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En esta tesis, se ha caracterizado reproductivamente una linea de conejo seleccionada
por velocidad de crecimiento (linea R), evaluando las pérdidas a lo largo de la
gestacién y sus posibles causas. El documento se ha estructurado en dos bloques: (i)
formado por dos experimentos, en los que se han determinado las pérdidas en las
diferentes etapas gestacionales, asi como los niveles hormonales de progesterona,
17B-estradiol e IGF-I en distintos momentos de la gestacién, y la influencia que los
genotipos embrionario y materno tienen sobre las pérdidas, y (ii) formado por tres
experimentos, donde se estudio la expresion relativa de diferentes genes relacionados

con los fendmenos de desarrollo embrionario y de implantacion.

Los resultados obtenidos en el primer experimento fueron que la linea R presenta una
baja respuesta a la inducciéon de la ovulacion, ademds de elevadas pérdidas
implantacionales (31%), fetales (40%) y perinatales (15%), pese a presentar tasas de
ovulacion, de fecundidad y de desarrollo embrionario hasta las 48 horas similares a las
observadas en otras lineas de conejo. Una posible explicacién de estas pérdidas
gestacionales es, tal vez, como consecuencia de unos bajos niveles de 17B-estradiol a
12 y a 24 dias de gestacidon que implican una menor produccion de progesterona a 24
dias. Por su parte, los elevados niveles de IGF-I observados a 12 dias de gestacidn,
podrian poner de manifiesto alteraciones metabdlicas en esta linea, pudiendo influir

en las elevadas pérdidas gestacionales.

En el segundo experimento, se estudid el efecto de los genotipos embrionario y
materno en las pérdidas. Los resultados mostraron que, tanto la supervivencia
embrionaria (hasta los 14 dias de gestacion) como el peso de la placenta fetal
dependen de ambos genotipos, mientras que la supervivencia fetal (a los 25 dias de
gestacion) y el peso fetal son afectados por el genotipo embrionario. La supervivencia
fetal a 25 dias de gestacion fue mayor para embriones de la linea A
independientemente del genotipo de la receptora. Por su parte, tanto el peso fetal
como el peso de la placenta fetal fueron mayores para la linea R. En este mismo
experimento, se controlé el peso de las hembras (R y A) a lo largo de la gestacion.

Cuando se analizd el incremento de peso entre el dia 14 y el dia 25 de gestacion, las
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hembras de la linea A presentaron mayores incrementos. No obstante, el peso al final

de la gestacion fue similar para ambas lineas.

Dentro del segundo bloque, en el tercer experimento de esta tesis se evalud la
expresion génica relativa de los genes Oct4, VEGF, erbB3 y TGF-B2 en embriones en
diferentes etapas de desarrollo previas a la implantacion para determinar el momento
idéneo de la valoracién preimplantacional. Se observaron diferencias en la expresién
de Oct4, VEGF y TGF-f2, aumentando la expresidon de estos dos ultimos en el sexto dia
de gestacion, mientras que la expresion de Oct4 decrece a partir del cuarto dia. Dado
gue el Oct4 es un transcrito relacionado con la pluripotencialidad, y VEGF y TGF-B2
estan relacionados con fendmenos necesarios para la implantacién como la
neovascularizacion o proliferacidn celular, los resultados de este experimento indican
gue, a partir del quinto dia de gestacion, los embriones de conejo disminuyen la
expresion de Oct4 como mecanismo intrinseco para permitir que tenga lugar la
implantacion. Esta reduccion en la expresion de Oct4 observada en los dias 5y 6 de
desarrollo preimplantacional, en contraste con la sobre-expresién de VEGF y TGF-2,
podria estar relacionada con una expresiéon de genes relacionados con efectos
angiogénicos en el endometrio materno. Por otra parte, en este experimento se
detectod la expresion del receptor erbB3 tanto a cuatro, como a cinco y seis dias de
desarrollo, aunque no se observaron diferencias en esta expresiéon en los diferentes
momentos de desarrollo embrionario, posiblemente debido a que su funcion esta

enfocada a la diferenciacion y maduracién del blastocisto.

Dado que la eleccion de un gen de referencia es fundamental para obtener resultados
fiables de expresion génica relativa y dado que las dos lineas de conejo presentaron un
fenotipo diferente, en el cuarto experimento se estudié la posible influencia del
genotipo de la linea sobre la estabilidad del gen de referencia utilizado. Se analizé la
estabilidad de los genes de referencia mas empleados en embriones, como son H2afz y
GAPDH, asi como la media geométrica de ambos, mediante tres algoritmos distintos.
Posteriormente, para normalizar los datos de expresion génica relativa obtenidos en

embriones de ambas lineas fue analizado el genotipo para los genes Oct4, VEGF, TGF-
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B2, erbB3 e Ifn-y. Los resultados obtenidos mostraron que la normalizacién con GAPDH
o con la media geométrica de GAPDH y H2afz son los mds adecuados cuando se
estudia la expresion génica relativa en embriones de conejo independientemente del

genotipo.

En el Ultimo experimento de esta tesis, se analizd la expresidon génica relativa de los
genes Oct4, erB3, TGF-B2, VEGF e interferdn y, en endometrio y embriones de ambas
lineas a los 6 dias de gestacidn, asi como la expresion relativa de genes relacionados
con la gestacidon y el sistema de seializacién IGF, como son IGF-l, IGF-ll y sus
receptores, en el mismo momento de gestacién. Los resultados obtenidos Unicamente
mostraron diferencias significativas en la expresion génica del receptor de IGF-Il que
presentd, tanto en endometrio como en embriones, una expresion menor en la linea

R.

En conclusion, la linea R, seleccionada por velocidad de crecimiento, muestra unas
elevadas pérdidas a lo largo de toda la gestacién que podrian estar relacionadas con
unos bajos niveles séricos de 17B-estradiol y progesterona, ademas de con unos
elevados niveles de IGF-I. Por otra parte, los resultados obtenidos en relacion a la
expresion génica a seis dias de factores relacionados con el proceso implantacional no
parecen dar informacion acerca de las posibles causas de estas pérdidas, a excepcidn
de una baja expresidon del receptor IGF-IIR, tanto en embriones como en tejido
endometrial que, junto con los elevados niveles séricos de IGF-I, podria ser un

indicador de alteraciones metabdlicas en la linea R.
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Abstract

In this thesis, a rabbit line selected for growth rate (line R) is reproductively
characterised, assessing the losses throughout gestation and potential causes. The
document is structured in two sections: (i) consisting of two experiments, where losses
in different stage of gestation and progesterone, 17B-oestradiol and IGF-I serum levels
at different times of gestation are determined, as well as the influence of embryonic
and maternal genotype in these losses, and (ii) consisting of three experiments, where
relative expression of candidate genes related with embryonic development and

implantation are studied.

Line R presented a low response to ovulation induction, as well as high implantational
(31%), foetal (40%) and perinatal (15%) losses. In contrast, ovulation, fertility and
embryonic development rates up 48 hours were similar to those observed in other
rabbit lines. Gestational losses may be due to low 17B-oestradiol levels at 12 and 24
days of gestation, which involved a decrease of progesterone levels at 24 days.
Meanwhile, high IGF-I levels at 12 days of gestation may indicate metabolic alterations

in this line with influence on gestational losses.

In the second experiment, embryonic and maternal genotype effects in losses were
studied. Results showed that embryonic survival (up to 14 days of gestation) and
foetal placental weight depend on two genotypes, whereas foetal survival (at 25 days
of gestation) and foetal weight are affected on embryonic genotype. Foetal survival at
25 days of gestation was higher for embryos from line A in independently of recipient
genotype. On the other hand, foetal weight and foetal placental weight were higher
for line R. In this experiment, female weight throughout gestation was monitored.
Females of line A presented higher increase of weight between days 14 and 25 of
gestation than females from line R. However, weight at 25 days of gestation was

similar in both lines.
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In the second section, relative gene expression of Oct4, VEGF, erbB3 and TGF-B2 genes
in rabbit embryos at different stages of development prior to implantation was
analysed to assess the right time for preimplantational valuation. So, there were
differences in Oct4, VEGF and TGF-B2 expression, with the expression of VEGF and
TGF-B2 increasing at sixth day of gestation, whereas Oct4 expression decreased at day
four. Since Oct4 is a transcript associated with pluripotency and VEGF and TGF-B2 are
related with necessary phenomena for implantation such as neovascularisation or
cellular proliferation, results of this experiment suggest that from the fifth day of
gestation, Oct4 expression decreases in rabbit embryos as an intrinsic mechanism to
allow implantation. Reduction of Oct4 transcript expression observed at 5 and 6 days,
in contrast to over-expression of VEGF and TGF-B2, could be related with expression of
genes related to angiogenic effects in maternal endometrium. Moreover, in this
experiment expression of erbB3 receptor was detected at four, five and six days of
development, although there were no differences in expression at different stages of
embryonic development, probably because its function is focused on differentiation

and maturation of the blastocyst.

Since the choice of a suitable reference gene is essential to obtain reliable results on
gene relative expression and these rabbit lines presented different phenotypes, in the
fourth experiment, influence of line genotype in stability of reference gene was
studied. Stability of two commonly reference genes used in rabbit embryos, namely
GAPDH and H2afz, and the geometric average of both, were analysed using three
different algorithms. Then, in order to normalise relative gene expression data
obtained in embryos from both lines, the genotype was analysed to the Oct4, VEGF,
TGF-B2, erbB3 and Inf-y. Results showed that normalisation with GAPDH or with
geometric average of GAPDH and H2afz is more appropriate when studying relative

gene expression in rabbit embryos regardless of the genotype.

Thus, in the last experiment of this thesis, relative expression of Oct4, erbB3, TGF-f2,
VEGF and Ifn-y genes was analysed in endometrium and embryos of two lines at day

six of gestation, and relative expression of genes related to pregnancy and the IGF
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signalling system, such as IGF-1, IGF-Il and their receptors at the same time of gestation
were also analysed. Results only showed significant differences in gene expression of
IGF-1l receptor, which presented lower expression in endometrium and embryos of line

R.

In conclusion, line R, selected by growth rate, showed elevated losses throughout
gestation that could be related to low serum levels of 17B-oestradiol and
progesterone, and higher levels of IGF-I. Moreover, genic expression of factors related
with the implantation process does not seem to provide information on causes of
losses, except for lower expression of IGF-1IR receptor in embryos and endometrial
tissue at day six. Higher serum levels of IGF-I and lower expression of IGF-IIR may

indicate metabolic alterations in line R.
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Resum

En aquesta tesi, s’ha caracteritzat reproductivament una linia de conill seleccionada
per velocitat de creixement (linia R), avaluant les pérdues al llarg de la gestacid i les
posibles causes. El document ha sigut estructurat en dos blocs: (i) format per dos
experiments, en els quals s’han determinat les perdues en les diferents etapes
gestacionals, aixi com els nivells hormonals de progesterona, 17B-estradiol i IGF-I en
diferents moments de la gestacio, i la influencia que els genotips embrionari i matern
tenen sobre les pérdues, i (i) format per tres experiments, on es va estudiar I'expressio
relativa de diferents gens relacionats amb els fenomens de desenvolupament

embrionari i de implantacio.

Els resultats obtinguts en el primer experiment varen ser que la linia R presenta una
baixa resposta a la induccié de I'ovulacio, aixi com elevades pérdues implantacionals
(31%), fetals (40%) i perinatals (15%), encara que presenta taxes d’ovulacié, de
fecunditat i de desenvolupament embrionari fins les 48 hores similars a les observades
en altres linies de conill. Una posible explicacid d’aquestes perdues gestacionals és,
potser, com a conseqliencia d’uns baixos nivells de 17B-estradiol a 12 i 24 dies de
gestacio, que impliquen una disminucid en la produccid de progesterona a 24 dies. Per
la seua part, els elevats nivells de IGF-I observats a 12 dies de gestacio, podrien posar
de manifest alteracions metaboliques en aquesta linia, podent tenir influencia en les

elevades perdues gestacionals.

Al segon experiment es va estudiar |’ efecte dels genotips embrionari i matern en les
perdues. Els resultats mostraren que, tant la supervivencia embrionaria (fins als 14 dies
de gestacid) com el pes de la placenta fetal, depenen de ambdds genotips, mentre que
la supervivencia fetal (als 25 dies de gestacid) i el pes fetal sén afectats pel genotip
embrionari. La supervivencia fetal a 25 dies de gestacié va ser major per a embrions de
la linia A independentment del genotip de la receptora. Per la seua banda, tant el pes
fetal com el pes de la placenta fetal varen ser superiors per a la linia R. En aquest

mateix experiment, es va controlar el pes de la femella (R i A) al llarg de la gestacié.
11
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Quan es va analitzar el increment de pes entre el dia 14 i el dia 25 de gestacid, les
femelles de la linia A presentaren majors increments . No obstant,el pes a la fi de la

gestacio va ser similar per ambdas linies.

Dins del segon bloc, en el tercer experiment d’aquesta tesi es va avaluar |'expressio
génica relativa dels gens Oct4, VEGF, erbB3 i TGF-f2 en embrions de conill en diferents
etapes de desenvolupament prévies a la implantacid per a determinar el moment idoni
de la valoracidé preimplantacional. Es varen observar diferéencies en I'expressié d’Oct4,
VEGF i TGF-B2, augmentant I'expressié d’estos dos ultims en el sext dia de gestacio,
mentre que |'expressido d’Oct4 decreix a partir del quart dia. Com que Oct4 és un
transcrit relacionat amb la pluripotencialitat i VEGF i TGF-B2 estan relacionats amb
fenomens necessaris per a la implantacié com sén la neovascularitzacid o proliferacio
cel-lular, els resultats d’aguest experiment indiquen que, a partir del quint dia de
gestacio, els embrions de conill disminueixen I'expressié d’Oct4 com a mecanisme
intrinsec per a permetre que tinga lloc la implantacio. Esta reduccio en I'expressio de
Oct4 observada en els dies 5 i 6 de desenvolupament preimplantacional, en contrast
amb la sobre-expressié de VEGF i TGF-B2, podria estar relacionada amb una expressio
de gens relacionats amb efectes angiogenics en I'endometri matern. Per altra banda,
en aquest experiment es va detectar expressio del receptor erbB3 a quatre, cinc i sis
dies de desenvolupament, a pesar de no haver observat diferencies en aquesta
expressio en els diferents moments de desenvolupament embrionari, possiblement pel

fet que la seua funcid esta enfocada a la diferenciacié i maduracié del blastocist.

Degut a que l'eleccié d’'un gen de referéncia és fundamental per obtindre resultats
fiables d’expressié génica relativa i degut que les linies de conill presenten un genotip
molt diferent, en el quart experiment es va estudiar la influéncia del genotip de la linia
en l'estabilitat del gen de referencia utilitzat. Es va analitzar I'estabilitat dels dos gens
de referencia més empleats en embrions de conill, com sén H2afz i GAPDH, aixi com la
mitjana geometrica de ambos mitjangant tres algoritmes diferents. Posteriorment, per
normalitzar les dades d’expressid genica relativa obtinguts en embrions de ambdos

linies, el genotip va ser analitzar per als gens Oct4, VEGF, TGF-B2, erbB3 i Ifn-y. Els

12



RESUMEN

resultats obtinguts mostraren que la normalitzaci6 amb GAPDH o amb la mitjana
geometrica de ambdds, sén els més adequats quan s’estudia I'expressid génica relativa

d’embrions de conill independentment del genotip.

A I'tltim experiment d’aquesta tesi, es va analitzar I'expressid geénica relativa dels gens
Oct4, erbB3, TGF-B2, VEGF i Ifn-y, en endometri i embrions de ambdds linies als 6 dies
de gestacid, aixi com |'expressid relativa de gens relacionats amb la gestacidé i el
sistema de senyalitzacid IGF, com son IGF-I, IGF-1l i els seus receptors en el mateix
moment de gestacid. Els resultats obtinguts Unicament mostraren diferencies
significatives en I'expressid génica del receptor de IGF-Il, que va presentar tant en

endometri como en embrions, una menor expressié en la linia R.

En conclusid, la linia de conill seleccionada per velocitat de creixement (linia R)
presenta unes elevades perdues al llarg de tota la gestacid, que podrien estar
relacionades amb uns baixos nivells sérics de 17B-estradiol i de progesterona, a més
d’uns elevats nivells de IGF-Il. Per altra banda, els resultats obtinguts en relacié a
I’expressid génica als sis dies de factors relacionats amb el procés implantacional no
pareixen donar informacién en relacid a les posibles causes d’aquestes perdues, a
excepcid d’'una baixa expressid del receptor IGF-IIR, tant en embrions com en teixit
endometrial, la qual cosa, juntament als elevats nivells serics de IGF-I, podrien indicar

alteracions metaboliques a la linea R.

13
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El conejo es un mamifero politoco de interés ganadero, con caracteristicas peculiares
en su fisiologia reproductiva que, por otra parte, muestra similitudes con la especie
humana. Se trata de un animal de facil manejo que presenta ovulacién inducida,
pudiendo ser establecida con bastante precision la cronologia de los procesos de
ovulacion, fecundacidn e implantacion. Ademas, el desarrollo embrionario, el tipo de
implantacion y el de placentacién que presenta son similares a las de humanos. Todas
estas caracteristicas hacen de esta especie un modelo biomédico muy utilizado para
estudiar los mecanismos de implantacion y placentacién, asi como para evaluar los
efectos ambientales, farmacoldgicos o de los medios y técnicas utilizados en los

procesos de biotecnologia reproductiva.

1.1. Fisiologia reproductiva

1.1.1. Caracteristicas generales

La coneja es un mamifero politoco que no presenta ciclo estral hasta el momento en
gue es inducida a ovular. A diferencia de otras especies de mamiferos, la ovulacion se
produce no sélo como consecuencia del desarrollo folicular sino que ademas, requiere
del estimulo del coito. Sin embargo, presenta una alternancia entre fases de
aceptacion y no aceptacidon de la monta, que esta relacionada con el desarrollo y la
atresia de foliculos pre-ovulatorios responsables del aumento de los niveles de
estradiol, desencadenando el reflejo de lordosis, caracteristico del estado de

receptividad (Lefevre y Caillol, 1978; Enkhuizen, 1980).

Anatémicamente, presenta un aparato reproductor con dos cuernos uterinos (Utero
bicorne) que desembocan de forma independiente en la vagina (figura 1). Si se
produce la fecundacion de los 6vulos y la posterior implantacion embrionaria, se inicia
una gestacion de 30-31 dias. Ademas, la coneja es capaz de aceptar la monta de forma
natural inmediatamente después del parto con lo que se iniciaria una nueva gestacion,
que podria solaparse con el periodo de lactancia (Garcia-Ximénez, 1991). Si no se

produce la fecundacion o bien, los embriones no llegan a implantarse en el Utero, la
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coneja inicia un periodo de pseudogestacidon equivalente a un ciclo de 16-17 dias, tras
el que los cuerpos lUteos son reabsorbidos y la hembra vuelve a estar receptiva,

aceptando la monta natural y pudiendo ovular de nuevo.

Figura 1. Aparato reproductor de una coneja a 12 dias de gestacion donde se observan 13 embriones
implantados.

1.1.2. Fecundacion

En el conejo, el esperma se deposita en la zona superior de la vagina. Al igual que en
otros mamiferos, la fecundaciéon se producird en el dmpula entre 14 y 18 horas
después de la monta o inseminacion (Thibault, 1975), siendo el tiempo éptimo para la
capacitacion del semen en el Gtero de 16-18 horas (Seitz et al., 1970) y la vida media

fértil de un ovocito alrededor de las 16 horas post-coito (Adams y Chang, 1962).

1.1.3. Desarrollo embrionario

En todas las especies de mamifero, una vez el ovocito es fecundado, el zigoto comienza
a sufrir las divisiones propias de la segmentacién. Brackett et al. (1972) establecieron
la cronologia de estas divisiones in vivo, demostrando que la formacion del segundo

corpusculo polar y la posterior formacion de ambos prontcleos tienen lugar alrededor
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de las 14-18 horas post-coito. La primera segmentacion se observa entre las 21 y 25
horas (figura 2), seguida de las siguientes segmentaciones con un intervalo entre ellas
de alrededor de 4 y 8 horas. Sin embargo, existe un grado de asincronia elevado en el
desarrollo embrionario ya en estas etapas tempranas (Orgebin-Crist, 1967; Soupart,

1972).

144h "4

Figura 2. Fotografias de embriones de conejo desarrollados in vitro en diferentes etapas, desde la
expulsion del corpusculo polar, la formacion de ambos prontcleos y las diferentes divisiones que se
producen hasta los estadios de mdrula y blastocisto.

A partir de las 60 horas después de la fecundacién, se inicia la compactacion (figura 2),
de forma que los blastdbmeros mas exteriores se transforman en células epiteliales
prismaticas, que estan unidas entre si por medio de desmosomas (morula). La
formacidén de la blastula o cavidad interior del blastocisto suele observarse alrededor
de las 70 horas después de la monta (figura 2), momento en el que el embriéon pasa al
cuerno uterino (Takeishi et al., 1963), donde tendra lugar la implantacién en el
séptimo dia de gestacion. En este periodo previo al proceso de adhesidn, el blastocisto

aumenta entre 20 y 30 veces su didametro.

El blastocisto presenta dos grupos celulares. Por un lado, la masa celular interna (MCl)
o embrioblastema, que dard lugar al embrién y, por otro, el resto de células que
formaran el trofoblasto o trofoectodermo y que daran lugar a tejidos no embrionarios,
cuya misién serd la de establecer contacto fisico con el Utero materno. Ademas, el
blastocisto de conejo presenta una caracteristica peculiar a nivel de sus cubiertas que

consiste en la presencia de una segunda cubierta situada sobre la zona pellcida y
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denominada cubierta de mucina (figura 3), formada por glicoproteinas y cuya funcién
podria ser de inmunosupresion local durante el desarrollo embrionario (Oliphant et al.,

1984).

Figura 3. Fotografia de embriones recuperados a las 72 horas de gestacion, donde se observa la capa de
mucina (*).

Alrededor de los cuatro dias y medio la zona pelucida, fundamental para el posterior
desarrollo del blastocisto, se transforma progresivamente para formar la neozona.
Posteriormente, se deposita alrededor de esta neozona un nuevo material
mucoproteico, formando una nueva capa, el gliolema. De esta forma, el blastocisto
presenta finalmente tres capas con diferente origen. La mas externa, el gliolema que
parece derivar de las secreciones uterinas, la capa situada en el medio que parece
representar restos de la capa de mucina, y la Ultima capa, la neozona, que podria estar
formada por secreciones del trofoblasto, o bien, por secreciones uterinas que han
difundido a través de las otras capas, situdndose en la zona mas interna (Denker,
2000). Las principales funciones que se han postulado para estas capas son facilitar el
espaciamiento de los blastocistos en el cuerno uterino en el momento de la
implantacion e inmovilizar y orientar a éstos en los lugares de implantacién (Boving,

1972).

1.1.4. Implantacion y placentacién

La implantacién es el mecanismo por el cual el embridon se adhiere al epitelio
endometrial estableciendo diferentes interacciones con éste. Este fendmeno presenta

distintas etapas, de las que la primera de ellas es la aposicién del embrién en el
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epitelio endometrial hacia el quinto dia después de la fecundacién. Posteriormente,
entre los dias sexto y séptimo llega la segunda etapa, denominada fase de adhesion en
la que el embridon establecerd una conexidn fisica con el endometrio. En este
momento, en respuesta al blastocisto, el epitelio subyacente y el endometrio sufren
cambios (decidualizacion) por los que el endometrio se agranda para formar una
camara de implantacion, la decidua, para acomodar al embrién en desarrollo.
Finalmente, se produce una colonizacion del endometrio por parte de las células
trofoblasticas, que proliferan para dar lugar al sincitiotrofoblasto, rompiendo la [dmina
basal endometrial e invadiendo los vasos sanguineos maternos (Hadley, 1997;
Hoffman et al., 1998). Los pliegues endometriales placentarios se hipertrofian y los no
placentarios se atrofian (Hafez y Tsutsumi, 1966). Este fendmeno de implantacién va
asociado a un aumento de la vascularizacidn uterina, de forma que se forman nuevos
vasos sanguineos (neovascularizacién), al mismo tiempo que los ya existentes
aumentan su grosor. A las 12 horas después de la adhesiéon, el endometrio
mesometrial presenta ya un plexo vascular subepitelial desarrollado, lo que representa

el ultimo estadio de la etapa de preimplantacion (figura 4).

Citotrofoblasto

Emrbrinhlzstn

Glandula uterina

Arceriaespiral

Figura 4. Figura en la que se muestran las diferentes estructuras que se generan durante la implantacion
embrionaria tanto en el embrion como en el epitelio uterino (Hadley, 1997).

En conejos, el primer érgano placentario que se forma es el saco placentario que, a
partir del momento de la implantaciéon, va transformandose hasta el décimo dia de

gestacidon, momento en el que se diferencia ya la placenta corialantoidea que estara
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totalmente formada el dia 12 de gestacion (Adams, 1960; Datzer et al,, 1988). En el
conejo, segun la clasificacion de Grosser (1909), esta placentacion es de tipo
hemocorial y es comun en conejo y humano. En este tipo de placentacién, la placenta
presenta una Unica capa, de forma que sdlo el endotelio de los capilares fetales separa
los sistemas sanguineos embrionario y materno, ademds de ser las células
trofoblasticas del blastocisto las que penetran en el epitelio uterino hasta alcanzar este
plexo vascular. Otra caracteristica tipica de la placentacién que comparten tanto
lagomorfos como roedores y humanos es el hecho de que las vellosidades se sitian
agrupadas en un drea circular u ovalada, es decir, su sujecién es de tipo discoidal segln

la clasificacion morfoldgica de Strahl (1905).

Los estudios morfoldgicos realizados en conejo han mostrado algunas diferencias
respecto a otras especies. Pitt y Carney (1999) demostraron que, al contrario de lo que
ocurre en roedores, en el dia 13 de gestacion el embrion de conejo no esta totalmente
envuelto y, ademas, la placenta muestra un crecimiento expansivo. Asi, pese a que en
este momento de la gestacion, la placenta no esta completamente formada, el
embrién ya ha formado dos discos placentarios alargados. Mas recientemente,
Schencke et al. (2008) han realizado un completo estudio morfométrico de la relacion
embrio-uterina en conejo mediante técnicas inmunocitoquimicas, concluyendo que la
causa del comienzo de los procesos apoptdticos en el endometrio podria ser una
respuesta a la actividad trofoblastica. Ademas, los procesos de proliferaciéon celular y
apoptosis son sucesos secuenciales de forma que, durante los procesos tempranos
implantacionales, el epitelio uterino sufre principalmente proliferacion celular pero, a
medida que avanza la implantacion y debido a la interaccidén con el blastocisto, este
epitelio comienza a sufrir fendmenos apoptdticos, coincidiendo estos dos fendmenos
entre los dias 7 y 10 de gestacion. Esta interaccion comienza con una invasion del
trofoblasto, mediada por diferentes factores como metaloproteinasas de matriz
(MMP), relacionadas con los procesos de degradacion de la matriz extracelular, y los

activadores de plasmindgeno (Duc-Goiran et al., 1999).

En el conejo puede diferenciarse facilmente la placenta fetal de la materna (figura 5),
que difieren en sus patrones de crecimiento de forma que, mientras que la placenta

fetal aumenta de tamafio y, por tanto, de peso durante toda la gestacion (al igual que
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ocurre con el feto), la materna se mantiene constante (Bruce y Abdul-Karim, 1973). El
utero también crecerd y aumentara su vascularizacion de forma progresiva. A este
respecto, los estudios de Argente et al. (2003) demuestran que si cada unidad feto-
placentaria recibe el aporte de un Unico vaso sanguineo, los pesos del feto y de las
placentas materna y fetal disminuyen su peso significativamente (8%, 17% y 7%,
respectivamente) respecto a las unidades que presentaban cuatro o mas vasos
sanguineos. De la misma forma, Mocé et al. (2004) relacionan esta mayor
vascularizacién no sélo con un incremento en estos pesos, sino también con una

menor probabilidad de muerte fetal.

Figura 5. Fotografia de feto (derecha), placenta fetal (arriba) y placenta materna (abajo) a los 25 dias de
gestacion.

1.1.5. Control hormonal de la funcion reproductiva y de la gestacion

La secrecién por parte del hipotdlamo de GnRH estd determinada por unos niveles de
estradiol de alrededor de 20 pg/ml en plasma (Orstead et al., 1988) y por el estimulo
coital que, mediante via aferente nerviosa, produce la secrecion de este factor que
provocard la liberacién adenohipofisiaria de gonadotrofinas, fundamentalmente LH,

gue desencadenara la ovulacion (Eckert, 1998).

El control hormonal aparece ya al inicio de la funcidon reproductiva, regulando el
comportamiento sexual. En la coneja, esta regulacién es fundamentalmente producida
por los niveles de 17B-estradiol secretado por los foliculos ovaricos, de forma que a las

seis horas del coito, la concentracién de estrégenos es de alrededor de 140 pg/ml,
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cantidades muy superiores a las observadas en el momento de la monta. Sin embargo,
estos niveles de estrégenos se mantienen constantes a partir de este momento hasta
el séptimo de gestacion, mientras que los niveles de progesterona presentan un pico a
las dos horas después del coito (76 ng/ml), para después situarse en torno a los 10-12
ng/ml entre el dia sexto y séptimo de gestacién (Kahn-Dawood y Yusoff-Dawood,
1984). Se produce una liberacion masiva de LH que ocurre a partir de los 20-120 min
post-coito pero no tanto de FSH, ya que los estrogenos inhiben la secrecidon de esta
ultima, mientras que la progesterona inhibe la descarga de LH, sin tener efecto sobre
la descarga de FSH (Harper, 1961; Davidson, 1969; Spies et al., 1997). A lo largo de la
gestacion, los niveles sanguineos tanto de FSH como de LH son bajos, aunque
suficientes para que nuevos foliculos crezcan y, por tanto, produzcan estrégenos para

el mantenimiento de los cuerpos luteos (Miller y Keyes, 1978).

Durante los dos primeros tercios de la gestacién, la hormona mas importante para el
mantenimiento de la misma es el 17B-estradiol (Shaikh y Harper, 1972). Sin embargo,
sus niveles no son constantes, sino que experimenta dos picos, uno justo antes de la
implantacion y otro a los 15 dias de gestacion (Blandau, 1961; Miller y Keyes, 1978).
Los embriones de conejo son capaces de producir estradiol desde etapas muy
tempranas, ya que son capaces de convertir estrona en estradiol desde el estadio de
zigoto hasta el de blastocisto (Wu y Williams, 1986). Por otra parte, el endometrio
materno también presenta capacidad de produccién de estradiol, que comienza en el

tercer dia de gestacién (Wise y Heap, 1983).

Orstead et al. (1988) realizaron un estudio de los niveles hormonales desde 10 dias
antes de la monta hasta alrededor del dia 22 en conejas pseudogestantes,
demostrando que el pico de FSH a las pocas horas de la monta sitla los valores
plasmaticos de ésta alrededor de 4 ng/ml, para bajar posteriormente a niveles basales
de 1 ng/ml a lo largo de la pseudogestacidn, y los niveles de progesterona aumentan,
situdandose alrededor de 20-30 ng/ml entre los dias 6 y 12 de pseudogestacion (figura

6).
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Figura 6. Niveles plasmdticos de hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH), 178-
estradiol (E,), progesterona (P,) y 20a-hidroxiprogesterona (20a-OHP) en muestras diarias obtenidas en
conejas antes (-) y después de la monta (M) con machos vasectomizados (adaptado de Orstead et al.,
1988).
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El estradiol es necesario tanto para el proceso de diferenciacién embrionaria como
para el de implantacion (Niemann et al.,, 1989), de forma que Gadbsy et al. (1983)
demostraron que, en ausencia de estrogenos, la placenta no tiene actividad
luteotrdfica directa. Ademas, son indispensables para el mantenimiento de la actividad
de los cuerpos lUteos en conejas gestantes, de forma que la influencia de los
estrégenos en la estimulacion de la produccién de progesterona por parte de los
cuerpos luteos comienza aproximadamente a los 5 dias post-coito (Holt, 1989). Esta
produccion de progesterona por parte de los cuerpos luteos depende, ademas, de
factores relacionados con el metabolismo oxidativo. En conejas pseudogestantes, la
actividad enzimatica NOS se ha relacionado con los niveles luteales y plasmaticos de
progesterona, de foma que una disminucion de estos niveles va acompanado de un
aumento en la actividad de esta enzima entre los dias 15 y 18, momento en el que los
cuerpos luteos pasan de la ultima fase luteal al estado de cuerpo luteo en regresion
funcional (Boiti et al., 2004). Gobbetti et al. (1999) demostraron que el éxido nitroso
(NO) inhibe la produccion de progesterona por parte de los cuerpos luteos y, a su vez,
la prostaglandina F-2a (PGF2a) regula la actividad de la enzima éxido nitroso sintasa
(NOS). Durante el desarrollo luteal, eNOS e iNOS (NOS endotelial e inducible,

respectivamente) regulan la actividad de NO (Boiti et al., 2003).

Los niveles de progesterona maximos se alcanzan entre los dias 14 y 18 de gestacion,
disminuyendo a partir de ese momento y hasta el momento del parto (Spilman et al.,
1972; Challis et al., 1974; Lau et al., 1982; Munsel et al., 1982; Viard y Provot, 1988;
Zoldag et al., 1988; Dugré et al.,, 1989) (figura 7). Estos niveles hormonales son
fundamentales para las interacciones entre embrion y endometrio, por lo que la
actividad del cuerpo luteo afecta al proceso de implantacién, siendo necesaria la
produccién de progesterona de cuatro cuerpos luteos como minimo (Hafez, 1972).
Ademas, serd necesario un aumento de la concentracién local de estradiol frente a la

de progesterona para que la implantacion se produzca correctamente.
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Figura 7. Niveles de progesterona (PROG), pregnolona (PREG) y estradiol (E2) durante la gestacion en
conejo (adaptado de Dugré et al., 1989).

Una vez se produce el parto, la concentracién de progesterona se reduce
drasticamente y comienza la produccion de elevados niveles de prolactina. Este
aumento de los niveles de prolactina parece tener relacion con el aumento de
estrégenos, ya que éstos estimulan la secrecion de prolactina (Hilliard et al., 1973;
Challis et al., 1974; McNeilly y Friesen, 1978). Durante la lactancia, los niveles de
prolactina se mantienen gracias al estimulo del amamantamiento, siendo la

produccion de prolactina superior en el inicio de la lactacion.

1.2. Mecanismos de regulacidn génica

En la Ultima década, el desarrollo de las técnicas de RT-PCR, qRT-PCR, microarrays,
ultrasecuenciacién y transgénesis ha permitido abordar el estudio de los mecanismos
de regulacion génica de diferentes procesos fisioldgicos. A menudo, estos mecanismos
son complejos y los mecanismos de regulacion génica en el proceso gestacional no son
una excepcion, ya que comprenden un gran numero de transcritos y de interacciones

entre ellos, que pueden ser diferentes segun la especie o el momento de la gestacién.
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A continuacion se comentan algunos de estos transcritos y sus funciones en momentos

concretos del proceso gestacional.

1.2.1. Desarrollo embrionario

Como ya se ha indicado, para una correcta implantacién es necesario, en primer lugar,
el desarrollo del embrion hasta el estadio de blastocisto en el que se producira la
diferenciaciéon de dos tipos celulares iniciales, el trofoblasto que dara lugar a la
placenta, y la masa celular interna o embrioblasto, que dara lugar al embridn. De esta
forma, las células trofobldsticas se diferenciaran y perderan su pluripotencialidad,
mientras que las células de la masa celular interna seguiran siendo pluripotentes, para

dar lugar mas adelante a los diferentes tipos celulares que conformardn un ser vivo.

Esta pérdida de pluripotencialidad por parte del trofoblasto es fundamental para la
posterior adhesion y esta regulada por un gran numero de factores, tanto epigenéticos
como reguladores de la transcripcidon. Entre estos factores, se les ha dado una mayor
importancia a dos de ellos, el gen Oct4 (perteneciente a la familia génica POU) y el gen
Nanog, expresandose ambos de forma predominante en células pluripotentes. Otros
productos de transcripcion relevantes en el proceso de desarrollo embrionario que se
han encontrado en células pluripotentes son las proteinas Sox2, Stat3, Cdx2 vy las
proteinas de unién Gata4 y Gatab6 (Boyer et al., 2006). La relacidn entre estos factores
es compleja. La figura 8 muestra un esquema de cémo algunas de ellas inhiben o
activan diferentes procesos del desarrollo embrionario. En la tabla 1 (pagina 50) se
muestran algunos de los genes mas relacionados con la pluripotencialidad celular y el
fenotipo que se obtiene bien al perder la funcionalidad de dicho transcrito (organismo
knock-out) o bien cuando el gen que codifica para ese factor se inserta en células

indiferenciadas (stem cells).
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Figura 8. Relaciones de algunos factores relacionados con el desarrollo embrionario y con la
diferenciacion celular de un zigoto de raton. Aparecen en rojo los transcritos que inhiben la ruta y en
azul, los que la activan (adaptado de Roberts et al., 2004).

De estos factores, el Oct4 es el expresado de forma mas temprana y es fundamental
para el desarrollo preimplantacional, relacionandose con procesos de diferenciaciéon
celular en distintas especies de mamiferos (Nichols et al., 1998; Pesce et al., 1998;
Hansis et al., 2001; Fair et al., 2004; Dode et al., 2006). La importancia de la actividad
de este factor de transcripciéon durante el desarrollo se ha demostrado ya que,
uniéndose al ADN, es capaz de actuar como activador o represor de multitud de genes
que se expresan durante la diferenciacion celular y el desarrollo embrionario temprano
(Smith et al., 2007). Por ejemplo en ratones, tanto su expresion como el resultado
proteico de ésta se han encontrado en ovocitos cuyos nucleos estaban en divisidn,
mientras que en blastocistos en expansion, tanto el ARN mensajero como la proteina
se encontraban exclusivamente en la masa celular interna, tejido todavia pluripotente
(Fair et al., 2004; Dode et al., 2006). Por otro lado, el Oct4 es producido por células
indiferenciadas embrionarias (stem cells), células del epiblasto y células de la linea
germinal, ademas de haber sido detectado en células adultas pluripotentes (Scholer et
al., 1990; Rosner et al., 1991; Jiang et al., 2002). En conejo, Kobolak et al. (2009) han
demostrado su expresidn tanto en células del trofoectodermo, como en las de la masa
celular interna, aunque estas Ultimas presentan una expresion superior,
probablemente debido a que las células del trofoectodermo ya han comenzado su
diferenciacion.
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1.2.2. Implantacion

En la adhesién al epitelio uterino intervienen un gran ndmero de productos de
transcripcion entre los que se encuentran factores de crecimiento, moléculas de
adhesién y citoquinas. Estas moléculas son importantes ya que, en este punto, es
necesario no sélo que el blastocisto siga desarrollandose sino que, ademas, debe tanto
adherirse al endotelio endometrial como evitar el ataque del sistema inmunitario de la
hembra. Por su parte, el endotelio endometrial junto con las células trofoblasticas
deben ir desarrollando estructuras nuevas, las placentas materna y fetal, que
intervendran en la produccion de factores reguladores de la gestacion, como
progesterona y otros factores de crecimiento (Staun-Ram y Shalev, 2005; Bazer et al.,
2008). Algunos de estos factores de crecimiento pueden afectar a la maduracion y
diferenciacion de los blastocistos, actuando también en la interaccién Utero-
embrionaria durante la implantacién como se mostrard en el apartado siguiente. Uno
de estos factores, es la superfamilia de factores de crecimiento transformante (TGF,
del inglés, “Transforming growth factor”), cuyos miembros estdn directamente
relacionados con el desarrollo y diferenciacion celular como son la remodelacién
epitelial y los procesos de crecimiento, diferenciacién y funcionalidad de la placenta. El
factor TGF-B regula eventos de diferenciacion y maduracion de los blastocistos,
ademas de modular las interacciones entre utero y embrién durante la implantacién
(Paria y Dey, 1990; Pauken y Capco, 1999). Este factor TGF-B, al igual que el TNF-a o
diferentes interleucinas, son reguladores de proteinasas y peptidasas implicadas en el
proceso de implantacidn, que son las encargadas de provocar la degradacion y
transformacion del tejido endometrial y favorecer la presencia de receptores vy
moléculas de adhesion. De esta forma, elementos reguladores relacionados con TGF,
como el elemento inhibidor de TGF-3, se han identificado en los promotores de varios
genes codificadores de metaloproteinasas de matriz (MMP, del inglés “Matrix
metalloproteases”) (Puente et al., 2005). En la figura 9, se muestran componentes de
la superfamilia TGF y otros factores relacionados con el proceso implantacional, entre
los que se encuentran diferentes proteinasas relacionadas tanto con la implantacién

como con el proceso siguiente, la placentacion.
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Figura 9. Presencia y funcion de TGF-8 en diferentes tipos celulares relacionados con la implantacion, asi
como la relacion de esta molécula con otras que también presentan funciones importantes durante este
proceso,; ST: sincitiotrofoblasto, VT: capa interior vellosidades del citotrofoblasto; MIC-1: citoquina
inhibidora de macrofagos; Str: células del estroma; Dec: células de la decidua; TGF: factor de crecimiento
transformante; EVT: capa externa vellosidades del citotrofoblasto; CC: columna celular; MF: macréfagos
titulares; MMP: metaloproteinasas de matriz; BMP: proteina morfogenética désea; uNK: células Natural
Killer (NK) indiferenciadas (adaptado de Jones et al., 2006).

Existen tres grupos de proteinasas con una especial relevancia durante la
implantacion, las metaloproteinasas de matriz (MMP), los activadores de
plasminégeno y las catepsinas. Existen diferentes tipos de MMP cuya expresién en
trofoblasto y endometrio se ha relacionado con la remodelacion decidual y la
diferenciacion del estroma materno, como muestran estudios realizados con
inhibidores de éstas o TIMP (Behrendtsen et al., 1992; Harvey et al., 1995; Alexander
et al., 1996). Mas recientemente, en lineas seleccionadas de conejo, Estellé et al.
(2006) han demostrado la importancia de un polimorfismo en TIMP-1 en el desarrolloy
supervivencia embrionaria in vivo a partir de las 62 horas de desarrollo, de forma que
hembras seleccionadas por baja capacidad uterina, que presentaban unas mayores

pérdidas previas a la implantacién, expresaban un 35% menos de TIMP-1 en oviducto.
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Los activadores de plasmindgeno estan implicados en la degradacion de la matriz
endometrial durante la invasion tisular y la remodelacion en Utero, de forma que su
presencia aumenta en endometrio a partir del séptimo dia de gestacidon en las zonas
cercanas a las regiones donde los embriones estan implantando (Wang et al., 1966).
Por ultimo, la tercera familia de proteinasas, las catepsinas (tipos B y L) se relacionan

con la invasion del endometrio por parte del trofoblasto (Babiarz et al., 1992).

Existen otros factores relacionados con el fendmeno de implantacién como la
laminina, el colageno IV y la fibronectina, de importancia en la digestidon de diferentes
moléculas de la matriz (Lah et al., 1989; Guinec et al., 1993). Las mucinas y en
concreto, la MUC-1, parecen tener una especial relevancia en conejo, donde se ha
observado que la pérdida durante el proceso de implantacidn de esta mucina
endometrial ocurre sdlo en los lugares donde tiene lugar el proceso decidual, es decir,
en los lugares de implantacién. Ademas, su expresidon estd regulada de forma
esteroidogénica (Hoffman et al., 1998), de modo que el estradiol estimula su expresién

y la progesterona bloquea esta estimulacion en ratén (Surveyor et al., 1995).

La osteopontina es una fosfoproteina secretada por la matriz y que podria estar
relacionada con la regulacién de sefializacién de eventos relacionados con la adhesion,
ademas de la invasion por parte del trofoblasto y su migracion (Johnson et al., 2003).
Esta fosfoproteina estd regulada, mediante AMP ciclico, por la progesterona y el
estradiol, aunque su expresién depende de otros factores (Craig y Denhardt, 1991).
Diferentes estudios han demostrado que su expresidon en el endometrio durante la
gestaciéon no requiere la presencia de un embridon implantado. Sin embargo, la
expresion de sus receptores (miembros de la familia de las integrinas) se da
Unicamente en los lugares de implantacion en conejo (lllera et al., 2003). La presencia
de estos receptores para osteopontina tanto en blastocistos como en trofoblasto
humano (Campbell et al., 1995) y la abundancia de osteopontina en la decidua durante
la gestacion parecen indicar un posible papel en eventos relacionados con la
decidualizacion y la migracién e invasion del trofoblasto durante los procesos de

implantacion, placentacidn, angiogénesis y neovascularizacion.
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El proceso de adhesién puede verse afectado por diferentes factores de crecimiento
gue regulan la vascularizacién y la motilidad celular. Uno de ellos es el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF, del inglés “Vascular endotelial growth
factor”), relacionado con la vascularizacion de novo en distintos procesos como la
implantacion, embriogénesis, ciclo menstrual, desarrollo de cuerpos luteos, desarrollo
de foliculos ovaricos y también, tumorigénesis (Ferrara et al., 1998). Artini et al. (2008)
han demostrado que la expresion de VEGF aumenta acorde al desarrollo embrionario
durante la implantaciéon en humanos. En la figura 10 se muestra un esquema de los
mecanismos de sefializacién en los que VEGF contribuye al fendmeno de angiogénesis
y su participacion en el desarrollo de la interfaz Utero-placentaria mediante cambios
proliferativos, invasivos, de vasodilatacion y de permeabilidad, esenciales para la
invasion celular y angiogénesis. Los diferentes sistemas de sefalizacién de VEGF en la
interfaz Utero-placentaria y su interacciéon mediante sistemas de proteinas quinasas
mitédgeno activadoras (MAP, del inglés “Mitogen activation protein”) del sistema
enzimatico oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) incrementan la concentracion de

oxido nitrico (NO), relacionado con multiples sistemas metabdlicos.
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Figura 10. Mecanismos de sefializacion en los que el VEGF contribuye al fendmeno de angiogénesis y su
participacion en el desarrollo de la interfaz utero-placentaria mediante cambios proliferativos, invasivos,
de vasodilatacion y de permeabilidad, esenciales para la invasion celular y angiogénesis; VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular; BK: bradiquina;, eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial; PLC:
fosfolipasa C; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol (1,4,5)-trifosfato; PKC: protein quinasa C; MAPK: proteina
quinasa mitégeno-activada,; FAK: quinasa de adhesion focal; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa; Erk: quinasa
reguladora extracelular; HSP: proteina de choque térmico;, CaM: calmodulina; EC: célula endotelial
(adaptado de Valdés et al., 2008).
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Otro factor de crecimiento relacionado con los procesos de implantacion y adhesion es
el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés “Epidermic growth factor”). El EGF
comprende una familia de factores relacionados con la implantacidn, de forma que
promueven la proliferaciéon y diferenciacion en embrién y Utero (Tamada et al., 1999).
Esta familia estd formada por siete ligandos y cuatro receptores con actividad tirosin-
guinasa, codificados por la familia génica erbB. Estos receptores difieren entre si en la
especificidad del ligando y en su actividad quinasa pero la expresién de todos ellos se
ha visto en embriones y Utero de diferentes especies, con lo que su relacion con el
proceso implantacional es muy conocida. En concreto, se han encontrado receptores
de EGF en embriones de distintas especies de mamiferos, como en rata, raton y

humano (Pringent et al., 1992; Johnson y Chatterjee, 1993; Brown et al., 2004).

El reconocimiento materno-embrionario incluye la expresion de diferentes citoquinas
observadas en numerosas especies (Sharkey, 1998). El embridn sintetiza factores que
previenen la activacion local de células citotoxicas y estimulan la produccién de
citoquinas (Linnemeyer y Pollack, 1993). Algunas de estas citoquinas son los
interferones que pueden clasificarse en dos familias, interferones de tipo | y Il. La
familia de interferones de tipo Il estd compuesta por un Unico gen conocido, cuyo
producto es el interferon y (De Maeyer y De Maeyer-Guignard, 1988), considerado el
producto primario de las células T y que se han encontrado en diferentes tipos
celulares, desde trofoblasto porcino (Lefevre y Boulay, 1990) hasta en células de la
placenta o de membrana embrionaria humanas (Aboagye-Mathiesen et al.,, 1995;
Bazer et al., 1997). El otro grupo de interferones, los de tipo |, estd compuesto por
diferentes subtipos con propiedades bioldgicas similares y, probablemente, con un
mismo receptor. En este grupo se incluyen los interferones a, B, 6 y w, ademas del
conocido interferdon t. Cada subtipo es diferente de los otros respecto a la secuencia
aminoacidica y a sus propiedades seroldgicas, aunque todos han sido relacionados de
una forma u otra con el reconocimiento materno-embrionario o bien, con otro tipo de
reconocimiento celular en diferentes especies (Bazer et al., 2008). El caso mas claro y
estudiado es el del interferdn t en rumiantes, sintetizado por el embridn, que actua

como sefial de reconocimiento durante la gestacion (Bazer et al., 1997). Los distintos
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subtipos de interferones sintetizados por el trofoblasto se han detectado en rumiantes
(Imakawa et al., 1987; Charpigny et al., 1998) pero también en otras especies como
cerdos (Cross y Roberts, 1989), humanos (Aboagye-Mathiesen et al., 1995), gansos (Li
et al., 2007), ratones (Fung et al., 2004) y conejos (Godornes et al., 2007; Kawasaki et
al., 1992). En concreto, el interferon w e interferén y se han relacionado con la

implantacion en conejo (Chalier et al., 1993; Muscettola et al., 2003).

Es importante destacar que la expresion de estos factores estd intimamente
relacionada con el control hormonal, de forma que los esteroides actian mediante
receptores intracelulares ligados a factores de regulacion génica (Evans et al., 1998;
Beato, 1989; Wang et al., 1991). La progesterona media la expresién de muchos genes
durante la gestacidon y, en muchos casos, la respuesta es dependiente y estad mediada
por estrégenos. De hecho, el inicio y final de la ventana receptiva del Utero requiere
una sensibilizacién por parte de la progesterona, ademas de una preparacidon del
utero, llevada a cabo por los estrogenos (Finn y Hofmann, 1990). La progesterona
regula factores como citoquinas, factores de crecimiento, proteinasas, inhibidores de
proteinasas, factores angiogénicos y componentes de la matriz extracelular

endometrial (Funk y DeMayo, 1998).

1.2.3. Placentacion

Indudablemente, los factores que regulan o estan relacionados de alguna forma con el
fendmeno de implantacidn, tienen también una gran importancia en la placentacidn.
Estos estaran relacionados con el aporte de nutrientes al embridén por parte de la
hembra, ademds del crecimiento tanto de éste como de los tejidos placentarios y
endometriales. A nivel celular, los primeros cambios que se producen en el endometrio
materno se han estudiado principalmente en diferentes especies de roedores, ademas
de algunos estudios realizados en humanos, concluyendo que los fendmenos mas
importantes son fendmenos de apoptosis y proliferacion celular (Galan et al., 2000;

Aplin y Kimber, 2004).
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Muchos de los genes que intervienen en el fendmeno de implantaciéon son los
responsables de la regulaciéon de los procesos de apoptosis y proliferacion celular
necesarios durante la placentacion. Factores de crecimiento como EGF o TGF-B se
relacionan de forma fundamental con esta regulacién (Jones et al., 2006). Durante el
proceso de placentacidn, diferentes autores coinciden en que la familia de factores de
crecimiento similares a la insulina son unos de los reguladores mas importantes, por lo

que se les dara especial atencidon a continuacion.

Los factores de crecimiento similares a la insulina I y Il (IGF-I e IGF-II, del inglés ‘Insulin
growth factor’) son polipéptidos con secuencias parecidas a la insulina (Rinderknecht y
Humbel, 1978) que presentan propiedades mitogénicas, de forma que inducen la
proliferacién y crecimiento en células somaticas, ademas de presentar importancia en
la regulacion del transporte de aminoacidos y glucosa en la placenta (Ashton vy
Spencer, 1983; Kniss et al., 1994). El receptor tipo | (IGF-IR) es una glicoproteina
tetramérica transmembrana que se asemeja al receptor de insulina y que presenta una
alta afinidad tanto por IGF-I como por IGF-II (Ullrich et al., 1986; Germain-Lee et al.,
1992). Por el contrario, el receptor tipo Il (IGF-IIR) es un polipéptido de simple cadena
gue presenta una alta afinidad por el IGF-Il, pero no es capaz de unirse al IGF-1 o0 a la
insulina (Liu et al.,, 1993). Sus carencias presentan resultados muy dispares a nivel
funcional ya que, mientras estudios con ratones “knock-out” para el IGF-IIR presentan
un excesivo crecimiento placentario y fetal (Lau et al, 1994; Wang et al., 1994),
estudios en humanos han demostrado que mutaciones en el gen que codifica para el
IGF-IR dan como resultado una reduccidn de la funcionalidad del mismo, asociada con
un bajo crecimiento tanto pre- como postnatal (Abuzzahab et al., 2003). Estos
resultados demuestran que los IGF, junto con sus receptores, tienen un importante
papel en la regulacion del crecimiento fetal y placentario (Wilson et al., 1982). Por otro
lado, Fant et al. (1986) demostraron que la placenta produce tanto IGF-I como IGF-Il y
gue, ademas, éstos presentan acciones como reguladores locales del crecimiento. En
concreto, IGF-Il se expresa de forma mayoritaria en la placenta, presentando funciones
tanto paracrinas como autocrinas, especialmente importantes durante la implantacion

y la invasion trofoblastica (Hamilton et al., 1997; Giudice, 1998). Ademas, la
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sobreexpresion de IGF-Il en humanos produce el sindrome de Beckwith-Wiedemann,
relacionado directamente con desérdenes de excesivo crecimiento fetal y postnatal

(Murrell et al., 2004).

Pero estos factores de crecimiento similares a la insulina no sélo estan relacionados
con el crecimiento fetal y placentario, sino que diferentes cascadas de sefializacidon
reguladas por IGF promueven tanto la proliferacién como la diferenciacion celular
(O’'dell y Day, 1998; Kitamura et al., 2003; Clemmons y Maile, 2005). Estudios con
embriones preimplantacionales de raton muestran que una disminucion de IGF-IR
induce la apoptosis mediante una cascada de sefalizaciéon transduccional, lo que se
traduce en un aumento de las reabsorciones embrionarias (Chi et al., 2000). Estudios
similares demostrando la relacion entre factores IGF y las pérdidas embrionarias se
han realizado en otras especies como rata, cerdo o humano (Katagiri et al., 1997; Pinto

et al., 2002; Sferruzzi-Perri et al., 2006 y 2007).

Por ultimo, el ultimo grupo perteneciente a la familia de IGF es el grupo de las
proteinas de unién a IGF (IGFBP, del inglés ‘Insulin like growth factor binding protein‘),
grupo numeroso que en humanos, comprende hasta 6 elementos diferentes (Denley et
al., 2005). De éstas, la IGFBP-1 desfosforilada se ha encontrado en el suero de hembras
gestantes (Westwood et al, 1994), mientras que la IGFBP-3 es producida por la
placenta y las membranas fetales (Han, 1996; Rogers et al., 1996). Su funcidon es,
principalmente, la regulacién de los IGF inhibiendo las funciones de éstos, como la
proliferacién y diferenciacion celular, ademas de la migracidn trofobldstica (Ritvos et

al., 1988; Irving et al., 1995; Halmilton et al., 1997; Gleeson et al., 2001).

1.3. Factores determinantes de la supervivencia prenatal

Las pérdidas a lo largo de la gestacion se han estimado alrededor de un 14% desde el
momento de la fecundacién hasta el inicio del proceso de implantacién, alrededor del
séptimo dia post-coito (Tao y Niemann, 2000; Santacreu et al., 2005) y, a partir de este

momento hasta el parto, se han estimado en torno al 20% (Adams, 1960; Blasco et al.,

58



T e . = e I R —
INTRODUCCION

1994). Ademas de la influencia de la linea genética o estirpe del animal en estas
pérdidas, en este apartado se abordaran otros factores como el manejo reproductivo,
la alimentacién o el estrés. Por ultimo, se estudiardn factores metabdlicos que,
causados o no por los anteriores, pueden modificar la supervivencia embrionaria y

fetal.

1.3.1. Factores genéticos

El efecto de factores genéticos en la supervivencia prenatal ha sido estudiado en
diferentes especies como conejos (Torres et al., 1987; Bolet y Theau-Clément, 1994),
cerdos (Wilson et al., 1998) y ratones (Ernst et al., 2000), utilizando en muchas
ocasiones la técnica de transferencia embrionaria. Aunque en general, los resultados
no son concluyentes, algunos autores en estudios en raton (Bradford, 1979; Pomp et
al., 1989) y en vacuno (Klindt y Maurer, 1986) concluyen que la supervivencia
embrionaria y el crecimiento prenatal dependen, en gran medida, del genotipo
materno. No obstante, otros autores indican que el genotipo embrionario y, sobre
todo, la interaccidon entre ambos genotipos también influye en la supervivencia
embrionaria, el crecimiento embrionario y placentario en ratén (Hetherington, 1971,
Al-Murrani y Roberts, 1978), cerdo (Ashworth et al., 1990; Biensen et al., 1998; Wilson
et al., 1998) y conejo (Mocé et al., 2004).

Los criterios de seleccidn en conejo suelen ser el tamafio de camada y la velocidad de
crecimiento (ganacia de peso diaria durante el cebo) con el fin de aprovechar la
complementariedad de estos caracteres en el sistema de produccién. La relacién
genética entre ambos se ha abordado mediante la estimacion de parametros genéticos
o bien, de las respuestas correlacionadas a la seleccidn por tamafio de camada (Biinger
et al., 2005). Las correlaciones genéticas entre el crecimiento y los pardametros
reproductivos presentan estimas genéticas bajas y de ambos signos (Camacho vy

Baselga, 1990; Gomez et al., 1998; Garreau et al., 2000).
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Otro criterio de seleccién utilizado en animales politocos y en concreto, en conejo, es
la capacidad uterina, relacionada con el espacio disponible para cada feto,
caracteristica que afecta al desarrollo fetal y, por tanto, a la supervivencia prenatal.
Bruce y Abdul-Karim (1973) demostraron que la posicion del feto en el Utero influia en
el peso tanto de la placenta como del feto, de forma que fetos con posiciones mas
cercanas al ovario presentan ratios peso fetal/peso placentario menores que los fetos
situados en posiciones mas avanzadas. Estudios en especies no politocas han
demostrado que un espacio uterino insuficiente o, lo que es lo mismo, un exceso de
embriones puede desembocar en pérdidas fetales (Ginther, 1989; Allen, 1992; Dziuk,
1992). En conejo, este factor se ha estudiado desde el punto de vista de la hembra,
utilizando la capacidad uterina como criterio de seleccién y demostrando que la
seleccidn divergente puede afectar a la supervivencia embrionaria. Los trabajos de
Blasco et al. (1994) y Argente et al. (1997) realizados con hembras ovariectomizadas
unilateralmente mostraban una baja supervivencia embrionaria y unas correlaciones
genéticas elevadas entre el tamafio de camada y la supervivencia embrionaria, aunque
esta correlacion era baja respecto a la supervivencia fetal. De esta forma, estos
mismos autores demostraron que la seleccién por una elevada capacidad uterina
estaba relacionada con un mayor peso ovarico, mayores tasas de ovulacion y longitud
uterina, pero implica una disminucidon tanto del peso fetal como del peso de la
placenta fetal, asi como una mayor supervivencia embrionaria (Argente et al., 2003a y
2003b). Del mismo modo, Mocé et al. (2004) demostraron que la seleccion divergente
afecta a la supervivencia a lo largo de toda la gestacién, siendo la supervivencia
embrionaria (hasta los 17 de gestacidn) y fetal (hasta los 28 dias de gestacion) mayor
en hembras seleccionada por capacidad uterina. Peird et al. (2007) demostraron que
hembras seleccionadas por alta capacidad uterina presentaban una mayor
supervivencia embrionaria a partir de las 62 horas de gestacion, ademas de mayores
tasas de desarrollo (mayor nimero de mdrulas tanto tempranas como compactas) a

partir de las 48 horas de gestacion.

1.3.2. Factores no genéticos e interaccion con el genotipo

Ademas de los factores innatos al animal como su genotipo, existen otros factores que

son capaces de alterar y modificar la supervivencia prenatal. Entre los mas importantes
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estan aquellos que afectan al balance energético de la coneja, como la alimentacidn, el
manejo reproductivo y el estrés, que incluso puede introducir desequilibrios
hormonales. Por ultimo, la fisiologia reproductiva se ve afectada por alteraciones
patoldgicas o sindromes metabdlicos que podrian estar desencadenados por los

factores anteriores per se o al interaccionar con determinados genotipos.

1.3.2.1. Balance energético

Determinar los requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento, gestacién
y lactacién no es facil, pese a que es bien conocido que las necesidades energéticas se
incrementan y varian durante la gestacion entre un 25-50% (Fortun-Lamothe, 2006).
Mientras que en las tres primeras semanas de gestacion, éstos son bajos y el balance
energético es positivo (Parigi-Bini et al., 1990), al final de la gestacién las necesidades
aumentan al mismo tiempo que la ingesta de alimento disminuye en los dias previos al
parto, de forma que se obtiene un balance energético negativo (Fortun-Lamothe,

2006).

Se han estudiado diferentes tipos de dietas con el fin de determinar la composicion
mas adecuada de las mismas durante la gestacion. De esta forma, dietas altas en fibra
aumentan la produccién lechera (Nizza et al., 1997; Pascual et al., 2002) y disminuyen
la movilizacidon de grasas en la hembra (Xiccato et al., 1999), sin afectar al intervalo
entre partos ni a la vida util de la hembra (Pascual et al., 2002). Dado que en otras
especies, aumentar la energia obtenida con la dieta algunos dias antes del coito da
buen resultado (Ebling y Foster, 1991; Fink et al., 1998; Khireddine et al., 1998), se han
realizado algunos estudios para comprobar si este efecto positivo ocurria también en
conejos, sin obtener resultados concluyentes. Mientras que el aumento de energia en
la dieta 10 dias antes del coito en hembras multiparas lactantes aumentd su fertilidad
(Fortun-Lamothe, 1998), si este aumento se realizaba cuatro dias antes, no se
observaba ningln efecto (Maertens, 1998). Dietas con alto contenido en grasa
aumentan la produccion de leche y, por tanto, la movilizacion de reservas, mientras

gue dietas ricas en almidon limitan esta movilizacion (Pascual et al., 2003). Por otro
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lado, algunos autores han estudiado el efecto de una malnutricion o carencias de
determinados nutrientes en la capacidad reproductiva, de forma que deficiencias en
algunos oligoelementos (Cu, Zn, 1) que actian como reguladores metabdlicos pueden
producir pérdidas embrionarias (Graham et al, 1995). A este respecto, se ha
demostrado que un balance energético negativo por malnutricion puede afectar al
desarrollo folicular, la calidad del ovocito, el proceso de fecundacion e, incluso, al
desarrollo embrionario en etapas tempranas (Butler y Smith, 1989; Vanroose et al.,

2000; Foxcroft et al., 2006).

Un ejemplo de balance energético negativo tiene lugar cuando se utiliza un sistema de
manejo intensivo en el que la hembra solapa casi totalmente gestacién con lactacién.
Diferentes autores concuerdan en que el sistema intensivo y, por tanto, el solape entre
gestacion y lactacion provoca una fuerte movilizacion de reservas en la hembra que
ésta no puede subsanar, lo que da lugar a un balance energético negativo que puede
producir deficiencias no sdélo en la fertilidad, sino también en el tamafio de camada
final (Maertens y Okerman, 1988; Cervera et al., 1993). Este efecto también se
produce con un manejo semi-intensivo y es especialmente importante en hembras
primiparas lactantes (Rebollar et al., 2009). Fortun-Lamothe y Prunier (1999)
demostraron la existencia de una correlacién negativa entre los niveles de prolactina y
progesterona, lo que podria indicar que las hembras lactantes presentaban menores
tasas de supervivencia fetal debido al balance energético desfavorable en éstas. Sin
embargo, otros estudios no han observado diferencias en los niveles de progesterona
entre hembras lactantes y no lactantes (Fortun-Lamothe y Bolet, 1995; Mocé et al.,
2002). Lin et al. (1988) demostraron, mediante estudios in vitro, que la
hiperprolactinemia disminuye la secrecion de progesterona por las células de la
granulosa, lo que se traduce en una inhibicién de la ovulacion. Estudios mas recientes
realizados en hembras de conejo primiparas indican que la lactacidn influye en los
foliculos ovaricos disminuyendo la calidad de los gametos y afectando, de este modo, a
los pardmetros reproductivos (Arias-Alvarez et al., 2009). En concreto, la prolactina

afecta a los mecanismos relacionados con el desarrollo folicular y la esteroidogénesis
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ovarica que determinan una receptividad sexual, fertilidad y prolificidad inferior en

hembras lactantes (Arias-Alvarez et al., 2007).

Con el fin de subsanar estos problemas reproductivos derivados del solape entre
gestacion y lactacidn, se han realizado estudios en los que se pretendia disminuir este
balance energético negativo, disminuyendo el periodo de lactacidon (Xiccato et al.,
2004). Sin embargo, esto conlleva otros problemas productivos asociados, como el
aumento en problemas sanitarios de los gazapos (Pascual, 2001) e incluso, una mayor
mortalidad perinatal (Rebollar et al., 2009). En el mismo sentido, Rebollar et al. (2006)
demostraron que estos parametros reproductivos pueden mejorarse en hembras
primiparas mediante la separacion transitoria de la camada previa a la inseminacién
artificial. Para mejorar estos parametros reproductivos aumentando el balance
energético durante el solape entre lactacidon y gestacidon, se han propuesto estrategias
nutricionales basadas en dietas ricas en fibra durante la gestacion, incrementando de
esta forma la capacidad de ingestion ya que presentan menor digestibilidad y
aumentan la velocidad de transito intestinal (Nicodemus et al., 1999; Rebollar et al.,
2008). Sin embargo, en conejas primiparas alimentadas con piensos ricos en lignina,
pese a que se ha observado un aumento en el consumo de alimento, no ha mejorado
la composicién corporal en las primeras etapas de la gestacion y han mostrado una
mayor atresia folicular, menor nuimero de ovocitos con maduracién nuclear, un
incremento en el porcentaje de ovocitos con alteraciones en los patrones de migracién
de granulos corticales (degenerados o de baja calidad) y, por tanto, una menor tasa de
embriones viables (Arias-Alvarez et al., 2009 y 2010). Por otro lado, el hecho de que la
hembra solape gestacion y lactacion provoca un incremento de IGF-I en su torrente
sanguineo, ya que este factor de crecimiento esta relacionado, no sélo con Ia
reproduccién como se ha descrito anteriormente, sino también con el crecimiento de

las células de la glandula mamaria (Xiccato et al., 2005).

Por ultimo, factores de tipo ambiental como la temperatura o el estrés pueden influir

en el proceso reproductivo. Un aumento de la temperatura ambiente puede

63



T e . = e I R —
INTRODUCCION

incrementar las pérdidas gestacionales y el estrés se ha demostrado que influye en los

niveles de hormonas hipotalamicas (Dobson y Smith, 1995; DelaSota et al., 1998).

1.3.2.2. Alteraciones y sindromes metabdlicos

El metabolismo energético de la hembra durante la gestacion esta intimamente
relacionado con las pérdidas que se producen a lo largo de la misma. Este metabolismo
energético estd regulado, en gran medida, por los factores de crecimiento similares a
la insulina que tienen un efecto metabdlico importante en la supervivencia tanto
embrionaria como fetal, dado que son factores secretados por el embridén y por la
placenta, con efectos tanto autocrinos como paracrinos. Un ejemplo de ello es la
regulaciéon de la angiogénesis por parte del IGF-Il en el epitelio, incrementando la
expresion de VEGF (Herr et al.,, 2003). Por otro lado, estos factores de crecimiento
parecen tener efecto en la produccion de reguladores de la implantacion comentados
anteriormente, como las integrinas (receptores de osteopontina) (Clemmons y Maile,
2005) y factores de crecimiento como TGF-B (Li y Geng, 2010). Estudios en humanos
han relacionados el IGF-I con el sindrome metabdlico, caracterizado por un aumento
del indice de masa corporal, hipercolesterolemia, hiperglucemia, hipertriglicemia e
hipertension, sintomas que afectan indudablemente a la funcidn reproductiva y, por
tanto, a la supervivencia embrionaria (Grundy et al., 2004). Ademas, estudios en
rumiantes han relacionado una disminucion de la expresidn de IGF-IIR con el Sindrome
de Descendencia Grande (LOS, del inglés “Large Offspring Syndrome”) en el que se
incrementa tanto el peso de la descendencia como el crecimiento uterino durante la
gestacion (Powell et al., 2006), lo que puede dar lugar a pérdidas en las ultimas etapas
gestacionales por la falta de espacio disponible para cada feto, como se ha descrito

anteriormente.

Otra hormona intimamente relacionada con funciones reproductivas es la leptina,
hormona reguladora de la obesidad. Estudios con ratones homocigotos para una
mutacion en el gen que codifica para la leptina (gen ob) muestran que éstos presentan

obesidad e infertilidad (Zhang et al, 1994). De hecho, la leptina tiene efectos
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inhibitorios en la produccion de IGF-1 (Agarwal et al.,, 1999), mediados via éxido nitrico
(NO, del inglés ‘Nitric oxid’), aumentando la produccién de 17B-estradiol por parte de
las células de la granulosa (Huang et al., 2005), debido a la inhibicion de la actividad
aromatasa por parte de la leptina y del NO (Chun et al.,, 1995; Masuda et al., 1997;
Yamauchi et al., 1997). Dado que el estradiol es el principal factor luteotréfico en
conejo, esta regulacion tendria especial importancia en dicha especie, donde un
exceso de leptina podria desencadenar problemas en la ovulacidn, o bien, en la calidad
de los odvulos producidos. Ademads, el estudio realizado por Huang et al. (2005)
demuestra que este efecto inhibitorio por parte de la leptina de la produccidn de IGF-I

se ve atenuado cuando se administran inhibidores del enzima NO sintasa (NOS).

Existen tres isoformas diferentes de NOS, NOS neural (nNOS), NOS inducible (iNOS) y
NOS endotelial (eNOS), de las que las dos ultimas se expresan en células de la
granulosa de rata (Matsumi et al., 1998), raton (Mitchell et al., 2005) y humano (Van
Voorhis et al., 1994). Nisoli et al. (2003) en un estudio con ratones deficientes en eNOS
que presentaban una menor tasa metabdlica y una ganancia de peso acelerada,
demostraron que NO regula la inhibicion de la proliferacion celular y, ademas, este NO
generado por eNOS controla la biogénesis mitocondrial y el balance energético
corporal, lo que significa que ratones deficientes en esta isoforma de la enzima NOS
presentan un menor numero de mitocondrias, menor gasto energético, mayor
ganancia de peso, resistencia a la insulina e hipertension (Giordano et al., 2002),
caracteristicas estas Ultimas que se asemejan a los sintomas del sindrome metabdlico
(Ford et al., 2002). Estos problemas metabdlicos podrian intervenir o tener relacién
con problemas en el transporte de lipidos, glucégeno o glucosa que dificultan el
proceso reproductivo. Asi, Boyd y Hamilton (1952) demostraron que una acumulacién
de glucdogeno vy lipidos en el endometrio materno puede dificultar la gestacion.
Posteriormente, Battaglia y Meacham (1969) consiguieron disminuir la mortalidad
post-implantacional en ratones mediante un tratamiento con clorpropamida, un
hipoglucémico utilizado en hembras diabéticas. Mas recientemente, Ramin et al.
(2010) han demostrado que en conejas diabéticas de tipo |, el desarrollo embrionario

se retrasa, aumenta el nimero de células apoptodticas en blastocistos de 6 dias y se
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reduce la expresion del receptor de insulina (IR) y del IGF-IR. Esto indica que la
desregularizacién del sistema IGF y el metabolismo de la glucosa en embriones

tempranos podrian ser causante de subfertilidad y pérdidas embrionarias.
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- Caracterizar las pérdidas durante la gestacidon y los niveles hormonales en una

linea de conejo seleccionada por velocidad de crecimiento.

- Estudiar la influencia de los genotipos embrionario y materno en las pérdidas

gestacionales.

- Comparar la expresidn génica relativa de genes candidatos relacionados con el

desarrollo embrionario y la implantacion en conejo, con el fin de determinar:

o La expresion relativa de genes relacionados con el desarrollo
embrionario y el proceso de implantacién, como son Oct4, VEGF, erbB3,
TGF-B2 e Ifn-y en blastocistos y endometrio de conejos de la linea R,

seleccionada por velocidad de crecimiento.

o La expresidon relativa de factores de crecimiento similares a insulina,

como son IGF-l, IGF-Il, IGF-IR e IGF-IIR en blastocistos y endometrio de

conejo de esta misma linea.
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l1l. EXPERIMENTOS REALIZADOS
Aspectos comunes
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Para todos los experimentos de esta tesis, se utilizaron animales de una linea paternal
y otra maternal (linea control). La linea paternal o linea R (figura 11) es una linea
sintética constituida en 1990 mediante la fusion de dos lineas paternales, una fundada
en 1976 y basada en conejos de raza California criada por granjeros valencianos y otra
fundada en 1981 con conejos de una linea paternal especializada (Estany et al., 1992).
Desde su fundacion, el criterio de seleccidon ha sido la ganancia media diaria desde el
destete hasta el sacrificio (28-63 dias). La linea maternal o linea A (figura 11) esta

basada en conejo Neozelandés blanco y seleccionada desde 1979 mediante un indice

de seleccién familiar por tamafio de camada en el destete (Estany et al., 1989).

Figura 11. Fotografia de hembras de la linea R (izquierda) y linea A (derecha) en las jaulas con gazapos
todavia no destetados.

Todos los animales se mantuvieron en jaulas individuales en régimen de 16 horas de

luz y 8 de oscuridad al dia, con dieta comercial ad libitum y libre acceso a agua.

Todos los procedimientos que incluyen animales han sido aprobados por el Comité
Etico de la Universidad Politécnica de Valencia. Los animales se manejaron segun los
principios de cuidado animal publicados en el Real Decreto espafiol 1201/2005 (BOE:

boletin oficial del estado espafiol).

Todos los productos quimicos, a menos que se indique lo contrario, fueron adquiridos
a Sigma-Aldrich Quimica SA (Alcobendas, Madrid, Espafia).
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Experimento 3.1

*Este trabajo ha sido publicado parcialmente en la revista “Theriogenology” con la siguiente referencia:
Vicente JS, Llobat L, Viudes-de-Castro MP, Lavara R, Baselga M, Marco-Jiménez F, 2012. Gestational
losses in a rabbit line selected for growth rate. Theriogenology 77, 81-88.
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3.1. Estudio de las pérdidas gestacionales en una linea de conejo seleccionada por

velocidad de crecimiento

3.1.1. Resumen

La muerte prenatal puede ser debida a diversos factores genéticos y ambientales, que
alteran el normal desarrollo embrionario, el ambiente materno que sustenta la
fecundacion, el desarrollo embrionario, placentario y fetal, o afectar a la relacion entre
el embridn y el endometrio. El objetivo del presente trabajo fue estudiar las pérdidas
gestacionales y los niveles séricos de progesterona, 17B-estradiol e IGF-I en una linea
de conejo seleccionada por velocidad de crecimiento (linea paternal, R). En este
estudio, se ha utilizado como linea genética de referencia, una linea maternal, linea A,
caracterizada reproductivamente con anterioridad. Se realizaron un total de 211
laparoscopias, determinando el nimero de cuerpos lUteos, nUmero de embriones
implantados a los 12 dias de gestacion, numero total de nacidos y nimero de nacidos
vivos por hembra. Con el fin de analizar los niveles endocrinos, se recogio sangre de 54
animales gestantes a 12 y a 24 dias (27 de cada una de las lineas utilizadas). La linea R
respecto a la linea A, mostré baja induccién de la ovulacién (0,70 versus 0,86), menor
numero de embriones implantados (11,3 versus 12,8), nUmero de nacidos totales (7,4
versus 11,1) y vivos (6,4 versus 10,6) y, consecuentemente, unas elevadas pérdidas
implantacionales (0,31), gestacionales (0,60), fetales (0,40) y perinatales (0,15). Los
niveles séricos de progesterona fueron similares entre ambas lineas a los 12 dias de
gestacion, mientras que a los 24 dias, estos niveles fueron significativamente menores
en la linea R (4,8 versus 8,2 ng/ml). Los niveles séricos de 17B-estradiol fueron
superiores en la linea A tanto a 12 como a 24 dias de gestacién (14,6 versus 26,5
pg/ml, y 12,9 versus 21,3 pg/ml para las lineas R y A, respectivamente). Los niveles de
IGF-1 sélo presentaron diferencias estadisticamente significativas a 12 dias (237 versus
149 ng/ml para la linea R y A, respectivamente). Las elevadas pérdidas encontradas a
lo largo de toda la gestacion en la linea R podrian ser explicadas por los bajos niveles

de 17B-estradiol y el posible efecto inhibitorio que esto puede tener en la produccion
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de progesterona. En esta linea, son necesarios futuros estudios sobre la produccién de
esteroides y su biodisponibilidad durante el estro y la gestacion, relacionandolos con la

actividad metabdlica.

3.1.2. Introduccion

La mortalidad prenatal es un suceso que se ha observado en todas las especies de
mamiferos, pero existen diferencias significativas en la cantidad y el momento en el
gue ocurre. Caracterizar y definir las causas de estas pérdidas gestacionales es
importante tanto desde el punto de vista bioldgico, para entender el motivo por el que
las pérdidas prenatales persisten a pesar de la seleccién natural para una reproduccién
eficiente, como desde un punto de vista practico, utilizando este conocimiento para

aumentar la supervivencia embrionaria (Wilmut et al., 1986).

La muerte prenatal puede deberse a factores genéticos o bien, a factores ambientales
gue pueden alterar el desarrollo embrionario normal, el ambiente materno adecuado
para sustentar la fecundacién, el desarrollo del embridn, de la placenta y del feto, o
afectar a la relaciéon embrio-uterina (Bazer et al., 1990; Pope et al., 1990). En conejo,
las pérdidas entre la fecundacion y la implantacion (alrededor del séptimo dia de
gestacion) se han estimado en torno a un 14% (Tao y Niemann, 2000; Santacreu et al.,
2005). Pese a la variabilidad entre genotipos, en general la tasa de fecundacion suele
ser elevada, situandose alrededor del 95% (Adams, 1960; Bolet y Theau-Clément,
1994; Santacreu et al.,, 1996; Peird et al., 2007). Se ha planteado que las pérdidas
embrionarias tempranas pueden ser el resultado de una asincronia entre el desarrollo
embrionario y el ambiente uterino debido a un patrén esteroidogénico inadecuado
(Yoshinaga, 1988) o bien, a una inapropiada distribucion de los embriones en el

interior uterino (Hoffman et al., 1998).

Las pérdidas posteriores a la implantacion se han estimado alrededor del 20% en

conejo (Adams, 1960; Blasco et al., 1994). Después de la implantacién, el desarrollo

78



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

fetal y placentario estd influenciado por factores endocrinos primarios como la
progesterona, factores de crecimiento similares a insulina (IGF), estradiol o
prostaglandinas (Crossey et al., 2002; Spencer et al., 2004; Seshagiri et al., 2009), pese
a que existen otros factores que pueden afectar a estas pérdidas, como la respuesta
inmunolégica (Pandian et al, 1988; Bergeron et al, 1996), la suficiente
neovascularizacién y el aporte nutritivo en el utero (Adams, 1960; Hafez y Tsutsumi,
1966; Argente et al., 2003; Mocé et al., 2004), y la disponibilidad de espacio uterino
para cada embrién (Argente et al., 2008). En conejo, el momento crucial para la
supervivencia fetal se sitla entre los dias 8 y 17 de gestacién, cuando la placenta
hemocorial ha terminado su desarrollo y la nutricion del feto comienza a ser
controlada por la placenta (Adams, 1960). El segundo pico en la mortalidad se situa
entre los dias 17 y 24, momento en el sucede la ampliacién del Utero, aumentando la
tension en el embridn y, por otro lado, disminuyendo el aporte sanguineo por parte de
los vasos sanguineos maternos (Hafez y Tsutsumi, 1966). El tercer y ultimo pico de
pérdidas tiene lugar durante la udltima semana de gestacidon, cuando los
requerimientos energéticos para el crecimiento fetal aumentan rapidamente, mientras

que la ingesta de alimento decrece en los dias previos al parto (Fortun-Lamothe, 2006).

Las diferencias genéticas en pérdidas prenatales se han estudiado en profundidad en
especies politocas (revision de Brien, 1986; revisiéon de Blasco et al., 1993) y, mas
recientemente en raton (Holt et al.,, 2004), conejo (Argente et al., 2003; Mocé et al.,
2004) y cerdo (Foxcroft et al., 2006; Freking et al., 2007). Blinger et al. (2005)
sugirieron una relacion negativa (aunque pequefia) entre el crecimiento y la
reproduccién en especies ganaderas, pese a que advierten de la insuficiente precisién
en las estimas de estos parametros. En este sentido, las estimas de las correlaciones
genéticas en conejo son inconsistentes, ya que hay estudios que muestran tanto
estimas positivas como negativas, probablemente, como consecuencia de la linea
genética estudiada, asi como del criterio de seleccion utilizado (Camacho y Baselga,
1990; Rochambeau et al.,, 1994; Gémez et al., 1998; Garreau et al., 2000; Garcia y
Baselga, 2002).
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Ademas, otros factores como la lactacidn, la nutricién o el estrés pueden provocar un
balance energético y/o endocrino desfavorable en la hembra, aumentando los fallos
en el proceso de fecundacién, adhesién y placentacién, o reduciendo el flujo
sanguineo uterino y el desarrollo fetal. De este modo, la lactacion tiene un efecto en el
detrimento de la receptividad, tasa de gestacion y viabilidad prenatal (embrionaria y
fetal) (Hafez e Ishibashi, 1965; Fortun-Lamothe et al., 1993; Fortun-Lamothe y Bolet,
1995; Fortun-Lamothe, 2006). El efecto de estrés por calor en la formacion de los
blastocistos fue descrito por Wolfenson y Blum (1988) y la alimentacion se ha
relacionado con la calidad ovocitaria y el desarrollo embrionario y fetal, por la
deficiente produccion de factores derivados de las reservas energéticas, que afecta al
soporte endocrino de la gestacién y el flujo sanguineo uterino (Brechia et al., 2005;

Cappon et al., 2005; Fortun-Lamothe, 2006; Arias-Alvarez et al., 2009).

El objetivo de este experimento ha sido estudiar las pérdidas durante la gestacion y los
niveles séricos de progesterona, 17B-estradiol e IGF-I en una linea de conejo

seleccionada por velocidad de crecimiento.

3.1.3. Material y métodos

Animales

Para este estudio se utilizaron hembras de las lineas R y A, utilizando a estas ultimas
como control, dado que sus componentes de tamafio de camada y pérdidas
gestacionales ya habian sido caracterizadas en estudios anteriores (Garcia y Baselga,
2002). Se utilizaron hembras multiparas entre el tercer y sexto parto que se llevaron a
la monta un minimo de dos veces con machos pertenecientes a su misma linea
genética, y asignados mediante genealogia para controlar la consanguinidad. En el
momento de la monta, se anotd si la hembra estaba en periodo de lactacién (lactante)

o ya habian finalizado dicho periodo (no lactante).

80



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

Procedimiento de laparoscopia y definicion de caracteres

Doce dias después de la monta, las hembras fueron anestesiadas mediante una
inyeccion intramuscular de 4 mg/Kg de Xilacina (Rompun, Bayer AG, Leverkusen,
Alemania), seguida de una inyeccion intravenosa de 0,4 ml/ Kg de peso de clorhidrato
de ketamina (Imalgéne 500, Merial SA, Lyon, Francia) con la finalidad de mantener a
las hembras anestesiadas durante la laparoscopia. Se realizaron un total de 211
laparoscopias (figura 12) en el transcurso de las cuales se anotaron el numero de
cuerpos luteos y embriones implantados. Ademas, tras el parto, se anoto el tamafio de

camada (TC) y el nUmero de gazapos vivos al nacimiento (NV).

_.!-

-~
-

Figura 12. Laparoscopia de diagnostico gestacional para el recuento de cuerpos liteos y embriones
implantados.

La induccién de la ovulacion (I0) se calculd como la proporcion de hembras con
cuerpos luteos del total de hembras llevadas a la monta. Las tasas de ovulacién y de
implantacion se estimaron tomando el nimero de cuerpos luteos (TO) y el nimero de
embriones implantados por hembra (El). Las pérdidas implantacionales y gestacionales
se calcularon como la relacidn entre la diferencia de la tasa de ovulacién con nimero
de embriones implantados o con tamafio de camada, entre la tasa de ovulacién ((TO-
El)/TO y (TO-TC)/TO, respectivamente). Las pérdidas fetales se definen como la
relaciéon entre la diferencia de nimero de embriones implantados en las hembras

gestantes y el tamafo de camada respecto del nimero de embriones implantados ((El-
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TC)/El). Las pérdidas perinatales como la relacién entre los gazapos vivos al nacimiento
y el tamafio de camada total (NV/TC). Se anotaron los porcentajes de hembras que
habian ovulado pero no presentaban embriones implantados y de hembras gestantes

pero que no parieron ningun gazapo.

Niveles séricos de progesterona, 17B-estradiol e IGF-I

La sangre se recuperd mediante un tubo Vacoutainer heparinizado (LH/Li Heparin Tube
TAPVAL®, MonlLab, SL. Barcelona, Espafia) de un total de 54 hembras gestantes a los 12
y a los 24 dias de gestacién (27 de la linea Ry 27 de la linea A). La sangre se centrifugd
a 3000g y 42C durante 10 minutos con el fin de separar el suero, que se guardo a -802C
hasta su utilizacion. Los niveles séricos de progesterona (esteroide C21, preg-4-ene-
3,20-diona), 17B-estradiol e IGF-I se determinaron mediante la técnica de ensayo
directo inmunoenzimatico (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante (Rabbit
Progesterone Elisa Test, Endocrine Technologies, Inc. Newark, EEUU; Estradiol Elisa
Ultra Sensitive Kit, DRG International, Inc. Marburg, Alemania; IGF-I Elisa Kit, Diagnostic
Systems Laboratories, Inc. Texas, EEUU). La sensibilidad de cada uno de ellos fue de 0,1

ng/ml para progesterona, 1,4 pg/ml para 17B-estradiol y de 1,1 ng/ml para IGF-I.

Analisis estadistico

Las variables fueron analizadas mediante un modelo lineal generalizado que incluyé
como efectos fijos la linea (R y A), el estado de lactacién (lactante y no lactante) y su
interaccidon, mediante el paquete informatico SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
USA, 2002). Tanto para la tasa de ovulacion, como para el nimero de embriones
implantados, nacidos vivos y nacidos totales (tamafio de camada), pérdidas
implantacionales, fetales, gestacionales y perinatales, ademas de para los niveles
séricos de progesterona, 17B-estradiol e IGF-I, se utilizé6 un analisis de la varianza
(ANOVA). Para el estudio de la induccion de la ovulaciéon y los porcentajes de hembras
que habian ovulado pero no presentaban ningin embrion implantado, y de hembras

con embriones implantados que no parieron ningun gazapo, se utilizd una regresion
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Probit con distribuciéon binomial del error, incluyendo en el modelo generalizado los
mismos factores (linea y estado de lactacién). Para todos los andlisis, se consideré

como significativo un p-valor menor de 0,05.

3.1.4. Resultados

Los pesos de las hembras de las lineas R y A fueron, respectivamente, de 6,42 + 0,61 Kg
y 4,62 £ 0,32 Kg (media * desviacidn estandar). Para ninguno de los analisis realizados,

la interaccion entre la linea y el estado de lactacion fue significativa.

La induccién de la ovulacién depende de la linea genética pero no del estado de
lactacidén (tabla 2). Las hembras de la linea R presentaron menor inducciéon de la
ovulacidon ya que, a pesar de aceptar la monta, alrededor de un 30% de ellas no
ovularon (0,70 versus 0,86 para las lineas R y A, respectivamente, tabla 2). En las
hembras que si habian ovulado, ni la linea ni el estado de lactacion afectaron a la tasa

de ovulacién (14,2 y 13,8 para las lineas Ry A, respectivamente. Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la linea (R 'y A) y el estado de lactacion (lactantes y no lactantes) en el tamafio de
camada y sus componentes (medias estimadas + error estdndar). ** valores en la misma columna y
factor con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p-valor<0,05). n=nuimero de hembras.

Induccion de Tasa de Embriones Nacidos Nacidos
la ovulacion ovulacion implantados totales vivos
Linea
Linea R 0,70+0,044°  13,8+0,29 11,3 40,34 7,4 £0,42° 6,4 +0,43°
(n) (114) (79) (66) (57) (57)
Linea A 0,86 +0,041° 14,2 + 0,35 12,8 +0,37° 11,1 +0,44° 10,6 + 0,45°
(n) (97) (86) (84) (80) (80)

Estado de lactacion

Lactantes 0,81+0,034 14,1£0,25 12,8 £0,27° 9,4+0,32 8,3+0,33
(n) (145) (115) (107) (100) (100)

No lactantes 0,77 + 0,056 13,8 40,38 11,3+0,43° 9,1£0,51 8,7+0,52
(n) (66) (50) (43) (37) (37)
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La tasa de implantacion, el tamafio de camada o numero total de nacidos, y el niUmero
de nacidos vivos dependen de la linea genética, de forma que las hembras de la linea R
presentaron menores valores en el nUmero de embriones implantados, nimero total
de nacidos y numero de nacidos vivos (11,3, 7,4 y 6,4 respectivamente, tabla 2) vy,
como consecuencia de estos valores, presentaron mayores pérdidas tanto
implantacionales, como fetales, gestacionales y perinatales (0,31, 0,40, 0,60 y 0,15
respectivamente, tabla 3). Si se analizan las pérdidas implantacionales, 15 hembras
presentaron una pérdida total de los embriones implantados a 12 dias de gestacidn,
siendo significativamente diferente entre las lineas genéticas (0,17 + 0,042 y 0,03 +
0,019 para las lineas R y A, respectivamente. Datos no mostrados en las tablas). Desde
la implantacion hasta el parto, un total de 9 hembras perdieron todos los embriones
implantados (0,08 + 0,035 y 0,06 + 0,028 para la linea Ry A, respectivamente. Datos no
mostrados en las tablas). El estado de lactacion afecta al numero de embriones
implantados y a las pérdidas perinatales, siendo éstos mayores en las hembras

lactantes (12,8 y 0,15, tablas 2 y 3).

Tabla 3. Efecto de la linea (R 'y A) y el estado de lactacion (lactantes y no lactantes) en las perdidas
gestacionales (medias estimadas + error estandar. Pérdidas en relacion a la tasa de ovulacién. *Pérdidas
en relacién al nimero de embriones implantados. * ® valores en la misma columna y factor con diferente
superindice son estadisticamente diferentes (p-valor<0,05). n=nimero de hembras.

Pérdidas
1Implantacionales ’Fetales 'Gestacionales Perinatales
Linea
Linea R 0,31 +0,032° 0,40 + 0,036° 0,60 + 0,034° 0,15 + 0,027°
(n) (79) (63) (76) (57)
Linea A 0,10 + 0,038" 0,20 +0,038° 0,27 +0,039° 0,05 + 0,028"
(n) (86) (84) (86) (80)
Estado de lactacion
Lactantes 0,17 + 0,027 0,31 +0,043 0,42 +0,028 0,15 +0,033°
(n) (115) (105) (115) (100)
No lactantes 0,24 + 0,042 0,30 + 0,028 0,45 + 0,043 0,04 +0,021"
(n) (50) (42) (50) (37)
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Los niveles séricos de progesterona en el dia 12 de gestacién fueron similares para las
dos lineas genéticas estudiadas, pero en el dia 24, estos niveles fueron
significativamente menores en las hembras de la linea R (8,2 versus 4,8 ng/ml, tabla 4).
De la misma forma, los niveles séricos de 17B-estradiol fueron diferentes entre las dos
lineas tanto a 12 como a 24 dias. Sin embargo, Unicamente a 12 dias ambas lineas
presentaron diferencias en sus niveles de IGF-1 (tabla 4). Ademas, los niveles de IGF-I
difieren segun el estado de lactacion de la hembra (229 versus 157 ng/ml para

hembras lactantes y no lactantes, respectivamente).

Tabla 4. Efecto de la linea genética (R 'y A) y el estado de lactacion (lactantes y no lactantes) en los
niveles séricos de progesterona, 176-estradiol e IGF-l a 12 y 24 dias de gestacion (medias estimadas +
error estdndar). *® valores en la misma columna y factor con diferente superindice son estadisticamente
diferentes (p-valor<0,05). n=numero de hembras.

Progesterona (ng/ml) 17B-estradiol (pg/ml) IGF-1 (ng/ml)
12 dias 24 dias 12 dias 24 dias 12 dias 24 dias
Linea

b b

Linea R 10,4+1,54 4,8+1,18 14,6 + 2,78b 12,9+2,38 237 +23,7° 367+7,7

(n) (27) (22) (24) (24) (25) (24)
Linea A 10,2 +1,57 8,2 +1,10° 26,5+ 2,73° 21,3 +2,36° 149 +23,3° 372+9,9
(n) (27) (26) (26) (20) (27) (20)

Estado de lactacion

Lactantes 11,1+1,36 7,0+0,89 21,8+2,34 16,0 £ 2,05 229 +20,5° 365+7,9
(n) (34) (33) (32) (31) (32) (30)
No

lactantes

(n)

9,4+1,77 6,0+1,32 19,3+3,12 18,2+ 3,30 157 £29,9° 374+10,1
(20) (15) (18) (13) (20) (14)

3.1.5. Discusion

Las estimas de las correlaciones genéticas en conejo entre el tamafio de camada y los
caracteres de crecimiento son bajas y contradictorias (Mgheni et al., 1985; Camacho y
Baselga, 1990; Rochambeau et al., 1994; Garcia y Baselga, 2002) y tanto el sigho como

la magnitud de esta correlacion parecen depender del caracter reproductivo
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correlacionado y de la poblacion o linea estudiada. En estudios anteriores realizados
con estas lineas, se han encontrado diferencias tanto en la tasa de ovulacion como en
el tamafio de camada (14,5 versus 13,5, y 7,6 versus 10,0 para linea R y A
respectivamente; Cifre et al., 1994; Gomez et al., 1999), de forma que podemos inferir
gue la diferencia en las pérdidas gestacionales eran similares a las obtenidas en el
presente estudio. En este experimento, se han observado pérdidas desde la ovulacién
hasta el dia 12 de gestacion de alrededor de 0,31, y de 0,40 desde el dia 12 hasta el
parto, ademas de unos bajos niveles séricos de progesterona a 24 dias y de 17pB-
estradiol tanto a 12 dias como a 24 dias de gestacidn. Estas diferencias en los niveles
endocrinos respecto a la linea A podrian ser responsables de los fallos que ocurren en
el dltimo tercio de la gestacion en la linea R. Cabe sefialar que la endogamia
acumulada durante el periodo de seleccion podria tener efecto en la linea R. Sin
embargo, esta endogamia se ha mantenido de forma similar en ambas lineas genéticas
estudiadas (Rabag y Baselga (2010) indican un coeficiente de endogamia de 0,008 por
generacion en la linea A), por lo que las elevadas tasas de pérdidas gestacionales en la
linea R no son debidas a ésta, presumiblemente, a menos que hubiera una interaccién
entre endogamia y linea genética. En ambas lineas se ha demostrado el éxito del
programa de seleccion. Gomez et al. (1999) muestran una respuesta por generacién de
0,5 g/dia de ganancia de peso diaria desde el destete hasta el sacrificio en la linea Ry
un aumento de peso del 118% al final del periodo de engorde en comparacion con la
linea A. Las hembras utilizadas en este experimento presentaron un peso adulto mayor
en un 139% que las hembras de la linea A. Garcia y Baselga (2002), utilizando una
poblacidn cripreservada como control, obtuvieron una respuesta a la seleccion de
0,085 gazapos por generacion y una distribucién de las pérdidas gestacionales para la

linea A similares a las observadas en este trabajo.

La linea R muestra problemas en la inducciéon de la ovulacion y elevadas pérdidas
gestacionales, comparandola con las observadas en la literatura para lineas de conejo.
Los fallos en la induccidon de la ovulaciéon podrian ser debidos a deficiencias en el

desarrollo folicular afectando a la actividad esteroidogénica o a los receptores de LH, o
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bien a un inadecuado reflejo neuroendocrino en el sistema hipotalamo-hipofisario
como consecuencia de una insensibilidad a los estrogenos o a una baja
biodisponibilidad de los esteroides. Sin embargo, cuando las hembras de la linea R son
llevadas a la monta o inseminadas artificialmente y la ovulacién es inducida mediante
analogos sintéticos de GnRH o mediante hCG, no se observan fallos en la induccién de
la ovulacidn relevantes vy significativos en relacion con lineas maternales (Viudes-de-
Castro et al., 1995; Vicente et al., 2003; Mehaisen et al., 2004). De esta forma,
podemos descartar que los fallos de ovulacion sean debidos a problemas en la

secrecion de LH o a los receptores foliculares de ésta.

Las elevadas pérdidas gestacionales podrian estar relacionadas con los bajos niveles
séricos de 17B-estradiol en la gestacion. Este esteroide es un importante factor
luteotrofico que, en la primera parte de la gestacién, soporta el desarrollo de los
cuerpos luteos y la secrecion de progesterona, de forma que la retirada del estradiol
en conejas gestantes provoca un declive en la secrecién de progesterona. Este
mecanismo no se conoce totalmente, pero existen evidencias de que esta retirada del
estradiol aumenta la concentracion de metabolitos oxigenados, eleva los niveles de
citoquinas y disminuye el flujo sanguineo, desencadenando el inicio de la apoptosis o
regresion de los cuerpos lUteos (Gadsby et al., 1983; Gadsby y Keyes, 1984; Holt, 1989;
Goodman et al.,, 1998; Boiti et al., 2003 y 2004). En el conejo, la progesterona es
secretada exclusivamente por los cuerpos IUteos y sus niveles séricos aumentan desde
el dia 1 hasta los dias 10-12 de gestacion, disminuyendo desde este momento hasta el
parto, mientras que los de 17B-estradiol, después de la ovulacién, se mantienen
constantes a lo largo de la gestacion (Browning et al., 1980; Gadsby et al., 1983). Los
niveles séricos de progesterona a los 12 dias de gestacion observados en ambas lineas
son similares a los obtenidos en estudios previos realizados en otras lineas de conejo
(Browning et al., 1980; Gadsby et al., 1983; Gadsby y Keyes, 1984; Dugré et al., 1989;
Mocé et al., 2002). Sin embargo, los niveles séricos de progesterona en el dia 24 de
gestacion disminuyen considerablemente en la linea R respecto a la linea A y respecto

a otras lineas de conejo (Browning y Wolf, 1981; Gadsby y Keyes, 1984),
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probablemente como consecuencia de sus bajos niveles de 17B-estradiol. Si la
actividad esteroidogénica en esta linea se ve afectada por el genotipo, el indice de
masa corporal o la tasa metabdlica seria dificil de entender. Sin embargo, los elevados
niveles de IGF-I a 12 dias podrian sugerir una alta tasa metabdlica o bien, problemas
metabodlicos que pueden alterar la cantidad o la biodisponibilidad de esteroides. En
conejo, los niveles séricos de IGF-I aumentan durante la gestacién para soportar la
actividad metabdlica necesaria para el crecimiento uterino, placentario, fetal y
mamario, y desciende en el parto (Hadsell et al., 2002). De acuerdo con esto, las
hembras lactantes presentaron niveles superiores que las no lactantes, por el menor
esfuerzo metabdlico de estas uUltimas en el dia 12 de gestacidn. Estos elevados niveles
de IGF-I no parecen tener una ventaja reproductiva en la linea R y podrian indicar
problemas metabdlicos que afectarian a la funcidn reproductiva. Los elevados niveles
de IGF-I encontrados en lineas seleccionadas por velocidad de crecimiento parecer ser
inherentes en estas lineas y tienen un efecto favorable en el peso al nacimiento vy el
crecimiento post-natal (Clutter et al., 1995). El IGF-1 parece tener un efecto inhibitorio
de la expresion de la enzima oxido nitrico sintasa, que controla la produccion de éxido
nitrico, molécula sefializadora que regula el metabolismo energético con implicaciones
patoldgicas y nutricionales (Castrillo et al.,, 2000; Jobgen et al., 2006). En ratones
transgénicos, una deleccién de la éxido nitrico sintasa tipo Ill causa una reduccion de la
tasa metabdlica, lo que conlleva una mayor eficiencia alimentaria y una ganancia de
peso (Nisoli et al., 2003). De esta forma, el mayor tamafio de los gazapos como
consecuencia de un menor tamafio de camada y/o de hembras de mayor peso con
elevados niveles de IGF-I podria ser responsable de las mayores pérdidas perinatales
debido a la distocia observada en la linea R. Ademas, el dxido nitrico y la enzima 6xido
nitrico sintasa se han relacionado tanto con el proceso de ovulacién como con la
actividad esteroidogénica del cuerpo lateo en conejo (Yamauchi et al., 1997; Boiti et
al., 2003). La linea R podria ser un buen modelo animal para el estudio de la relacion
entre la reproduccién, el balance energético y la eficiencia alimentaria en futuros

estudios.

88



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

Por otro lado, los resultados del actual experimento no muestran efecto de la lactacion
en la induccidn de la ovulacién ni en las tasas de ovulacién e implantacién, pérdidas
fetales o gestacionales, de acuerdo con otros autores (Fortun-Lamothe y Lebas, 1994;
Fortun-Lamothe y Bolet, 1995; Fortun-Lamothe y Prunier, 1999). Las diferencias
observadas en el nimero de embriones implantados a los 12 dias no fueron relevantes
cuando se relacionaron las pérdidas implantacionales con la tasa de ovulacién. Sin
embargo, las hembras lactantes presentaron pérdidas perinatales superiores a las de
las hembras no lactantes, pero este efecto negativo no puede explicarse por las
diferencias en los niveles séricos de los esteroides estudiados. Al contrario de los
estudios realizados por Fortun-Lamothe et al. (1993), Fortun-Lamothe y Bolet (1995) y
Mocé et al. (2002), no se han observado diferencias en los niveles de progesterona
entre hembras lactantes y no lactantes y, en consonancia con esto, tampoco existen
diferencias en los niveles séricos de 17B-estradiol. Las diferencias entre los distintos
estudios podrian ser debidas a las distintas lineas utilizadas (tamafio de camada,
produccién de leche,...) o diferencias en la alimentacién o el manejo. Fortun-Lamothe
et al. (1999) observaron una correlacién negativa entre la prolactina y la progesterona,
y propusieron que la elevada mortalidad fetal en hembras lactantes dependia mas del

nivel hormonal basal asociado a la lactacidn que del balance energético de la hembra.

Los elevados niveles de IGF-I en las hembras lactantes pueden estar relacionados con
la elevada tasa metabdlica resultado de la superposicion de lactacion y gestacion,
efecto observado previamente por Xiccato et al. (2005). El balance energético podria
estar comprometido en hembras lactantes y afectar de forma negativa al desarrollo
fetal y al peso al nacimiento, aumentando la mortalidad en el parto. Dado que el IGF-I
interviene en la tasa de crecimiento, nutricion, reproducciéon y longevidad, deberia

tenerse en cuenta en futuros estudios con lineas seleccionadas de conejo.

Como conclusién, las hembras de la linea R, seleccionada por velocidad de
crecimiento, presentan importantes deficiencias reproductivas, como una baja

respuesta a la induccién de la ovulacién, tasa de implantacién a los 12 dias y elevadas
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pérdidas fetales y perinatales. Estas deficiencias podrian ser explicadas por las
diferencias en los niveles de 17B-estradiol y su posible efecto en la disminucién de los
niveles séricos de progesterona a los 24 dias de gestacion. Por tanto, son necesarios
futuros estudios sobre la produccién y biodisponibilidad esteroidea y la relacién de
éstas con la actividad metabdlica en esta linea. Las hembras de esta linea presentan,
ademas, unos elevados niveles de IGF-I a los 12 dias de gestacidn respecto a la linea A
y similar a los encontrados en las hembras lactantes, lo que podria indicar diferencias
en el balance energético y hace necesarios mas estudios relacionando la reproduccién

y la tasa metabdlica.

3.1.6. Bibliografia

Adams CE, 1960. Prenatal mortality in the rabbit Oryctolagus cuniculus. ) Reprod Fertil
1, 36-44.

Arias-Alvarez M, Garcia-Garcia RM, Rebollar PG, Nicodemus N, Revuelta L, Millan P,
Lorenzo PL, 2009. Effects of a lignin-rich fibre diet on productive, reproductive and
endocrine parameters in nulliparous rabbit does. Livest Sci 123, 107-115.

Argente MJ, Santacreu MA, Climent A, Blasco A, 2003. Relationship between uterine
and fetal traits in rabbits selected on uterine capacity. J Anim Sci 81, 1265-1273.
Argente MJ, Santacreu MA, Climent A, Blasco A, 2008. Effect on intrauterine crowding
on available uterine space per fetus in rabbits. Livest Sci 114, 211-219.

Bazer FW, Terqui M, Martinat-Botte F, 1990. Physiological limits to reproduction.
Proceedings of the 4™ World Congress on Genetics Applied to Livestock Production,
Edinburgh (UK) 16, 292-298.

Bergeron D, Audette M, Lambert RD, 1996. Regulation of leukocyte interleukin 2 and
interleukin 2 receptor gene expression by rabbit blastocoelic fluid. J Reprod Fertil 106,
143-151.

Blasco A, Bidanel JP, Bolet G, Haley C, Santacreu MA, 1993. The genetics of prenatal
survival of pigs and rabbits: a review. Livest Prod Sci 37, 1-21.

Blasco A, Argente MJ, Haley CS, Santacreu MA, 1994. Relationship between

90



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

component of litter size in unilaterally ovariectomized and intact rabbit does. J Anim
Sci 72, 3066-3072.

Boiti C, Guelfi G, Zampini D, Brecchia G, Gobbetti A, Zerani M, 2003. Regulation of
nitric oxide synthase isoforms and role of nitric oxide during prostaglandin F2alpha-
induced luteolysis in rabbits. Reproduction 125, 807-816.

Boiti C, Guelfi G, Zerani M, Zampini D, Brecchia G, Gobbetti A, 2004. Expression
patterns of cytokines, p53, and nitric-oxide synthase isoenzymes in corpora lutea of
pseudopregnant rabbits during spontaneous luteolysis. Reproduction 127, 229-238.
Bolet G, Theau-Clément M, 1994. Fertilisation rate and preimplantation embryonic
development in two rabbit strains of different fecundity, in purebreeding and
crossbreeding. Anim Reprod Sci 36, 153-162.

Brecchia G, Bonanno A, Galeati G, Federici C, Maranesi M, Godetti A, Gerani M, Boiti C,
2005. Hormonal and metabolic adaptation to fasting: effects on the hypothalamic-
pituitary-ovarian axis and reproductive performance on rabbit does. Dom Anim
Endocrinol 31, 105-122.

Brien FD, 1986. A review of the genetic and physiological relationship between growth
and reproduction in mammals. Anim Breed Abtr 54, 975-997.

Browning JY, Keyes PL, Wolf RC, 1980. Comparison of serum progesterone, 20 alpha-
dihidroprogesterone, and estradiol-17 beta in pregnant and pseudopregnant rabbits:
evidence for postimplantation recognition of pregnancy. Biol Reprod 23, 1014-1019.
Browning JY, Wolf RD, 1981. Maternal recognition of pregnancy in the rabbit: effect of
conceptus removal. Biol Reprod 24, 293-297.

Blinger L, Lewis RM, Rothschild MF, Blasco A, Renne U, Simm G, 2005. Relatioships
between quantitative and reproductive fitness traits in animals. Phil Trans R Soc B 360,
1489-1502.

Camacho J, Baselga M, 1990. Estimation des correlations genetiques entre caracteres
de reproduction et de croissance a travers la réponse a la sélection. Proceedings of the
5émes Journées de la Recherche Cunicule, Paris (France) ITAVI 2, 1-9.

Cappon GD, Fleeman TL, Chapin RE, Hurtt ME, 2005. Effects of feed restriction during

organogenesis on embryo-fetal development in rabbit. Birth Defects Res B Dev Reprod

91



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

Toxicol 74, 424-430.

Castrillo A, Bodeldn OG, Bosca L, 2000. Inhibitory effect of IGF-I on type 2 nitric oxide
synthase expression in Ins-1 cells and protection against activation-dependent
apoptosis. Involvement of phosphatidylinositol 3-kinase. Diabetes 49, 209-217.

Cifre J, Vicente JS, Baselga M, Garcia-Ximénez F, 1994. Ovulation rate in lines of rabbits
selected on different criteria. Cahiers Options Méditerranéennes 8, 247-252.

Clutter AC, Spicer LJ, Woltmann MD, Grimes RW, Hammond JM, Buchanan DS, 1995.
Plasma growth hormone, insulin-like growth factor I, and insulin-like growth factor
binding proteins in pigs with divergent genetic merit for postweaning average daily
gain. J Anim Sci 73, 1776-1783.

Crossey PA, Pillai CC, Miell JP, 2002. Altered placental development and intrauterine
growth restriction in IGF binding protein-1 transgenic mice. J Clin Invest 10, 411-418.
Dugré FJ, Lambert RD, Bélanger A, Fortier Ma, Caron S, 1989. Local effect of the rabbit
embryo-foetus on uterine progesterone and pregnenolone levels. Mol Cel Endocrinol
64, 251-255.

Estany J, Baselga M, Blasco A, Camacho J, 1989. Mixed model methodology for the
estimation of genetic response to selection in litter size of rabbit. Livest Prod Sci 21,
67-76.

Estany J, Camacho J, Baselga M, Blasco A, 1992. Selection response of growth rate in
rabbits for meat production. Genet Sel Evol 24, 527-537.

Fortun L, Lebas F, 1994. Influence of the number of suckling young and the feed level
on foetal survival and growth in rabbit does. Ann Zootech 43, 163-171.
Fortun-Lamothe L, Prunier A, Lebas F, 1993. Effects of lactation on fetal survival and
development in rabbit does mated shortly after parturition. J Anim Sci 71, 1882-1886.
Fortun-Lamothe L, Bolet G, 1995. Les effects de la lactation sur les performances de
reproduction chez la lapine. INRA Prod Anim 8, 49-56.

Fortun-Lamothe L, Prunier A, 1999. Effects on lactation, energetic déficit and remating
intervalo on reproductive performance of primiparous rabbit does. Anim Reprod Sci
55, 289-298.

Fortun-Lamothe L, Prunier A, Bolet G, Lebas F, 1999. Physiological mechanisms

92



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

involved in the effects of concurrent pregnancy and lactation on foetal growth and
survival in the rabbit. Livest Prod Sci 60, 229-241.

Fortun-Lamothe L, 2006. Energy balance and reproductive performance in rabbit does.
Anim Reprod Sci 93, 1-15.

Foxcroft GR, Dixon WT, Novak S, Putman CT, Town SC, Vinsky MDA, 2006. The
biological basis for prenatal programming of postnatal performance in pigs. J Anim Sci
84, 105-112.

Freking BA, Leymaster KA, Vallet JL, Christenson RK, 2007. Number of fetuses and
conceptus growth throughout gestation in lines of pigs selected for ovulation rate or
uterine capacity. J Anim Sci 85, 2093-2103.

Gadsby JE, Keyes PL, Bill CH, 1983. Control of corpus luteum function in the pregnant
rabbit: role of estrogen and lack of a direct luteotropic role of the placenta.
Endocrinology 113, 2255-2262.

Gadsby JE, Keyes L, 1984. Control of corpus luteum function in the pregnant rabbit:
role of the placenta (‘Placental Luteotropin’) in regulating responsiveness of corpora
lutea to estrogen. Biol Reprod 31, 16-24.

Garcia ML, Baselga M, 2002. Estimation of correlated response on growth traits to
selection in litter size of rabbits using a cryopreserved control population and genetic
trends. Livest Prod 78, 91-98.

Garreau H, Szendro ZS, Larzul C, Rochambeau de H, 2000. Genetic parameters and
genetic trends of growth and litter size traits in the White Pannon breed. Proceedings
of the 7" World Rabbit Congress, Valencia (Spain) 403-408.

Goodman SB, Kugu K, Chen SH, Preutthipan S, Tilly KI, Tilly JL, Dharmarajan AM, 1998.
Estradiol-mediated suppression of apoptosis in the rabbit corpus luteum is associated
with a shift in expression of bcl-2 family members favoring cellular survival. Biol
Reprod 59, 820-827.

Gdémez EA, Rafel O, Ramon J, 1998. Genetic relationship between growth and litter size
traits at first parity in a specialized dam line. Proceedings of the 6™ World Congress on
Genetics Applied to Livestock Production, Amidale (Australia) 552-555.

Gomez EA, Baselga M, Rafel O, Garcia ML, Ramoén J, 1999. Selection, diffusion and

93



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

performances of six Spanish lines of meat rabbit. Cahiers Options Méditerranéennes
41, 147-152.

Hadsell DL, Bonnette SG, Lee AV, 2002. Genetic manipulation of the IGF-I axis to
regulated mammary gland development and function. J Dairy Sci 85, 365-377.

Hafez ESE, Ishibashi I, 1965. Effect of lactation and age at first breeding on size and
survival of rabbit blastocyst. Int J Fertil 10, 47-55.

Hafez ESE, Tsutsumi Y, 1966. Changes in endometrial vascularity during implantation
and pregnancy in the rabbit. Am J Anat 118, 249-282.

Hoffman LH, Olson DD, Carson DD, Chilton BS, 1998. Progesterone and implanting
blastocyst regulate Muc-1 expression in rabbit uterine epithelium. Endocrinology 139,
266-271.

Holt JA, 1989. Regulation of progesterone production in the rabbit corpus luteum. Biol
Reprod 40, 201-208.

Holt M, Vanger O, Farstad W, 2004. Components of litter size in mice after 110
generations of selection. Reproduction 127, 587-592.

Jobgen WS, Fried SK, Fu WJ, Meininger CJ, Wu G, 2006. Regulatory role for the
arginine-nitric oxide pathway in metabolism energy substrates. J Nutr Biochem 17,
571-588.

Mehaisen GMK, Vicente JS, Lavara R, 2004. In vivo embryo recovery rate by
laparoscopic technique from rabbit does selected for growth rate. Reprod Dom Anim
39, 347-351.

Mgheni M, Christensen K, 1985. Selection experiment on growth and litter size in
rabbits. II. Two-way selection response for body weight at 112 days. Acta Agric Scand
35, 278-286.

Mocé ML, Santacreu MA, Climent A, 2002. Effect of divergent selection for uterine
capacity on progesterone, estradiol and cholesterol levels around implantation time in
rabbit. World Rabbit Sci 10, 89-97.

Mocé ML, Santacreu MA, Climent A, Blasco A, 2004. The effect of divergent selection
for uterine capacity on prenatal survival in rabbits: maternal and embryonic genetic

effects. J Anim Sci 82, 68-73.

94



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

Nisoli E, Clementi E, Paolucci CE, Cozzil V, Tonello C, Sciorati C, Bracale R, Valerio A,
Francolini M, Moncada S, Carruba MO, 2003. Mitochondrial biogenesis in mammals.
The role of endogenous nitric oxide. Science 5608, 896-899.

Pandian AMC, Lambert RD, Roy R, 1988. Immunosupressive effects of rabbit
blastocoelic fluid and embryo culture medium. J Reprod Immunol 13, 221-234.

Peird R, Santacreu MA, Climent A, Blasco A, 2007. Early embryonic survival and embryo
development in two lines of rabbits divergently selected for uterine capacity. J Anim
Sci 85, 1634-1639.

Pope WF, Xie S, Broermann DM, Nephew KP, 1990. Causes and consequences of early
embryonic diversity in pigs. J Reprod Suppl 40, 251-260.

Rabad M, Baselga M, 2010. Inbreeding effect on reproductive traits in four maternal
lines of rabbits. Proceedings of the 9" World Congress on Genetic Applied to Livestock
Production, Leipzig (Germany) ID083.

Rochambeau de H, Bolet G, Tudela F, 1994. Long term selection. Comparison of two
rabbit strains. Proceedings of the 5% World Congress on Genetics Applied to Livestock
Production, Guelp (Canadd) 257-260.

Santacreu MA, Climent A, Gallego M, Fayos L, Blasco A, 1996. Fertilization rate and
early embryo development in two rabbit lines selected for uterine efficiency.
Proceedings of the 6" World Rabbit Congress, Toulouse (France) 2, 355-357.

Santacreu MA, Mocé ML, Climent A, Blasco A, 2005. Divergent selection for uterine
capacity in rabbits. Il. Correlated response in litter size and its components estimated
with a cryopreserved control population. J Anim Sci 83, 2303-2307.

Seshagiri PB, Sen Roy S, Sireesha G, Rao RP, 2009. Cellular and molecular regulation of
mammalian blastocyst hatching. J Reprod Immunol 83, 79-84.

Spencer TE, Burghardt RC, Johnson GA, Bazer FW, 2004. Conceptus signals for
establishment and maintenance of pregnancy. Anim Reprod Sci 82-83, 537-550.

Tao T, Niemann H, 2000. Cellular characterization of blastocysts derived from rabbit 4-,
8- and 16-cell embryos and isolated blastomeres cultured in vitro. Hum Reprod 15,
881-889.

Vicente JS, Viudes-de-Castro MP, Garcia ML, Baselga M, 2003. Effect of rabbit line on a

95



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.1

cryopreservation program by vitrification. Reprod Nut Develop 43, 147-153.
Viudes-de-Castro MP, Garcia-Ximénez F, Vicente JS, 1995. Embryo recovery from
eliminating does of three rabbit strain for an embryo bank. Invest Agr Prod Sanid Anim
10, 145-152.

Wilmut |, Sales DI, Ashworth E, 1986. Maternal and embryonic factors associated with
prenatal loss in mammals. J Reprod Fert 76, 851-864.

Wolfenson D, Blum O, 1988. Embryonic development, conception rate, ovarian
function and structure in pregnant rabbits heat-stressed before or during implantation.
Anim Reprod Sci 17, 259-270.

Xiccato G, Trocino A, Boiti C, Brecchia G, 2005. Reproductive rhythm and litter weaning
age as they affect rabbit doe performance and body energy balance. Anim Sci 81, 289-
296.

Yamauchi J, Miyazaki T, Iwasaki S, Kishi I, Kuroshima M, Tei C, Yoshimura Y, 1997.
Effects of nitric oxide on ovulation and ovarian steroidogenesis and prostaglandin
production in the rabbit. Endocrinology 138, 3630-3637.

Yoshinaga K, 1988. Uterine receptivity for blastocyst implantation. Ann NY Acad Sci
541, 424-431.

96



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.2

Experimento 3.2

97



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.2

98



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.2

3.2. Efecto del genotipo embrionario y materno sobre la supervivencia

embrionaria y fetal

3.2.1. Resumen

En el experimento anterior de esta tesis, se ha demostrado que las hembras de la linea
R presentan diferencias reproductivas respecto a la linea A. En concreto, pese a que las
tasas de ovulacion son similares en ambas lineas, la linea R presenta unas pérdidas
gestacionales muy superiores, llegando éstas hasta casi un 50% en total. Con el fin de
analizar la influencia de los genotipos embrionario y materno en estas pérdidas, se han
realizado transferencias reciprocas de 174 embriones de cada una de las lineas en un
total de 29 hembras adultas. Los resultados muestran que, ademds de presentar unas
tasas de ovulacidn similares, la tasa de recuperacidon embrionaria a 48 horas, tasa de
fecundidad y tasa de desarrollo embrionario a 48 horas son similares en ambas lineas.
Sin embargo, existen diferencias en la supervivencia embrionaria (hasta los 14 dias de
gestacion) que dependen tanto del genotipo materno como del embrionario. De esta
forma, las hembras (efecto genotipo materno) de la linea R y los embriones (efecto
genotipo embrionario) de la linea A presentan el mayor nimero de embriones
implantados. Por su parte, la supervivencia fetal (hasta los 25 dias de gestacion)
también muestra diferencias significativas debidas, en este caso, Unicamente al
genotipo del embridn, siendo superior para embriones de la linea A, utilizando
cualquiera de las dos lineas como receptora (numero de fetos vivos a 25 dias de
gestacion 0,65 + 0,036 para los embriones de la linea R en cualquiera de las lineas
como receptora). No existen diferencias en los pesos de placentas maternas ni en el
peso de la grasa perirrenal de las hembras receptoras. Sin embargo, tanto el genotipo
materno como el embrionario tienen efecto en los pesos de las placentas fetales, que
son superiores tanto para hembras como para embriones de la linea R (3,73 + 0,065 y
3,73 £ 0,064 g, respectivamente), y Unicamente el genotipo embrionario tiene efecto
en el peso fetal, siendo éste superior para los fetos de la linea R. Por ultimo, el analisis

de la ganancia de peso de las hembras entre el dia 14 y el dia 25 de gestacidon fue
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superior en hembras de la linea A, siendo del 42%, respecto al 6% en las hembras de la

linea R.

3.2.2. Introduccion

El efecto de la linea genética en las caracteristicas reproductivas se ha estudiado en
diferentes especies de mamiferos como ratdn, cerdo o conejo. Algunas caracteristicas
como la respuesta a la superovulation en ratén (Ernst et al., 2000), la produccién por
parte del embrién de factores como estradiol o IGF-1 en cerdo (Wilson y Ford, 1997) o
las tasas de fecundidad y de ovulacién en conejo (Torres et al., 1987; Bolet y Theau-
Clément, 1994) dependen de la linea genética utilizada. Peiré et al. (2007)
demostraron que la seleccién divergente en conejo influia en el desarrollo y
supervivencia embrionaria. Estudios realizados mediante transferencias reciprocas
muestran que el genotipo materno y embrionario influye de forma diferente en las
supervivencias embrionaria y fetal. De esta forma, pese a que Bradford (1979) y Pomp
et al. (1989) en ratén, y Kaminski et al. (1996) en cerdo, relacionan la supervivencia
con el genotipo materno, varios autores sugieren que el genotipo del embrién podria
modificar las secreciones uterinas, de forma que las pérdidas prenatales no
dependerian exclusivamente de factores maternos en cerdo (Wilson y Ford, 1997) y
conejo (Hoffman et al.,, 1998). También en conejo, Mocé et al. (2004) muestran un
efecto del genotipo materno tanto en la tasa de implantacion como en Ia
supervivencia hasta los 28 dias de gestacion, aunque también indican que el genotipo
embrionario afecta a la supervivencia fetal en un ambiente materno favorable. De la
misma forma, otros autores muestran que, aunque con menor efecto, el genotipo
embrionario también afecta a la supervivencia embrionaria y fetal. De esta forma,
Moler et al. (1981) en estudios con una linea de ratén seleccionada por supervivencia
embrionaria observaron que, pese a que el genotipo materno presentaba un mayor
efecto, el genotipo embrionario también parecia tener influencia en el niumero de
embriones implantados. Otros autores han demostrado que la supervivencia prenatal
en ratéon no sélo depende del genotipo embrionario, sino que tanto el genotipo
materno como la interaccion entre ambos influyen en este cardcter (Ernst et al., 2000).
Sin embargo, Ashworth et al. (1990) observaron un efecto del genotipo embrionario en
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la supervivencia embrionaria y Youngs et al. (1994) han observado este efecto en
factores como el tamafio embrionario, contenido de ADN y proteinas, etc.,
relacionados con la supervivencia embrionaria en cerdo. Este mismo efecto del
genotipo embrionario en la supervivencia prenatal también se ha observado en ratén

(Moore et al., 1970).

En la bibliografia existen diferentes experimentos realizados con el fin de observar si la
influencia de ambos genotipos difiere en el peso de las placentas o bien, en el peso de
los fetos, ya que estos caracteres influyen finalmente en la supervivencia y en el
tamafio de camada. De esta forma, estudios realizados en cerdo demuestran que,
tanto el genotipo materno como el embrionario influyen en el peso de la placenta fetal
(Biensen et al., 1998; Wilson et al., 1998), mientras que en conejo parece que solo
influye el genotipo materno (Mocé et al., 2004). Cuando el caracter estudiado es el
peso al nacimiento, diferentes trabajos muestran la importancia tanto del genotipo
materno, como del embrionario y de la interaccidn entre ambos (Al-Murrani y Roberts,
1978; Barkley y Fitzgerald, 1990). Por otro lado, el tamafio de camada depende,
exclusivamente, del genotipo materno (Moore et al., 1970; Pomp et al., 1989; Moler et

al., 1981).

En este trabajo se ha realizado un experimento de transferencias reciprocas en
hembras nuliparas pertenecientes a dos lineas de conejo, Ay R, con el fin de analizar la
influencia de los genotipos materno y embrionario en las pérdidas gestacionales, asi
como en el peso de los fetos y de sus placentas maternas y fetales a 25 dias de

gestacion.

3.2.3. Material y métodos

Recuperacion de embriones

Como animales donantes de embriones se utilizaron un total de 68 hembras nuliparas
contemporaneas a las receptoras (también nuliparas), pertenecientes a las dos lineas

genéticas objeto de estudio (33 de la linea A y 35 de la linea R). A cada una de las
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hembras se le inyecté 25 U.l. de eCG de forma intramuscular (Intervet International
B.V., Bowmeer-Holland) con el fin de inducir la receptividad, inseminandola 48 horas
después utilizando una mezcla de eyaculados provenientes de machos de fecundidad
probada de la misma linea de seleccion para aleatorizar el efecto macho. En el
momento de la inseminacion, a la hembra se le inyectd 1 ug de acetato de buserelina
(Hoescht, Marion Roussel, Madrid, Espafia) para inducir la ovulacidn. Estas hembras se
sacrificaron a las 48 horas después de la inseminacién y se recogieron y lavaron los
tractos reproductivos con 5 ml de tampdn fosfato salino Dulbecco (DPBS) a
temperatura ambiente. Los embriones recuperados morfolégicamente normales se
guardaron a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su transferencia en una
hembra receptora. Se anotaron el nimero de cuerpos luteos (tasa de ovulacion) y el
numero de embriones y Ovulos recuperados (tasa de recuperacién), ademas del
momento de desarrollo en el que se encontraban estos embriones. De esta forma,
pudieron calcularse las tasas de recuperacion (numero de embriones y oévulos
recuperados respecto la tasa de ovulacion total observada), de fecundidad (niumero de
embriones recuperados respecto del total recuperado) y de grado de desarrollo de los
embriones de cada una de las lineas genéticas utilizadas (diferenciando entre
embriones de menos de 16 células, y embriones de mas de 16 células o moérulas

tempranas).

Transferencia embrionaria

Un total de 348 embriones (174 de cada una de las lineas de seleccién) fueron
transferidos en 29 hembras adultas, nuliparas y contempordneas de las dos lineas
genéticas sometidas a estudio (15 de la linea Ry 14 de la linea A). Unicamente, las
hembras receptivas (la receptividad fue determinada por el color vulvar) fueron
inducidas a ovular mediante una inyeccion de 1 ug de acetato de buserelina (Hoescht,
Marion Roussel, Madrid, Espafa) 48 horas antes de la transferencia. Las hembras
fueron anestesiadas mediante una inyeccidn intramuscular de 4 mg/Kg de xilacina

(Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Alemania), seguida de una inyeccidn intravenosa en
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la vena caudal de la oreja de 0,4 ml/ Kg de peso de clorhidrato de ketamina (Imalgéne
500, Merial SA, Lin, Francia). Este procedimiento se realiz6 mediante la técnica de
laparoscopia descrita por Besenfelder y Brem (1993). El niumero de embriones
transferidos fue estandarizado a seis por cuerno uterino, de forma que cada hembra
receptora recibié un total de 12 embriones (seis de la linea A en uno de sus oviductos y

seis de la linea R en el otro) (figura 13).

Figura 13. Fotografia realizada en el momento de la transferencia donde se observa cémo se realiza la
transferencia de embriones de 48 horas en el oviducto de la hembra anestesiada.

Laparoscopia de diagndstico gestacional

Todas las hembras receptoras fueron sometidas a una laparoscopia ventral a los 14
dias de gestacion. La anestesia fue inducida del mismo modo que para el
procedimiento de transferencia explicado anteriormente. Las tasas de ovulacion y de
implantacion fueron obtenidas mediante el recuento de cuerpos liteos en el ovario y

de embriones implantados en el utero.

Variables fetales y maternas

Las hembras receptoras fueron sacrificadas a los 25 dias de gestacion. En el momento

de sacrificio se anotaron el peso de la hembra, el peso de la grasa perirrenal, pesos de
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cada uno de los fetos sin placentas ni fluidos y los pesos tanto de la placenta materna
como de la fetal de cada uno de ellos (figura 14). Para cada uno de los cuernos

uterinos, se clasificaron los fetos recuperados segun su estado como fetos vivos, fetos

muertos y placentas en regresion (figura 15).

Figura 14. Fotografia donde se muestran cada uno de los fetos (A), placentas fetales (B) y placentas
maternas (C) obtenidos en un cuerno uterino.

Figura 15. Detalle de placenta materna (*) y placenta y feto en regresion observadas en cuerno uterino.

Analisis estadistico

Tanto las tasas de recuperacion, de fecundidad y de grado de desarrollo, como las de
ovulacion e implantacion a 14 dias de gestacion, ademas de los diferentes pesos
fueron analizados mediante un analisis de la varianza con un modelo lineal

generalizado mediante el paquete informatico SPSS 16.0 software package (SPSS Inc.,

104



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.2

Chicago, lllinois, USA, 2002), incluyendo como efectos fijos la linea genética de la
hembra receptora y la del embridn transferido, asi como su interaccién, ademas de
incluir en el analisis diferentes covariables (tabla 5). Se consideraron significativas las

diferencias que mostraron un p-valor menor de 0,05.

Tabla 5. Variables analizadas (PF: peso de los fetos vivos a 25 dias, PPF: peso de la placenta fetal, PPM:
peso de la placenta materna, DF: diferencia de peso de la hembra entre el momento de laparoscopia y el
de sacrificio) y covariables incluidas en los andlisis (PF: peso de los fetos vivos a 25 dias, TVF: niumero
total de fetos vivos a 25 dias).

Variables analizadas

PF PPF PPM DF
PF + +
Covariables incluidas TVF + + + +
TVFy PF + +

Por otro lado, la implantacién a 14 dias y el niumero de fetos vivos a 25 dias de
gestacion en relaciéon con el nimero de embriones transferidos, se analizaron
mediante una regresion Probit con distribucidon binomial del error que incluyd los
factores linea de la receptora (genotipo materno, Ry A) y linea del embrién (genotipo
embrionario, R y A), ademas de la interaccién entre ambos, asi como la covariable
embriones implantados en el modelo de analisis del nimero de fetos desarrollados a
25 dias. Todos los analisis se realizaron con el paquete informatico SPSS 16.0 software

package (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA, 2002).

3.2.4. Resultados

Respecto a los datos obtenidos en las recuperaciones embrionarias, la tasa de
recuperaciéon fue del 91%. Las tasas de ovulacion de ambas linea fueron similares,
encontrdndose ambas alrededor de 11 foliculos con cicatriz de ovulacidn por hembra.
Por su parte, las tasas de fecundidad se situaron en torno al 90,5% para la linea Ay al
82,1% para la linea R, no siendo significativa esta diferencia. Por ultimo, al calcular las
tasas de desarrollo embrionario tampoco se encontraron diferencias entre las lineas

(tabla 6).
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Tabla 6. Tasas de ovulacion (medida como numero de cuerpos luteos contados en los ovarios), de
fecundidad (en porcentaje) y de desarrollo embrionario (porcentaje de embriones de menos de 16 células
y mérulas tempranas (>16 células)) obtenidas en las hembras nuliparas donantes de embriones de las
dos lineas genéticas estudiadas (medias estimadas * error estdndar) (p<0,05).

n Tasa de Fecundidad <16 células >16 células o Morulas
Ovulacion (%) (%) tempranas (%)
A 39 11,7 £ 0,58 90,5 +5,36 39,4+7,86 57,6 + 8,53
Linea
R 35 11,3+0,53 82,1+5,21 20,8 +£7,63 65,0 + 8,28

Cuando analizamos la proporcién de embriones implantados a 14 dias de gestacion,
ésta fue diferente dependiendo tanto de la linea de la hembra receptora como de la
del embriodn, siendo superior el efecto materno en la linea Ry el efecto embrionario en
la linea A. De esta forma, las hembras de la linea A implantaban 0,64 + 0,036
embriones, mientras que fue de 0,78 + 0,033 en la linea R (tabla 7, datos expresados
en tanto por uno). Por su parte, los embriones que provenian de la linea A presentaron
una tasa de implantacion de 0,78 + 0,032, mientras que fue de 0,65 + 0,033 en la linea
R (tabla 7).

Tabla 7. Tasas de implantacion a 14 dias para las lineas A 'y R como receptoras y como donantes. En la

. . . ,b . ,
tabla se muestran las medias estimadas * error estdndar. “° valores en la misma columna o linea y factor
con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p-valor<0,05)

Tasa de implantacion a 14 dias Efecto genotipo materno
A R
A 0,68 + 0,049 0,61+0,051 0,64 + 0,036b
R 0,86 + 0,038 0,69 + 0,050 0,78 +0,033°
Efecto genotipo embrionario 0,78+0,032° 0,65+ 0,033°
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Por otro lado, al analizar la proporcion de fetos observado en el sacrificio (a los 25 dias
de gestacion), se observé un efecto de la linea genética del embrién, siendo el nimero
de fetos a 25 dias para la linea A superior al de la linea R (0,65 * 0,036 versus 0,53 +
0,038, respectivamente. Tabla 8, datos expresados en tanto por uno). El coeficiente de

la covariable nimero de fetos implantados fue 0,019 + 0,0219 (p > 0,05).

Tabla 8. Numero de fetos vivos a 25 dias para las lineas A 'y R como receptoras y como donantes. En la
tabla se muestran las medias estimadas + error estdndar. ®° valores en la misma columna o linea y factor
con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p-valor<0,05).

Numero de fetos vivos a 25 dias Efecto genotipo materno
A R
A 0,59 + 0,052 0,53 £ 0,053 0,56 + 0,037
R 0,70 £ 0,050 0,52 £ 0,054 0,62 £ 0,038
Efecto genotipo embrionario 0,65 + 0,036° 0,53 ¢ 0,038b

Respecto al analisis de los pesos de los fetos y de las placentas fetales y maternas en el
momento del sacrificio (25 dias de gestacidon), tanto el peso fetal como el peso de la
placenta fetal mostraron diferencias significativas. El peso del feto a 25 dias de
gestacion es afectado por el genotipo embrionario, siendo mayor el peso de los fetos
de la linea R independientemente de incluir como covariable el nimero total de fetos
vivos a 25 dias (tabla 9, coeficiente de la covariable + error tipico: -0,172 + 0,134, p >
0,05). Por su parte, el peso de la placenta fetal dependia tanto del genotipo materno
como del embrionario, siendo mayor en ambos casos para la linea R
independientemente de incluir las covariables nimero total de fetos vivos a 25 dias y
peso fetal. Los coeficientes de ambas covariables fueron, respectivamente, -0,125 +
0,025 (p < 0,05) y 0,111 + 0,011 (p < 0,05), cuando se incluian en el andlisis de forma
independiente y -0,106 *+ 0,020 (p < 0,05) para el nimero de fetos vivos a 25 dias y
0,106 + 0,011 (p < 0,05) para el peso fetal, cuando ambas fueron incluidas en el andlisis

simultaneamente. En cuanto al peso de la placenta materna, no hubo diferencias
107



EXPERIMENTO 3.2

significativas (tabla 9). Los coeficientes de las covariables incluidas en el analisis fueron
0,021 + 0,015 (p > 0,05) para el numero total de fetos vivos y 0,015 + 0,008 para el
peso fetal. Cuando se incluian ambas covariables simultdneamente en el andlisis, sus
coeficientes fueron 0,23 + 0,015 y 0,016 + 0,008 para el nimero de fetos vivos y el
peso fetal, respectivamente, siendo Unicamente esta Ultima significativa. La

interaccion no fue significativa en ninguno de los analisis realizados.

Tabla 9. Pesos de los fetos vivos a 25 dias (PF), de las placentas fetales (PPF) y de las placentas maternas
(PPM) sin covariable, o bien, utilizando como covariable el nimero total de fetos vivos a 25 dias
(subindice TFV), el peso fetal (subindice PF) o ambos (subindice TFV-PF), para las lineas A’y R como

. . , a,b
receptoras y como donantes. En la tabla se muestran las medias estimadas + error estdndar (gramos).
valores en la misma linea y factor con diferente superindice son estadisticamente diferentes. Covariables
estadisticamente significativos estdn sefialados con asterisco (p-valor<0,05).

Linea
Receptora Embrion
A R A R
PF 19,46 + 0,405 18,88 + 0,404 18,64 + 0,382 19,70 + 0,426°
PFrey 19,32 0,417 19,03 + 0,417 18,60 + 0,383" 19,75 +0,427°
PPF 3,52 +0,079" 3,63 +0,079° 3,38 + 0,075 3,77 £ 0,083’
PPFpys 3,42 +0,077° 3,72 +0,077° 3,35 +0,071° 3,80 + 0,079
PPFpgs 3,48 + 0,065 3,65 + 0,065° 3,43 + 0,062 3,70 +0,069°
PPFrpys.pp 3,40 + 0,064° 3,73 £ 0,064° 3,40 + 0,058° 3,73 + 0,065
PPM 1,45 + 0,046 1,56 + 0,046 1,47 + 0,044 1,54 + 0,049
PPMypy 1,46 + 0,048 1,54 + 0,048 1,47 0,044 1,54 + 0,049
PPMp: 1,44 + 0,046 1,56 + 0,046 1,47 0,044 1,53 + 0,049
PPMpy.pes 1,46 + 0,047 1,55 + 0,047 1,48 + 0,044 1,53 + 0,049

Finalmente, se analizo el peso de la hembra en el momento de la laparoscopia (14 dias

de gestacion), asi como el peso ganado por la hembra desde el momento de la
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laparoscopia hasta el sacrificio (25 dias) y el porcentaje de grasa perirrenal que
presentaba la hembra respecto de su peso total en el momento del sacrificio. Como se
muestra en la tabla 10, el peso a los 14 dias de gestacion fue superior en hembras de la
linea R, mientras que el incremento de peso hasta los 25 dias de gestacion fue superior
en hembras de la linea A cuando se incluia la covariable numero de fetos vivos
(coeficiente 0,021 + 0,017, p > 0,05). Por otra parte, ambas lineas presentaron un

porcentaje de grasa perirrenal similar a 25 dias de gestacion.

Tabla 10. Pesos de las hembras receptoras a 14 dias (PC), diferencia entre pesos a 14 y 25 dias sin
covariable (DP) o bien, utilizando como covariable el numero total de fetos vivos a 25 dias (subindice
TFV) y el coeficiente de grasa perirrenal respecto al peso total de las mismas (GR) para las lineas A y R.
En la tabla se muestran las medias estimadas + error estdndar. ® ° valores en la misma columna y factor
con diferente superindice son estadisticamente diferentes (p-valor<0,05).

PC(g) DP (g) DPey (8) GR (%)
A 4,10 +0,115° 0,38 + 0,405 0,42 +0,235° 2,40 + 0,200
Linea
R 5,22 +0,120° 0,08 + 0,405 0,06 + 0,209° 2,50 + 0,200

3.2.5. Discusion

Los estudios de transferencias reciprocas se han utilizado en diversas especies de
mamiferos, como en ratdon (Al-Murrani y Roberts, 1978; Bradford, 1979; Pomp et al.,
1989), cerdo (Ashworth et al., 1990; Youngs et al., 1994; Biensen et al., 1998) o conejo
(Mocé et al., 2004), con el fin de conocer los efectos materno y embrionario en la
supervivencia embrionaria, con resultados controvertidos. En este trabajo se han
realizado transferencias reciprocas aprovechando la independencia de los cuernos
uterinos en conejo de modo que la hembra receptora siempre recibia embriones
pertenecientes a su linea en uno de sus oviductos y el mismo numero de embriones de

la otra linea en el oviducto opuesto.

Al igual que en el experimento anterior, las tasas de ovulacion para ambas lineas

fueron similares, aunque algo menores a las obtenidas anteriormente, probablemente
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debido a la utilizacion de hembras nuliparas en este experimento. Respecto a la tasa
de recuperacién embrionaria, los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos
por otros autores (80% segun Mocé et al., 2004; 96% segun Peird6 et al., 2007). A pesar
de que la tasa de fecundidad no fue estadisticamente diferente para ambas lineas, la
linea R muestra ya a 48 horas post-inseminacion un 82% de embriones en desarrollo,
hecho que observaron Mehaisen et al. (2005) a las 72 horas post-inseminacion,
guienes observaron un porcentaje de moérulas catalogadas como normales de
alrededor del 76,3%, inferior al de otra linea maternal evaluada en ese mismo estudio

(linea V).

Al analizar el efecto materno y embrionario en las tasas de implantacién a los 14 dias
de desarrollo, se observé que tanto el genotipo materno como el embrionario influian
en la supervivencia embrionaria en este momento de la gestacién, siendo superior
para hembras de la linea R (efecto genotipo materno) y para embriones de la linea A
(efecto genotipo embrionario). Acorde a estos resultados y con un estudio similar en
ratén, Barkley y Fitzgerald (1990) mostraron un efecto tanto del genotipo embrionario
como del materno en la supervivencia embrionaria de dos lineas seleccionadas por
crecimiento y por tamaifo de camada, respectivamente. De acuerdo con estos
resultados, la supervivencia embrionaria depende tanto del genotipo embrionario
como del materno. Otros autores muestran resultados similares en ratén (Ernst et al.,
2000) y en cerdo (Kaminski et al., 1996), de forma que los genotipos embrionario y
materno afectan tanto a la supervivencia embrionaria como al desarrollo de estos

embriones.

Sin embargo, los resultados obtenidos a este respecto son contradictorios en la
bibliografia, ya que Youngs et al. (1994) observan Uunicamente un efecto del genotipo
embrionario en raton, indicando que este genotipo podia afectar a caracteristicas del
propio embridon, como su tamafio y su contenido en ADN y proteinas, factores

relacionados con su supervivencia. Ashworth et al. (1990) encontraron resultados
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similares en cerdo, de forma que la supervivencia embrionaria dependia
exclusivamente del genotipo embrionario.

Respecto a la supervivencia fetal, los resultados de este experimento muestran un
efecto del genotipo embrionario, de forma que el nimero de fetos vivos a 25 dias fue
superior para embriones de la linea A (65% respecto al 53% para la linea R). Estos
resultados contradicen lo observado por Mocé et al. (2004), donde la supervivencia
fetal dependia exclusivamente del genotipo materno. Estos mismos autores indican
que el genotipo embrionario influye en la supervivencia fetal Unicamente cuando
existe un ambiente materno favorable. De la misma forma, observaron un efecto del
genotipo embrionario en el peso de la placenta fetal y un efecto materno en el peso
fetal, al contrario de lo observado en este experimento, donde tanto el genotipo
embrionario como el materno presentaron efecto en el peso fetal y en el de la
placenta fetal, siendo superior en ambos casos para la linea R. Resultados similares ya
habian sido observados por otros autores en cerdo (Biensen et al., 1998; Wilson et al.,
1998). El peso de la placenta fetal es interesante dado que Bruce y Abdul-Karim (1973)
relacionaron el peso de la placenta fetal con el desarrollo embrionario y con el peso
fetal, por lo que afecta a la supervivencia en cualquier momento de la gestacién (Beck,

1976; Mocé et al., 2004).

Dado que una de las lineas utilizadas en este experimento ha sido seleccionada por
velocidad de crecimiento (ganancia de peso en el periodo de cebo, linea R), es
interesante sefialar que diferentes trabajos en cerdo relacionan la seleccién por
velocidad de crecimiento con un incremento en la concentracién de IGF-I (Te Pas et al.,
2001 y 2004). De hecho, en la linea R se han encontrado niveles séricos superiores de
IGF-1 a los 12 dias de gestacion respecto a la linea A como muestran los resultados del
experimento anterior. Morel et al. (1994), utilizando una linea de ratén seleccionada
por niveles séricos de IGF-I, observaron que tanto el genotipo embrionario como el
materno afectaban al crecimiento fetal y, por tanto, a la supervivencia. Por otro lado,
Wilson y Ford (1997) demostraron que la cantidad de estradiol que produce el

embridn estd correlacionado positivamente con un aumento de las secreciones
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uterinas, entre las que se encuentra el factor de crecimiento IGF-I, que afecta
directamente al desarrollo embrionario (Lewis et al., 1992). Segun los resultados
obtenidos, parece que el genotipo embrionario afecta de forma fundamental a la
supervivencia a lo largo de toda la gestacién, dado que influye tanto en la tasa de
implantacion, como en el nimero de fetos vivos a 25 dias, en el peso de éstos y en el

peso de la placenta fetal.

Respecto a la ganancia de peso de las hembras a lo largo de la gestacién, se observé
una mayor ganacia de peso entre el dia 14 y el dia 25 de gestacion en las hembras de la
linea A respecto a las de la linea R, incluyendo en el analisis el nUmero de fetos vivos
como covariable, probablemente debido a que las hembras de la linea R presentan
unos pesos superiores a las de la linea A en el momento de la laparoscopia (a 14 dias
de gestacion). Sin embargo, el porcentaje de grasa perirrenal fue similar entre ambas
lineas, por lo que este mayor peso en las hembras de la linea R probablemente sea
debido a un mayor formato de la linea R en origen, y no a un engrasamiento durante la

gestacion.

En conclusidn, la supervivencia embrionaria (como numero de fetos implantados a 14
dias de gestacion), asi como el peso de la placenta fetal a 25 dias dependen tanto del
genotipo embrionario como del materno, mientras que la supervivencia fetal (como
numero de fetos vivos a 25 dias de gestacidon) y el peso fetal es afectado por el
genotipo embrionario. Por tanto, mientras que las pérdidas hasta los 14 dias de
gestacion y la formacion de la placenta fetal dependen de ambos genotipos, la
supervivencia fetal y el peso del feto, relacionado con esta supervivencia, son

afectados por el genotipo embrionario.
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Experimento 3.3

*Este trabajo ha sido publicado en la revista “Reproduction in Domestic Animals” con la siguiente
referencia: Saenz-de-Juano MD, Pefiaranda DS, Marco-Jiménez F, Llobat L, Vicente JS, 2011. Differential
MRNA expression in rabbit in vivo pre-implantatory embryos. Reprod Dom Anim 46, 567-272.
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3.3. Expresion diferencial de ARN mensajero en embriones in vivo

preimplantacionales de conejo

3.3.1. Resumen

Con el fin de estudiar genes relacionados con el desarrollo embrionario y la
implantacion, se evalué la expresion de un grupo de genes relacionados con
pluripotencialidad, angiogénesis, proliferacién, apoptosis y diferenciacion en
embriones de conejo. Para ello, se utilizaron un total de treinta hembras nuliparas de
las que se obtuvieron 184 blastocistos producidos in vivo de 4, 5y 6 dias de desarrollo.
Se utilizaron ocho muestras de blastocistos para cada momento de desarrollo y se
analizé la expresion génica relativa de los transcritos factor de crecimiento vascular
(VEGF), receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico (erbB3), factor de crecimiento
transformante B2 (TGF-B2) y factor de transcripcion Oct4, utilizando la reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (gqRT-PCR). Se observaron
diferencias significativas en la expresion relativa de Oct4, VEGF y TGF-B2 entre los
diferentes dias de desarrollo. Los resultados mostraron un descenso de la expresidon
relativa de Oct4 en el dia 4 y, por el contrario, una sobre-expresion de los transcritos
VEGF y TGF-B2 a los 6 dias. Estos resultados corroboran la importancia tanto de VEGF
como TGF-B2 en el desarrollo embrionario y la implantacién, y sugieren un posible
papel regulador del Oct4 en factores angiogénicos. Por otro lado, no se encontraron
diferencias en la expresidon relativa de erbB3. El estudio de transcritos de genes
especificos en embriones de conejo podria proporcionar nuevos marcadores de
competencia de desarrollo embrionario y quizds, ser utilizado como una nueva

herramienta de estudio de calidad embrionaria y desarrollo in vitro.
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3.3.2. Introduccion

Durante el desarrollo preimplantacional en mamiferos, el zigoto debe convertirse en
un embridon competente y capaz de implantarse (Watson et al., 2004). El desarrollo
embrionario en la etapa de blastocisto y la diferenciacion del Utero es esencial para el
establecimiento de la interaccidn Utero-embrionaria y la progresién del proceso de
implantacion (Paria et al.,, 2001). Hormonas esteroideas, factores de crecimiento,
citoquinas, quimocinas y moléculas de adhesion, entre otros, participan en este
didlogo preimplantacional (van Mourik et al.,, 2009) y por tanto, una modificacion o

ausencia de estas moléculas puede alterar el proceso de implantacién.

Pese a que la duracion del periodo preimplantacional y el tipo de implantacién difiere
entre especies, los eventos iniciales como la aposicidon y adhesién entre embrion y
Utero, son comunes en mamiferos (Bazer et al., 2009). El conejo es un buen modelo
experimental en embriologia y biologia del desarrollo debido a sus caracteristicas
reproductivas (Yang y Foote, 1987). Asi, es posible establecer tanto el momento exacto
de la ovulacion (entre 8 y 10 horas después de la induccion) como la cronologia del
desarrollo del embrion y de los momentos de aposicion y adhesién (Hoffman et al.,
1998; Tao y Niemann, 2000; Lee y DeMayo, 2004). Alrededor del tercer dia, empieza la
formacién del blastocisto que alcanza el cuerno uterino. En los tres dias posteriores,
previo al inicio del proceso de adhesion, el blastocisto se escapa y expande, causando
la reaccion decidual uterina (6-7 dias). El trofoectodermo del conejo crea uniones que
se adhieren y fusionan con la superficie apical (Hoffman et al., 1998). En ese momento,
la placenta coriolantoidea empieza su desarrollo que finalizara alrededor de los 12 dias

de gestacion (Adams, 1960).

El factor de transcripciéon Oct4, codificado por el gen POU5F1, es considerado uno de
los reguladores del sistema de mantenimiento de la pluripotencialidad y es esencial
para el desarrollo embrionario preimplantacional (Nichols et al., 1998; Boiani y
Scholer, 2005). La principal funcion de este marcador es activar o reprimir varios genes
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diana relacionados en muchos casos, con el desarrollo embrionario y fetal (Medvedev
et al., 2008). Debido a su importancia, los patrones de expresién de Oct4 han sido
estudiados durante el desarrollo preimplantacional en numerosas especies, incluido el
conejo (Mamo et al., 2008). Al igual que ocurre en cerdos o bdvidos, en el desarrollo in
vitro de blastocistos de conejo, se ha detectado la expresidén de Oct4 tanto en la masa
celular interna (MCI) como en las células del trofoectodermo (Kirchhof et al., 2000;

Kobolak et al., 2009).

El desarrollo embrionario esta regulado mediante la expresién especifica, tanto
temporal como espacial, de numerosos factores de crecimiento (Dadi et al., 2009). Los
factores de crecimiento epidérmico (EGFs) y sus receptores (erbBs) se expresan en las
células tanto del tracto reproductivo materno como del embridn (Dadi et al., 2009). La
principal funcién de estas moléculas durante el desarrollo temprano embrionario es
activar sefiales de mecanismos especificos intracelulares para el control de la
proliferaciéon celular, diferenciaciéon y prevencion de la apoptosis (Collins et al., 1994).
La familia erbB esta constituida por cuatro receptores tirosin-quinasa (erbB1, erbB2,
erbB3 y erbB4) con una funcién estructural comun pero diferente especificidad de
ligando y actividad quinasa (Carson et al, 2000). Recientemente, estudios de
silenciamiento génico post-transcripcional han mostrado que una disminucién de la
expresion de receptores de EGF produce un fallo en el desarrollo embrionario y en la
formacion de la placenta (Lee y Threadgill, 2009). Ademas, un aumento en la expresion
de erbB en ratdn conduce a un excesivo crecimiento placentario y a defectos en la
fertilidad (Dackor y Threadgill, 2009). Después de invadir el endometrio, las células
trofoectodérmicas son las responsables de alcanzar e invadir el endotelio y de
promover la formaciéon de nuevos vasos sanguineos. El proceso angiogénico en la
implantacion requiere una compleja regulacion molecular en la que intervienen, entre
otros, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Dubinsky et al., 2010). La

expresion de VEGF, dado que es un elemento clave en la regulacién de Ia
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neovascularizacion, se ha detectado en diferentes especies, principalmente en tejido
uterino, aunque también en embriones en estadio de blastocisto (Ferrara et al., 1996;
Ferrara y Davis-Smyth, 1997; Artini et al., 2008). Ademas, se ha observado que
miembros de la superfamilia del factor de crecimiento transformante B (TGF-B) regulan
la proliferacién celular, diferenciacion, adhesién, migracién y muerte celular
(Moustakas y Heldin, 2009). Durante la gestacion, estos factores de crecimiento estan
asociados a procesos de remodelacion del endotelio y desarrollo embrionario (Jones et
al., 2006). Diaz-Cueto y Gertnon (2001) demostraron que los miembros del TGF-B
regulan sucesos relacionados con la maduracion y formacion del blastocisto, asi como
las interacciones entre el embridn y el Utero durante la implantacién. En mamiferos,
existen tres isoformas del TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) y todos ellos se han
detectado en embriones preimplantacionales de ratén (Paria et al., 1992). Entre ellos,
se ha sugerido que el TGF-B2 podria ser necesario para el mantenimiento del
blastocisto diferenciado y receptivo a la implantacion (Paria et al., 1992). El propésito
del presente experimento fue detectar y comparar la expresion diferencial de un grupo
de genes candidatos relacionados con el desarrollo embrionario y la implantacion en

blastocistos de conejo de 4, 5 y 6 dias de desarrollo in vivo.

3.3.3. Material y métodos

Recuperacion de blastocistos

Se utilizaron treinta hembras nuliparas adultas pertenecientes a la linea A con el fin de
obtener embriones preimplantacionales. Se obtuvieron un total de 184 blastocistos
morfolégicamente normales de hembras sacrificadas a los 4, 5 y 6 dias de gestacidn. El
rango de diametros de los blastocistos recuperados a 4, 5 y 6 dias fueron,
respectivamente, de 244-375, 1511-2248 y 2255-2822 um. Para la recuperacién, se

lavaron los cuernos uterinos con 20 ml de tampdn fosfato salino Dulbecco (DPBS),
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suplementado con un 1% de albumina fetal bovina (BSA). Después de dos lavados, los
blastocistos se guardaron Trizol (Invitrogen, S.A., Barcelona, Espafa) con el fin de

proceder a la extraccién de ARN.

Extraccidon de ARN y transcripcion reversa

Se extrajo el ARN total de ocho grupos distintos constituidos por 8-12 embriones de 4
dias de desarrollo, 5-8 embriones de 5 dias de desarrollo y 3 embriones de 6 dias de
desarrollo, utilizando el método de extraccién convencional con fenol/cloroformo
mediante sonicacidon en reactivo Trizol. Con el fin de prevenir la contaminacién por
ADN, el ARN obtenido (250 ng) se sometidé a un tratamiento con desoxirribonucleasa
(sDNA Wipeout Buffer, Qiagen lberia, S.L., Madrid, Espafia). Posteriormente, se realizd
la transcripcion reversa utilizando el kit de transcripcién reversa Quantitec (Qiagen

Iberia, S.L.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cebadores y genes de referencia

Para la PCR cuantitativa a tiempo real, se utilizo el gen de la Histona (H2afz) como gen
de referencia o ‘housekeeping’ dado que la expresidon de su ARN mensajero no varia en
los blastocistos a diferentes dias de desarrollo (Mamo et al., 2008). Para cada uno de
los genes estudiados (VEGF, erbB3, TGF-B2 y Oct4) se utilizaron cebadores especificos.
El tamafio del fragmento amplificado por la PCR fue comprobado mediante el
secuenciador CEQ-8000 (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). El nimero de acceso en
Genebank, asi como la secuencia de los cebadores utilizados, el tamafio del fragmento

amplificado y la referencia bibliografica, en su caso, se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Cebadores utilizados en la PCR a tiempo real, nimero de acceso en GeneBank de los mismos,
secuencia, tamafio del fragmento amplificado, eficiencia y correlaciones de las reacciones, exones
amplificados y referencia, en su caso, para los genes histona (H2afz), transcrito del gen POU5F1 (Oct4),
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico
(erbB3) y factor de crecimiento transformante 82 (TGF-62).

Numero de Tamaiio del

Gen acceso en Secuencia del cebador fragmento Eﬁc(';';c'a Corr;erlza)qon Exones Referencia
GeneBank (pb)
T F5’-AGAGCCGGCTGCCAGTTCC M cal
istona amo et al.
(H2afz) AF030235 85 99,5 0,99 (2008)
R 5’-CAGTCGCGCCCACACGTCC
F 5’-CGAGTGAGAGGCAACTTGG
Mamo et al.

Oct4 NM_001099957 125 100,5 0,94

(2008)
R5’-CGGTTACAGAACCACACACG

F5’-CTACCTCCACCATGCCAAGT
VEGF AY196796 236 108 0,98 1-3
R5’-CACACTCCAGGCTTTCATCA

F5’-GTCACATGGACACGATCGAC
erbB3 AF333179 191 96 0,98 4-6
R5’-AAAGCAGTGGCCGTTACACT

F5’-GACCCCACATCTCCTGCTAA
TGF-B2 NM_001082660 165 98 0,95 6-7
R5’-CACCCAAGATCCCTCTTGAA

Ensayo SYBR Green (PCR cuantitativa a tiempo real)

Con el fin de monitorizar la expresion del ARN mensajero de los genes se utilizd el
método de PCR cuantitativa a tiempo real con el termociclador de Applied Biosystems
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Para ello, se realizé un paso inicial
de 502C durante 2 minutos seguido de una fase adicional de activacion del enzima Taq
polimerasa, que consistio en 952C durante 10 minutos. El protocolo de PCR posterior
consistio en 40 ciclos de 952C durante 15 segundos y 602C durante 60 segundos cada
uno de ellos. Una vez finalizado el protocolo de PCR, el aparato realizé6 un analisis
mediante curva de fusidn o ‘melting curve’ que consiste en un aumento progresivo de
la temperatura desde 60 hasta 952C, con un registro continuo de los cambios en la
intensidad de fluorescencia. El volumen total utilizado para cada reaccion de PCR fue
de 20 pL, compuesto por 5 pL de muestra de ADN diluida, cebadores a derecha e

izquierda (200 nM) y 10 pL de Power Sybr Green PCR Master Mix 2X (Applied

124



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.3

Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Para determinar la expresion relativa de cada uno

-AACt

de los genes candidatos se utilizé el método 2 (Livak y Schmittgen, 2001), utilizando
el gen de la Histona (H2afz) como gen de referencia y la expresion de cada uno de los

genes estudiados en los blastocistos de 4 dias de desarrollo como calibrador.

Analisis estadistico

Una vez comprobada la normalidad de las variables, aquellas no normales (Oct4 y
erbB3) fueron normalizadas mediante una transformacion logaritmica. Las diferencias
de expresion del ARN mensajero se estudiaron mediante un analisis de la varianza
(ANOVA), utilizando el procedimiento de modelo lineal generalizado del software
Statgraphics Plus 5.1 (Addlink Software Cientifico, S.L., Barcelona, Espafia). Se

consideraron significativas las diferencias que mostraron un p-valor menor de 0,05.

3.3.4. Resultados

Se detectaron todos los transcritos de los genes estudiados. La expresion relativa del
grupo de genes analizado a los 4, 5 y 6 dias de desarrollo in vivo fue diferente dado que
alguno de ellos se expresan en un momento de desarrollo concreto. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los blastocistos a 4, 5 y 6 dias de
desarrollo para la expresion de los genes Oct4, VEGF y TGF-B2. La expresion relativa de
Oct4 fue mayor en los blastocistos de 4 dias, disminuyendo en los dias posteriores
(figura 16A). Por el contrario, la expresion de VEGF y de TGF-B2 permanecié estable
durante los dias 4 y 5 de desarrollo, aumentando significativamente en el dia 6 (figuras
16B y C). El andlisis para el erbB3 no mostro diferencias significativas en su expresion

génica relativa entre los tres periodos de desarrollo estudiados (figura 16D).

125



T, T, T e e, "W, N R
EXPERIMENTO 3.3

18 9 i A L B
14 T .
—_ o b
S =
= w
= 10 Q
o e}
@] b >
(] @
3 o
c
'g L8 b ] a
i @ a
[ 0.4 I @ -|—
s s . -
= 1
5 0.2 4 fry}
] ¢
4 5 6 4
Dias de desarrollo in vivo Dias de desan%llo in vivo
10 4 4
_ b C —_— o
= ©
=) S
B 1
m
<@ faa]
i £
& -
5 v
g 3 -
c 4 _‘E
N e
vy
8 a g |
g 2 L =
x a ]
. ]
Q r T T 1 C
5 6 4 5. .
Dias de desarrollo in vive Dias de desarrollo in vive

Figura 16. Expresion relativa del transcrito del gen POU5F1 (Oct4, A), del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF, B), del factor de crecimiento transformante 82 (TGF-82, C) y del receptor 3 del
factor de crecimiento epidérmico (erbB3, D) en diferentes estadios de desarrollo in vivo de blastocistos.
Los valores de abundancia relativa estdn expresados en unidades arbitrarias (ua), mostrando medias
estimadas * error estdndar para ocho réplicas en cada dia de desarrollo. Valores con diferente letra
muestran diferencias estadisticamente significativas para los niveles de expresion del gen (p-valor<0,05).

3.3.5. Discusion

Los resultados muestran una importante divergencia en la expresion de ARN
mensajero en embriones de 4, 5 y 6 dias de desarrollo, de acuerdo con el tamafio del
embrién y la proximidad a la implantacion. Es probable que el gen Oct4 sea el que
mayor efecto tenga en el desarrollo de la potencialidad celular del embrién. También
conocido como gen POU5F1, este gen es un factor de transcripcién nuclear que es
necesario para el mantenimiento de la pluripotencialidad celular, ademas de estar
relacionado con la regulacion de la expresion de otros genes (Boiani y Scholer, 2005;
Medvedev et al., 2008). Recientemente, Kobolak et al. (2009) han estudiado la

expresion de Oct4 en embriones de conejo desarrollados in vitro, encontrando una
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expresion similar en blastocistos tempranos y escapados. En este experimento, sin
embargo, se ha observado una mayor expresiéon en los blastocistos de 4 dias frente a
los de 5y 6 dias, probablemente como consecuencia de las diferencias en las tasas de
desarrollo encontradas entre las condiciones in vitro e in vivo (Adams, 1970; Carney y
Foote, 1991). Por otra parte, otros estudios han demostrado que el cultivo in vitro
puede alterar la expresién de ARN mensajero en embriones (Rizos et al., 2008). De
hecho, la expresion de Oct4 es diferente en blastocistos desarrollados in vitro e in vivo
en ratén (Li et al., 2005) o bdévidos (Purpera et al., 2009). En humanos, se ha
documentado la inhibicidn de la expresion del ARN mensajero de la hormona coridnica
gonadotrdfica (hCG) por parte del Oct4 (Liu et al., 1997). La hormona hCG, producida
principalmente por el trofoblasto, actia como superagonista de la hormona
luteotrdfica (LH), interactuando con el receptor uterino CG/LH (CG/LH-R) (Cameo et
al., 2004). La inmunorreactividad con el receptor CG/LH-R se ha demostrado en el
endometrio de muchas especies, incluido el conejo (Jensen y Odell, 1998). Es conocido
el papel de la hormona hCG en el control directo del reconocimiento materno durante
la gestacion, la regulacion de la tolerancia inmunoldgica y el control de la
diferenciacién trofoblastica (Tsampalas et al, 2010). Por tanto, la reduccion del
transcrito de Oct4 en blastocistos de 5 y 6 dias de desarrollo en comparacion con los
de 4 dias, podria considerarse como consecuencia del mecanismo intrinseco del
embrién para permitir que tenga lugar la implantacién. Ademads, la hormona hCG
también presenta importantes efectos angiogénicos en el endometrio actuando sobre
diferentes factores (Tsampalas et al., 2010). En concreto, en etapas tempranas de la
gestacion, la expresion de VEGF se ha correlacionado con los niveles de estradiol y hCG
(Evans et al., 1998; Torry et al., 2007). El VEGF se ha asociado con el proceso de
angiogénesis de novo y con la conexion de los suministros sanguineos embrionarios y
maternos (Lee y DeMayo, 2004). Aun mas, VEGF se ha detectado en uUtero de conejo a
los 6 dias de gestacion (Das et al, 1997) y, mas recientemente, en blastocistos
humanos (Artini et al., 2008). Ademds de estos resultados, en este trabajo se ha
detectado la expresion de VEGF en blastocistos de 4, 5 y 6 dias de desarrollo,

presentando estos ultimos una expresion mayor. Por tanto, la reduccién de la
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expresion de Oct4 observada a los 5 y 6 dias de desarrollo podria estar asociada con la
mayor expresion de VEGF como consecuencia del incremento de la expresion de genes
relacionados con la hCG. Al igual que en el caso de VEGF, los blastocistos también
presentaron una mayor expresion de TGF-B2 en el sexto dia de desarrollo. El presente
trabajo es el primero que demuestra la expresion de TGF-B2 en blastocistos de conejo
corroborando estudios anteriores donde ya se habia demostrado que la secrecién de
TGF-B2 por parte del blastocisto induce la apoptosis en las células del epitelio uterino,
sugiriendo que este factor juega un importante papel en la sefalizacion embrionaria
durante la adhesion e implantacion (Kamijo et al., 1998; Nowak et al., 2005; Jones et
al., 2006). Junto a esto, TGF-B2 presenta también acciones inmunomoduladoras,
inflamatorias y angiogénicas (Jones et al., 2006; Bian et al., 2007). De hecho, TGF-B2
induce la expresion de VEGF y la secrecion proteica en las células epiteliales
pigmentadas de la retina humana (Nagineni et al., 2003; Bian et al., 2007). De acuerdo
con nuestros resultados, dicha correlacion podria también ocurrir en las células del
blastocisto ya que, tanto la expresidon de TGF-B2 como de VEGF aumentan de forma

significativa en el mismo momento de desarrollo (a los 6 dias de desarrollo).

Como ya se ha descrito anteriormente, debido a su participacién en el didlogo entre el
embrién y el endometrio materno del conejo, la expresidn de factores de crecimiento
durante el periodo preimplantacional es esencial para la implantacién (Paria et al.,
2001). De hecho, tanto TGF-B2 como VEGF y los receptores erbB estan relacionados
con la diferenciacién del trofoblasto (Pidoux et al., 2007). El gen erbB participa en la
activacion especifica intracelular de vias de sefializacion para el control de la
proliferaciéon celular, diferenciacidon y prevencién de la apoptosis (Collins et al., 1994).
Anteriormente, Klonish et al. (2001) detectd la presencia del receptor erbB3 en
blastocistos y Uteros de conejo a los 6 dias de gestacidn. Los resultados del presente
trabajo confirman la presencia de este receptor a los 6 dias y demuestran la expresion
de éste también en los dias cuarto y quinto, pese a que no hemos encontrado
diferencias de expresion entre estos dias de desarrollo. Por ello, nuestros resultados

sugieren que su principal funciéon podria estar mas relacionada con el crecimiento
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embrionario y la diferenciacién del blastocisto para la implantacion. Esta hipotesis es
acorde con otros estudios que indican que, tanto el EGF como sus receptores, juegan
un papel crucial como reguladores en la diferenciaciéon y proliferacion celular (Dadi et

al., 2009).

En conclusidn, los resultados demuestran que la expresion de Oct4, TGF-B2 y VEGF
varia en blastocistos de conejo producidos in vivo entre los dias 4, 5 y 6 de desarrollo.
Sin embargo, la expresion del erbB3 fue similar. La reduccidon de la expresion del
transcrito Oct4 observada en los dias 5 y 6 de desarrollo preimplantacional, en
contraste con la sobre-expresion de VEGF y TGF-B2, podria ser como consecuencia de
una sobre-expresion de genes relacionados con efectos angiogénicos en el endometrio
materno. Sin embargo, el Oct4 es mas que un simple represor de la diferenciacién del
trofoectodermo, ya que regula multitud de genes, bien directamente o bien mediante
la interaccidn con otros factores de transcripcion (Scholer, 1991; Saijoh et al., 1996;
Ben-Sushan et al., 1998; Botquin et al., 1998; Zuccotti et al., 2008). Por otra parte, la
funcién del gen erbB3 esta enfocada a la diferenciacion y maduracion del blastocisto,
lo que parece descartar un papel esencial en la sefializacién embrionaria durante la
adhesién e implantacién. Por consiguiente, el andlisis de transcritos de genes
especificos en embriones preimplantacionales in vivo podria resultar una herramienta
util para futuros estudios sobre la calidad embrionaria y el efecto del desarrollo in vitro

en embriones de conejo.
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3.4. Estudio del efecto del genotipo embrionario en la seleccion del gen de

referencia para la normalizacion de la PCR cuantitativa a tiempo real

3.4.1. Resumen

Para obtener resultados con significado bioldgico fiable, es necesario normalizar los
datos mediante el uso de un gen apropiado como control interno. En conejo, se han
utilizado genes para esta normalizacion, estables tradicionalmente tanto en ovocitos
como en blastocistos en estadios tempranos. Sin embargo, no se ha estudiado de qué
forma afecta el genotipo del embridn a esta estabilidad. Los objetivos de este estudio
han sido: (i) analizar la estabilidad a nivel transcripcional del ARN mensajero para los
genes histona (H2afz) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en
blastocistos de conejo de las lineas A y R, y (ii) estudiar su influencia en el significado
biolégico de las medias obtenidas para un conjunto de transcritos, como son el
POU5F1 (Oct4), receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico (erbB3), factor de
crecimiento transformante B2 (TGF-B2), factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) e interferon y (Ifn-y). Los programas geNorm, NormFinder y BestKeeper
revelaron resultados similares, indicando que ambos genes de referencia (H2afz y
GAPDH) son mas estables en blastocistos de la linea A. Ademas, este estudio indica
que el genotipo embrionario afecta a la expresion del gen diana cuando se utiliza un
Unico gen de referencia para analizar la expresion de ARN mensajero en blastocistos.
Los resultados muestran que el gen GAPDH es mejor que el H2afz para estudios de
expresion génica con diferentes genotipos embrionarios. El factor de normalizacién
derivado de GAPDH y H2afz parece ser el mas apropiado cuando la RT-qPCR se utiliza

en embriones de conejo de diferente genotipo.
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3.4.2. Introduccion

El analisis cuantitativo de la expresion génica es fundamental en muchos campos de la
investigacion bioldgica. Se espera que la comprensidon de los perfiles de expresién
génica proporcione una mayor vision de las complejas redes reguladoras v,
probablemente, conduzca a la identificacion de genes relevantes en nuevos procesos
bioldgicos o relacionados con enfermedades. La reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real (QRT-PCR) es una técnica precisa, sensible y repetible para el andlisis de la
expresion génica (Nailis et al., 2006). Dado que este método permite una alta
resolucion y sensibilidad en la cuantificacién, para obtener resultados seguros es
necesario realizar correcciones en las variaciones de los resultados (Willems et al.,
2008). Se han realizado numerosos esfuerzos con el fin de estandarizar la variabilidad
de la reaccién de RT-gPCR mediante la inclusion de controles para la normalizacién
muestral, utilizando multiples genes de referencia de expresidn estable y mediante
correcciones de la eficiencia de la RT-gPCR asi como de las variaciones entre
experimentos, obteniendo datos experimentales mas reales (Vandesompele et al.,
2002; Goossens et al., 2005; Mamo et al., 2008). Sin embargo, este procedimiento no
esta reconocido como un método robusto y potente para estandarizar las réplicas
biolégicas experimentales, dado que es complicado extraer conclusiones
estadisticamente definitivas con un conjunto de datos limitado como consecuencia de
la elevada variacion entre experimentos (Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002; Pfaffl

etal., 2004; Hellemans et al., 2007).

El propdsito de la normalizacion es reducir la variacion no bioldgica todo lo posible. A
menudo, el investigador necesita evaluar cuidadosamente si un gen de referencia se
expresa de forma estable en el sistema experimental objeto de estudio. Cuando las
medidas de expresiéon de ARN mensajero se normalizan de forma errdnea se produce
una mala interpretacion de los resultados (Schmittgen y Zakrajsek, 2000; Tricarico et
al., 2002). Afortunadamente, se han desarrollado varios algoritmos con licencias libres

enfocados a solucionar este problema. El denominado BestKeeper, basado en una
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herramienta de Excel, analiza la variabilidad en la expresion de los genes candidatos
mediante el cdlculo de la variacién de los datos del ciclo umbral y realizando un andlisis
comparativo basado en numerosas correlaciones emparejadas de todos los genes

candidatos (Pfaffl et al., 2004) (http://www.genequantification.com/bestkeeper.html).

NormFinder es una aplicacion de Visual Basic que ordena el conjunto de genes
candidatos a gen de referencia de acuerdo con la estabilidad de su expresién en un
disefio experimental y un conjunto de muestras determinado (Andersen et al., 2004)

(http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.html).  Por  dltimo, geNorm es,

probablemente, el algoritmo mas utilizado para determinar el gen de referencia mas
estable y calcula el factor de normalizacion de la expresion génica para cada muestra
de tejido basandose en la media geométrica de un nimero determinado por el usuario
de genes de referencia (Hellemans et al, 2007; Scharlaken et al., 2008)

(http://medgen.ugent.be/wjvdesomp/genorm/).

El estudio de la expresidn génica durante el periodo preimplantacional requiere, por
otro lado, disponer de un estandar enddégeno que normalice los niveles de ARN con el
fin de justificar las variaciones observadas (Robert et al., 2002). Los genes que se han
utilizado principalmente como genes de referencia en embriones preimplantacionales
han sido: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), B-actina, 185 rRNA e
histona (H2afz) (Robert et al., 2002; Goossens et al., 2005; Bower et al., 2007). En
concreto, en blastocistos de conejo se han valorado un total de 13 genes de referencia,
resultando el gen H2afz y el gen hipoxantina fosforibosiltransferasa 1 (Hprtl) los que
presentaban una mayor estabilidad (Mamo et al, 2008). Sin embargo, estudios

realizados por Navarrete-Santos et al. (2008) utilizan el gen GAPDH.

El objetivo de este experimento ha sido comprobar si el genotipo embrionario puede

afectar al resultado final de expresién génica relativa y cdmo la normalizacion de genes

seleccionados influye en su significado bioldgico en blastocistos de conejo.
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3.4.3. Material y métodos

Produccion de embriones

Un total de 16 hembras, 8 de la linea Ay 8 de la linea R, se llevaron a la monta con
machos de fertilidad probada de su misma linea. Las hembras se sacrificaron a los seis
dias después de la monta y se recogieron los blastocistos mediante lavado de los
cuernos uterinos con 10 mL de tampdn fosfato salino Dulbecco suplementado con un
2% de suero de albumina bovina. Para cada hembra, los embriones recuperados se
evaluaron morfolégicamente y se agruparon en bloques de cinco embriones
desarrollados correctamente que se almacenaron en solucion RNA later® (Qiagen

Iberia SL, Madrid, Espafia) hasta su extraccion.

Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

Se extrajo el ARN total de cada grupo de embriones mediante el método tradicional de
extraccion con fenol/cloroformo con sonicacién en reactivo Trizol® (Invitrogen S.A.,
Barcelona, Espafia). El ARN total se aisld en cloroformo y se precipitd con isopropanol,
seguido de un lavado con etanol. El ARN se resuspendido en 10 pL de tampdn de
almacenado para ARN (Ambion, Austin, TX), y todas las alicuotas se guardaron a -802C
hasta su utilizacion. Con el fin de prevenir la contaminacién por ADN, el ARN total fue
sometido a un tratamiento con gDNA Wipeout Buffer (Qiagen lberia S.L., Madrid,
Espana) que contiene desoxirribonucleasa y se somete a un paso a 422C durante 5
min. Posteriormente, el ADN complementario se obtuvo a partir de 1 pug de ARN total
utilizando el kit comercial Reverse Transcription Quantitec kit (Qiagen lberia, S.L.,
Madrid, Espafia) y una mezcla de cebadores aleatorios y oligo-dT. Para detectar una
posible contaminacion con ADN, antes de la reaccién de transcripcion reversa, se
realizé una PCR a tiempo real para genes diana utilizando como muestra el ARN total

después del tratamiento con DNAsas.
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Diseno de cebadores y analisis de secuencias

Se seleccionaron dos genes de referencia (H2afz y GAPDH) para la normalizacién en
embriones de conejo, de acuerdo con Mamo et al. (2008) y Navarrete-Santos et al.
(2008). Por otra parte, para la evaluacién de los genes de referencia se utilizaron los
genes POUSF1 (Oct4), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de
crecimiento transformante B2 (TGF-B2), receptor 3 del factor de crecimiento
epidérmico (erbB3) e interferén y (Ifn-y). Se confirmé el tamafio del fragmento

amplificado con electroforesis en gel de agarosa al 2% para todos los genes.

Tabla 12. Secuencias de los cebadores, numero de acceso en GeneBank, tamafio del fragmento
amplificado y referencia de los genes analizados y de los genes de referencia utilizado (H2afz: histona;
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; Oct4: transcrito de POUS5F1; VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular; erbB3: receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico; TGF-82:
factor de crecimiento transformante 82; Ifn-y: interferon y).

NU T n |
Gen Secuencia del cebador (5°-3’) = UL Referencia
acceso fragmento (pb)
. F: AGAGCCGGCTGCCAGTTCC
Histona AF030235 85 Mamo et al.,

(H2afz) R: CAGTCGCGCCCACACGTCC 2008

F: GCCGCTTCTTCTCGTGCAG Navarrete-

GAPDH L23961 144 Santos et al.,
R:ATGGATCATTGATGGCGACAACAT 2004

F: CGAGTGAGAGGCAACTTGG Mamo et al

Oct4 NM_001099957 125 5008 v

R: CGGTTACAGAACCACACACG

F: CTACCTCCACCATGCCAAGT
VEGF AY196796 236
R: CACACTCCAGGCTTTCATCA

Saenz-de-Juano
etal., 2011

F: GTCACATGGACACGATCGAC
erbB3 AF333179 191
R: AAAGCAGTGGCCGTTACACT

Saenz-de-Juano
etal., 2011

F: GACCCCACATCTCCTGCTAA
TGF-62 NM_001082660 165
R: CACCCAAGATCCCTCTTGAA

Saenz-de-Juano
etal., 2011

F: GTCTGCATTCTAGCCACTG
Ifn-y NM_001081991 151
R: ATTCAGGGGCAGTCACAGTT

Llobat et al.,
2011
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Condiciones y analisis de la RT-qPCR

Durante la cuantificacion de los transcritos, el ensayo para cada uno de los genes se
realizd sobre 8 muestras por linea, con un control negativo (donde el ADN
complementario (cDNA) se sustituyd con agua) y un control positivo (muestras con
expresion confirmada previamente). Todos los genes se compararon con el mismo
grupo para evitar variaciones entre ensayos, y todas las cuantificaciones se realizaron
consecutivamente sin interrupcion. Cada muestra se analizd por duplicado y cada
analisis se realizé con una dilucion (1:50) de muestra de cDNA (5 uL), 200 nM de cada
cebador y 10 pL de Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EEUU) en un volumen total de reaccidn de 20 pL. Las condiciones de reaccién
fueron una desnaturalizaciéon de la muestra y una activacion de la polimerasa a 952C
durante 10 min, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacién a 952C durante 15 sec y un
ultimo paso de unidn y extension a 602 durante 1 min. Todas las reacciones se
realizaron utilizando el termociclador a tiempo real 7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EEUU). Con el fin de confirmar la especificidad de los productos de PCR, una
vez finalizada la PCR, se realizaron curvas de fusién o ‘melting curve’ para todos los
genes. Para el calculo de las eficiencias de la PCR, se generaron curvas estandar con
cinco diluciones seriadas de las preparaciones de cDNA obtenidas con todas mezclas
de blastocistos. Las eficiencias de la PCR (E) se calcularon con la ecuacién E = (10¢Y/stope)

-1) x 100.

Analisis de la estabilidad para H2afz y GAPDH

Con el fin de comparar la estabilidad de transcripcion de ARN mensajeros para los
genes H2afz y GAPDH entre ambas lineas, el andlisis estadistico realizado fue el
siguiente. Cada muestra se analizd por duplicado y se utilizé el valor medio del ciclo
umbral (Ct) como dato individual para todos los analisis estadisticos. El Ct y los valores
cuantitativos para ambos genes de referencia se importaron a los programas

informaticos geNorm (version 3.5), NormFinder (version 0.953) y BestKeeper
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(versionl) para el célculo. Cada software mostré la estabilidad de los distintos genes y
de los datos de las curvas estandar de acuerdo con el método correspondiente de cada

uno de ellos.

Expresion relativa para los genes Oct4, VEGF, TGF-B2, erbB3 e Ifn-y

Para evaluar la validez de los genes de referencia, se utilizo la expresion relativa de los
genes mediante el método 22°* (Livak y Schmittgen, 2001), utilizando H2afz y GAPDH,
asi como un factor de normalizacién calculado como la media geométrica de ambos.
Se utilizd la expresion relativa de cada gen en la linea A como calibrador en todos los

analisis.

Analisis estadistico

Los datos de RT-qPCR se analizaron mediante tres analisis independientes de la
estabilidad de los genes de referencia con el software geNorm, NormFinder y
BestKeeper. Estos tres métodos generan una medida de la estabilidad del gen (M) para
cada uno de los genes; geNorm genera un valor arbitrario M para cada gen que,
cuanto mas por debajo de 1,5 esté, mayor estabilidad del gen entre las muestras
representa. De forma similar, NormFinder genera una medida de la estabilidad en la
gue valores bajos indican un aumento de la estabilidad en la expresidn génica y agrupa
las muestras, permitiendo una estimacién directa de variacion en la expresion.
BestKeeper genera coeficientes de correlacién calculados de forma emparejada con
cada gen y un indice BestKeeper (media geométrica de los valores del ciclo umbral (Ct)

para genes de referencia agrupados).

Una vez normalizados los datos mediante una transformacion angular, se analizaron
los datos de expresion obtenidos para las réplicas bioldgicas independientes mediante
un analisis de la varianza (ANOVA), utilizando el paquete informatico SPSS 16.0 (SPSS

Inc., Chicago, lllinois, EEUU, 2002). Se considerd significativo un p-valor menor de 0,05.
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3.4.4. Resultados

Analisis de las eficiencias de la qPCR

Los valores de eficiencias fueron de 108,1% y 109,8% para H2afz y GAPDH,
respectivamente, y los coeficientes de correlacion (r?) fueron de 0,95 y de 0,94 para

H2afz y GAPDH (tabla 13).

Tabla 13.Parametros de la curva estdndar para el gen de la histona (H2afz) y del gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH).

Gen Pendiente (m) Interseccion (b) Eficiencia (E) Correlacién (r?)
H2afz -3,14 16,57 108,1 95,0
GAPDH -3,11 16,11 109,8 94,3

Analisis de la estabilidad de la expresién génica

La comparacion de los resultados obtenidos mediante los tres algoritmos para H2afz y
GAPDH muestra el efecto del genotipo en la expresion génica embrionaria (tabla 14).
Segun estos resultados, ambos genes de referencia, H2afz y GAPDH, resultaron mas
estables para el genotipo de la linea A que para la linea R. El gen H2afz muestra un
pequefio incremento en el rango de estabilidad entre ambos genotipos, siendo mayor

la estabilidad en la linea A.

Tabla 14. Valores de estabilidad de la expresion para los genes de la histona (H2afz) y gliceraldehido-3-
fosfato (GAPDH) para ambos genotipos embrionarios, calculados con los algoritmos geNorm,
NormFinder y BestKeeper.

GeNorm NormFinder BestKeeper
Gen
Linea A Linea R Linea A Linea R Linea A Linea R
H2afz 1,11 1,56 0,33 0,52 1,05 1,98
GAPDH 1,27 1,73 0,76 0,98 1,29 2,33
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Perfiles de expresidn para los genes Oct4, VEGF, TGF-B2, erbB3 e Ifn-y

Los niveles de expresion relativa de Oct4 y VEGF calculados mediante la normalizacion
con H2afz, GAPDH vy el factor de normalizacién (calculado como la media geométrica
de ambos) se muestran en la figura 17 (A y B). El gen de referencia utilizado en la
normalizaciéon afecta al calculo final de la expresidon de Oct4 y VEGF. La normalizacién
utilizando el gen de referencia GAPDH vy el factor de normalizacidén produce resultados
similares. Sin embargo, la normalizacion utilizando H2afz muestra diferencias en los
niveles de los transcritos Oct4 y VEGF en blastocistos entre ambos genotipos. Por el
contrario, los niveles relativos de los transcritos Ifn-y, TGF-B2 y erbB3 fueron similares
entre ambos genotipos independientemente del gen de referencia utilizado para la

normalizacion (figuras 17C, Dy E).
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0,8 4
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endotelio vascular (VEGF, B), en
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Figura 17C, D y E. En las figuras se muestran los niveles de expresion relativa para los genes interferon y
(Ifn-y, C), factor de crecimiento transformante 62 (TGF-82, D) y receptor 3 del factor de crecimiento
epidérmico (erbB3, E) en blastocistos de dos genotipos diferentes normalizados con H2afz, GAPDH o
bien, con la media geométrica de ambos genes de referencia. Los valores de expresion estdn expresados
en unidades arbitrarias (ua), mostrando medias estimadas * error estandar. Los genes de referencia con
diferente letra muestran diferencias estadisticamente significativas para los niveles de expresion génica
(p<0,05).
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3.4.5. Discusion

Tanto las variaciones morfoldgicas como moleculares entre embriones de distintas
especies de mamiferos han sido ampliamente discutidas (Bettegowda et al., 2006;
Kuijk et al., 2007, Mamo et al., 2008). Los efectos del estrés por calor durante el
cultivo, la receptividad uterina y las etapas embrionarias en embriones
preimplantacionales de conejo se han estudiado previamente (Makarevich et al., 2007;
Pierzynski et al., 2007; Mamo et al., 2008), asi como en el experimento anterior. En el
experimento actual, la comparacion de los niveles de expresion en embriones de
conejo entre dos genotipos indicd una diferente estabilidad en la expresién de mRNA
de H2afz y GAPDH, independientemente del algoritmo utilizado. Ambos genes de
referencia se han mostrado mas estables para el genotipo embrionario de la linea A. La
variacion observada podria ser atribuida a las diferencias en los niveles de expresién,
gue pueden cambiar segun el genotipo embrionario, como se ha demostrado en
estudios previos en conejo (Mamo et al., 2008) y ratén (Mamo et al, 2007). Sin
embargo, no puede descartarse la influencia de diferente ambiente uterino entre las
lineas genéticas. La linea R mostrd una elevada mortalidad prenatal que puede
relacionarse con unos patrones esteroidogénicos anormales como se mostro en los
resultados del primer experimento de esta tesis. Esta variabilidad introduce un sesgo
considerable cuando los valores de los genes candidatos se corrigen mediante genes
de referencia inconsistentes (Robert et al., 2002). Por otra parte, Lazzari et al. (2011)
han proporcionado evidencias sobre como el genotipo embrionario afecta a la

expresion génica.

En ovocitos y embriones preimplantacionales de conejo, es preferible el uso de la
media geométrica de tres genes de referencia (H2afz, tirosin 2-
monooxigenasa/triptéfano proteina de activacion 5-monooxigenasa, polipéptido Z
(Ywhaz) y Hprtl) para la evaluacion de los niveles del transcrito Oct4 (Mamo et al.,
2008). En estudios previos, diversos genes (incluyendo B-actina y GAPDH) se han

asumido como genes de referencia universales, sin evaluaciones adicionales, y se han
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utilizado individualmente para normalizar los datos de expresion génica (Hugget et al,,
2005). En embriones de conejo y ratdn, algunos de los genes utilizados para la
normalizacion han resultado inapropiados (Mamo et al., 2007 y 2008). Sin embargo,
diversos estudios en blastocistos de conejo utilizan el gen GAPDH como gen de
referencia (Navarrete-Santos et al., 2008; Fischer et al., 2010; Ramin et al., 2010). No
obstante, la literatura presenta resultados controvertidos en la estabilidad de Ia
expresion génica del gen de la histona (H2afz) y su utilizacion como gen de referencia

en embriones preimplantacionales (Robert et al., 2002; Bettegowda et al., 2006).

Para estudiar el efecto del genotipo embrionario sobre ambos genes de referencia, se
han normalizado los valores de expresién génica de los genes Oct4, VEGF, TGF-2,
erbB3 e Ifn-y, mediante cada uno de estos dos genes de referencia de forma individual
y mediante un factor de normalizacién (media geométrica de ambos genes). Después
de la normalizacion, GAPDH vy el factor de normalizacion presentaron unos patrones de
expresion similares para ambos genotipos embrionarios. Sin embargo, después de la
normalizacion con H2afz, Oct4 y VEGF presentaron una menor expresion para la linea
R. A pesar de que tradicionalmente se ha utilizado un Unico gen de referencia para la
normalizacion, este método se ha criticado en numerosos estudios (Thellin et al., 1999;
Tricarico et al., 2002; Dheda et al., 2005; Bower et al., 2007). El impacto de utilizar un
gen de referencia inapropiado también ha sido discutido (Dheda et al, 2005).
Vandesompele et al. (2002) y Goossens et al. (2005) demostraron el error derivado de
la utilizacién de un unico gen de referencia y propusieron calcular un factor de
normalizacion basado en la media geométrica de, al menos, tres genes de referencia
estables. Sin embargo, el ndmero de genes de referencia utilizados para Ia
normalizacion depende de diversos factores (Vandesompele et al.,, 2002; Mamo et al.,

2008).

Este experimento demuestra el efecto del genotipo embrionario cuando se utiliza un
unico gen de referencia en blastocistos de conejo. Los resultados muestran que el gen

GAPDH es el mas estable de los genes de referencia individualmente, pero la media
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geométrica de los genes H2afz y GAPDH es preferible para la expresion relativa en

blastocistos tardios de conejo en estudios de genotipo embrionario.
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3.5. Andlisis de la expresion de ARN mensajero de genes candidatos relacionados

con las pérdidas gestacionales en blastocistos y tejido endometrial

3.5.1. Resumen

La gestacion es un fendmeno complejo en el que intervienen diferentes factores de
crecimiento, citoquinas y proteinas de adhesidon relacionadas con el desarrollo
embrionario, la diferenciacion y proliferacidn celular, interaccién embrio-endometrial,
angiogénesis, reconocimiento materno-embrionario y crecimiento placentario y
embrionario. En este experimento, se han estudiado las pérdidas preimplantacionales
(hasta el dia 6 de gestacidn), gestacionales (hasta el dia 12 de gestacion) y totales
(desde la ovulacion hasta el parto) en conejas multiparas no lactantes de dos lineas de
conejo seleccionadas genéticamente por diferente criterio (lineas A y R). Por otro lado,
se ha analizado la expresion relativa de factores relacionados con el proceso de
implantacion, como los transcritos Oct4, erbB3, TGF-B2, VEGF e interferén y, en
endometrio y embriones de ambas lineas genéticas a los 6 dias de gestacion, asi como
la expresion relativa de genes relacionados con la gestacidn y el sistema de
senalizacion IGF, como son IGF-I, IGF-Il y sus receptores. Los resultados muestran
similares pérdidas preimplantacionales en ambas lineas. Sin embargo, las pérdidas
gestacionales en la linea R fueron superiores tanto hasta el dia 12 de gestacién como
hasta el parto (9,5 % versus 22,4%, y 25,4% versus 50,2% para las lineas A y R,
respectivamente). En cuanto a la expresion relativa de los distintos factores estudiados
no se observaron diferencias entre ambas lineas ni en endometrio ni en embriones a
los 6 dias de gestacién, excepto para el receptor de IGF-Il que presentd, tanto en
endometrio como en embriones, una expresion menor en la linea R. Esta menor
expresion de IGF-1IR podria ser una posible explicacién de las pérdidas gestacionales.
La conclusién de este trabajo fue que la expresién de IGF-1IR tanto en blastocistos
como en tejido endometrial a los seis dias de gestacidon es menor en la linea R, aunque
el significado bioldgico de este resultado en relacion a las pérdidas gestacionales es

desconocido todavia.
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3.5.2. Introduccion

El desarrollo endometrial y embrionario tienen lugar en un ambiente esteroideo que
provoca la expresion de diversos factores de crecimiento, citoquinas y proteinas de
adhesioén relacionados con el proceso de implantacion (van Mourik et al., 2009). La
identificacion y estudio de estos factores y la interaccion entre ellos podria mostrar su

papel en el éxito o fracaso del proceso implantacional (Yoon et al., 2004).

El desarrollo embrionario estda mediado por genes como Oct4, Nanog y Sox2, o co-
reguladores como Stat3, B-catenina, Myc o Sall4, que activan o reprimen los patrones
de expresion de diferentes genes cruciales para la diferenciacion celular en el
desarrollo embrionario (Schoéler, 1991; Li, 2010). Debido a su importancia, los patrones
de expresidon de Oct4 se han estudiado durante el desarrollo preimplantacional en
numerosas especies, incluido el conejo, mostrando una disminucion en la expresiéon de
Oct4 a lo largo del desarrollo en diferentes trabajos (Kirchhof et al., 2000; Mamo et al.,

2008; Kobolak et al., 2009) al igual que en el tercer experimento de esta tesis.

La proliferacion, diferenciacion y prevencion de la apoptosis en el embrion y células
endometriales estan mediadas por la regulacion tanto espacial como temporal de
varios factores de crecimiento (revision de Collins et al, 1994). Los factores de
crecimiento epidérmico (EGFs) y sus receptores (erbB) se expresan tanto en células
endometriales como en el embrién de rata (Johnson y Chatterjee, 1993; Tamada et al.,
1999), conejo (Klonish et al., 2001) y ratdon (Brown et al., 2004; Dadi et al., 2009).
Recientemente, estudios sobre el silenciamiento génico post-transcripcional han
demostrado que una disminucién en la expresion de erbBs causa fallos en el desarrollo
embrionario y en la formacion de la placenta (Lee y Threadgill, 2009). Un aumento de
la expresion de erbB conlleva una hipertrofia de la placenta, ademas de fallos en la
fecundidad de ratén (Dackor et al, 2009). Por otra parte, TGF-B2 influye en la
maduracion y diferenciacion de los blastocistos, ademas de estar asociado al proceso

de remodelacion endometrial y a la interaccion embrio-endometrial (Kamijo et al.,
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1998; Pauken y Capco, 1999; Diaz-Cueto y Gertnon, 2001; Shooner et al., 2005; Jones
et al., 2006). Después de invadir el endometrio, las células trofoectodérmicas son las
responsables de promover la vascularizacion del endometrio. Los factores de
crecimiento del endotelio vascular (VEGFs) tienen una compleja funcién reguladora de
este proceso angiogénico a nivel molecular (Dubinsky et al., 2010). La expresion de
VEGF, dado que se trata de un mediador de la vascularizacién de novo, se ha detectado
en diversas especies tanto en tejido uterino como en blastocistos (Ferrara et al., 1996;
Ferrara y Davis-Smyth, 1997; Artini et al., 2008). Por otro lado, influye en la adhesidn
celular entre el embrion y el endometrio materno mediante la expresion de
osteopontina e integrina (Lessey, 2002; Reynolds et al., 2005). Ademas de esto, el
sistema de factores de crecimiento similares a insulina (IGF-1y -1l) estd relacionado con
el crecimiento y desarrollo, incluyendo el de placenta y embrion (Blakesley et al.,
1996). Este sistema incluye, ademas de estos dos ligandos, el receptor de IGF (IGF-IR),
el receptor IGF-lIl/manosa-6-fosfato cation independiente (IGF-1IR) y el receptor de
insulina (IR). El receptor IGF-IIR se une especificamente a IGF-1l pero esta desprovisto
de capacidad de transduccién de senal, con lo que su funcién principal con respecto a
la accién del sistema IGF es como receptor que modula la biodisponibilidad de IGF-II
extracelular (Hawkes y Kar, 2004; Scott y Firth, 2004). Por otra parte, IGF-IR estd
considerado mediador de la mayoria de los efectos biolégicos tanto de IGF-I como de
IGF-Il (LeRoith et al, 1995). Se ha observado que IGF-I estimula el crecimiento y
desarrollo durante la embriogénesis en conejo (Herrler et al., 1998) y, junto con IGF-II,
favorece la adaptacién angiogénica para la gestacion (Dupont et al., 2003; Herr et al.,

2003).

El reconocimiento materno-embrionario estd relacionado habitualmente con
diferentes citoquinas que previenen la activacion local de células citotdxicas (Sharkey,
1998). Muchas de estas citoquinas son interferones (Ifn), intimamente relacionados
con el reconocimiento gestacional, como el Ifn-t en rumiantes, Ifn-a en cerdos, Ifn-a e
Ifn—B en humanos vy los interferones Ifn-w e Ifn—y en conejos (Cross y Roberts, 1989;

Aboagye-Mathiesen et al., 1995; Charpigny et al., 1998; Godornes et al., 2007).
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Pese a que la duracidon del periodo preimplantacional y la forma en la que la
implantacion se lleva a cabo difiere entre especies, los sucesos iniciales de este
proceso como la aposicion y anclaje del embridn al endometrio materno son comunes
para todos los mamiferos (Bazer et al., 2009). En este sentido, el conejo es un buen
modelo experimental para el estudio de genes relacionados con el fendmeno de
implantacion debido al conocimiento exacto de su momento de ovulacién, desarrollo
embrionario, aposicion y anclaje en el endometrio materno, ademas de ventajas
adicionales como el hecho de existir lineas genéticas de conejo con eficiencias

reproductivas muy diferentes.

El objetivo de este trabajo fue determinar la expresidon de un conjunto de genes
relacionados con el desarrollo embrionario y el proceso de implantacion en
blastocistos y endometrio a los 6 dias de gestacidn con el fin de identificar genes

candidatos relacionados con las pérdidas gestacionales.

3.5.3. Material y métodos

Disefio experimental

Este experimento fue estructurado en tres experiencias. La primera y segunda
experiencias se realizaron en el Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA) de la
Universidad Politécnica de Valencia, mientras que la tercera se llevd a cabo en el
Departamento de Anatomia y Biologia Celular de la Universidad Martin Luther de
Halle-Saale (Alemania). En la primera de ellas, se caracterizaron las pérdidas
gestacionales de dos lineas de conejo. En las experiencias posteriores se estudiaron,
tanto en blastocistos como en tejido endometrial, las expresiones relativas de los ARN
mensajeros de genes candidatos relacionados con estas pérdidas gestacionales.
Concretamente, en la segunda experiencia se analizd la expresion relativa de ARN
mensajero de un grupo de transcritos relacionados con el desarrollo embrionario y el

proceso implantacional, como son Oct4, receptor 3 del factor de crecimiento
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epidérmico (erbB3), factor de crecimiento transformante B2 (TGF-B2), factor de
crecimiento del epitelio vascular (VEGF) e interferdn y (Ifn-y). Por ultimo, la tercera
experiencia se cuantifico la expresion relativa de genes relacionados con la
sefalizacion via IGF, como son los factores de crecimiento similares a insulina | y Il

(IGF-I e IGF-II) y sus receptores (IGF-IR e IGF-IIR).

Experiencia 1. Tasas de pérdidas gestacionales en las dos lineas estudiadas

Para este estudio se utilizaron un total de 126 hembras multiparas no lactantes. Con el
fin de caracterizar las pérdidas preimplantacionales, se sacrificaron 72 hembras a los 6
dias después de la monta (36 por linea). Tanto los ovarios como el tracto reproductivo
fueron extraidos, anotando el nimero de cuerpos lUteos y los embriones recuperados
después de la perfusidon de los cuernos uterinos con 10 ml de tampdn fosfato salino
Dulbecco (DPBS). Las pérdidas a 6 dias de gestacion se calcularon como la diferencia
entre la tasa de ovulacion y el nimero de embriones recuperados. Ademas, se
determind el tamafio de un total de 48 blastocistos por linea. Para ello, fueron

fotografiados y se midié su diametro medio con el programa Image J (version 1.44).

Las pérdidas gestacionales se estudiaron en las 54 hembras restantes (27 por linea),
tanto hasta 12 dias de gestacion (mediante laparoscopia de diagndstico) como hasta el
parto. Las hembras fueron anestesiadas mediante inyeccion intramuscular de 4 mg/Kg
de xilacina (0,8 ml Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Alemania), seguida de una
inyeccion intravenosa de 0,4 ml/ Kg de peso de clorhidrato de ketamina (Imalgene 500;
Merial, S.A., Lion, Francia). Se anotaron tanto la tasa de ovulacidon, como el nUmero de
embriones implantados. Igualmente, el tamafio de camada al nacimiento fue
registrado para cada una de las hembras. El porcentaje de pérdidas a los 12 dias de
gestacion se calculé como la diferencia entre la tasa de ovulacién y el nimero de
embriones implantados. El porcentaje de pérdidas al parto se calculd como Ia

diferencia entre la tasa de ovulacidn y el tamano de camada.
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Experiencia 2. Expresion relativa de genes relacionados con el desarrollo embrionario

y el proceso de implantacién

Para este estudio se utilizaron un total de 16 hembras nuliparas (8 por linea) que
fueron sacrificadas a los 6 dias de gestacién. Se recuperaron los embriones siguiendo el
procedimiento explicado en la experiencia 1. De cada una de las hembras se utilizaron
cinco embriones catalogados como normales, ademas de una muestra de endometrio
que se obtuvo mediante apertura del cuerno uterino y raspado del endometrio,
almacenando ambas muestras en solucion RNA Later®(Qiagen lberia S.L., Madrid,

Espafia) para su posterior extraccion de ARN.

Extraccion de ARN y transcripcion reversa

El ARN se extrajo de cada grupo de embriones y del tejido endometrial siguiendo la
extraccion tradicional con fenol/cloroformo mediante sonicacidn en reactivo Trizol®.
Con el fin de prevenir la contaminacién por ADN, el ARN extraido (250 ng por muestra)
fue sometido a un tratamiento de un paso con desoxirribonucleasa (Wipeout Buffer,
Qiagen lberia S.L.,, Madrid, Espafia). Una vez realizado esto, se procedido a la
transcripcion reversa con el kit comercial Reverse Transcription Quantitec kit (Qiagen

Iberia, S.L., Madrid, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cebadores y genes de referencia

Se ensayaron cebadores especificos para cada uno de los genes con el fin de evaluar la
expresion relativa de Oct4, erbB3, TGF-B2, VEGF e Ifn-y en blastocistos y los genes
erbB3, VEGF e Ifn-y en tejido endometrial, utilizando en ambos casos, el gen de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia o

‘housekeeping’ (Apparao et al., 2003; Navarrete-Santos et al., 2004) en la reaccidn en
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cadena de la polimerasa a tiempo real cuantitativa (gRT-PCR). El tamafio del
fragmento amplificado con los cebadores ensayados para cada uno de los transcritos
fue evaluado utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio. La secuencia de los cebadores utilizados, el nimero de acceso en GeneBank, el
tamafio del fragmento amplificado y la referencia bibliografica, en su caso, se

muestran en la tabla 15.

Ensayo SYBR Green (PCR cuantitativa a tiempo real)

Con el fin de monitorizar la expresién del ARN mensajero de los genes se utilizo el
método de PCR cuantitativa a tiempo real con el termociclador de Applied Biosystems
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Para ello, se realizd un paso inicial
de 502C durante 2 minutos seguido de una fase adicional de activacién del enzima Taq
polimerasa, que consistid en 952C durante 10 minutos. El protocolo de PCR posterior
consistio en 40 ciclos de 952C durante 15 segundos y 602C durante 60 segundos cada
uno de ellos. Una vez finalizado el protocolo de PCR, el aparato realizd un andlisis
mediante curva de fusién o ‘melting curve’ que consiste en un aumento progresivo de
la temperatura desde 60 hasta 952C, con un registro continuo de los cambios en la
intensidad de fluorescencia para confirmar la especificidad de la PCR. El volumen total
utilizado para cada reaccién de PCR fue de 20 pL, compuesto por 5 uL de muestra de
ADN diluida, cebadores a derecha e izquierda (200 nM) y 10 pyL de Power Sybr Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Las muestras fueron
analizadas por triplicado y para determinar la expresion relativa de cada uno de los

BAC (Livak y Schmittgen, 2001), utilizando el

genes candidatos, se utilizd el método 2
gen GAPDH como gen de referencia para normalizar la expresion de los genes en
blastocisto y endometrio (Navarrete-Santos et al., 2004; Mamo et al., 2008). Como

calibrador, se utilizd la expresion relativa de cada uno de los genes en la linea A.
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Experiencia 3. Expresion relativa de genes relacionados con el sistema de

senalizacion IGF

Se obtuvieron las muestras de un total de 8 hembras nuliparas (4 por linea)
sacrificadas a los 6 dias de gestacion. Los embriones se recuperaron como se describid
en la primera experiencia. Para reducir la variabilidad de las muestras de embriones,
después de agrupar a los embriones de cada una de las lineas, se constituyeron cuatro
muestras con nueve embriones con desarrollo normal, ademas de una muestra de
tejido endometrial de cada hembra, que se almacenaron del mismo modo que las
muestras del apartado anterior. Tanto la extraccion de ARN total, como Ila
transcripcion reversa y el analisis de gRT-PCR se realizaron como se ha explicado
anteriormente. Para determinar la expresion relativa de cada uno de los genes, se

-AACt

utilizé el método 2 y se empled el mismo gen de referencia (GAPDH) y calibrador

(linea A) para la normalizacién.

Analisis estadistico

Para el estudio del efecto de la linea genética en los factores tasa de ovulacidn,
diametro de blastocisto, pérdidas a los 6 dias de gestacién, pérdidas a los 12 dias de
gestacion, pérdidas a parto y expresion relativa de cada uno de los genes, se utilizd un
analisis de la varianza. Previamente al andlisis estadistico, se corrobordé la normalidad
de los datos y todas las variables de expresion relativa de ARN mensajero se
sometieron a una transformacién angular. Se consideraron significativas las diferencias
gue mostraron un p-valor inferior a 0,05 en todos los analisis, que se realizaron

mediante el paquete informatico SPSS 16.0 software package.
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Tabla 15. Secuencias de los cebadores, numero de acceso en GeneBank, tamafio del fragmento
amplificado y referencia, si existe, de los genes analizados y del gen de referencia utilizado (VEGF, como
factor de crecimiento del endotelio vascular; erbB3, como receptor 3 del factor de crecimiento
epidérmico; TGF-82 como factor de crecimiento transformante 82; Oct4 como transcrito del gen
POUS5F1; Ifn-y como interferén gamma; GAPDH como gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gen de
referencia); IGF-I como factor de crecimiento similar a la insulina I; IGF-Il como factor de crecimiento
similar a la insulina Il; IGF-IR como receptor | del factor de crecimiento similar a la insulina y IGF-IIR como
receptor Il del factor de crecimiento similar a la insulina).

Nimero de Tamaiio del
Gen Secuencia del cebador (5°-3’) fragmento Referencia
acceso
(pb)
F: CTACCTCCACCATGCCAAGT Saenz-de-Juano
444 R: CACACTCCAGGCTTTCATCA AY196796 236 etal., 2011
F: GTCACATGGACACGATCGAC Saenz-de-Juano
erbB3 . AAAGCAGTGGCCGTTACACT AF333179 191 etal., 2011
F: GACCCCACATCTCCTGCTAA Saenz-de-Juano
ER R: CACCCAAGATCCCTCTTGAA NM_001082660 165 etal., 2011
F: CGAGTGAGAGGCAACTTGG Mamo et al.,,
(035 R: CGGTTACAGAACCACACACG NM_001099357 125 2008
F: GTCTGCATTCTAGCCACTG
fa-v R ATTCAGGGGCAGTCACAGTT NM_001081991 151
F: GCCGCTTCTTCTCGTGCAG Navarrete-Santos
(ol R: ATGGATCATTGATGGCGACAACAT 123961 144 etal., 2004
IGF-1 F: TGGTGGATGCTCTTCAGTTCGTGT NM_001082026.1 237
R: GCTGATACTTCTGAGTCTTGGGCA
F: TGGAAGAACTTGCCCACGGAG
IGF-1I R: GCTGCATTGCTGCTTACCGC NM_001171406.1 286
F: CCCAAGCTCACGGTCATCACTG Navarrete-Santos
ezl R: ATGGGCTTCTCCTCCAAGGTCC EF616472 347 etal., 2008
F: CGGCATGGCAACCTGTATGACC "
s R: TGTCGATGGTCGGGCAGATGTC 127

*Datos cedidos pero no publicados por Navarrete-Santos et al.

3.5.4. Resultados

Experiencia 1. Tasas de pérdidas gestacionales en las dos lineas estudiadas

Las dos lineas genéticas de conejo estudiadas presentaron similares tasas de ovulacion
y pérdidas preimplantacionales en el dia 6 de gestacion (12,9 + 0,33 versus 12,3 £ 0,32,
y 11,9 + 3,5 versus 16,6 3,5 para las lineas A y R, respectivamente). Lo mismo ocurrid
con el didmetro medio de los blastocistos (2770 + 50 um). Sin embargo, estas dos
lineas genéticas presentaron diferencias significativas en sus pérdidas gestacionales,

tanto a 12 dias de gestaciéon como a parto. Las hembras de la linea R mostraron
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pérdidas gestacionales en ambos periodos superiores a las observadas en las hembras
de la linea A(9,5+4,2% vy 25,4 +5,6%, 22,4 + 4,0 % y 50,2 £ 5,4 % hasta el dia 12 de
gestacion (pérdidas gestacionales) y hasta el parto (pérdidas totales) para las lineas Ay
R respectivamente). En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos de tasas de

ovulacion y pérdidas gestacionales a lo largo de la gestacion para ambas lineas.

Tabla 16. Tasa de ovulacion, diametro de blastocistos a 6 dias de desarrollo in vivo y porcentajes de
pérdidas gestacionales calculado como la diferencia entre la tasa de ovulacién (TO) y el numero de
blastocistos a los 6 dias, numero de embriones implantados a los 12 dias y tamafio de camada para las
lineas A y R. Los datos se expresan como medias estimadas # error estdndar. n: nimero de datos. © b
Valores con superindice distinto en las columnas indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05).

Didmetro de blastocistos Tasas de pérdidas gestacionales

10 a 6 dias (um) Adia 6 A dia 12 A parto
A 12,9+0,33 2768 + 50 11,9 +3,5 9,5+4,2° 25,4 +5,6°
Linea M (62) (36) (36) (26) (26)
R 12,3+0,32 2772 +50 16,6 £ 3,5 22,4 +4,0° 50,2 +5,4°
(n) (64) (36) (36) (28) (28)

Experiencia 2. Expresion relativa de genes relacionados con el desarrollo embrionario

y el proceso de implantacién

Se detectaron todos los transcritos estudiados en las muestras de blastocistos para
ambas lineas. Sin embargo, éstas no presentaron diferencias significativas en Ia
expresion relativa de los genes sometidos a estudio (figura 18). Lo mismo ocurrid con
la expresidon relativa de los transcritos estudiados en las muestras endometriales

(figura 19).
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Figura 18. Expresion relativa en
blastocistos del transcrito del factor
de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), del receptor 3 del factor de
crecimiento epidérmico (erbB3), del
interferén y (lfn-y), del factor de
crecimiento transformante 82 (TGF-
8) y del gen POU5F1 (Oct4), en las
diferentes lineas de conejo
estudiadas. Los valores de
abundancia relativa estdn
expresados en unidades arbitrarias
(ua), que muestran las medias
estimadas + error estdndar para
ocho réplicas de cada una de las
lineas estudiadas (p<0,05).

Figura 19. Expresion relativa en
endometrio del transcrito del factor
de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), del receptor 3 del
factor de crecimiento epidérmico
(erbB3), y del interferdn y (Ifn-y) en
las diferentes lineas de conejo
estudiadas.  Los valores de
abundancia relativa estan
expresados en unidades arbitrarias
(ua), que muestran las medias
estimadas * error estdandar para
ocho réplicas de cada una de las
lineas estudiadas (p<0,05).

Experiencia 3. Expresion relativa de genes relacionados con el sistema de

sefalizacion IGF

Se encontrd un patrén similar de expresion relativa de los transcritos relacionados con

el sistema de senalizacién IGF, IGF-I, IGF-Il e IGF-IR, tanto en blastocistos como en

tejido endometrial de ambas lineas genéticas. Sin embargo, encontramos diferencias

estadisticamente significativas en la expresidn relativa del receptor IGF-1IR entre las

lineas de conejo estudiadas tanto en blastocistos como en endometrio, siendo esta

expresion inferior en la linea R (figuras 20y 21).
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Figura 20. Expresion relativa en blastocistos de los factores de crecimiento similares a insulina (IGF-I e
IGF-11), asi como sus receptores (IGF-IR e IGF-IIR) en las diferentes lineas genéticas de conejo estudiadas.
Los valores de abundancia relativa estdn expresados en unidades arbitrarias (ua), que muestran las
medias estimadas # error estdndar para las ocho réplicas en cada linea de conejo estudiada. © ® Valores
con diferente superindice difieren estadisticamente (p<0,05).
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Figura 21. Expresion relativa en endometrio de los factores de crecimiento similares a insulina (IGF-I e
IGF-11), asi como sus receptores (IGF-IR e IGF-IIR) en las diferentes lineas genéticas de conejo estudiadas.
Los valores de abundancia relativa estdn expresados en unidades arbitrarias (ua), que muestran las
medias estimadas # error estdndar para las ocho réplicas en cada linea de conejo estudiada. © ® Valores
con diferente superindice difieren estadisticamente (p<0,05).
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3.5.5. Discusion

Las pérdidas gestacionales en conejo se han estimado alrededor del 14% desde la
fecundacion hasta el momento de implantacion en el endometrio (alrededor del dia 7
de gestacion) y entre el 20 y el 30% hasta el final de la gestacién (Adams, 1960; Tao y
Niemann, 2000; Mocé et al., 2004; Santacreu et al., 2005). En este experimento, los
resultados en las pérdidas preimplantacionales (hasta el dia 6 de gestacién) han sido
similares para ambas lineas, pero las pérdidas tanto hasta el dia 12 de gestacion como
hasta el final de la misma han sido mucho mayores para la linea R. Los efectos
negativos de la selecciéon por velocidad de crecimiento en las caracteristicas
reproductivas, como la tasa de ovulacion o la supervivencia embrionaria, ya se habian
descrito previamente en ratén (Ernst et al., 2000), pero la correlacidn genética entre
ambas son contradictorias (Blinger et al.,, 2005). La elevada ganancia de peso post-
destete de la linea R respecto de la linea A (48,1 g/dia frente a 37,5 g/dia, Gdmez et al.,
1999) podria tener consecuencias en sus caracteristicas reproductivas, pero todavia no
se ha demostrado una posible correlaciéon genética. Las estimas genéticas de los
parametros son, a menudo, insuficientes para concluir una relaciéon concreta entre
ellos. En este sentido, las estimas de las correlaciones genéticas en conejo son
inconsistentes, y se han observado estimas tanto positivas como negativas,
posiblemente dependiendo de Ila linea utilizada o el criterio de seleccidn.
Recientemente, se ha observado una moderada y negativa correlacién genética entre
la ganancia de peso post-destete y los pardmetros espermaticos (Lavara et al., 2008a y
2008b). En contraste con estos resultados, Lavara et al. (2011) concluyen que no
existen evidencias suficientes que sugieran que la seleccidn por ganancia de peso o
velocidad de crecimiento tenga un impacto negativo en la produccion espermatica y

son necesarios mas datos para mejorar las correlaciones genéticas.

En el conejo, las pérdidas gestacionales posteriores al sexto dia de gestacion dependen
tanto del genotipo materno como del embrionario como demuestran los resultados

del segundo experimento de esta tesis, aunque la relativa importancia de cada uno de
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ellos es todavia desconocida (Wilson y Ford, 1997; Hoffman et al., 1998; Mocé et al.,
2004). En este experimento, se ha estudiado la expresion relativa de determinados
genes relacionados con el fendmeno de implantacion en blastocistos y en tejido
endometrial en momentos inmediatamente anteriores a ésta. El tercer experimento
de esta tesis mostréo una mayor expresion relativa de Oct4 en blastocistos a los 4 dias
de desarrollo in vivo frente a los de 5 y 6 dias. La expresidn del transcrito Oct4 en
blastocistos se ha relacionado con la diferenciacion celular y como sefial de calidad
embrionaria en numerosas especies (Dode et al., 2006). En este experimento, no se
han encontrado diferencias en la expresion de Oct4 en los blastocistos de ambas lineas
a los seis dias de gestacion. Por otro lado, el Oct4 podria silenciar la expresion del ARN
mensajero de genes como interferones o VEGF, o bien inhibir la expresién de la
hormona coridnica gonadotrofica (hCG) (Liu et al.,, 1997; Yamamoto et al., 1998). Estos
resultados podrian explicar en parte, el hecho de que la expresion de los transcritos
VEGF e Ifn-y también sea similar en blastocistos de ambas lineas. De la misma forma, la
expresion de factores de crecimiento como el TGF-B2, esencial para la implantacién
embrionaria y erbB a través de su receptor erbB3, relacionado con la activacion de la
sefial que controla la proliferacién celular, diferenciacion y que previene la apoptosis
(Collins et al., 1994; Kamijo et al., 1998; Klonish et al., 2001; Paria et al., 2001), han
presentado similares niveles de expresion tanto en blastocistos como en endometrio
de ambas lineas. Estos resultados podrian explicar las similares pérdidas
preimplantacionales (hasta el dia 6 de gestacion) en ambas lineas, pero no las
diferencias en las pérdidas hasta el dia 12 y hasta el parto. Probablemente, el sexto dia
de gestacion no sea el mejor momento para explicar las pérdidas post-
implantacionales observadas hasta el dia 12 y hasta el parto. En conejo, a partir del
sexto dia de gestacidn, existen dos momentos criticos para la supervivencia fetal. El
primero se sitla entre los dias 8 y 12 de gestacidn, cuando tienen lugar los fendmenos
de adhesién endometrial, reaccion decidual y los primeros pasos de desarrollo de
placentas hemocorial y fetal. El segundo, entre los dias 17 y 24, corresponde al periodo
de crecimiento uterino, cuando la placenta hemocorial ha finalizado su desarrollo y la

nutricién fetal comienza a ser controlada por la placenta. Podrian ser interesantes
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futuros estudios de la expresion de ARN mensajero en la placenta hemocorial entre los
dias 12 y 17 de gestacidn, con el fin de conocer las causas de sus elevadas pérdidas

gestacionales en la linea R.

Cuando se ha estudiado la expresion genes relacionados con el sistema de sefializacion
IGF (IGF-1y —Il, y sus receptores) en relacién a las pérdidas gestacionales hasta el dia 12
de gestacion y hasta el parto, Unicamente el IGF-IIR presentd expresion relativa
diferente en ambas lineas genéticas, siendo ésta menor en la linea R. IGF-IIR es
importante para el control del crecimiento embrionario y para la internalizacion vy
degradacion de IGF-Il extracelular (revisiones de Braulke, 1999; Hassan, 2003). Sin
embargo, la relaciéon de este receptor con la sefalizacién de IGF-Il no se conoce
totalmente. IGF-IIR une IGF-Il con elevada afinidad pero interactia de forma minima
con IGF-1y no se une a la insulina (Zhou et al., 2003). Ratones knock-out para el gen de
este receptor presentan mayores niveles séricos y tisulares de IGF-Il, ademas de un
incremento de peso al nacimiento (140% mas que ratones control), y una inusual tasa
de muerte perinatal (Lau et al., 1994; Wang et al., 1994; Ludwing et al., 1996; Louvi et
al., 1997). La linea R presenta un incremento de peso tanto a 25 como a 30 dias de
gestacion respecto a la linea A (105% y 110%, respectivamente) (Vicente JS, datos no
publicados). La mortalidad observada en ratones knock-out en ausencia de IGF-IIR
parece ser causada por un exceso de IGF-Il que se une a IGF-IR en ausencia de IGF-IIR
(Ludwing et al., 1996; Louvi et al., 1997). Esto podria explicar parte de las pérdidas
gestacionales de la linea R, pero se deberian analizar tanto los niveles séricos de IGF-II

como los niveles de expresidon de su receptor en la placenta.

En resumen, las diferencias gestacionales encontradas entre las dos lineas de conejo
estudiadas no pueden ser explicadas por el patron de expresion de estos genes
candidatos, relacionados con el proceso implantacional y, Unicamente la expresidon
génica de IGF-IIR en blastocistos y endometrio a los seis dias de gestacion es menor en
la linea R. Seran necesarios estudios posteriores del transcriptoma mediante la

utilizacion de microarrays o bien, mediante secuenciacion de ARN a escala masiva, en
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momentos posteriores al dia 6 de gestacion para definir tanto la expresién diferencial
como la inmunolocalizacidon tanto en blastocistos como en endometrio o, incluso, en
tejido placentario, con el fin de evaluar el papel relativo de otros genes candidatos en

las pérdidas gestacionales observadas.
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La fisiologia y parametros reproductivos, pautas de comportamiento y docilidad hacen
del conejo, ademds de un modelo biomédico, una especie de interés ganadero. Como
en otras especies ganaderas, se han desarrollado sistemas productivos intensivos
basados en la seleccidn genética, en la adecuacion de dietas, en el control de factores

ambientales y en el desarrollo de técnicas y manejos reproductivos propios.

La organizacion de la mejora genética en conejo se ha realizado tradicionalmente
mediante el cruce a tres vias, siendo el producto final procedente del cruce entre dos
lineas maternales seleccionadas por tamafio de camada y un macho procedente de
una linea paternal seleccionada por velocidad de crecimiento (ganancia de peso diaria
durante el cebo) (Baselga y Blasco, 1989). Dado que estos dos caracteres son
fundamentales para la productividad, es necesario conocer la repercusién genética
gue el programa de seleccién por velocidad de crecimiento tiene sobre el otro
caracter. Hasta el momento, los estudios sobre la correlacién genética entre caracteres
de crecimiento y reproductivos en el conejo han ofrecido a menudo resultados
contradictorios, existiendo estudios con correlaciones positivas (Mgheni y Crhistensen,
1985; Camacho y Baselga, 1990) y negativas (Rochambeau et al., 1989), aunque
siempre las estimas de las correlaciones en uno u otro sentido han sido bajas. Algunos
estudios en machos han establecido correlaciones negativas entre caracteres de
crecimiento y calidad espermatica. Asi, Lavara et al. (2008) muestran una correlacién
negativa en la linea R entre la velocidad de crecimiento y caracteristicas espermaticas,
como produccion o calidad seminal, no obstante éstas no fueron constatadas

posteriormente para los parametros de produccion espermatica (Lavara et al., 2011).

Por lo tanto, es dificil establecer si el proceso de seleccién en conejo puede tener
consecuencias sobre la eficiencia reproductiva, mas aun si puede alterar la
supervivencia prenatal y, consecuentemente, el tamafio de camada. Wilmut et al.

(1986) ya indicaban la importancia de caracterizar y definir las causas de las pérdidas
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gestacionales desde el punto de vista bioldgico, para entender el motivo por el que
persisten a pesar de la seleccion natural enfocada a conseguir una reproduccién
eficiente, o bien desde el punto de vista practico, utilizando este conocimiento para
aumentar la supervivencia embrionaria. La linea R, seleccionada en la Universidad
Politécnica de Valencia bajo el criterio de ganancia media diaria (Estany et al., 1992)
presenta, segin hemos observado, graves deficiencias reproductivas, fallos en la
induccion de la ovulacién y un bajo tamano de camada a pesar de presentar tasas de
ovulacion, fecundacion y desarrollo embrionario hasta las 48 horas similares a la linea

A o linea control.

La induccién de la ovulacion en el conejo es un proceso en el que el desarrollo
folicular, la coordinacidon neuro-endocrina y el comportamiento sexual confluyen para
hacer de esta especie una especie eficaz desde el punto de vista reproductivo. Pese a
ser utilizada en un manejo reproductivo tradicional (las hembras con signos de
receptividad son llevadas a la jaula del macho v, tras al menos dos montas efectivas,
devueltas a sus jaulas), en la linea R tan sélo un 70% de las hembras ovularon,
resultado inferiores a los de la linea A, que presentd unos valores de induccién de la
ovulacion del 86%, tal como se muestra en el primer experimento. Estos fallos de
induccion de la ovulacién podrian deberse, por un lado, a una insuficiente sensibilidad
hipotaldmica-hipofisaria al 17B-estradiol, o bien, a causa de un deficiente reflejo
neuro-endocrino que provoque la secrecion de GnRH y la correspondiente descarga
hipofisaria de FSH/LH. Sin embargo, cuando se utiliza inseminacion artificial, de forma
qgue la ovulacion se induce con analogos de GnRH, las dos lineas se comportan de
forma similar. Estos resultados parecen indicar que los fallos de ovulacion de la linea R
no son a causa de deficiencias a nivel de los receptores hipofisarios o foliculares de LH,
sino que estan mas relacionados con factores que intervienen en la actividad
hipotaldamica, como los factores de crecimiento similares a insulina (IGF), leptina u
otros factores relacionados con la esteroidogénesis (Shen et al., 2007; Navarrete-

Santos et al., 2008; Schmidt et al., 2008). Esta hipdtesis deberd estudiarse en futuros
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trabajos y tenerse en cuenta cuando se utilice la linea R para experimentos

posteriores.

Para analizar el tamafio de camada de la linea R vy, tras determinar que la tasa de
ovulacion no fue diferente entre las lineas A y R, independientemente de que las
hembras utilizadas fuesen nuliparas o multiparas, al igual que ocurrid con el porcentaje
de fecundidad (82% para la linea R y del 90% para la linea A), se profundizé en los

procesos de implantacion y posterior desarrollo.

El desarrollo embrionario hasta 48 horas fue similar entre ambas lineas, que
presentaron estadio de mdrula temprana (>16 células) entre un 60 y un 65%. Tampoco
existen diferencias entre las lineas A y R respecto a las pérdidas embrionarias hasta el
sexto dia de gestacidn, siendo éstas del 12% para la linea A y del 17% para la linea R,
acordes con las publicadas en la bibliografia, que sitian las pérdidas hasta el séptimo

dia alrededor del 14% (Tao y Niemann, 2000; Santacreu et al., 2005).

Sin embargo, tal y como demuestran los resultados del primer y ultimo experimento,
el nimero de embriones implantados a los 12 dias de gestacion es mucho menor en las
hembras de la linea R. Mientras que la linea A presenta unas pérdidas del 10%, la linea
R presentd unas pérdidas de entre el 20% y el 30%. Durante la gestacién, las pérdidas
en la linea R siguen siendo mayores que en la linea A, de forma que si se estudian las
pérdidas desde el dia 12 de gestacidn hasta el parto, éstas ascienden al 50% en la linea
R frente a un 25% de la linea A, siendo estas ultimas similares a las publicadas por
otros autores (Adams, 1960; Santacreu et al., 2005). En el primer experimento se
estudid la distribucion de estas pérdidas de forma que, a lo largo de toda la gestacion
(pérdidas gestacionales), la linea R presenta un porcentaje del 60%, frente a un 30%
para la linea A. Respecto a las pérdidas perinatales, calculadas como el porcentaje de
gazapos vivos respecto de todos los gazapos nacidos, también fueron mayores en la

linea R. Con estos datos, la linea R presentd unas pérdidas implantacionales, fetales,
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gestacionales y perinatales de 30%, 40%, 60% y 15% respectivamente, resultados no

habituales en la bibliografia.

Por otro lado, los niveles séricos de 17B-estradiol fueron inferiores en la linea R
respecto a la linea A tanto a 12 como a 24 dias de gestacién. Estos resultados podrian
explicar, parcialmente, las pérdidas fetales que ocurren en este periodo, dado que el
estradiol regula, entre otros procesos, la secrecion de progesterona, esencial para el
mantenimiento de la gestacidn. De hecho, los niveles de progesterona a 24 dias fueron
inferiores en la linea R, lo que podria indicar que esta linea no mantiene unos niveles
de progesterona suficientes para mantener la gestacion de un numero de fetos similar

alos de la linea A (Browning y Wolf, 1981; Gadsby y Keyes, 1984).

Con el fin de determinar si las pérdidas gestacionales de la linea R dependian del
genotipo materno o del embrionario, se disefid el segundo experimento de esta tesis,
donde se realizaron transferencias reciprocas entre las lineas R y A. Los resultados
obtenidos demostraron que el genotipo materno afecta no sélo a la tasa de
implantacion, sino también al peso de la placenta fetal, factor determinante de la
supervivencia embrionaria (Bradford, 1979; Klindt y Maurer, 1986; Pomp et al., 1989).
El efecto del genotipo embrionario parece fundamental en todas las etapas de la
gestacion, ya que se ha observado su influencia tanto en la tasa de implantacién a 14
dias, como en el numero de fetos vivos a 25 dias y en el tamafio de la placenta fetal.
Resultados similares ya han sido publicados por otros autores en otras especies como
cerdo (Ashworth et al, 1990; Biensen et al., 1998; Wilson et al., 1998) o ratén
(Hetherington, 1971; Al-Murrani y Roberts, 1978). Sin embargo, otros autores
observaron mayor importancia del genotipo materno en otras lineas de conejo,
seleccionadas por diferentes criterios (Mocé et al., 2004). De esta forma, la linea R
presenta un efecto en la supervivencia embrionaria hasta los 14 dias y en la
supervivencia fetal hasta los 25 dias, tanto si sus embriones se transfieren a su misma

linea, como si se transfieren a la linea A. Sin embargo, las hembras de la linea R
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favorecen el porcentaje de embriones implantados, ya sean éstos de su misma linea o

de la linea A.

En resumen, este primer bloque de experimentos pone de manifiesto que las pérdidas
después de la implantacién, en las que influye tanto el genotipo embrionario como el
materno, podrian explicarse, en parte, por las deficiencias de la linea R en sus niveles
de 17B-estradiol, que estan relacionados con las deficiencias en progesterona (Boiti et
al., 2003 y 2004). La relacién que indican estos mismos autores del efecto de estos
menores niveles de 17B-estradiol con el metabolismo oxigénico, asi como en la
produccién de citoquinas en las Ultimas etapas de la gestacion se deberd estudiar en
futuros trabajos, donde se tendrdan en cuenta la produccion de metabolitos

relacionados con estos procesos y como afectan a la funcién endometrial.

Dado que a las 48 horas, los embriones de ambas lineas no presentan diferencias en
sus niveles de desarrollo y a los 6 dias post-fecundacién no hubo diferencias entre el
numero de blastocistos entre una y otra linea, parece que las pérdidas embrionarias
observadas a los 12 dias se producen a partir del sexto dia (adhesién, implantacién y
desarrollo). El segundo bloque de experimentos se centré en el estudio de los
mecanismos moleculares de este proceso en ambas lineas y, concretamente, en la
expresion génica relativa de genes relacionados con estos procesos que, por otra

parte, estan regulados de forma esteroidea (Funk y DeMayo, 1998).

En primer lugar, era necesario establecer qué momento previo a la implantacién es
clave para que el proceso se lleve a cabo correctamente, ademas de la puesta a punto
de la cuantificacion relativa de la expresion génica de los genes objeto de estudio. De
esta forma, se realiz6 el tercer experimento de esta tesis, donde se puso a punto la
técnica y se estudié como variaba la expresidon génica en los dias previos a la
implantacion, concretamente a los cuatro, cinco y seis dias de gestacion. Para este
experimento se utilizaron embriones de la linea A, sobre los que se estudidé la

expresion génica de cuatro genes relacionados con el desarrollo embrionario (Oct4), la
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vascularizacién (VEGF), la interacciéon entre endometrio y embrion (TGF-f2) y la
proliferaciéon y diferenciacién celular (erbB3), procesos necesarios para que los
embriones lleven a cabo de forma correcta su implantacion en el endometrio. Los
resultados obtenidos demostraron que los embriones durante el cuarto dia de
gestacion presentan unos elevados niveles de Oct4, que disminuyen a partir de este
momento, de forma que entre los dias 5 y 6 no se observan diferencias en los niveles
de expresion relativa para este factor de transcripcion, relacionado con la
pluripotencialidad celular y la preparacion del embrién para la implantacién mediante
la inhibicién de la hormona hCG (Liu et al., 1997; Tsampalas et al., 2010). Esto muestra
gue, a partir del quinto dia, los embriones estan preparados para la implantacion vy,
mas concretamente, para interaccionar con el endometrio y provocar por parte del
mismo, las reacciones deciduales necesarias para que ésta se lleve a cabo
correctamente. Por su parte, la expresion relativa de VEGF y de TGF-B2 era similar
entre los dias 4 y 5, mientras que su expresion aumentaba de forma drastica en el
sexto dia. Ambos transcritos son necesarios para promover, por un lado, la
vascularizacién y la formacién de la interaccion Utero-placentaria en el caso del VEGF
y, por otro, la diferenciacién embrionaria y las interacciones utero-embrionarias (Paria
y Dey, 1990; Pauken y Capco, 1999; Valdés et al., 2008). A la luz de estos resultados, el
blastocisto de seis dias muestra la expresidén de genes importantes para el proceso de
implantacion, momento en el que el embridn no sdélo se ha diferenciado celularmente,
sino que empieza a producir factores necesarios para la angiogénesis y la interaccion

Utero-embrionaria.

Dado que algunos autores han mostrado que los niveles de expresién pueden variar
segun el genotipo (Mamo et al., 2007 y 2008), se realizo el cuarto experimento con el
fin de determinar cudl seria el mejor gen de referencia para el ultimo experimento, ya
gue los estudios desarrollados por Lazzari et al. (2011) ponen de manifiesto el efecto
del genotipo embrionario en el desarrollo preimplantacional. Los resultados obtenidos
mostraron que, si bien la estabilidad del gen H2afz dependia del genotipo, los

resultados para el GAPDH y para la media geométrica entre éste y el H2afz, no se veian
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afectados por el genotipo de las muestras estudiadas. Este hecho, junto a estudios de
expresion génica donde el GAPDH ha sido utilizado ampliamente en conejo, tanto en
embriones como en tejido endometrial (Navarrete-Santos et al., 2008), condujo a la
utilizacidn de este gen como gen de referencia para el ultimo experimento con ambos

genotipos.

Por otra parte y dado que en las pérdidas embrionarias influye no sélo el genotipo
embrionario, sino también el materno, se disefid el Ultimo experimento de esta tesis,
donde se estudio la expresidn génica del embrién y del endometrio en el sexto dia de
gestacion. De esta forma, en el Ultimo experimento se estudio la expresidn relativa
tanto de genes relacionados con el desarrollo embrionario y el proceso de
implantacion (Oct4, erbB3, TGF-B2, VEGF e Ifn-y en embriones; erbB3, VEGF e Ifn-y en
endometrio), como de genes relacionados con el sistema de sefalizacidon IGF (IGF-I,
IGF-1l y sus receptores) tanto en embriones como en endometrio. Los resultados
obtenidos no mostraron diferencias en el primer grupo de genes. Sin embargo, se
demostré una menor expresion de IGF-IIR tanto embriones como en tejido
endometrial de la linea R. Dado que el IGF-IIR esta implicado en el crecimiento fetal y
el desarrollo (Eggenschwiler et al., 1997), regula el papel del IGF-Il en el crecimiento
placentario (Lau et al., 1994) y, ademas, estd implicado en el control de la angiogénesis
y la vascularizacion (Volpert et al., 1996; Herr et al., 2003), estos bajos niveles de este
receptor podrian explicar, en parte, las pérdidas embrionarias de la linea R. Los
resultados de Pringle y Roberts (2007) en humano sugieren que el IGF-1IR promueve la
placentacién durante las primeras fases de la gestacién, de forma que una carencia del
mismo podria explicar las pérdidas en estas primeras etapas. También se ha
relacionado la disminucién de la expresion de IGF-1IR con dos sindromes metabdlicos
gue desencadenan una menor supervivencia gestacional, como el Sindrome de
Descendencia Grande (Large Offspring Syndrome-LOS), que conllevaria menor espacio
disponible para el feto, y el sindrome Beckwith-Wiedermann en humanos, que
produce un exceso de crecimiento (Reik y Maher, 1997), lo que también estaria de

acuerdo con los mayores pesos de los gazapos de la linea R publicados (Gdmez et al.,
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1999). Dado que ambos sindromes se producen por problemas en el procesamiento de
este gen, en relacion con el ‘imprinting’ y la metilacién del mismo, seria interesante en

futuros trabajos, estudiar la estructura que presenta dicho gen en la linea R.

Una de las funciones propuestas para el receptor IGF-IIR es retirar de la circulacion el
factor IGF-Il, dada la actuacién de este receptor que se une a esta molécula y la
invagina (Czech, 1989). Lau et al. (1994) demostraron que ratones modificados
genéticamente con delecciones en los exones 11 y 13 del gen de IGF-IIR, presentaban
un 25-30% mas en incremento de peso que sus congéneres y un aumento en los
niveles de IGF-Il en plasma. Por tanto, la menor expresion de IGF-IIR tanto en
embriones como en el tejido endometrial de la linea R, podrian dar lugar a mayores
niveles séricos de IGF-Il en estas hembras (Roberts et al., 2008), lo que podria tener
relacion con los bajos niveles de estrégenos y de progesterona observados en las
hembras de esta linea en el primer experimento, dado que los estrogenos regulan la
produccién de IGF-Il y viceversa (Zollers et al., 2001). De hecho, estos factores de
crecimiento similares a insulina presentan diversas interacciones con la produccion de
progesterona, estradiol y sus receptores, aunque estas relaciones son todavia objeto
de estudio. En la figura 22, se muestra un esquema de las interacciones conocidas
hasta el momento entre IGF, IGFBP, estrogenos, progesterona y los receptores de

todos ellos durante el proceso de implantacion y placentaciéon (Bowman et al., 2010).

El estudio tanto de las bases moleculares como de las interacciones entre distintos
factores que pueden dar lugar a pérdidas embrionarias y fetales debe ser abordado,
por tanto, de un modo mas amplio. Los estudios de expresién génica a gran escala son
cada dia mas asequibles tanto por su coste como por las facilidades técnicas y el
desarrollo de herramientas bioinformaticas, con lo que la utilizacidn inicialmente de
microarrays y, en breve, de la técnica de ultrasecuenciacion de ARNm o microARN
sobre embriones y tejidos endometrial y placentario podria esclarecer las causas o

algunas de las causas de esta elevada mortalidad prenatal.
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Figura 22. Modelo que ilustra las complejas interacciones entre hormonas y el eje IGF en las funciones placentarias. IGF: factor de crecimiento similar a
insulina; IGFBP: proteina de unién a IGF; IGF-IR: receptor de IGF-I; PAPP-A: proteina plasmdtica A asociada a la gestacion (adaptado de Bowman et al.,

2010).
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- La linea R, seleccionada por velocidad de crecimiento, presenta unas elevadas
pérdidas gestacionales, que pueden ser constatadas ya en la segunda semana de
gestacion.

- Los bajos niveles de 17B-estradiol y, en consecuencia, los bajos niveles de
progesterona a los 24 dias en las hembras de la linea R podrian explicar, en parte, las
mayores pérdidas gestacionales.

- El elevado nivel sérico de IGF-1 a los 12 dias de gestacion en las hembras de la
linea R podria indicar una tasa metabdlica elevada relacionada con problemas
metabdlicos, que afectarian a su capacidad reproductiva, caracteristicos de lineas
seleccionadas por masa corporal o bien, por velocidad de crecimiento.

- Las pérdidas hasta la implantacién dependen tanto del genotipo embrionario
como del materno, mientras que las pérdidas fetales son afectadas por el genotipo
embrionario en las lineas estudiadas.

- El peso de la placenta fetal depende tanto del genotipo embrionario como del
materno, mientras que el peso fetal es afectado por el genotipo embrionario.

- Los resultados de expresidn génica relativa pueden variar segun el modo de
normalizarlos cuando se utilizan animales de diferente genotipo. Es recomendable
realizar un estudio de estabilidad de los genes de referencia en ambos genotipos
previo al estudio de esta expresion.

- Los embriones de conejo estabilizan la expresién de factores relacionados con
la diferenciacion celular, como el Oct4 en el quinto dia de gestacidén, y aumentan la
expresion de otros, relacionados con el proceso implantacional en el dia 6.

- La linea R no presenta diferencias en los patrones de expresion de Oct4, VEGF,
erbB3, TGF-B2 e Ifn-y respecto a la linea A a los 6 dias de gestacion.

- Los factores de crecimiento similares a la insulina IGF-I, IGF-1l y el receptor IGF-
IR muestran patrones similares tanto en embriones como en tejido endometrial en la
linea R respecto a la linea A, mientras que la expresion relativa de IGF-IIR es menor en
ambos casos. Debido a la implicacion de este gen en diferentes sindromes

relacionados con pérdidas gestacionales, podria ser un gen de estudio en la linea R.
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