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RESUMEN

El uso de las técnicas de reproduccién asistida (TRA) ha aumentado mucho en afios recientes
ya que permiten encontrar una solucién a los muchos casos de parejas con infertilidad. No
obstante, existen muchos estudios que indican que las TRA no son inocuas, y se asocian a
varias alteraciones observadas en la descendencia. El objetivo de este estudio es evaluar el
efecto de la transferencia embrionaria sobre la paternidad de la descendencia obtenida
utilizando inseminacién artificial con mezcla heterospérmica y la calidad embrionaria
determinada mediante la expresién de mRNA de genes pluripotentes (OCT4, Sox2 y Nanog).

Para llevar a cabo el estudio se realizaron tres sesiones de inseminaciones artificiales con
mezcla heterospérmica de 4 machos y se recuperaron los embriones a las 24 horas de la
misma. Los embriones recuperados se transfirieron a una hembra receptora y se volvieron
a recuperar 6 dias después de la inseminacién. Para determinar la paternidad de la
descendencia se llevé a cabo una amplificacién y secuenciacién de 5 microsatélites que
permitieron obtener el parentesco de los embriones. Para evaluar la calidad embrionaria se
analizaron los niveles de expresion de los genes pluripotentes Oct4, Sox2 y Nanog mediante
una amplificacion a tiempo real.

Los resultados del estudio no mostraron variaciones en la paternidad de la descendencia
obtenida de una inseminacién con mezcla heterospérmica. No obstante, si se observd un
descenso en la calidad embrionaria en términos de una disminucion significativa en los
niveles de expresién del gen Sox2.
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Title:

Effect of the early embryo manipulation on offspring.

ABSTRACT

The use of assisted reproduction techniques (ART) has increased a lot in recent years as they
allow finding a solution to the many cases of infertile couples. However, there are many
studies that indicate that ART are not innocuous, and are associated with several alterations
observed in offspring. The objective of this study is to evaluate the effect of embryo transfer
on the paternity of offspring obtained using artificial insemination with heterospermic
mixture and embryo quality determined by the expression of pluripotent gene mRNA (OCT4,
Sox2 and Nanog).

To carry out the study, three sessions of artificial inseminations with heterospermic mixture
of 4 males were carried out and the embryos were recovered 24 hours later. The recovered
embryos were transferred to a recipient female and recovered again 6 days after the
insemination. To determine the paternity of the offspring, an amplification and sequencing
of 5 microsatellites was carried out to obtain the kinship of the embryos. To evaluate the
embryo quality, the levels of expression of the pluripotent genes Oct4, Sox2 and Nanog were
analyzed by real time amplification

The results of the study showed no variation in the paternity of the offspring obtained from
an insemination with heterospermic mixture. However, a decrease in embryo quality was
observed in terms of a significant decrease in the expression levels of the Sox2 gene.
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1. INTRODUCCION

1.1. Infertilidad

La infertilidad, segin la OMS, se define como la incapacidad de concebir un embarazo
clinico tras 12 meses de relaciones sexuales regulares sin proteccion (Zegers-Hochschild et al.,
2009). Se trata de una patologia que afecta aproximadamente al 10-15% de las parejas en la
edad reproductiva (15-44 afios), de tal forma que, solamente en Estados Unidos, ha llevado a un
12% de las parejas a buscar asistencia médica para lograr el embarazo (Luke, 2017).

La edad es uno de los factores mas importantes por los que cada vez mas parejas
infértiles acuden a clinicas de reproduccion asistida, afectando especialmente a las mujeres
(George y Kamath, 2010). En su nacimiento, una mujer tiene alrededor de 5 millones de foliculos
primordiales, cifra que desciende a 500.000 en la menarquia, 25.000 alrededor de los 37 afios y
1000 al aproximarse a la menopausia (Faddy et al., 1992). Es por ello que se ha asociado una
reduccion en la fertilidad en las mujeres asociada a la edad, empezando alrededor de los 32 afios
y con una caida notable a los 37 (Spandorferl et al., 1998). Aunque cldsicamente no se ha
asociado la edad paterna a la fertilidad, se ha observado que una avanzada edad aumenta la
tasa de fragmentacion del ADN espermatico, por lo que la edad paterna también puede afectar
a las tasas de embarazo (Albani et al., 2019). De forma conjunta, se ha asociado una avanzada
edad de ambos parentales con abortos espontaneos, anomalias congénitas o desérdenes
genéticos, tales como sindrome de Down (De La Rochebrochard y Thonneau, 2002; Zhu et al.,
2005). Por otro lado, factores como el sobrepeso y la obesidad se han relacionado con la
infertilidad en mujeres, debido a alteraciones del ciclo menstrual, disfunciones ovulatorias y
alteraciones funcionales del endometrio (ASRM, 2015), resultando en un descenso de la tasa de
embarazos y un aumento en la tasa de abortos (Provost et al., 2016). Respecto a los hombres
existe controversia, pues mientras algunos estudios describen efectos negativos sobre la
capacidad fecundante en individuos con obesidad (Campbell et al., 2015), otros no encuentran
una relacion directa (Bandel et al., 2015). En mamiferos, el sobrepeso en machos se ha asociado
con una menor concentracion de espermatozoides en el eyaculado, asi como con una reduccidn
significativa en la capacidad fecundante (Marco-Jiménez y Vicente, 2017).

El factor genético ha sido asociado con el 50% de los casos de infertilidad. Si bien para
una gran cantidad de pacientes no es posible encontrar una causa genética, debido
principalmente a que solo se conocen unos pocos genes o defectos génicos asociados a la
enfermedad (Zorrilla y Yatsenko, 2013). Las anormalidades cromosdmicas son la mayor causa
de infertilidad masculina, presentes en aproximadamente el 15% de los pacientes
azoospérmicos. En este grupo se encuentran aneuploidias, definidas como la presencia de un
numero anormal de copias cromosdmicas, ya sean mas o menos que el estado normal euploide
(Flannigan y Schlegel, 2017). Las aneuploidias mas comunes afectan a los cromosomas sexuales
X eY, asi como los cromosomas 13, 18 y 21 (Piomboni et al., 2014). Algunos de los casos mas



comunes son el sindrome de Klinefelter (47, XXY), el sindrome XYY o la disgenesia gonadal mixta
(45,X/46,XY) (Flannigan et al., 2014; Walsh et al., 2009). La infertilidad femenina también se
debe en muchos casos a anormalidades en el nimero de copias de los cromosomas, destacando
el sindrome de Turner o monosomia de X (45,X) y la trisomia de X (47,XXX), que se han
relacionado con el fallo ovarico y con la insuficiencia ovarica prematura (Simpson y Rajkovic,
1999; Tartaglia et al.,, 2010). El segundo gran grupo de anormalidades cromosdmicas
relacionadas con infertilidad masculina son las anormalidades estructurales, que incluyen
microdeleciones del cromosoma Y con genes responsables de la espermatogénesis (Reijo et al.,
1995), translocaciones robertsonianas, consistentes en la formacion de un aparente cromosoma
derivado de la unidon de dos cromosomas acrocéntricos (Scriven et al., 2001), translocaciones
reciprocas o balanceadas, que involucran un intercambio de material genético entre dos o mas
cromosomas (Flannigan y Schlegel, 2017).

Actualmente, se han identificado diversos genes relacionados con la infertilidad. Entre ellos
se ha descrito el NOS3, sintasa relacionada con la regulacién del estrés oxidativo en el tejido
testicular cuya mutacién puede provocar fenotipos oligoastenozoospérmicos (Vuci¢ et al.,
2017).El gen HSF2, factor de transcripcion relacionado con la embriogénesis y espermatogénesis
y cuya mutacion y disrupcién provoca azoospermia y letalidad embrionaria (Mou et al., 2013;
Wang et al., 2003). Polimorfismos en el gen ESR1, receptor de estrogenos en mujeres, también
estan relacionado con casos de infertilidad (Swaminathan et al., 2016). Otros genes autosémicos
mutados asociados con el fallo ovarico prematuro han sido el RABL2B (Hosseini et al., 2017) y el
NOBOX (Qin et al., 2007).

1.2. Técnicas de reproduccion asistida (TRA)

Actualmente, existen tres posibles estrategias para abordar la infertilidad, incluyendo
tratamientos farmacoldgicos, tratamientos quirurgicos y las técnicas de reproduccion asistida
(TRA). Las TRA incluyen técnicas de fecundaciéon del ovocito con semen in vitro, como la
fecundacion in vitro (FIV) o la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), y técnicas
como la inseminacion artificial (IA), inseminacion intrauterina o la induccidon de la ovulacion
(Luke, 2017). Las TRA han supuesto un gran avance en el tratamiento de la infertilidad desde el
nacimiento de Louise Brown en 1978 (conocido como el nifio probeta) y que han permitido el
nacimiento de cientos de miles de nifios en todo el mundo (Szamatowicz, 2017). Entre el 1 y el
4% de nifos nacidos en los paises desarrollados han sido tras la aplicacion de estas TRAs, y las
tasas de éxito han ido aumentando gracias a la introduccion de otras técnicas como son la
criopreservacion o la ICSI (Cabanias et al., 2009; Canovas et al., 2017). En Europa, en 2010 se
realizaron un total de 237.120 ciclos de tratamientos de reproduccion asistida en 14 paises
distintos. En 2012, la cifra fue de 369.081 ciclos en 18 paises, y en 2014, un total de 291.235
tratamientos en 16 paises. Esto corresponde a 1.221 ciclos de TRA por milléon de habitantes en
2010, 1252 en 2012 y 1925 en 2014 (Kupka et al., 2014; Calhaz-Jorge et al., 2016; De Geyter et
al., 2018). En Estados Unidos, en 2014 se realizaron 169.568 tratamientos de reproduccidon
asistida con mas de 56.000 nifios nacidos. Esta cifra aumenté en 2015 hasta los 182.111



tratamientos, y en 2016 hasta los 197.706 y 76.892 nifios nacidos. En 2016, por cada millon de
mujeres en edad reproductiva (15-44 afios), 3.075 se sometieron a procedimientos de TRA,
mientras que en 2015 y 2014 las cifras fueron de 2.832 y 2.647, respectivamente. En 2016 el
numero de embriones transferidos por ciclo de tratamiento aumenté con la edad, siendo una
media de 1,5 embriones en mujeres menores de 35 afos, 1,7 en mujeres de 35-37 aios, y 2,2
en mujeres mayores de 37 afios, cifras ligeramente menores que en 2015. En general, el
porcentaje de partos dobles ha disminuido del 33,9% al 30,4%, y el porcentaje de trillizos 0 mas
ha disminuido del 1,4% al 1,1% entre 2015 y 2016, respectivamente. Estos datos suponen un
1,8% de los nacimientos en Estados Unidos en 2016, cifra que ha triplicado el nimero de
tratamientos y nacimientos desde 1996, afio en que 20.597 nifios nacieron mediante TRA
(Sunderam et al., 2017:2018:2019). Estos datos evidencian un incremento masivo en la
popularidad de las técnicas de reproduccidn asistida y el aumento en la dificultad de las parejas
de lograr el embarazo con los afios.

1.3. Efectos de las técnicas de reproduccion asistida

Pese el creciente éxito de las TRA, los resultados distan de ser éptimos, y el nUmero de
embarazos que se ven interrumpidos en fases tempranas o tardias de gestacion sigue siendo
superior a la de los embarazos concebidos naturalmente (Hu et al.,, 2018). Durante un
tratamiento con TRAs, desde la estimulacidn ovarica, la recuperacién de gametos, FIV o ICSl y el
paso final de la transferencia del embrién (incluyendo de forma ocasional la biopsia
embrionaria), las células se encuentran en condiciones ambientales diferentes a las de su medio
natural, de manera que se genera una situacion estresante que “parece” desencadenar cambios
(Duranthon y Chavatte-Palmer, 2018). Es por ello que los efectos y la inocuidad sobre los
embriones son algunos puntos mads cruciales en el desarrollo y la aplicacién de las TRA
(Simopoulou et al., 2018). Por ejemplo, los medios de cultivo en que se mantienen los embriones
durante un tratamiento de TRA, y que trata de mimetizar el medio natural en el que se mantiene,
afectan a su desarrollo, de modo que el uso de diferentes medios influye directamente en la
capacidad de desarrollo y la tasa de implantacion de los embriones (Ayres et al., 2002; Friedler
et al., 2007). Estudios recientes demuestran que el medio de cultivo podria tener efectos en la
salud y el desarrollo de humanos a largo plazo (Bouillon et al., 2016). La temperatura, la
humedad, o la calidad del aire han sido también descritos como factores a tener en cuenta
durante el cultivo de embriones in vitro (Simopoulou et al., 2018). La temperatura a la que los
gametos y los embriones tempranos desarrollan su la actividad metabdlica es menor a la del
resto del cuerpo, de modo que trabajar a temperaturas mas altas podria tener efectos sobre el
metabolismo embrionario temprano (Leese et al., 2008). Por otro lado, la concentracion de
oxigeno a la que se desarrollan los embriones in vivo, especialmente en el periodo
preimplantacional, es menor a la concentracidn atmosférica, en la que el nivel de oxigeno es del
20% (Fischer y Bavister, 1993). Asi, se ha observado que en embriones de ratén, el patrén de
expresion génica en un ambiente con menor cantidad de oxigeno (5%) in vitro es mas similar al
patron in vivo (Takahashi, 2012). Del mismo modo, altos niveles de oxigeno han sido
relacionados directamente con la aparicion de especies reactivas de oxigeno peligrosas para el



embrién (Takahashi, 2012). La exposicion a la luz ha demostrado tener efectos negativos en el
potencial de implantacién de embriones de ratdn, probablemente debido a dafios en el ADN. El
uso de un filtro dptico rojo parece reducir de forma significativa los efectos daninos provocados
por la luz blanca sobre el ADN y las capacidades de implantacion (Bognar et al., 2019).

Por otro lado, las TRA que implican una manipulacién directa de gametos y embriones,
como la vitrificacion, pueden provocar dafios en los mismos debido al estrés al que se someten
las células a causa de la brusca bajada de temperatura, de modo que se puede alterar la
permeabilidad de membrana o dafiar organulos, ademas de la formacion de hielo por las
grandes cantidades de agua presentes en las células, especialmente en ovocitos (lussig et al.,
2019). Para evitar los dafios por la formacion de cristales de hielo, se emplean crioprotectores,
pero altas concentraciones de los mismos pueden tener efectos téxicos sobre las células (Best,
2015). En el caso de embriones, se ha observado cémo la vitrificacidon reduce su viabilidad al
aumentar la cantidad de blastomeros dafiados en comparacién con un embrién fresco
(Oikonomou et al., 2017). La vitrificacién no es la Unica técnica que puede causar dafios, sino
gue otras como la capacitacién de los espermatozoides mediante gradientes de densidad podria
provocar dafios en el ADN espermdtico (Albani et al.,, 2019), mientras que la fertilizacion
mediante ICSI resulta invasiva para la célula, ademas de requerir una decumulacién enzimdtica
Yy mecanica previa, y una seleccién arbitraria del espermatozoide que puede afectar
negativamente al desarrollo y maduracién del embrién (Neri et al., 2015).

A nivel genético, las TRA no han demostrado provocar anormalidades notables en el
cariotipo de los embriones, aunque la cantidad de muestras analizadas y estudios realizados
sigue siendo insuficiente como para obtener una conclusién estadistica definitiva (Li et al., 2018).
Uno de los aspectos mas estudiados de las consecuencias de la aplicacion de las TRA son las
modificaciones epigenéticas provocadas sobre los embriones, destacado la metilacidn del ADN.
La metilacion del ADN es una modificacién covalente consistente en la transferencia de un grupo
metilo en la posicién C5 de una citosina para formar 5-metilcitosina. La metilacion es un sistema
de regulacion de la transcripcion, de modo que el grupo metilo es capaz de reclutar proteinas
que repriman la expresion génica o impedir la unién de los factores de transcripciéon (Moore et
al., 2013). El patrén de metilacién del ADN es diferente segun el tipo celular, segun el sexo del
individuo o el ambiente. Ademas, es variable durante el desarrollo de un individuo, siendo sus
primeras fases del desarrollo embrionario un punto clave en su formacion. Tras la fertilizacién,
en un estado de célula germinal primordial preimplantacional, la informacién epigenética,
especialmente el patron de metilacion, es borrada a un estado basal, para ser restaurada mas
tarde, en el estadio de blastocisto (Canovas et al., 2017). Existen diversos factores que pueden
alterar el patrén de metilacidn normal durante estas fases, y uno de ellos son las TRA. Existen
estudios que sugieren que el manejo de embriones en medios de cultivo, su criopreservacion,
las técnicas de fecundacidn in vitro o ICSI pueden alterar el establecimiento y conservacion de
la impronta genética de los embriones (Hiura et al., 2014; Uyar y Seli, 2014). Estas alteraciones
de impronta genética se han relacionado, en combinacién con otros defectos en diferentes loci,
con diversos desdrdenes, como el sindrome de Beckwith-Wiedemann, el sindrome de Prader-
Willi o el sindrome de Silver-Russel. También se asocian estas alteraciones con algunos fenotipos
como diabetes, malformaciones del corazén o deficiencia mental, aunque la normalidad se suele



traducir en individuos sanos (Hattori et al., 2019). También se han relacionado con abortos
espontdneos durante el primer y principios del segundo semestre de embarazo (Ono et al.,
2006). Las ADN metiltransferasas (DNMTs) son las proteinas responsables de la regulacion de la
metilacion del ADN y por tanto de diversas funciones como la inactivaciéon del cromosoma X o
el mantenimiento de la impronta genética. Un mal funcionamiento de DNMTs puede provocar
la letalidad embrionaria, y la presencia de SNPs en los genes de estas proteinas podria provocar
un perfil de metilacién adverso para el desarrollo y causante de abortos espontdneos (Liu et al.,
2017).

Recientemente, se estan describiendo cuestiones epidemiolégicas y patoldgicas tras la
aplicacion de TRA. Asi, se ha descrito un aumento de hasta el 60% en casos de leucemiay linfoma
de Hodgkin en nifios nacidos entre 1984 y 2011 (Reigstad et al., 2016), ademas de un aumento
en casos de malformaciones congénitas en poblaciones como Teherdn (Farhangniya et al.,
2013). También se ha asociado un incremento (1.71 veces) los casos de preeclampsia en mujeres
nacidas mediante TRA (Almasi-hashiani et al., 2019). En ciertos estudios, ademas, se ha asociado
el uso de las TRA con problemas cardiovasculares (Scherrer et al., 2015). No obstante, existen
otros trabajos en los que no se han encontrado diferencias significativas entre hombres nacidos
mediante TRA y concebidos naturalmente de la misma poblacidon en términos de problemas
cardiovasculares, de crecimiento o respiratorios (Halliday et al., 2019). Otros defectos
congénitos que se han asociado a las TRA son la tetralogia de Fallot o la hipospadia, las cuales
se ven afectadas por la subfertilidad y los nacimientos multiples. Estos dos hechos explican hasta
el 36% del efecto relativo de las TRA sobre enfermedades congénitas no cromosdmicas
(Liberman et al., 2018). Aunque en humanos es dificil determinar si estos efectos son realmente
causados por los TRAs en si mismos o se originan a partir de anomalias genéticas o factores de
riesgo intrinsecos a los pacientes infértiles (Chen y Heilbronn, 2017), los modelos animales
parecen demostrar que los procedimientos asociados con las TRA afectan al desarrollo a corto
y largo plazo con efectos postnatales en los fenotipos resultantes (Duranthon y Chavatte-
Palmer, 2018). Las modificaciones fenotipicas mas observadas son aquellas que mas preocupan
a los profesionales, es decir, el peso al nacer y las trayectorias de crecimiento, la salud
metabdlica y los problemas cardiovasculares, como la presidn arterial elevada, las alteraciones
epigenéticas, la apariciéon de algunos defectos relacionados con el comportamiento y el
desarrollo infantil (Bouillon et al., 2016).

Las TRA también han sido asociadas a cambios en los niveles de expresion génica de los
embriones (Saenz-de-Juano et al., 2016), y estos cambios pueden estar relacionados con la
calidad y supervivencia embrionaria (Canepa et al., 2014). En concreto, los genes octamer-
binding transcription factor (Oct4), NANOG homeobox (Nanog) y sex determining region Y-box
2 (Sox2) son factores de transcripcion de gran importancia en la regulacion y el mantenimiento
de la pluripotencialidad en el estado embrionario (Chambers y Tomlinson, 2009), de modo que
su correcta expresion se ha relacionado directamente con la calidad de los embriones
(Gendelman y Roth, 2012; Mitsui et al., 2003; Zhang, 2014).



1.4. La transferencia embrionaria

Los embriones resultantes tras un tratamiento de TRA han de ser transferidos a una
receptora para su implantacién y desarrollo en el Utero materno, siendo este paso uno de los
mas criticos del proceso (ASRM, 2017). La transferencia se suele llevar a cabo durante los dias
2-3 de divisidn del embridn tras la fecundacion o una vez alcanzado el estado de blastocisto en
dias 5-6, y aunque existe cierta controversia entre la comunidad en cuanto al momento dptimo
para transferir un embridn, son diversos los estudios cuyos resultados apuntan a que el estado
blastocisto proporciona mayores tasas de embarazos exitosos (Glujovsky et al., 2007). La
transferencia de blastocistos parece dar mejores resultados por varias razones. En primer lugar,
la exposicion de embriones tempranos al Utero puede ser fisiolégicamente prematura,
especialmente tras un tratamiento de superovulacién y exposicién a altos niveles de estrégenos
(Valbuena et al., 2002). El embrién en concepcién natural alcanza el Utero en un estado de
morula (16 células), lo cual implica en humanos un dia 4 de desarrollo in vitro. El Utero
proporciona un ambiente diferente al embridn al que proporciona el oviducto, lo cual provoca
estrés en los embriones tempranos que puede traducirse en un descenso en las tasas de
implantacién (Gardner et al., 1998). En segundo lugar, permitir a los embriones madurar in vitro
durante unos dias mas hasta alcanzar el estado de blastocisto provoca un efecto de
autoseleccidn tras la activacion del genoma embrionario, de modo que es teéricamente posible
seleccionar los embriones mas viables para implantacion mediante la identificacidon de aquellos
capaces de alcanzar el estado de blastocisto (De Placido, 2002; MacHtinger y Racowsky, 2013).

Por otra parte, y a pesar de los avances en el desarrollo de medios de cultivo como las
técnicas de co-cultivo o el cultivo secuencial, en que los embriones en dia 3 son transferidos de
un medio de baja concentracién de glucosa y uno o mds aminodcidos a uno de mayor
concentracion de glucosa y mayor rango de aminodcidos (Gardner et al., 1998), logrando
aumentar la tasa de implantacién en un 60%, los medios de cultivo para embriones in vitro no
son capaces de replicar perfectamente las condiciones de desarrollo in vivo (Bouillon et al.,
2016). De este modo, una desventaja tedrica es que embriones que no llegan a alcanzar
correctamente el estadio de blastocisto in vitro quiza podrian haberlo hecho in vivo de haberse
transferido en una etapa mas temprana de desarrollo (Sjéblom et al., 2006), aunque esto no
esta demostrado.

En produccidn animal, la transferencia embrionaria es considerada como una técnica de
gran interés por tres grandes razones. La primera de ellas es un aumento notable en la cantidad
de crias que una hembra puede engendrar en un tiempo mucho menor al de un ciclo
reproductivo normal. En segundo lugar, la posibilidad de almacenamiento de los embriones para
un posterior desarrollo (Bradford y Kennedy, 1980). En tercer lugar, la transferencia embrionaria
supone un proceso de seleccidn para la mejora genética de la descendencia, en aplicacién junto
con técnicas de ovulacion multiple. La variacidon vendria proporcionada por un menor intervalo
de tiempo entre generaciones, un mayor grado de seleccién entre las hembras, o ambas. De
este modo, el uso de transferencias embrionarias en programas de seleccién para estudiar la
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variacion genética entre generaciones de ovejas ofrece resultados de aumento en el ratio de
variacion de entre el 60 y 80% mayores que en las generaciones naturales (Smith, 1986).
Asimismo, en un programa de seleccion en ganado vacuno para la tasa de crecimiento, se podria
lograr una grado de respuesta sustancialmente mayor mediante la introduccion de técnicas de
superovulacién y transferencia embrionaria que en un programa convencional (Land y Hill,
1975). Por otro lado, Pomp et al. (1989) encontraron evidencias en ratones de que el genotipo
de la madre receptora tenia un importante impacto en la supervivencia y desarrollo de los
embriones transferidos. Aquellos transferidos a una receptora de una linea de mayor tamano
alcanzaban un mayor peso corporal y una cola mas larga que aquellos transferidos a una
receptora de una linea de menor tamano. Sin embargo, a pesar de las diferencias significativas
en el peso corporal entre los genotipos de las receptoras, los factores relacionados con el peso
corporal no se relacionaron con el efecto uterino sobre la supervivencia prenatal, mientras que
se propuso que los mecanismos responsables de los efectos observados pueden operar en
procesos de implantaciéon y mortalidad post-implantacidn de camadas enteras, y podrian incluir
perfiles hormonales maternos y fetales, flujo sanguineo Utero-placentario y otras interacciones
materno-fetales (Pomp et al., 1989).



2. OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo final de grado es estudiar el efecto de la transferencia
embrionaria sobre (i) la paternidad de la descendencia obtenida utilizando inseminacidn
artificial con mezcla heterospérmica y (ii) la calidad embrionaria determinada mediante la
expresion de mRNA de genes pluripotentes (OCT4, Sox2 y Nanog).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales

Los animales utilizados en este estudio fueron proporcionados por las granjas cunicolas
de la Universitat Politécnica de Valencia. En concreto, se trabajé con una linea de conejo
sintética de la especie Oryctolagus cuniculus con origen California seleccionada por tamafio de
camada (Figura 1). Todos los conejos empleados fueron alojados en jaulas individuales en
condiciones ambientales controladas, con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad diarias,
temperatura media diaria de 17,52C y maxima de 25,52C. Los animales fueron alimentados con
un pienso comercial y disponian de acceso a agua filtrada de forma libre. El manejo animal se
produjo de acuerdo con los procedimientos aprobados por la Generalitat Valenciana para la
instalacion cunicola nimero ES462500001091 y procedimientos con numero de registro
250V091. También han sido aprobados por el Comité de Etica de Experimentacién Animal de la
Universidad Politécnica de Valéncia (codigo 2018/VSC/PEA/0116), en conformidad con la
Directiva 2010/63 de la normativa europea sobre experimentacién con animales, y atendiendo
a la legislacion sobre experimentacion animal del Real Decreto 53/2013 (BOE, 2013).

Figura 1. Fotografia de conejos de la UPV con origen California.

3.2. Obtencion de embriones

Los conejos seleccionados se dividieron en tres grupos, un primer grupo de 9 hembras
nuliparas superovuladas donantes, un segundo grupo de 10 hembras multiparas receptoras y
un tercer grupo de 7 hembras nuliparas superovuladas control.



3.2.1. Tratamiento de superovulacion

Para el tratamiento de superovulacién se empleé una hormona corifolitropina alfa
recombinante comercial (rFSH-CTP; Elonva) (Merck Sharp y Dohme, SA, Kenilworth, NJ, EEUU),
administrando de manera subcutdnea una dosis de 0,75 pg por cada kg de peso (Viudes-de-
Castro et al., 2019).

3.2.2. Inseminacion de las hembras

Tras 72 horas del tratamiento de superovulacidn, se procedié a la inseminacion
heterospérmica de todas las hembras. Para ello, se extrajo un eyaculado de los cuatro machos
que participaron en el experimento mediante el empleo de una vagina artificial siguiendo el
método descrito por Vicente et al. (2011). Se utilizé una alicuota de cada eyaculado para realizar
un andlisis de las caracteristicas macroscépicas y microscépicas del semen segun los criterios
descritos por Marco-Jiménez et al. (2010). Para llevar a cabo el espermiograma se realizé un
anadlisis macroscépico (color y volumen) y microscépico (motilidad, concentracion y
morfoanomalias) para, por un lado determinar la calidad de los eyaculados, y por otro ajustar la
concentracién de espermatozoides de cada uno de los machos a 4 millones (dosis total de 16
millones). Para llevar a cabo la valoracidn microscépica se obtuvo una muestra diluida (1:20) con
una solucién Tris-Citrico-Glucosa determinando la motilidad y viabilidad, y otra muestra diluida
(1:20) con una solucién de glutaraldehido (0.25%) para las determinaciones de la concentracion
y morfoanomalias.

Motilidad

La motilidad se determind mediante un sistema computarizado de motilidad espermatica
(ISAS). Para ello se empled una cdmara Makler en un microscopio de contraste de fase negativa
con una platina atemperada (372C). Los parametros determinados fueron:

= Velocidad curvilinea (VCL) (um/s): es la velocidad media medida punto a punto

sobre el recorrido de la cabeza espermatica. La distancia total que la cabeza del
espermatozoide cubre en el periodo de observacion. Es siempre el mayor de los tres
parametros de velocidad (VCL, VAP, VSL).

= Velocidad media (VAP) (um/s): velocidad media del recorrido del espermatozoide.

Es la distancia que el espermatozoide ha recorrido en su trayectoria durante el
periodo de observacion.
= Velocidad rectilinea (VSL) (um/s): distancia en linea recta entre el primero vy el

ultimo punto de la trayectoria recorrida. Resulta en el espacio recorrido por el
espermatozoide en el periodo de observacion.
* [ndice de rectitud (STR) (%): estima la proximidad del recorrido seguido por los

espermatozoides a una linea recta. Se calcula como el cociente entre la VSLy VAP,
cuyo resultado se multiplica por 100. (VSL/VAP) x 100.
* [ndice de linealidad (LIN) (%): estima la proximidad de las trayectorias de los

espermatozoides a una linea recta. Es el cociente entre VSL y VCL, cuyo resultado se
multiplica por 100. (VSL/VCL) x 100.
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* [ndice de oscilacién (WOB) (%): estima la relacién entre la trayectoria recorrida por

el espermatozoide y la oscilacidon de la cabeza espermatica. Se calcula como el
cociente entre VAP y VCL, cuyo resultado se multiplica por 100. (VAP/VCL) x 100.

=  Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH):
es el desplazamiento medio realizado por la cabeza del espermatozoide en su

recorrido curvilineo de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.
= Frecuencia de batido de la cabeza (BCF) (Hz): frecuencia con que la trayectoria

curvilinea atraviesa la trayectoria lineal media en funcién del tiempo.

Concentracion espermatica

La concentracion espermdtica fue determinada mediante el empleo de una camara
cuentaglébulos Thoma-Zeiss (Marienfield, Alemania. Figura 2).

Figura 2. CAmara Thoma-Zeiss empleada para determinar la concentracidn espermatica.

Morfologia espermatica

La valoracidn morfolégica se determind a 400 aumentos mediante microscopia de
contraste de fases, evaluando el porcentaje de espermatozoides anormales (cabeza, pieza
intermedia y cola) en cada una de las muestras.

Tras la preparacion de la dosis con una concentracién de 16 millones (4
millones/macho), la inseminacion vaginal se realizé mediante el uso de una canula. Tras
depositar la dosis en el fondo de la vagina, la induccidn de la ovulacidn se realizé6 mediante una
inyeccion intramuscular de 1 pg de acetato de buserelina (Suprefact; Hoechst Marion Roussel,
Hochst, Alemania), un andlogo sintético de la GnRH.
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3.2.3. Recuperacion de embriones de donante y transferencia a hembras
receptoras.

24 horas después de la inseminacion, las hembras superovuladas fueron eutanasiadas
mediante la administracién de un tiobarbiturico, obteniendo el tracto reproductivo vy
trasladandolo al laboratorio donde se procesaron a temperatura ambiente. Para ello se hizo una
perfusidn de oviducto y Utero (Figura 3) con 10 mL de tampdn fosfato alcalino (DPBS, Dulbecco’s
phosphate buffer serum) suplementado con 0,2% (v/w) de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma,
St. Luis, MO, EEUU) 0,132 g/L de CaCl, y antibidtico (Penicilina G sddica 300.000 Ul, penicilina G
procaica 700.000 Ul y sulfato de dihidrostreptomicina 1250 mg/L, Penivet, Dlvasa Farmauvic,
Barcelona, Espafia) para recuperar los embriones (Figura 4).

Figura 3. Fotografias del proceso de perfundir el tracto reproductivo.
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Figura 4. Embriones recuperados a las 24 horas en estado de pronucleos.

Se llevo a cabo el recuento de embriones y se obtuvo la tasa de recuperacion (TR).
También se obtuvo la tasa de ovulacidn (TO) mediante el recuento de cuerpos lUteos presentes
en ambos ovarios (Figura 5), obteniéndose también el peso de los mismos.

Figura 5. Ovario de hembra de conejo superovulada extraido a las 24 horas de inducir la ovulacién en la
que se pueden apreciar los cuerpos ltiteos empleados para obtener la TO.

Tras la recuperacion de los embriones se llevd a cabo la transferencia embrionaria via
oviductal a hembras receptoras. Se realizaron tres sesiones con un total de 418 embriones,
distribuidos en 103, 231 y 84 en la primera, segunda y tercera sesion, respectivamente. La
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trasferencia embrionaria se llevé a cabo acorde a la metodologia descrita por Garcia-Dominguez
et al. (2019). Brevemente, la transferencia embrionaria se llevé a cabo mediante una
laparoscopia. Para ello, se rasurd el abdomen de las conejas receptoras y se mantuvieron
sedadas mediante una inyeccién intramuscular de 16 mg de xylazina (Rompun, Bayer AG,
Leverkusen, Alemania) seguida de otra inyeccién intravenosa de 16-20 mg de ketamina
hidroclorada (Imalgéne, Merial S.A., Lyon, France). Para llevar a cabo la trasferencia se colocaron
las hembras receptoras sobre una mesa de operaciones con una inclinacién de 452 en posicién
cabeza abajo. Se le introdujo CO; en la cavidad abdominal con una aguja de Verres para
distender el abdomen vy facilitar el acceso del trécar y el endoscopio. Una vez distendido, se
retird la aguja de Verres y se le instalé un trécar de 5 mm para introducir el laparoscopio (Figura
6). Mediante la observacion laparoscdpica se introdujo una aguja epidural cerca de los ovarios
a través de la region inguinal, se retird el fiador y se introdujo el catéter contenedor de los
embriones a transferir en uno de los oviductos. Los embriones fueron depositados en la zona
ampular del oviducto. El proceso fue repetido para el segundo oviducto operando en el otro
lado de la hembra (Figura 7).

Figura 6. Fotografia del proceso de transferencia mediante laparoscopia.
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Figura 7. Deposicion de los embriones en el oviducto mediante laparoscopia.

3.2.4. Recuperacion de blastocistos en dia 6

Pasados 6 dias desde la inseminacion, se realizé la recuperaciéon de los embriones tanto
de las hembras receptoras de los embriones superovuladas, como de las hembras control (Figura
8). El procedimiento empleado es el descrito anteriormente para los embriones de 24 horas,
pero en este caso la perfusion completa del Utero.

Los embriones recuperados en la primera y segunda sesién fueron tratados
individualmente, almacenandolos en 10 uL de tampdn de lisis (15 mg/ml de proteinasa K,
100mM Tris-HCI (pH 8.3), 100mM KCl, 0.02% gelatina, 0.45% Tween 20 y 60 mg/ml yeast tRNA
(Ambionn, Sakurai et al.,, 2014). Parte de los embriones de la segunda sesién y todos los
obtenidos en la tercera sesién fueron almacenados en grupos de 8-10 para el analisis de mRNA.

Figura 8. Blastocistos de conejo recuperados a dia 6.

Tal y como se describié anteriormente, los ovarios de las hembras control fueron
igualmente recuperados para determinar la TO y el peso.
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3.3. Anadlisis de parentesco

3.3.1. Extraccion del ADN

Para el establecimiento de parentesco entre los embriones y uno de los cuatro machos
seleccionados para la mezcla heterospérmica se realizé un estudio de genotipado mediante
microsatélites. La extraccién y purificacién del ADN se realizd, con 0,5 ml de sangre, con un kit
comercial (Molecular Biology EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit, BioBasic,
Markham, On, Canadad) siguiendo el protocolo recomendado, excepto que se emplearon 50 pl
de proteinasa K y que esta se dejé actuar durante una incubacidn de 2 horas a 502C. La calidad
de la extraccion se determind mediante la absorbancia de las muestras a una longitud de onda
de 260 nm empleando el espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma,
EEUU). Finalmente, las muestras fueron almacenadas a -202C para su uso posterior.

Las muestras de sangre se obtuvieron a los 3 meses de edad, bajo sedacién mediante la
administracién intramuscular de una mezcla de xilacina y ketamina. Para ello se extrajo la sangre
de la arteria central de la oreja mediante un catéter G22 (Intran Certo G22 0,9x25 mm) en un
tubo con EDTA para evitar su coagulacién.

Tras la extraccidon del ADN, se comprobd la concentracidn y la calidad de las muestras
mediante la medida de absorbancia de las mismas a una longitud de onda 260 nm con un equipo
de espectrofotometria Nanodrop 2000 de la empresa Thermo Fisher Scientific (Whaltham, Ma,
EEUU). Las muestras fueron almacenadas a -202C hasta su utilizacion.

Se seleccionaron 3 hembras control superovuladas y tres hembras donantes para el
anadlisis de parentesco. Para extraer el ADN de los embriones depositados en el tampdn de
descrito anteriormente se realizd una disrupcién celular mediante un proceso de
homogeneizacidn por congelacion con nitrégeno liquido (2 repeticiones) y posteriormente se
afiadio 400 pg/ml de proteinasa Ky se incubd durante 60 minutos a 652C, seguido de otra etapa
de 10 minutos a 952C (Sakurai et al., 2014). Ademas, se utilizo el kit comercial “Molecular Biology
Kit EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit (Blood)” de la empresa BioBasic (Markham,
On, Canadd), adaptando el protocolo tras la incubacién de la muestra en proteinasa K, para
obtener una muestra mas limpia de ADN y mejorar la calidad de los resultados. Se emplearon
15 embriones por cada hembra control utilizada y 11-23 embriones transferidos para establecer
las relaciones de parentesco.

3.3.2. Amplificacion del ADN mediante PCR y secuenciacion de los
microsatélites

El ADN de los parentales y la descendencia se analiz6 mediante genotipado empleando
microsatélites seleccionados. Para ello, el ADN de todas las muestras se amplificé mediante PCR
utilizando los cebadores correspondientes a los microsatélites (Tabla 1). Para llevar a cabo la
amplificacion se empled una solucién Tag PCR Master Mix de la empresa Qiagen (Venlo,
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Holanda) que contiene todo lo necesario para llevar a cabo la reaccidn. El proceso se llevé a cabo

en una maquina GeneAmp PCR System 9700 thermocycler (Applied Biosystems, Foster city, CA,
EEUU). El programa de tiempos y las condiciones requeridas para cada cebador se recogen en la

tabla 2.
Tabla 1. Datos bibliograficos sobre los microsatélites empleados.
T A Ref i
Nombre Secuencia cebadores (5'-3') ar‘fnjmo N2 accesion . e'ererlc'la
amplificado bibliografica
Fw: TACATTGAAAGGAAGCGAAGG
INRACCDDVO0137 239-247 AJ874477
Rv: ATGGACGACATTTGTCCCATA
Fw: CGCACAGACTCAACATCCAG
INRACCDDV0036 175-183 AJ87398
Rv: CCCTACAGGCAGAGGCTTAAT
Fw: AACACTTGCCCCTCTTTTCAT Chantry-
INRACCDDVO0157 118-124 AlJ874497 Darmon et
Rv: CAGGTTGTGGGAGTTCTTGTC al., 2005
Fw: GATCTGGGACTCCAGAGTGTC
INRACCDDV0087 190-214 AJ874430
Rv: GAACACCGGTCTGGATGG
Fw: AACCACCAGGGTCAGCTTC
INRACCDDV0035 170-194 AJ87397
Rv: AGAGTGAGCGAGCGAGAGAC
Tabla 2. Condiciones de amplificacidn para los diferentes microsatélites.
Intervalos de tiempo
Proceso T (2C) Mix137 Mix36 Mix157 Mix87 Mix35
Activacion ADN polimerasa 94 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min
Desnaturalizacién 95 30s 30s 30s 30s 30s
Hibridacion 60 60 s 60 s 30s 30s 30s
Extension 72 30s 30s 30s 30s 30s
Elongacion final 72 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
Posteriormente, las muestras amplificadas fueron sometidas a un proceso de

secuenciacion de los microsatélites de interés en un secuenciador CEQ 8000 (Beckman Coulter,
Brea, CA, EEUU) mediante electroforesis capilar con marcaje de fluorescencia siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante.
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3.3.3. Establecimiento de parentescos de la descendencia

Tras la secuenciacion, se llevd a cabo el estudio del perfil de picos (figura 9) de los
parentales para poder establecer el genotipo y, de este modo, establecer los alelos presentes
en la poblacién para los loci de interés. A continuacion, se llevo a cabo la secuenciacion del ADN
proveniente de los blastocistos del grupo control y transferidos para conocer su genotipo y se
realizd un estudio para determinar el parentesco de los mismos mediante el programa
informatico de asignacion de paternidades Cervus (Field Genetics, London, Reino Unido).
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Figura 9. Ejemplo de perfil heterocigoto obtenido para el microsatélite INRACCDDV0087.
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3.4. Andlisis de la expresidn génica para genes de pluripotencialidad

3.4.1. Extraccion del ARNm de las muestras y retrotranscripcion

Algunos de los embriones recuperados de la segunda y tercera extraccién fueron
destinados a un analisis de expresidn génica. Para ello, se realizéd una extraccion del ARNm de
los blastocistos. Sin embargo, y debido a la sensibilidad del mismo, la extraccién se realizé en 6
grupos de 8-10 embriones y no individualmente, con el objetivo de obtener una mayor cantidad
y calidad de la molécula. Para la extraccion se empled el kit comercial RNeasy® Plus Mini Kit de
la empresa Qiagen (Venlo, Holanda) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN fue
almacenado a una temperatura de -80°C.

Se realizé, posteriormente, un tratamiento con enzimas DNasas (Roche, Espafia)
siguiendo las instrucciones del fabricante, para eliminar posibles restos de ADN, y se verificé la
concentracién y la integridad de ARNm con un equipo de espectrofotometria Nanodrop 2000
de la empresa Thermo Fisher Scientific (Whaltham, Ma, EEUU). El ADNc se obtuvo a partir de la
muestra de ARNm empleando el gScript™ Synthesis Kit (Quanta Biosciences™) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para poder llevar a cabo la amplificacion a tiempo real se diluyeron
todas las muestras para que la concentracion de todas ellas fuese la misma (500 ng), y asi poder
compararlas entre ellas. Para ello se realizé una dilucién con la cantidad de ARNm necesaria para
obtener 500 ng de material génico y agua libre de DNasas (Sigma-Aldrich, Alemania) hasta un
volumen de 15 pL. La dilucién fue introducida en el 2070 Thermal Cycler (Applied Biosystems)
en las condiciones especificadas en la tabla 3. El ADNc obtenido se conservé a -202C hasta su
empleo en el andlisis de expresién génica.

Tabla 3. Programa de tiempos empleados durante la retrotranscripcion.

Tiempo T (eC)
Extension cebadores 5 min 22
Sintesis ADNc 30 min 42
Final reaccion 5 min 85

3.4.2. Cuantificacion relativa mediante PCR a tiempo real (qPCR)

Para llevar a cabo la cuantificacidn relativa de los genes objeto para este estudio se llevo
a cabo un reacciéon en cadena de la Polimerasa a tiempo Real (RT qPCR) empleando un
termociclador LightCycler® 96 System (Roche, Suiza) y la enzima SYBR® Green como sistema de
deteccion.

Los genes seleccionados para el estudio de expresion génica fueron los genes de
pluripotencialidad OCT4, Sox2 y Nanog. Asimismo, se empled el gen de referencia Housekeeping
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de la histona H2AFZ junto a un calibrador para ajustar las variaciones del ensayo y llevar a cabo
la normalizacidon de la expresién. La tabla 4 recoge informacién relevante acerca de los
cebadores empleados en la amplificacién de cada gen de interés

Tabla 4. Informacidn bibliografica sobre los genes empleados para el analisis génico.

. Tamano ., Referencia
Nombre Secuencia cebadores (5'-3') e N2 accesion e
amplificado bibliogréfica
Fw: CGAGTGAGAGGCAACTTGG Mamo et al.,
0CT4 125 pb NM_001099957
Rv: CGGTTACAGAACCACACACG 2008
Fw: AGCATGATGCAGGAGCAG Wang et al,,
Sox2 270 pb NM_003106
Rv: GGAGTGGGAGGAAGAGGT 2007
\ Fw: CCAGGTGCCTCTTACAGACA 104 ob ENSOCUT Alberola,
anog p
Rv: TCACTACTCTGGGACTGGGA 00000013777 2018
Fw: AGAGCCGGCTGCCAGTTCC Mamo et al.,
H2AFZ 85 pb AF030235
Rv: CAGTCGCGCCCACACGTCC 2008

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos
con un volumen final por reaccidon de 10 puL. Se emplearon 5 pL de una solucién SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems) que contiene todo lo necesario para llevar a cabo la reaccién:
la enzima AmpliTaq Gold®, el marcador SYBR® Green y los desoxinucleétidos trifosfatos (dNTPs).
Se afiadid 1 pL de cada cebador necesario para la amplificacién y 3 pL del cDNA retrotranscrito
en una dilucidn 1:20. La tabla 5 recoge el programa de tiempos empleados en la amplificacion a
tiempo real.

Tabla 5. Programa empleado para la amplificacion a tiempo real.

Tiempo T (2C)
Preincubacién 10 min 95
e, . 1s 95
Amplificacion 40 ciclos 30s 50
10s 95
Melting 60 s 65
1s 97
Enfriamiento 30s 37
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La cuantificacion de los niveles relativos de expresion génica, técnica mediante la cual
se obtiene la magnitud de los cambios en los niveles de expresiéon del gen de interés al
compararla con uno o mas genes de referencia (Pfaffl, 2004), se realizd6 mediante la siguiente
ecuacion, descrita previamente (Roche, 2001) (Ecuacién 1).

. _ (Ct calibrador—Ct muestra) (Ct muestra—Ct calibrador)
Ratio N = Eftarget : EfHousekeeping (EC- 1)

3.5. Analisis estadistico

Para evaluar si la transferencia afectaba a la tasa de recuperacion embrionaria en dia 6
conrespecto al grupo control, asi como para el analisis de parentescos, se llevd a cabo un andlisis
mediante un test chi-cuadrado con la correccidon de Yate’s. Para evaluar los parametros de
calidad espermatica se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) empleando el macho como
factor fijo (4 niveles). Para evaluar el efecto de la transferencia embrionaria sobre el ratio de
expresion génica de los genes de pluripotencialidad seleccionados se utilizé un ANOVA que
incluia como factor fijo el grupo experimental (control y transferencias). Se realizdé un test de
normalidad sobre los datos de expresidon génica, normalizando los datos de la expresién de los
genes objeto de este estudio (Sox2, Oct4 y Nanog) mediante una transformacién angular. Todos
los anadlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software IBM SPSS Statistics Subscription
Trial (SPSS Inc; Chicago, lllinois, USA, 2002) considerando como datos significativos aquellos con
un P-value < 0,05.
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3.6. Diseiio experimental

Para una mejor comprension del disefio experimental del estudio se muestra un
esquema del mismo (Figura 10).

Grupo Grupo
Grupo control
donantes receptoras
Extraccionyanalsisdel
semen
l Inducciendela |
ovuladan
Superovulacion 1 dosis =T Pool heterospérmico
RFSH-CTP [1=0) =58-70h

Induccionde la ovulacion
t e inseminacion artificial

Grupo

donantes t=60-72h
Recuperacion embriones Grupo
Dial — Grupo control
receptoras

Recuperacion embriones
l Diak
Expresion
Parentesco g
genica
Extraccion ADN Extraccian ARNm
Purificadon ADN RT qPCR

Analisis

sxpres °n

génica relativa

Secuenciacion

Figura 10. Esquema del disefio experimental.
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4. RESULTADOS

4.1. Recuperacion de embriones

La recuperacion de los blastocistos se llevo a cabo 6 dias después de la inseminacién
inicial de las hembras donantes y superovuladas. El nimero de embriones control recuperados
fue de 300, frente a una tasa de ovulacién de 365. Por otro lado, la cantidad de embriones
transferidos en dia 1 fue de 304, mientras que la cantidad de blastocistos recuperados de las
hembras receptoras fue de 158. Esto supone una tasa de supervivencia embrionaria del 82,19%
en el caso de los controles y un 51,97% de los embriones transferidos (Figura 11), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 11. Tasa de supervivencia de los embriones transferidos y control expresada en porcentaje.

4.2. Analisis de la calidad espermatica

El analisis estadistico de los pardmetros de calidad espermatica no mostré diferencias
significativas entre los distintos machos para ninguno de los parametros evaluados (P-value >
0,05). Los valores medios para cada parametro y macho se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Valores obtenidos para los parametros de calidad espermatica evaluados. Valores expresados

como media * error tipico.

Macho

Parametro A B C D P-value
Motilidad (%) 88,8 3,74 81,9+3,74 91,3+3,74 87,2+3,74 0,398
Morfoanomalias (%) 10,2 £3,35 12,5+3,35 11,4 +3,35 9,9 +4,11 0,947
VCL (um/s) 82,4 6,66 87,7 £6,66 97,6 £ 6,66 99,1 +6,66 0,301
VSL (um/s) 51,5+5,10 41,8+5,10 42,9+5,10 41,7 £5,10 0,505
VAP (um/s) 57,1+4,63 59,2 +4,63 65,0 +4,63 64,7 £4,63 0,558
LIN (%) 50,8 £6,18 48,4 +6,18 44,5 +6,18 42,4 +6,18 0,773
STR (%) 72,3+4,41 70,4 +4,41 66,2 +4,41 64,8 +4,41 0,618
WOB (%) 69,5 +4,82 68,1+4,82 66,9 + 4,82 65,4 +4,82 0,938
ALH (um) 2,7+0,29 3,1+0,29 3,2+0,29 3,0%0,29 0,712
BCF (Hz) 8,7 £0,46 8,7 +£0,46 9,1+0,46 8,1+0,46 0,520

4.3. Andlisis de parentesco

Para llevar a cabo el analisis genotipico de la descendencia y establecer el parentesco
de los diferentes embriones se emplearon 5 microsatélites (Tabla 1). Sin embargo, finalmente
soélo se analizaron 4 microsatélites de la descendencia, debido a que los cuatro parentales
presentaron un genotipo idéntico para el microsatélite INRACCDDV0137, de modo que no
aportaba informacién relevante en la asignacién de paternidades. El genotipo de los parentales
para los microsatélites estudiados se recoge en la tabla 6.

Tabla 7. Genotipo de los diferentes parentales para los microsatélites estudiados.

Macho 0137 (239-247) | 0036 (175-183) | 0157 (118-124) | 0087 (190-214) | 0035 (170-208)
A 240 246 183 183 121 121 196 206 170 194
B 240 246 176 181 119 119 205 205 170 190
c 240 246 176 181 119 121 196 196 190 190
D 240 246 181 181 119 123 205 205 170 194
Alelos en la poblacién | 240,246,249 | 176,181,183 | 119,121,123 | 196,200,205 | 170,190, 194

El andlisis de parentesco se llevé a cabo sobre 70 embriones y se logré un 100% de asignacién
de la paternidad sobre los mismos. Se observaron valores similares en el nimero de
descendientes asignados a cada parental, de modo que no se encontré ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo de embriones transferidos frente al grupo control.
Sin embargo, si se observd un mayor nimero de descendientes asociados a dos de los
parentales. Se asignaron el 42,9% vy el 35,7% a los parentales Cy D, respectivamente, mientras
que a los individuos Ay B se les asignd el 11,4% y el 10% (Figura 12).
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Figura 12. Numero de descendientes asignados a cada parental.

4.4. Analisis expresion génica

El estudio de los niveles de expresidn génica de los genes de pluripotencia Sox2, Oct4 y
Nanog se llevé a cabo sobre 6 muestras de embriones transferidos y 5 muestras de embriones
control. Los resultados muestran diferencias significativas en los niveles de expresién de Sox2,
observando una menor expresion para los embriones transferidos (0,52 + 0,249 vs 2,97 + 1,246
para transferidos vs control, respectivamente. P<0.05). En cuanto a los niveles de expresién de
Oct4 y Nanog, estos fueron similares para ambos grupos experimentales 0,97 + 0,262 vs 1,61 *
0,986, para OCT4 y 1,53 + 0,437 vs 2,11 + 0,928, para Nanog, para transferidos vs control,
respectivamente. (P<0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Ratio de expresion de los genes de pluripotencia en embriones control y transferidos.
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5. DISCUSION

Debido a laimportancia de la transferencia embrionaria durante un ciclo de TRA (técnica
imprescindible en cualquier tratamiento reproductivo) y la falta de estudios sobre los efectos de
este procedimiento (Saenz-de-Juano et al., 2016; Luna et al., 2007), este trabajo se ha enfocado
en evaluar las consecuencias de esta técnica sobre la paternidad de la descendencia mediante
inseminacién artificial con mezcla heterospérmica y sobre la calidad embrionaria. Nuestros
resultados demuestran que manipular a los embriones de 24 horas (lavado oviductal,
manipulacién in vitro y transferencia a una hembra receptora) afecta al nimero de embriones
recuperados y a la expresidn del gen Sox2, pero no afecta a la paternidad de la descendencia.

Este estudio confirma que las TRA no parecen inocuas (Hu et al., 2018). Asi, el uso de la
transferencia embrionaria ha sido asociada con una reduccién de la supervivencia embrionaria,
asociando este efecto a alteraciones en genes relacionados con la implantacién, el desarrollo
placentario y pérdidas gestacionales tempranas (Saenz-de-Juano et al., 2016). Los resultados de
Luna et al. (2007) demuestran que el cultivo in vitro de embriones y su posterior transferencia
para obtener descendencia genera un desequilibrio significativo en la proporcién de sexos. En
cambio, nuestros resultados demuestran que la técnica de transferencia embrionaria no altera
la contribucién de cada uno de los machos a la descendencia. Es conocido que la activacion del
genoma embrionario es estadio-especie dependiente (Lee et al., 2014), ocurriendo en varios
mamiferos en el estadios de 2 células (Jansz y Torres-Padilla, 2019). Por ello, es posible que en
un estadio de pronucleos, momento en el que se realizo la transferencia en este estudio, no se
causase ningun efecto sobre la descendencia vy, por tanto, no se observaran variaciones en los
patrones de parentesco. No obstante seria necesario realizar un nuevo estudio en el que se
comparasen trasferencias en diferentes estadios.

Sin embargo, en este estudio se observa un efecto de dominancia entre machos con
similares caracteristicas seminales. Este efecto de dominancia, basado en inseminacién
heterospérmica, ha sido descrito en varias especies (Vicente et al., 2004; Puglisi et al. 2012).
Concretamente, Ferreira et al. (2014), observaba un rendimiento reproductivo similar en 4
verracos mediante |IA homospérmica, pero un numero de descendientes significativamente
diferente mediante inseminacién heterospérmica. Nuestros resultados confirman los resultados
obtenidos anteriormente en conejo por Vicente et al. (2004), pero con un macho mas en la
mezcla heterospérmica. Nuestros resultados vuelven a resaltar que los pardmetros seminales
determinados en un espermiograma convencional; motilidad y morfoanomalias, permiten
descartar machos de reducida fertilidad pero son insuficientes para explicar la fertilidad
(Ferreira et al., 2014). Han sido diferentes los factores maternos descritos en la bibliografia que
pueden influir en el transporte selectivo de los espermatozoides por el tracto reproductivo de
la hembra que provocan cambios en el tiempo de la primera division embrionaria (Nicol y
McLaren, 1974) o diferencias en el tiempo de capacitacion de los espermatozoides debido al
tiempo de ovulacién (Parrish y Foote, 1985), asi como una interaccién diferente entre proteinas
maternas y paternas en el tracto reproductivo (Hernandez-Silva y Chirinos, 2019).

Cuando se evalud el efecto de la transferencia embrionaria sobre la calidad embrionaria,
los resultados revelaron una sub-expresion del gen Sox2. La expresién del gen Sox2 junto con
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los genes Oct4 y Nanog han sido descritos como importantes factores de transcripcion
marcadores de pluripotencia embrionaria (Chambers y Tomlinson, 2009). Especificamente, en
ratdn se ha demostrado que Sox2 es un factor de transcripcidn de gran importancia en el
mantenimiento de la pluripotencialidad debido especialmente a su interacciéon y mantenimiento
de la expresidn de Oct4 (Masui et al., 2007). En bovino, se ha demostrado que su expresion en
la masa celular interna juega un papel esencial en la formacion del blastocisto, y su delecién
tiene efectos negativos en el desarrollo del mismo (Goissis y Cibelli, 2014). Estos estudios en
distintas especies sugieren que, a pesar de que Sox2 no ha sido estudiado en profundidad en
conejo, su expresion diferencial en los embriones transferidos podria estar relacionada con una
disminucién de la tasa de supervivencia. Por otro lado, y a diferencia de este estudio, Saenz-de-
Juano et al. (2016) si observaron un descenso significativo en la expresién de Oct4 en embriones
transferidos. Oct4 es un factor de transcripcién regulador de la pluripotencia encargado de
activar o reprimir varios genes diana involucrados en muchos casos en la diferenciacién celular
y el desarrollo embrionario temprano (Foygel et al., 2008; Smith et al., 2007), y una alteracidn
es sus patrones de expresion en embriones preimplantacionales se ha asociado a embriones de
peor calidad (Gendelman y Roth, 2012). Esta diferencia en los resultados entre los dos estudios
para Oct4 podria estar relacionada con la edad a la que el embridn fue manipulado para llevar a
cabo la transferencia. Saenz-de-Juano et al. (2016) recuperaron y transfirieron los embriones en
estadio de morula tardia — blastocisto temprano (72 horas), mientras que en este estudio la
transferencia se llevd a cabo en estadio de pronucleos — 2 células (24 horas). Saenz-de-Juano et
al. (2014) demuestran que la vitrificacion y la transferencia embrionaria en dia 3 no provocan
cambios en los niveles de metilacion y la expresién génica de Oct4. No obstante, debido a los
importantes mecanismos que regulan y modifican los patrones de metilacion durante los
primeros dias de desarrollo en embriones preimplantacionales (Canovas et al., 2017), no es
posible afirmar que el patrén de metilacion de un embrién en estadio de prondcleos sea
equivalente al de una morula tardia - blastocisto temprano, y por tanto la regulacion de la
transcripcién génica sea distinta (Moore et al., 2013). Asi, diferencias en los niveles de expresion
de Oct4 en embriones preimplantacionales de conejo en funcién del desarrollo han sido
descritos previamente (Saenz-de-Juano et al., 2010).
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6. CONCLUSIONES

De la discusion de los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que:

e Los embriones de 24 horas recuperados y transferidos a una hembra receptora
presentan un descenso en la calidad embrionaria en términos de expresidn del mRNA
del gen de pluripotencialidad Sox2.

® |a transferencia embrionaria temprana (24 horas) no altera la paternidad de la
descendencia obtenida utilizando inseminacidn artificial con mezcla heterospérmica.
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