones procedentes de este tipo de tratamientos,
siendo interesante determinar, si existen diferencias significativas en genes esenciales para el

desarrollo embrionario.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este Trabajo Final de Grado son:

- Evaluar el efecto de las gonadotropinas recombinantes humanas (rhFSH y rhLH) sobre
la estimulacion ovarica, la tasa de fecundacion y la recuperacién embrionaria, utilizando

el conejo como modelo animal.

- Determinar el impacto que el tratamiento de superovulacion tiene sobre la calidad de los
embriones, empleando como indicadores tanto el desarrollo in vitro hasta blastocisto
como la expresion de genes fundamentales implicados en el desarrollo embrionario:
octamer-binging transcription factor (OCT4), NANOG homeobox (NANOG) vy sex
determining region Y-box 2 (SOX2).
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3. Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO EXPERIMENTAL

La Figura 3 ilustra el disefio experimental empleado en el estudio para determinar las
respuestas de los tratamientos de superovulacion. Se establecieron 5 grupos en los que se
utilizaron 2 concentraciones de rhFSH y se suplementaron o no con rhLH, siendo el quinto
grupo tratado con suero salino (grupo control).

Cada semana, 2-3 conejas asignadas a cada grupo recibieron cada 12 horas la dosis
hormonal correspondiente a cada grupo experimental. Cada coneja recibié 5 dosis, 10-12
horas después de la dltima dosis fueron inseminadas artificialmente (I1A) y, tras 38-40
horas, se recuperaron los embriones mediante la perfusion de los oviductos. Estos fueron
evaluados segun su estado de desarrollo y morfologia e incubados en medio y condiciones

definidas durante 72 horas.

Tras la incubacion, se llevo a cabo la extraccion del ARN mensajero (ARNm) de los
embriones que habian alcanzado el estadio de blastocisto. Finalmente, se realizé una PCR
cuantitativa (qQPCR) para valorar la expresion relativa de los genes OCT4, NANOG vy
SOX2.

Grupo 1: 18,7510
rhFSH

rhFSH + 1,871U

Grupo 2: 18,751IU
rhLH

ng - Medio cultive

. } Ordcrs TMC199
1A £ i 10% FBS
— Cunrno warino

Grupo 3: 37,50IU
rhFSH

Grupo 4: 37,530IU
rhFSH + 3,75 TU

rhLH

L \
&= & & |

Expresion relativa de PCR tiempo real Extraccion RNA
genes seleccionados

Figura 3. Resumen del disefio experimental empleado durante el ensayo.
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3.2 ANIMALES

Los animales utilizados como donantes de embriones fueron proporcionados por las
granjas cunicolas del Grupo de Mejora Genética Animal del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Animal de la Universidad Politécnica de Valencia. Las 43 hembras y los 15 machos utilizados
provenian de la linea amarilla A de origen Neozelandés blanco seleccionadas desde 1980 por
tamafio de camada. Las hembras eran nuliparas, con una edad comprendida entre los 4 meses y
medio y los 5 meses y fueron inseminadas con el semen de machos no emparentados de la

misma linea de entre 8 y 12 meses de edad.

Los conejos fueron alojados en jaulas individuales bajo unas condiciones ambientales
controladas: fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, una temperatura media
diaria minima y maxima de 17’5 y 25°5°C, respectivamente, y un acceso libre a pienso
comercial y agua filtrada. Todos los animales fueron manejados de acuerdo con los
procedimientos aprobados por la Generalitat Valenciana para la instalacion cunicola n° de
registro 250091 y atendiendo a la legislacion sobre experimentacion animal del Real Decreto
53/2013 (BOE, 2013).

3.3 RECUPERACION DE EMBRIONES
3.3.1 Tratamiento de superovulacion

Los tratamientos de superovulacion consistieron en 2 concentraciones de rhFSH (Gonal-
f®, Serono, MW, London, UK), una elevada y otra baja (37’50 TU de rhFSH y 18’75 IU de
rhFSH, respectivamente) suplementada o no con un 10% de rhLH (Luveris®, Serono, MW,

London, UK) suministrados por via subcutanea en 5 dosis cada 12 horas.

Segln el tratamiento recibido, las hembras que participaron en el experimento fueron

aleatoriamente distribuidas en 5 grupos:

v" Grupo 1 o control (N = 8): Las conejas no fueron superovuladas. El tratamiento de

estimulacion ovarica fue sustituido por suero fisiol4gico.
v" Grupo 2 (N = 8): Las conejas fueron superovuladas con 18’75 1U de rhFSH.

v" Grupo 3 (N = 10): Las conejas fueron superovuladas con 18’75 IU de rhFSH y un 10%
de rhLH (1’87 IU).

v Grupo 4 (N = 9): Las conejas fueron superovuladas con 37’50 IU de rhFSH.

v Grupo 5 (N = 8): Las conejas fueron superovuladas con 37°50 IU de rhFSH y un 10%
de rhLH (3’75 IU).
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3.3.2 Inseminacion Artificial

Todas las hembras fueron fecundadas mediante IA 10-12 horas después de la ultima dosis.
La inseminacion se llevd a cabo mediante 0’5 mL de una mezcla de tres eyaculados de tres
machos con una concentracion aproximada de 40x10° espermatozoides/mL en diluyente Tris-
citrico-glucosa (0’25 M Tris (hidroximetil) aminometano, 83 mM &cido citrico, 47 mM
Glucosa).

La recuperacion del semen se llevé a cabo mediante vaginas artificiales, siguiendo el
método descrito por Vicente et al. (2011). La motilidad fue examinada a temperatura ambiente
tras una dilucion 1:5 en Tris-citrico-glucosa. Las observaciones se realizaron mediante un
microscopio éptico de contraste de fases a 400x. En cada una de las 4 sesiones se utilizaron tres
eyaculados para constituir la mezcla heteroespérmica, con una motilidad espermatica superior al
70% y un porcentaje de espermatozoides anormales inferior al 25% (requerimiento minimo

empleado comunmente en inseminacion artificial, Marco et al., 2010).

Inmediatamente tras la inseminacion, se indujo la ovulaciéon mediante 1 pg de acetato de

buserelina (analogo sintético de la hormona liberadora de gonadotropinas, GnRH).
3.3.3 Obtencion y catalogacion de embriones

Las conejas fueron sacrificadas a las 38-40 horas de ser inseminadas mediante la
administracion intravenosa de 0°6 g de pentobarbital soédico (Dolethal, Vetoquinol
especialidades veterinarias, S.A., Vétoquinol, Madrid, Spain). Una vez sacrificadas, se les

extirpo el aparato reproductor para proceder a la recuperacién de los embriones.

Los oviductos y los cuernos uterinos fueron perfundidos con el medio tampoén fosfato
salino de Dulbecco (DPBS, Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado con 0.1% (v/w) de BSA
(albimina de suero bovino, Sigma, St. Louis, MO, USA) y atemperado a 37°C.

El liquido recogido de la perfusion se colocé en placas Petri estériles y se recuperaron los
embriones bajo una lupa binocular. Se realizaron tres lavados con el medio de perfusién (DPBS
+ 0°1% BSA) v se seleccionaron los embriones mediante la evaluacion del correcto desarrollo
embrionario y morfologia visual. En este caso, se tom6 como signo de calidad la homogeneidad
de las células y la simetria, asi como el estado del desarrollo de 8 ¢ 16 células, que corresponde

con el estadio habitual 36-48 horas después de la inseminacion.
3.4 CULTIVO DE EMBRIONES

Se transfirieron 15 embriones de los grupos a diferentes pocillos de placas nunc con 500
pL de medio de cultivo TCM199 (Sigma, St. Louis, MO, USA), suplementado con 10% de
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suero fetal bovino (FBS) y antibi6ticos (penicilina G sodica 300.000 IU, penicilina G procaina
700.000 IU y sulfato de dihidrostreptomicina 1250 mg, Penivet 1, Divasa Farmavic, Barcelona,
Espafia). Se incubaron durante 72 horas en una estufa bajo unas condiciones de temperatura y
atmosfera controladas, 38°5°C y 5°0% de CO,. Cuando se recuperaron mas de 15 embriones de
alguno de los grupos, se crearon grupos adicionales.

Pasadas las 72 horas de incubacién, se valord el crecimiento de los embriones en
cultivo. Exclusivamente aquellos que se encontraran en estado de blastocisto temprano o

escapado fueron seleccionados para el estudio génico.

3.5 EVALUACION DE LA EXPRESION GENICA
3.5.1 Extracciony purificacion del ARN

A la hora de extraer el ARN de los embriones, el reducido nimero de células que los
componen durante los primeros estadios del desarrollo puede suponer una dificultad. Por
ello, la extraccion y purificacion se realizé a partir de grupos de 14 embriones de media en
estado de blastocisto mediante el kit comercial Dynabeads® mRNA DIRECT™ (Life

Technologies™ Corporation, Carlshad, usa).

Basandose en la cola poliadenilada (poli-A) que poseen los ARN mensajeros
(ARNmM), este kit emplea unas bolas superparamagnéticas con un oligo (dT),s unido a su
superficie para conseguir una purificacién simple y rdpida mediante complementariedad.
El protocolo seguido fue el siguiente:

Los blastocitos de cada grupo y sesidn fueron recogidos en un microtubo estéril con
100 uL de Lysis/Binding Buffer y se dejaron caer sobre nitrégeno liquido para producir la
lisis celular. 20 pL de Dynabeads® Oligo (dT),s fueron lavadas con 20 pL de
Lysis/Binding Buffer antes de su uso y resuspendidas en otros 20 pL de Lysis/Binding
Buffer. Posteriormente, los embriones recogidos anteriormente se transfirieron al
eppendorf con las Dynabeads® Oligo (dT),s lavadas y se coloc el tubo en un rotor a 1000
rpom durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la union entre la cola poliA de
los ARNm vy los oligos dT de las bolas paramagnéticas. A continuacion, se realizaron
multiples lavados con el Washing Buffer A y el Washing Buffer B, siguiendo las
indicaciones del protocolo. Finalmente, las bolas fueron resuspendidas en 100 pL de Tris-
HCI frio.

3.5.2 Obtencion del ADN complementario

La retrotranscripcion se realizo mediante el kit Superscript® 111 Reverse Transcriptase

(Life technologies™, AS, Oslo, Norway), utilizando las instrucciones proporcionadas por
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el fabricante. En un primer paso, se emplearon por muestra 1 puL de random primers, 1 pL
de desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs) y 11 pL de H,O y se siguid el programa de
temperaturas de la Tabla 3. En un segundo paso, se emple6 por muestra 1 pL de
Superscript® 111 Reverse Transcriptase, 1 pL de RNAse out, 1 L de DTT y 4 pL de buffer
y se coloco en el termociclador, siguiendo el programa de temperaturas indicado por el
fabricante (Tabla 3).

Tabla 3. Programa de temperaturas y tiempos empleados en cada paso de la retrotranscripcion.

50

5

5 65
1 4

5 25
60 50
15 70
© 4

Una vez finalizada la retrotranscripcion, las muestras fueron almacenadas a -20°C

hasta su utilizacion.

3.5.3 Determinacion de la eficiencia de amplificacion y

especificidad de los primers empleados

Para cada uno de los genes estudiados se utilizaron cebadores especificos. Los
primers para OCT4 y SOX2 se encontraron en la bibliografia (Mamo et al., 2008 y Wang et
al., 2007, respectivamente), mientras que el primer para NANOG se puso previamente a
punto en el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién de la Universitat Politécnica
de Valéncia. Como genes ‘housekeeping’ de referencia se emplearon el gen de la histona
(H2AFZ) (Mamo et al.,, 2008) y el gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Navarrete-Santos et al., 2007). Sus principales caracteristicas

se recogen en la Tabla 4.

Para medir la eficiencia de cada pareja de primers, se construy0 una recta patron a
partir de diluciones seriadas: 1/8, 1/32, 1/128, 1/256, 1/512 y 1/1024 (Bustin y Nolan,
2004).

El valor de la pendiente se obtuvo a partir de la representacion grafica del logaritmo
de la concentracién de ADNc inicial frente al valor umbral del ciclo (Ct). La eficiencia se

calculé mediante la Ecuacion 1:
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1
E = (10 vpendiente ) (Ecuacion 1)

Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores empleados en la PCR a tiempo real.

Fw - 5' GACAACAATGAGAACCTTCA 3
OCT4 NM_002701 125pb Mamo et al., 2008

Rv -5 CACATCCTTCTCTAGCCCAA 3

Fw - 5' CCAGGTGCCTCTTACAGACA 3' ENSOCUT

NANOG
RV - 5' TCACTACTCTGGGACTGGGA 3 00000013777

Fw - 5' AGCATGATGCAGGAGCAG 3'
SOX2 NM_003106 270 pb Wang et al., 2007
Rv - 5' GGAGTGGGAGGAAGAGGT 3'

Fw - 5" AGAGCCGGCTGCCAGTTCC 3’

H2AFZ AF030235 85 pb Mamo et al., 2008
Rv - 5' CAGTCGCGCCCACACGTCC 3’

Fw - 5' GCCGCTTCTTCTCGTGCAG 3’
GAPDH L23961 144 pb
Rv - 5 ATGGATCATTGATGGCGACAACAT 3’

Navarrete-Santos
et al., 2007

Para determinar la especificidad y comprobar que el tamafio de amplificacion coincide
con lo esperado, para cada gen se realizé una PCR y una electroforesis en gel de agarosa al
2%.

Las PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 15 pL que contenia 7°5 pL de
HotStartTag® Master Mix Kit (Qiagen, Qiagen lIberia S.L, Madrid, Spain), 1 pL de cada
uno de los primers a 5 uM (Tabla 4), 1 uL de ADNc y 4’5 pL de H,O. El programa de

temperaturas utilizado viene recogido en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de tiempos y temperaturas empleado en la PCR.

Proceso PCR Tiempo Temperatura (°C)
Activacion de la Polimerasa 15 min 95°C
HotStartTag®
Desnaturalizaciéon 30s 95°C
40 ciclos Unién primers 30s 60°C
Extension 30s 72°C
10 min 72°C

La electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR se realizé manteniendo un voltaje
constante de 80V durante 55 minutos y las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) al
finalizar la reaccion, tras tefiir el gel con bromuro de etidio. Para determinar el tamafio del
fragmento amplificado, se utilizo el patron de tamafios Tracklt™ 50 bp DNA Ladder (Invitrogen

S.A., Barcelona, Spain).
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3.5.4 Cuantificacion relativa mediante PCR a tiempo real

Para la cuantificacion relativa de los genes seleccionados se empled el termociclador
modelo 7500 de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) y el sistema de deteccion
SYBR® Green.

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos, en un volumen final de 20 pL.
Para cada reaccion se utilizaron 10 pL de la solucion SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Life Technologies S.A., Alcobendas, Madrid, Spain), 1 pL de cada
uno de los primers a 5 uM (Tabla 4), 5 uL de ADNc diluido 1:20 y 2uL de la referencia
pasiva ROX™ (6-carboxy-X-rhodamine), para normalizar las reacciones y evitar las
fluctuaciones de fluorescencia de los pocillos por errores en el pipeteo o evaporacién de

las muestras.

Ademas, al finalizar cada reaccion se realizd una curva de disociacion del producto
amplificado para descartar la presencia de amplificaciones no especificas, contaminaciones o

dimeros de primer.

El programa de temperaturas empleado fue el descrito en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa de tiempos y temperaturas empleado en la PCR a tiempo real.

Proceso PCR Tiempo Temperatura (°C)
Activacion de la Polimerasa 2 min S0°C
10 min 95°C
. Desnaturalizacion 15s 950C
40 ciclos - .,
Uni6n/Extension 30s 60°C
15s 95°C
Curva de disociacion 1 min 60°C
15s 95°C

La normalizacion de la expresion se realizé mediante el uso de dos genes housekeeping y
un calibrador para ajustar las variaciones de ensayo a ensayo. Como calibrador se emple6 un
pool de todas las muestras a una dilucion 1:32. La cuantificacion de los niveles relativos de

expresion génica se realiz6 mediante la Ecuacion 2, descrita por Weltzien et al. (2005):
Ratio N. = EfTarget (Ct calibrado—Ct muestra) EfHousekeeping (Ct muestra—Ct calibrador) (EcuaCién 2)
3.6  ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el efecto del tratamiento sobre la tasa de ovulacién (nimero de foliculos
con cicatriz de ovulacién, T.0), el niamero de embriones recuperados (E.R), la tasa de
recuperacion (T.R = 100*[E.R+ Ovulos]/T.0) y la tasa de fecundacion (T.F = 100*E.R/T.O) se
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realiz6 un analisis de varianza usando un modelo lineal general que incluia como factores fijos
‘tratamiento’ y ‘sesion’. La tasa de desarrollo embrionario in vitro a blastocisto se analizd
mediante una funcién binomial probit_link en la que se incluyeron como factores fijos
‘tratamiento’ y ‘sesion’. Se asignaron valores binomiales a la tasa de desarrollo a blastocisto, de
manera que si se lograba un desarrollo positivo se le daba un valor de 1 y si no se encontraba en
dicho estadio, un valor de 0.

Para estudiar la cuantificacion relativa de la expresion génica obtenida, se comprobd
que se ajustaran a una distribucién normal y se normalizaron los datos que no se ajustaban
mediante una transformacion logaritmica. Posteriormente, se emple6 un modelo lineal

generalizado, utilizando ‘tratamiento’ como efecto fijo.

Todos los anélisis estadisticos se realizaron con el software SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA, 2002).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTOS SOBRE LA ESTIMULACION OVARICA, LA RECUPERACION DE
EMBRIONES Y LA FECUNDACION IN VIVO

Los resultados de los distintos tratamientos de estimulacion ovarica se muestran en la Tabla
7 yen las Figuras 4, 5, 6 y 7. Como puede observarse, tanto los tratamientos de superovulacion
gue emplean exclusivamente rhFSH, como aquellos que utilizan rhFSH combinada con un 10%
de rhLH indujeron una respuesta superovulatoria en conejas. El grupo 5, tratado con una
concentracion alta de rhFSH combinada con rhLH, mostré un incremento significativo en la
tasa de ovulacion (T.O) con respecto al resto de grupos (Tabla 7, Figura 4).

Tabla 7. Efecto de los tratamientos de superovulacion empleados sobre la recuperacion de embriones.

1 Control 8 11’88 + 3°6° 9°88 + 4’52 86°55+£10°7 96’54+ 7°3°
2 18’75 1U rhFSH 8 20738 + 3°6%° 15°88 + 4°5%° 413107 97702+ T3
3 BB MFSH+10% 15 20060+ 3220 122202 41%  7347£96  T0°23+ 65
4 37’50 U rhFSH 9 2822+ 34 25°00 + 4°5°¢ 79°02+ 107 99°58 £ 7°8°
5 3750 1UThFSH +10% 8 41°50 + 3°6° 34°00 + 4°5° 80°69+£10°7  98°37+7°3°

rhLH
Imszes: medias ajustadas por minimos cuadrados * error estandar. *° Valores en las columnas con diferente

superindice difieren estadisticamente (P < 0.05).

50
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= Control ®m18.75 IU rhFSH
= 18.75 IU rhFSH + 10% rhLH m37.50 IU rhFSH
= 37.50 IU rhFSH + 10% rhLH
Figura 4. Tasa de ovulacion obtenida para cada tratamiento.

Ademas, la T.O también fue significativamente mayor en el grupo 4 (alta concentracion de
rhFSH, pero sin rhLH) con respecto al grupo 1 (control). Los grupos 2 (concentracion baja
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rhFSH) y 3 (concentracion baja de rhFSH y combinada con rhLH) no mostraron diferencias
significativas con respecto a los grupos 1y 4.

En cuanto al nimero de embriones recuperados (E.R), en el grupo 5 se observé de nuevo un
aumento significativo con respecto a los grupos 1, 2 y 3 (Figura 5). Sin embargo, éste no difirié
del grupo 4, ambos con elevada concentracion de rhFSH pero suplementado o no con rhLH.
Como también puede observarse en la Figura 5, ni el grupo 2 ni el grupo 3 (tratados con baja
concentracion de rhFSH) difieren del control.

= Control m18.75 IU rhFSH
= 18.75 IU rhFSH +10% rhL.H H37.50IU rhFSH
® 37.50 thFSH + 10% thL.H

Figura 5. NUmero de embriones recuperados para cada tratamiento.

Por otra parte, la tasa de recuperacion (T.R), entendida como el cociente entre la tasa de
ovulacién y el namero de 6vulos y embriones recuperados en tanto por ciento, fue similar entre

los 5 grupos experimentales (Figura 6).

120

100

80 -

60 -

40 -

TR

m Control m 18.75 IU rhFSH
m18.75 IU rhFSH + 10% rhLH m37.50 IU rhFSH
m37.50 thFSH + 10% thLH

Figura 6. Tasa de recuperacion obtenida para cada tratamiento.
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Finalmente, los resultados en la tasa de fecundacién (T.F) mostraron una disminucion

significativa del grupo 3 con respecto al resto de los grupos (Figura 7).

120 T .

100

—H o

80 +—

60 ——

40—

T.F
Control ®m 18.75 IU rhFSH
18.75 IU rhFSH + 10% rhLH m37.50 IUrhFSH
m 37.50 thFSH + 10% rthLH

Figura 7. Tasa de fecundacién obtenida para cada tratamiento.

Las dosis de rhFSH utilizadas en este experimento han producido una respuesta similar a
otros estudios previamente publicados en conejo usando tratamientos con FSH de distinto
origen (Hashimoto et al. 2004; Mehaisen et al., 2006; Salvetti et al., 2007b; Viudes-de-Castro et
al., 2009). Sin embargo, las publicaciones sobre el uso de pequefias dosis de rhLH en los
tratamientos de superovulaciéon que emplearon rhFSH son contradictorias. El incremento en la
tasa de ovulacién y en el namero de embriones recuperados observado para el grupo 5, tratado
con una concentracion alta de rhFSH combinada con rhLH, contrasta con los resultados
obtenidos por algunos investigadores para esta especie 0 sobre sus efectos en otras especies.
Hashimoto et al. (2004) observaron que la preparacion de FSH purificada de contaminacion por
LH aumentaba el nimero de 6vulos recuperados en conejo, mientras que Rosas et al. (1997)
analizaron dos preparados con diferentes concentraciones de LH, una fraccién enriquecida en
FSH equina con bajo contenido en LH y un extracto hipofisiario equino con alto contenido en
LH, en yeguas y determinaron gque no existian diferencias entre el nimero de embriones
recuperados. Sin embargo, en ambos estudios el ratio FSH/LH es desconocido, haciendo dificil
la comparacion. Es posible que la diferencia en los resultados esté asociada a concentraciones
de LH excesivas en los extractos crudos empleados en dichos experimentos. En este sentido,
Zelinski-Wooten et al. (1995) ya observaron efectos negativos en primates al emplear un
tratamiento con un elevado ratio rhFSH/rhLH (1:1). En este estudio, observaron que la tasa de
fecundacion in vitro se redujo al 52% al emplear rhLH junto con la rhFSH, frente al 89% del
tratamiento con rhFSH Gnicamente. Este resultado coincide con los resultados obtenidos para la
tasa de fecundacion del grupo 3, donde se emplea una concentracion baja de rhFSH combinada

con rhLH. En contraposicion, Lehert et al. (2014) observaron en un meta-analisis que integraba
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estudios en pacientes con respuesta ovarica pobre, que la suplementacion del tratamiento de
rhFSH con rhLH producia un aumento del 30% con respecto a la tratadas exclusivamente con
rhFSH.

Los resultados obtenidos sobre la recuperacion de embriones sugieren la existencia de una
relacion directa en conejo entre el efecto superovulatorio de la rhLH y la concentracion de
rhFSH que se administre en el tratamiento. Es posible que exista un umbral de concentracion
para la rhLH, a partir del cual una concentracién mas elevada pueda afectar negativamente a la
fecundacion y al posterior desarrollo embrionario. Sin embargo, dicho umbral variaria en
funcioén de la concentracion de rhFSH presente en la hembra y aumentaria a medida que lo hace
la concentracion de rhFSH en circulacion. Esto seria posible gracias al aumento del nimero de
foliculos reclutados durante la fase de seleccion que produce la administracion exégena de FSH.
Un mayor nimero de foliculos reclutados implica un mayor requerimiento de LH por parte de
las células murales de la granulosa de cada foliculo, pues es necesaria para que se produzca la

maduracion ovocitaria (Mehlmann, 2005).

De este modo, una mayor cantidad de FSH en sangre daria lugar a un mayor nimero de
foliculos reclutados y, por tanto, a un mayor requerimiento de LH, que al ser administrada de
manera exogena produciria un aumento en la tasa de ovulacién como el observado en este
estudio. Sin embargo, hay que tener en cuenta que un exceso en la cantidad de LH suministrada
podria resultar en una disminucién de la calidad ovocitaria por la produccién de una maduracién
prematura de los ovocitos (Donaldson et al., 1986; Zelinski-Wooten et al., 1995; Hashimoto et
al., 2004; Viudes-de-Castro et al., 2009).

4.2. EFECTOS SOBRE EL DESARROLLO IN VITRO A BLASTOCISTO

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento de superovulacion sobre el correcto
desarrollo embrionario, un total de 430 embriones fueron puestos en cultivo. Asi, se cultivaron
60 embriones procedentes del grupo 1 (control), 69 procedentes del grupo 2, 75 embriones del

grupo 3, 107 del grupo 4 y 118 del grupo 5.

La Tabla 8 recoge el porcentaje de desarrollo in vitro de los embriones procedentes de los
distintos tratamientos. Como puede observarse, de los 430 embriones cultivados, 409 llegaron al
estadio de blastocisto temprano o escapado. El analisis estadistico de los datos mostré que no

existian diferencias significativas entre los 5 grupos experimentales.

A diferencia de Fujimoto et al. (1974) en los que se demostraba que la superovulacion
provocaba un incremento de las anomalias cromosémicas y una reduccion de las tasas de
desarrollo embrionario, nuestro estudio, al igual que el de Salvetti et al. (2007b) con FSHy LH

porcina y Viudes-de-Castro et al. (2009) con rhFSH + rhLH no constat6 efectos negativos sobre
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el desarrollo in vitro a blastocisto en conejo. No obstante, Viudes-de-Castro et al. (2009)
observaron que el tratamiento de estimulacion ovarica con 25 IU de rhFSH suplementado con
un 10% de rhLH, si bien no disminuia el nimero de embriones que alcanzaba el estado de
blastocisto a las 48 horas de cultivo, si disminuia el nGmero de blastocistos que eclosionaban o
expandian.

Tabla 8. Efecto de los tratamientos de superovulacion sobre la viabilidad de los embriones in vitro.

Grupo N° de embriones Desarrollo a blastocisto, %
1 Control 60 99°00 + 1°5
2 18751U rhFSH 69 97°00£ 2’1
3 1875 IU rhFSH + 10% rhLH 75 97°00£2°0
4 37’50 IU rhFSH 107 94°00 £ 2°4
5 37’50 IU rhFSH + 10% rhLH 118 96’00 £2°1

Imstes: medias ajustadas por minimos cuadrados * error estandar (expresadas en porcentaje).

4.3. EFECTOS SOBRE LA EXPRESION GENICA DE LOS EMBRIONES
4.3.1. Determinacion de la especificidad de amplificacion de los primers

empleados

La especificidad de la amplificacidn de los primers fue evaluada, en primer lugar, mediante
una electroforesis al 2% en gel de agarosa con cada par de primers comparando las bandas
obtenidas con el tamafio de amplificacion de la Tabla 4 de Materiales y Métodos y, en segundo

lugar, estudiando su curva de disociacion.

Tal como muestra la Figura 8, en todos los genes (H2AFZ, GAPDH, OCT4, NANOG,

SOX2) se obtuvo tras la PCR el tamafio de amplificacion esperado.

A continuacion, se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos tras realizar las curvas
de disociacién de los productos amplificados en la gPCR (Figura 9). La Figura 9 muestra la
curva de disociacion obtenida para los primers del OCT4. En las gréaficas se representa la
temperatura de disociacion (T,) frente a la derivada de la fluorescencia. Como la T., depende
del nimero de bases del fragmento, un Unico pico a una misma temperatura indica un unico
producto de amplificacién, mientras que la aparicion de diversos picos se relaciona con la
presencia de amplificaciones no especificas por contaminacion o dimeros de primers. Como se
puede observar para el caso del OCT4, se produce la amplificacion de un unico fragmento, con
una temperatura de disociacién de 82°5-83 °C (Figura 9). Asi, la sefial roja indica la presencia
de un Unico fragmento amplificado, mientras que la sefial azul hace referencia al control
negativo (sin ADNCc). Por tanto, para el caso del OCT4 se confirmd la especificidad de los
primers empleados. Las curvas de disociacion obtenidas para los primers de H2AFZ, GAPDH,
NANOG y SOX2 fueron similares.
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800 pb —> |

350 pb ——> SOX2
GAPDH o (270 pb)
\V:\\[ele
150 pb —> H2AFZ
100 pb —> (144 pb)

(125pb) (104 ph)

50ph —> (85 ph)

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de amplificacion de los primers H2AFZ, GAPDH,
OCT4, NANOG y SOX2. El patrén de bandas cuantifica de 50 a 800 pb.
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Figura 9. Curva de disociacion del producto amplificado con los primers OCT4 tras la PCR a tiempo real.

4.3.2. Determinacion de la eficiencia de amplificacion de los primers

empleados

Para determinar la eficiencia de amplificacion de los primers empleados, se construyeron
rectas de eficiencia a partir de diluciones seriadas (Figura 10).
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Figura 10. Rectas de eficiencia de los genes H2AFZ, GAPDH, OCT4, NANOG y SOX2.
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En ellas se representa el logaritmo de la concentracion de ADNCc inicial frente al ciclo
umbral o Ct. Los resultados de eficiencia obtenidos se encuentran dentro del rango exigido (1’8

- 2°2), por lo que se puede considerar que la amplificacion fue correcta (Tabla 9).

Tabla 9. Eficiencias obtenidas para la reaccion PCR de cada uno de los genes.

H2AFZ -2’993 0’99 2’16
GAPDH -3°455 0’99 1’95
OCT4 -3°401 0’99 1’97
NANOG -3°310 0°98 2°01
SOX2 -3°899 0°97 1’80

4.3.3. Cuantificacion relativa de la expresion génica de embriones

procedentes de tratamientos de superovulacion

El analisis estadistico de los datos normalizados no mostré un efecto significativo del
tratamiento de superovulacion para la expresion diferencial de los genes OCT4, NANOG y
SOX2. La Tabla 10 y la Figura 11 muestran los resultados obtenidos para cada tratamiento de

estimulacion ovarica de los genes estudiados.

Tabla 10. Analisis estadistico de los resultados de cuantificacion relativa de la expresion génica.

Grupo Tratamiento OCT4 NANOG SOX2
1 Control 0946 +£0°13 0’735+ 0°16 -0’524+0°36
2 18°75 IU rhFSH 1°000+0°12 0768+ 0’14  -0°422+0°32
3 18°75 1U rhFSH + 10% rhLH 0928+ 0’12 0°859+0°14 -1°028 +0°32
4 37°50 IU rhFSH 1°047+0°12 0916+ 0’14 -0°614+0°32
5 37°50 IU rhFSH + 10% rhLH 0°938+ 0’09 0°904+0°11 -0°574+0°24

Ims+es: medias ajustadas por minimos cuadrados + error estdndar de los datos normalizados mediante transformacion
logaritmica. N = nimero de muestras.

La expresién génica puede ser considerada como una herramienta para evaluar la calidad de
los embriones, puesto que diferentes condiciones pueden hacer variar la abundancia del ARNm
(Wrenzycki et al., 2007). Tanto los genes OCT4 y NANOG como SOX2 constituyen piezas
fundamentales para el desarrollo embrionario, por lo que alteraciones en su expresion podrian

desencadenar fallos en el desarrollo e implantacién que dieran lugar a la muerte del embrion.

Especificamente, Rizos et al. (2008) y Saenz-de-Juano et al. (2013) observaron c6mo
diferentes condiciones de cultivo in vitro afectaban a la expresion del ARNm, provocando
variaciones entre los embriones desarrollados in vivo e in vitro. Ademas, existen estudios donde
se ha observado que la crioconservacion mediante vitrificacion produce alteraciones en la

metilacion del promotor de los genes OCT4 y NANOG en raton (Zhao et al., 2012). Sin
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embargo, dichas alteraciones no han sido observadas en embriones de conejo vitrificados que
alcanzan el estado de blastocisto tras 3 dias de desarrollo in vivo (Saenz-de-Juano et al., 2014).

-1,5

Control = 18.75 IU rhFSH 18.75 1U rhFSH + 10% rhLH
m 37.50 IU rhFSH m 37.50 IU rhFSH + 10% rhLH

Figura 11. Resumen de los niveles de expresion génica diferencial obtenidos para los embriones procedentes de
los distintos tipos de tratamiento.

Por otra parte, Chu et al. (2012) realizaron un analisis donde valoraban el impacto de la
estimulacion ovarica con FSH recuperando los ovocitos a tres tiempos: 2 horas antes del pico de
LH, 6 horas después del pico de LH y 22 horas después del pico de LH. De entre los genes
seleccionados, Unicamente el factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF9) variaba su
expresion entre los tiempos, siendo significativamente mayor 2 horas antes que 6 o 22 horas
después del pico de LH, independientemente de la presencia de FSH exdgena. Ademas,
determinaron que solo existia un aumento significativo en la expresion de los genes BTG4,
PTTG1, PAPOLA y LEOL1 en los ovocitos tratados con FSH, comparado con el control. De este
modo, concluyeron que el nimero de genes influenciados por los tratamientos de estimulacién
ovarica es bajo y que el impacto podria ser mayoritariamente epigenético, idea anteriormente
propuesta por Market-Velker et al. (2010) cuando observaron la perturbacion de la metilacion

H19 paterna y materna en raton.

Hasta la fecha, no se ha publicado ningln articulo que haya comparado la expresion génica
de los tratamientos con rhFSH frente a los tratamientos que emplean rhFSH suplementada con
rhLH. Es por ello que se hace necesario llevar a cabo mas estudios que esclarezcan de forma
definitiva el efecto de la LH sobre los tratamientos de superovulaciéon en la reproduccion
asistida. En primer lugar, seria necesario llevar a cabo técnicas transcriptémicas, como disefar y

realizar un microarray especifico o realizar un transcriptoma completo mediante secuenciacion
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masiva, para determinar si existen variaciones de expresién en todo el conjunto de genes
esenciales para el desarrollo embrionario. En segundo lugar, la transferencia de embriones
procedentes de este tipo de tratamientos a hembras receptoras seria el mejor criterio de
evaluacion de la calidad embrionaria. Donaldson et al. (1986) observaron que la purificacion
cromatogréfica de extractos de FSH porcina producia una mejora significativa en el namero de
transferencias exitosas en ganado vacuno. Sin embargo, como sucedia en otros casos, el
desconocimiento sobre la concentracion de LH que contenian dichos extractos, dificulta la
determinacién de su efecto sobre el tratamiento. Asi, podria evaluarse la viabilidad durante la
gestacion y el desarrollo postnatal de embriones procedentes de tratamientos que emplearan una
cantidad definida de rhFSH + rhLH.
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5. CONCLUSIONES

Del andlisis de resultados realizado en este trabajo se puede concluir que:

- Tanto los tratamientos de estimulacion ovarica que emplean la gonadotropina
recombinante humana rhFSH, como aquellos que utilizan rhFSH combinada con un
10% de rhLH, inducen una respuesta superovulatoria en conejas, siendo 37°50 U de
rhFSH suplementada con 3’75 IU de rhLH la combinacién que produce una mayor
respuesta ovulatoria.

- La utilizacion de bajas concentraciones de rhFSH con 10% de rhLH (18’75 TU de
rhFSH y 1°87 IU de rhLH) produce una disminucién significativa de la tasa de
fecundacion que no se observa para concentraciones elevadas (37°50 IU de rhFSH +
10% de rhLH).

- Los tratamientos de superovulacion empleados no afectan a la calidad de los embriones
en términos de capacidad de desarrollo in vitro desde el estadio de 8-16 células hasta
blastocisto. La expresion embrionaria de los genes OCT4, NANOG y SOX2 no se ve
significativamente afectada por la utilizacion de tratamientos de estimulacién ovérica

sobre la hembra.
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