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RESUMEN

El desarrollo de la inteligencia artificial en embriologia mediante la aplicacion de la
tecnologia time-lapse imaging esta produciendo una transicion al cultivo individualizado, ya que
otorga la capacidad de seleccionar el embrién mas idéneo para ser transferido. No obstante,
una de las dudas actuales de la comunidad cientifica es que el cultivo in vitro en la reproduccion
humana se realice de forma individual, dado que la mayoria de los ensayos realizados indican
que los resultados del cultivo en grupo parecen ser mas ventajosos en cuanto a desarrollo y
calidad de los embriones obtenidos. La mayoria de estudios se han basado en ensayos en el
modelo murino, pese a no ser el modelo animal mas adecuado para los estudios de embriologia
y biologia reproductiva. Existen modelos mas similares a la reproduccion humana a partir de los
cuales poder extrapolar resultados, como es el conejo, sin embargo, bajo nuestro conocimiento,
no se ha estudiado el cultivo in vitro de forma individualizada.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el efecto del cultivo embrionario in vitro, de
forma individualizada o en grupo, sobre el desarrollo in vitro y sobre la capacidad de
implantacién y nacimiento empleando el modelo conejo. Para ello, se emplearon 10 hembras
nuliparas como donantes, obteniéndose 409 embriones. Los embriones fueron situados en
condiciones de cultivo, en grupo (n=10) o de forma individualizada (n=1), y mantenidos durante
72 horas. Transcurrido este periodo se evalud el desarrollo y se procedid a la transferencia de
aquellos que habian alcanzado el estadio de blastocisto (n= 200) a 10 hembras receptoras,
mediante laparoscopia. La valoracién de la implantacion embrionaria se realizd mediante
laparoscopia a los 12 dias de gestacion. Finalmente, el dia del parto se determind el nimero de
animales nacidos. El cultivo in vitro de embriones de forma individualizada presenté diferencias
significativas respecto del cultivo en grupo. En concreto, la tasa de blastulacidn de los embriones
cultivados de forma individualizada fue superior (+12,6%) a la de aquellos cultivados en grupo
(P=0,03). En cuanto al desarrollo in vivo, no se apreciaron diferencias significativas (P= 0,881) ni
en la tasa de implantacidn (33% vs 34%, para individual y en grupo, respectivamente) ni en la
tasa de nacimientos (20% vs 25%, para individual y en grupo, respectivamente) de ambos grupos
experimentales. Por todo ello, nuestros resultados demuestran qué, el modelo conejo es ideal
para llevar a cabo estudios en los que se requiera el desarrollo de embriones tempranos in vitro
individualizados, dado que estos no presentan ninguna diferencia de desarrollo ni in vitro ni in
vivo.
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Title:

Blastulation rate comparison of embryos cultivated in group and individually in the rabbit
model

ABSTRACT

The development of artificial intelligence in embryology through the application of time-
lapse imaging technology is making a transition to individualized culture since it provides the
ability to select the most suitable embryo to be transferred. Nevertheless, one of the current
doubts of the scientific community is that in vitro culture in human is carried out individually,
given that most of the studies carried out indicate that the results of group culture seem to be
more advantageous in terms of embryo development and quality. Most studies have been based
on tests in the murine model, despite its not being the most suitable animal model for
embryology and reproductive biology studies. There are models more similar to human
reproduction from which results can be extrapolated, such as the rabbit, however, to our
knowledge, in vitro culture has not yet been studied individually on this model.

The objective of this work has been to evaluate the effect of in vitro embryo culture,
individually or in groups, on in vitro development and on the capacity for implantation and birth
using the rabbit model. For this, 10 nulliparous females were used as donors, obtaining 409
embryos. The embryos were placed in culture conditions, in groups (n=10) or individually (n=1),
and maintained for 72 hours. After this period, development was evaluated and those that had
reached the blastocyst stage (n=200) were transferred to 10 recipient females by laparoscopy.
The assessment of embryonic implantation was performed by laparoscopy at day 12 of
gestation. Finally, after birth, the number of animals born was determined. The individually in
vitro culture presented significant differences when compared to group culture. Specifically, the
blastulation rate of embryos cultured individually was higher (+12.6%) than that of group
cultured (P=0.03). Regarding in vivo development, no significant differences were observed (P=
0.881) neither in the implantation rate (33% vs 34%, for individual and in group, respectively)
nor in the birth rate (20% vs 25%, for individual and in group, respectively) of both experimental
groups. For all these reasons, our results indicate that the rabbit model is ideal for carrying out
studies that require the use of individualized in vitro culture for early embryos, since these do
not present any difference in development neither in vitro nor in vivo.
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1. INTRODUCCION

Las técnicas de reproduccidn asistida empezaron a ser estudiadas hace poco menos de un
siglo, lograndose en 1969 el primer embridon humano fecundado in vitro y su posterior desarrollo
hasta blastocisto (Edwards et al., 1970; Steptoe et al., 1971). A raiz de este hecho histdrico se
formaron dos corrientes; (i) la de aquellos que veian esta nueva ciencia como un avance para
ayudar a personas con problemas de fertilidad, vy (ii) la de aquellos que estaban éticamente en
contra por ser considerada una practica totalmente inmoral (Johnson, 2019). Cientificos como
Edwards, Steptoe y Purdy, tuvieron que hacer frente a los problemas éticos de la época, ademas
de a los problemas técnicos que conllevaba dar el siguiente gran paso, lograr el nacimiento de
un bebé procedente de un embrién fecundado in vitro. Entre las barreras técnicas que
retrasaron este hito se encontraba el desarrollo de un medio de cultivo in vitro apto para el
desarrollo embrionario, y que permitiese su implantacion (Johnson, 2019). No obstante, en 1978
nacio Louise Brown, la primera nifia probeta (Edwards y Steptoe, 1978). Tras este hito hace mas
de 40 aios, hoy en dia son millones los bebés nacidos gracias a las técnicas de reproduccién
asistida (TRA), las cuales han ido creciendo hasta llegar a cifras de 400,000 bebés al afo
(Adamson et al., 2018, Niederberger et al., 2018). Sin embargo, pese a que este campo de
estudio ha sido optimizado pasando de tasas de implantacion inferiores al 5% hasta superar el
50% en la actualidad, aun siguen necesitdndose en muchas situaciones mas de un ciclo de
tratamiento para lograr el embarazo (Niederberger et al., 2018). Es por ello que se sigue
requiriendo de | +D+l para lograr mejorar cada aspecto relacionado con el desarrollo 6ptimo de
los embriones in vitro. De todos los factores, uno de los mas importantes es disponer de medio
de cultivo adecuado, el cual sea capaz de suplir todas las necesidades del embrién y fomentar
su avance. En 1929, Lewis y Gregory estudiaron el desarrollo embrionario in vitro del modelo
conejo, empleando plasma (Lewis y Gregory, 1929), siendo en 1947 cuando se consiguio cultivar
y transferir embriones de conejo generando descendencia (Chang, 1947). Posteriormente, se
descubrid que el entorno del embrién cambiaba con el transcurso de los dias en el interior del
tracto reproductivo, modificdndose las concentraciones de los nutrientes en cada tramo, lo cual
llevé al desarrollo de los medios de cultivo secuenciales (Chatot et al., 1989; Gardner, 1994;
Gardner y Lane, 1997; Hentemann y Bertheussen, 2009). Hoy en dia, el uso de los medios de
cultivo secuenciales se emplea con frecuencia, si bien, no hay evidencia suficiente que certifique
su superioridad frente a los medios continuos (Basile et al., 2013; Summers et al., 2013). En este
sentido, la introduccion de la tecnologia time-lapse imaging en un cultivo cerrado ha puesto el
interés en medios de cultivo continuos que sean capaces de desarrollar el embrién durante todo

el periodo in vitro (Lundin y Park, 2020). Algunos autores describen que el cultivo ininterrumpido



presenta ventajas a la hora de seleccionar los mejores embriones (Meseguer et al., 2011, 2012).
No obstante, pese a todos los avances en la mejora de los medios de cultivo, y en la
incorporacion de nutrientes y factores de crecimiento especificos, aun no se dispone de un
medio de cultivo estandar para el cultivo in vitro de embriones humanos, debido principalmente
a la falta de consenso entre las grandes empresas, no conociéndose la concentracidén exacta de

cada componente (Chronopolou y Harper, 2015).

Por otro lado, el desarrollo de la inteligencia artificial en embriologia mediante la
aplicaciéon de la tecnologia time-lapse imaging estd produciendo una transicion al cultivo

individualizado (Figura 1).

Figura 1. Imagen de embriones cultivados in vitro y equipo de tecnologia time-lapse imaging.

El uso de esta tecnologia para el cultivo in vitro presenta ventajas y desventajas. En
cuanto a las ventajas, la primera de ellas es la capacidad de monitorizar de forma visual el patrén
de division del embridn a lo largo del desarrollo, lo que proporciona informacién del embridn
mas idoneo para ser transferido (Lundin y Park, 2020). Otra ventaja es la disponibilidad del
medio de cultivo, donde se encuentran restos celulares del embridon susceptibles de ser
empleados para realizar andlisis genéticos preimplantacionales y detectar ciertas enfermedades
monogénicas sin afectar directamente al mismo (Greco et al., 2020). Por ultimo, tenemos que
tener en cuenta que empleando esta técnica de cultivo cerrado se emplean medios continuos
que poseen todos los nutrientes necesarios para el desarrollo embrionario, consumiéndose los
pertinentes en cada etapa dependiendo de las necesidades de la misma (Lundin y Park, 2020).
De esta forma se interfiere lo minimo, evitando alteraciones por la manipulacién. Por lo que

respecta a las desventajas, la principal es la menor tasa de blastulacién y calidad embrionaria, al
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ser un cultivo individualizado (Dai et al., 2012; Wydooghe et al., 2014; Lehner et al., 2017). A
pesar de que la especie humana produce un embridn en cada ciclo, parece ser que la densidad
embrionaria in vitro juega un papel importante en la capacidad de desarrollo. Al aumentarse el
numero de embriones se incrementa la concentracidn de componentes autocrinos (vesiculas
extracelulares), que actian como factores de crecimiento para si mismos y para los embriones

vecinos (funcién paracrina), siendo perjudiciales en exceso (Lehner et al., 2017).

Asi, una de las dudas actuales de la comunidad cientifica es que el cultivo in vitro en la
reproduccidon humana se realice de forma individual dado que la mayoria de los ensayos indican
que los resultados del cultivo en grupo parecen ser mas ventajosos (Kelley y Gardner, 2019). Son
varios los estudios llevados a cabo en varios modelos animales como el ratén o el bovino, en los
gue se indican que al igual que en humano, el cultivo embrionario en grupo presenta mejoras
en el desarrollo (Dai et al., 2012; Wydooghe et al., 2014; Lehner et al., 2017). Asi, en raton, se
observa que el cultivo individualizado implica una menor tasa de blastulacién, con embriones
que presentan un menor numero de células (Dai et al., 2012). También se ha descrito su
influencia sobre el metabolismo relacionado con la glucosa y los aminoacidos, si bien este efecto
parece corregirse en la etapa fetal, igualdndose el peso de los gazapos nacidos a partir de
embriones cultivados de forma individual y en grupo (Kelley y Gardner, 2019). Resaltar que se
ha descrito que reduciendo el volumen de cultivo de 20 puL a 2ulL, y empleando medio
condicionado, los resultados del cultivo individualizado mejoran, acercandose a lo observado
para el cultivo en grupo (Kelley y Gardner, 2017). En cuanto a los ensayos realizados en bovino,
el cultivo in vitro en grupo también se ha mostrado superior al individualizado en tasa de

blastulacion y calidad embrionaria (Wydooghe et al., 2014).

Una de las cuestiones mds importantes para el avance en las condiciones de cultivo de

IM

embriones in vitro en humanos, es que no hay un modelo animal “adecuado” que pueda ser
empleado, tal y como se ha descrito. De hecho, la mayoria de estudios se han basado en ensayos
en el modelo murino, que pese a ser el modelo animal mas empleado en la ciencia, no es el mas
adecuado para los estudios de embriologia y biologia reproductiva (Fischer et al., 2012). Existen
modelos mas similares a la reproduccion humana a partir de los cuales poder extrapolar
resultados, como es el conejo (Fischer et al., 2012), sin embargo, bajo nuestro conocimiento, no
se ha estudiado el cultivo in vitro de forma individualizada. El conejo (Oryctolagus cuniculus) es
uno de los mamiferos mas empleados como animal experimental (2.78%), tan solo por detras

del ratén (59.3%) y la rata (17.7%) en la UE (Fischer et al., 2012). Es empleado para el estudio de

una gran variedad de enfermedades humanas, ya sean cardiovasculares, pulmonares,
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oftalmolégicas, arteriosclerosis, relacionadas con el desarrollo cancerigeno, o bien con
desérdenes nerviosos y mentales. (Sparks 2008; Keir y Page, 2008; Peng, 2012; Kamaruzaman
et al., 2013; Zernii et al., 2016). Pese a esto, el conejo, surgié como modelo animal debido a que
era la especie clasica en la cual estudiar la embriologia y la biologia reproductiva, lo cual ya se
hacia a finales del siglo XIX (Fischer et al., 2012). En 1996 se observd que la distancia filogenética
entre conejos y primates era la misma que entre roedores y primates, no obstante, debido a la
rapida evolucién de los roedores los conejos son mads similares genéticamente a los primates, lo
cual se aprecia, entre otras cosas, en las primeras etapas de desarrollo embrionario (Graur et
al., 1996). Este hecho convierte al conejo en el modelo animal perfecto para estudiar las
primeras etapas del desarrollo, ya que los resultados obtenidos son extrapolables a humanos.

Ademas, este modelo presenta otras caracteristicas biolégicas muy ventajosas.

La coneja presenta un ciclo reproductivo corto, cuya gestacién tiene una duracién de
tan solo 31 dias, pudiendo darse a partir de los 4-5 meses de edad dependiendo de la raza
(Fischer et al., 2012). Ademas, dispone de dos cuerpos uterinos y cérvix independientes, los
cuales evitan la migracién de embriones de un Utero a otro y permiten la transferencia de dos
grupos distintos en la misma coneja (Foote et al., 2000). Por otro lado, es una de las pocas
especies donde la ovulacién es inducida por el coito, lo que permite definir de forma exacta la
edad y etapa de desarrollo de los embriones a la hora de su obtencién (Fischer et al., 2012). Otra
caracteristica reproductiva de la coneja, imprescindible a la hora de realizar transferencias, es la
posibilidad de inducir la pseudogestacién mediante tratamiento hormonal, suministrando un
analogo sintético de la hormona liberadora de gonadotropinas, GnRH, como lo es el acetato de
buserelina (Fischer et al., 1986). La fecundacion y divisidn celular de los embriones en el modelo
conejo han sido estudiadas de forma exhaustiva por Adams (Adams 1960 a; b; 1962; 1982). La
ovulacidn tiene lugar a las 8-10 horas post coito (h.p.c) (Foote et al., 2000). Pasadas dos horas
(10-12 h.p.c) tiene lugar la fertilizacién en el ampula, y a las 14 h.p.c ya se puede apreciar la
extrusion del segundo corpusculo polar (Harper, 1961). El estadio de mdrula se alcanza a las 60
h.p.c, a las 68 h.p.c ya se empieza a dar la compactacion y a las 72 h.p.c deberiamos poder
visualizar embriones en estadio de blastocisto (Fischer et al., 2012). Cabe decir que el desarrollo
in vitro es mas lento que in vivo, por ello la visualizacion del estadio de blastocisto en estas
circunstancias se suele realizar a las 72 horas de cultivo in vitro (CIV), pasadas 96 horas del coito.
La activacion del genoma embrionario en el modelo conejo necesita de varios ciclos de divisién
celular, al igual que sucede en humanos, pero contrario a lo que sucede en el modelo ratdn,
siendo completamente activo a partir del estadio de 8-16 células (Manes, 1973; Telford et al.,

1990; Pachego-Trigon et al., 2002). Por lo que respecta a la gastrulacién en conejos, se han
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identificado 7 etapas, siendo la etapa 0 el estadio de blastocisto sin diferenciacidn axial aparente
en el disco embrionario y, la séptima, aquella en la que se aprecia la aparicién de la primera
somita (Viebahn et al., 1995). Estas 7 etapas estan presentes en todos los mamiferos, incluidos
los roedores, donde, sin embargo, el disco embrionario adquiere una forma distinta dificultando
la extrapolacién de resultados a embriones de otros mamiferos, incluido el humano (Fischer et
al., 2012). En cuanto al desarrollo placentario en el modelo conejo, es parecido al observado en
humanos y roedores, discoide hemocorial, no obstante, su estructura hemodicorial es mas
similar a la de humanos (hemomonocorial) que la que presentan los roedores (hemotricorial)
(Duval, 1889). Ademas, al igual que sucede en primates, en el conejo se prioriza el crecimiento
placentario en la primera mitad de gestacion y el desarrollo fetal en la segunda (McArdle et al.,
2009). Por ultimo, los cambios hemodindmicos que tienen lugar durante el embarazo en el
modelo conejo son comparables a los observados en humanos, aumentando de igual modo la

presion arterial materna conforme avanza la gestacion (Fischer et al., 2012).



2. OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el efecto del cultivo embrionario in vitro, de forma
individualizada o en grupo, sobre el desarrollo in vitro y sobre la capacidad de implantacién y

nacimiento empleando el modelo conejo.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseiio experimental

En la Figura 2 se describe de forma esquematica el flujo de trabajo que se ha seguido
para realizar este estudio. Brevemente, se emplean 10 hembras nuliparas como donantes, que
fueron sometidas a un tratamiento de superestimulacién ovarica previamente a su inseminacion
artificial (1A). A las 24 horas post-IA, las hembras donantes fueron eutanasiadas, obteniendo los
embriones mediante la perfusion de los oviductos. Una vez recuperados los embriones, estos
fueron lavados, catalogados y agrupados. A partir de este momento, los embriones fueron
situados en condiciones de cultivo, en grupo (n=10) o de forma individualizada (n=1), y
mantenidos durante 72 horas. Transcurrido este periodo se evalud el desarrollo, y se procedié
a la transferencia de aquellos que habian alcanzado el estadio de blastocisto a hembras
receptoras. La transferencia oviductal se realizé mediante laparoscopia (técnica minimamente
invasiva). Se transfieren 20 embriones por coneja (10 por cuerno uterino), empleandose 5
conejas por cada grupo experimental. La valoracion de la implantacién embrionaria se realizé
mediante laparoscopia a los 12 dias de gestacidon. Finalmente, el dia del parto se determiné el

numero de animales nacidos.
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3.2 Animales

La realizacidon de este trabajo fue llevada a cabo en la granja experimental del Grupo de
Mejora Genética Animal del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA) de la Universitat
Politécnica de Valéncia. Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo en este
estudio fueron regulados conforme a la Directiva 2010/63/EU EEC para experimentacion animal
y aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal de la Universitat Politécnica
de Valéncia, Espafia (procedimiento 2021/VSC/PEA/0270). Todos los animales eran de origen
Neozelandés Blanco. Se emplearon un total de 20 conejas de 5 meses de edad, 10 como
donantes y 10 como receptoras. Todos los animales estaban alojados en box individuales,
expuestos a un fotoperiodo alterno de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, libre acceso a pienso

comercial y agua.

3.3 Obtencion de embriones

Para la obtencion de los embriones, se utilizaron 10 hembras sometidas a un
tratamiento de superovulacion mediante una hormona recombinante FSH de larga duracidn,
Corifolitropina alfa (FSH-CTP, Elonva, 150 g/ml, Merck Sharp & Dohme S.A.; Spain). La hormona
se suministré en una sola dosis de 0.75 ug/Kg, via subcutanea. Pasadas 72 horas tras el
suministro de la FSH-CTP, las conejas fueron inseminadas artificialmente, empleando una
mezcla heterospérmica de machos de probada fertilidad mediante una vagina artificial,
siguiendo el procedimiento descrito por Vicente et al. (2011). Todos los eyaculados utilizados
presentaban un color blanco, una motilidad espermatica superior al 70% y un porcentaje de
morfologia anormal inferior al 25% (Marco-Jiménez et al., 2010). La IA se llevé a cabo con 20-30
millones de espermatozoides por dosis. Coincidiendo con la inseminacién, se indujo la ovulacion
en las conejas mediante la administracion intramuscular de 1 ug de acetato de buserelina
(analogo sintético de la hormona liberadora de gonadotropinas, Suprefact; Hoechst Marion
Roussel, S.A., Madrid, Espafia). A las 24 horas de la IA, las conejas fueron sacrificadas mediante
la administracion intravenosa de 0.6 g de pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol
especialidades veterinarias, S.A., Vetoquinol, Madrid, Spain), obteniendo el tracto reproductor
que fue llevado al laboratorio para su procesado. Una vez en el laboratorio, se obtuvieron los
embriones mediante la perfusidon de los oviductos. El medio empleado para ello fue tampodn
fosfato de Dulbecco (DPBS, Sigma, St. Louis, MO, USA), suplementado con 0.2 % de albimina de
suero bovino (St Louis, MO, USA), 0.133 g/L CaCl2, 0.100 g/L MgCI2 y antibidticos (100 Ul/mL de

penicilina G sédicay 0.01 mg/mL de dihidroestreptomicina; Penivet, Divasa Farmavic, Barcelona,



Espaia), todo ello atemperado previamente a 372C. El medio se recuperd en una placa tipo Petri

(P60) a partir de la cual los embriones fueron recuperados.

3.4 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro se realizé en dos sesiones. Una vez localizados los embriones de la placa
Petri, se realizaron varios lavados antes de pasarlos al medio de cultivo. El medio de cultivo
empleado en este estudio fue el SAGE 1-Step™ HSA (SAGE 1-STEP, Origio). Como se aprecia en
la Figura 3, la mayoria de los embriones se encontraban ya en estadio de dos células,
correspondiente al desarrollo embrionario a las 24 horas. El cultivo de embriones in vitro en
grupo se realizé en grupos de 10 empleando placas de cuatro pocillos de la marca Nunc (Thermo
Fisher Scientific), mientras que para el cultivo in vitro de embriones en solitario se emplearon
placas de 72 pocillos de la marca Nunc (Thermo Fisher Scientific). El cultivo de los embriones en
grupo se realizé en un volumen de 100 pL, mientras que los cultivados individualmente se realizé
en un volumen de 10 pL. En ambos grupos, el cultivo se realizd bajo aceite mineral Hypure
™(Kitazato). El cultivo se llevé a cabo durante 72 horas, en una estufa a 38 2C, y con atmdsfera

controlada a 5% de CO2 y humedad a saturacién.

Figura 3. Embriones de conejo en estadio de zigoto y dos células, obtenidos mediante

perfusidn de oviducto a las 24 horas de la IA.



3.5 Evaluacion del cultivo in vitro

A las 72 horas de cultivo (96 horas de desarrollo embrionario preimplantacional), los
embriones fueron catalogados bajo un estereoscopio siguiendo los criterios morfoldgicos que
marca la clasificacidn de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS) (Figura
4). Se evalud el porcentaje de embriones que alcanzaron el desarrollo de blastocisto, sin

establecer diferencias entre las etapas de desarrollo de aquellos embriones que no habian

llegado a dicha fase.

Figura 4. A) Embrién de 72 horas de cultivo in vitro cultivado en solitario. B) Embriones de 72
horas de cultivo in vitro cultivados en grupo.

3.6 Transferencia de embriones

Se evaluaron un total de 200 embriones (100 por grupo experimental). De forma breve,
en primer lugar, se indujo la ovulacion en las conejas receptivas (basada en el color y aspecto de
la vulva) mediante la administracién intramuscular de 1 ug de acetato de buserelina (Hoechst,
Marion Roussel, Madrid, Espaifa) 72 horas antes de la transferencia. El dia de la transferencia,
las hembras fueron anestesiadas mediante la inyeccién intramuscular de 20 mg de xilacina
(Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Germany). Pasados 5 minutos, se administré via intravenosa
16-20 mg de ketamina hidrocloridrica (Imalgéne, Merial SA, Lyon, France). La técnica de
transferencia fue realizada siguiendo la técnica descrita por Garcia Dominguez et al (2019). A

cada coneja se le transfirieron 20 embriones de un Unico grupo experimental (10 en cada
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oviducto). Tras finalizar la transferencia, las conejas fueron tratadas con antibidticos (4mg/Kg de
gentamicina cada 24 horas durante tres dias, 10% Ganadexil, Invesa, Barcelona, Espafia),
analgésicos (0.03 mg/Kg de clorhidrato de buprenorfina cada 12 horas durante 3 dias, Buprex,
Esteve, Barcelona, Espafia) y antiinflamatorios (0.2 mg/Kg de meloxicam cada 24 horas durante

3 dias, Metacam 5 mg/mL, Norvet, Barcelona, Espafia).

3.7 Evaluacidn de la tasa de implantacion y de la tasa de natalidad.

Doce dias tras la induccién de la ovulacidn en las receptoras, se realizd una laparoscopia
para determinar la tasa de implantacién, siguiendo el procedimiento empleado para la
transferencia de los embriones (descritas anteriormente) (Figura 5). La determinacidn de la tasa
de implantacién se determind como el nimero de embriones implantados respecto al nimero
de embriones transferidos. Tras el parto a los 31 dias de gestacidn, se evalué la tasa de natalidad
como el nimero de gazapos nacidos respecto de los embriones totales transferidos de cada

grupo (Figura 5).

Figura 5. A) Implantacién embrionaria. B) Gazapos recién nacidos.

3.8 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé mediante una prueba Chi?, tanto para evaluar el desarrollo
in vitro (porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de desarrollo de blastocisto) como
el in vivo (porcentaje de embriones que implantaron y porcentaje de embriones que generd
descendencia) empleando como factor el grupo experimental (cultivo en grupo o
individualizado). Todos los analisis estadisticos llevados a cabo en este trabajo se realizaron con

el software IBM SPSS Statistics 28.01.1 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Para todos los analisis se
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consideraron como significativos los valores cuyos p-value eran menores de 0,05 (intervalo de

confianza del 95%).
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4. RESULTADOS

Un total de 409 embriones fueron cultivados in vitro, obteniéndose una tasa de
blastulacion media del 76%, mientras que un total de 200 embriones fueron transferidos a
hembras receptoras, obteniéndose una tasa media de implantacion del 33.5% y una tasa de

nacimiento media del 22.5%.

4.1 Efecto del cultivo embrionario in vitro en grupo y en solitario en la
tasa de blastulacion, implantacién y natalidad.

Como se observa en la Tabla 1, el cultivo in vitro de embriones de forma individualizada
presenta diferencias significativas respecto del cultivo en grupo. En concreto, la tasa de

blastulacion de los embriones cultivados de forma individualizada fue superior (+12,6%) a la del

cultivado en grupo (P=0,03).

Tabla 1. Efecto del cultivo embrionario in vitro en grupo y en solitario en el desarrollo in vitro en

el modelo conejo.

Desarrollo in vitro

Grupo Embriones cultivados Tasa de blastulacién (%)
Cultivo individual 200 82.5°
Cultivo en grupo 209 69.9"

b yalores de la misma columna con diferente superindice son estadisticamente significativos

(P< 0.05).

En cuanto al desarrollo in vivo, no se aprecian diferencias significativas (P= 0,881) ni en

la tasa de implantacién ni en la tasa de nacimiento de ambos grupos experimentales (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del cultivo embrionario in vitro en grupo y en solitario en el desarrollo in vivo en
el modelo conejo.

Desarrollo in vivo

Grupo Embriones transferidos Tasa de implantacion (%) Tasa de nacimiento (%)
Cultivo individual 100 33.0 20.0
Cultivo en grupo 100 34.0 25.0
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5. DISCUSION

Nuestros resultados muestran una tasa de desarrollo in vitro media del 76%, siendo algo
superior la obtenida en el grupo individual (82,5% vs 69,9%, para individual y en grupo,
respectivamente). Valores que se encuentran dentro de lo descrito en la bibliografia. En
concreto, los estudios realizados en conejo hasta la fecha muestran una tasa de desarrollo de
embriones preimplantacionales cultivados in vitro desde zigoto hasta blastocisto que oscila
entre el 58 y el 92%, siendo la tasa mas frecuente del entorno del 75% (Carney y Foote,
1990:1991; Jin et al., 2000; Escriba et al., 2001; Sultana et al., 2009). En cuanto al desarrollo in
vivo, nuestros resultados muestran una tasa de nacimiento media del 22.5%, siendo similar
entre ambos grupos (20% vs 25%, para individual y en grupo, respectivamente). Resultados que
se encuentran dentro de los resultados descritos en trabajos previos, oscilando entre el 12 y el
34% (Carney y Foote, 1991 vy Escriba et al., 2001). En nuestro estudio, ademas, se observa que
no hay diferencias en términos de implantacion (33% vs 34%, para individual y en grupo,
respectivamente), siendo las perdidas fetales (embriones implantados respecto a los nacidos)
similares en ambos grupos (39% vs 26%, para individual y en grupo, respectivamente). Estos
resultados en global demostrarian la posibilidad de emplear el cultivo individualizado como

modelo de aplicacion para el desarrollo de técnicas en embriologia humana.

Los estudios realizados hasta la fecha indican que tanto en humanos, como en los modelos
animales murino y bovino, el cultivo grupal produce embriones de mejor calidad y una mayor
tasa de blastulacién que el cultivo de forma individual (Dai et al., 2012; Wydooghe et al., 2014;
Lehner et al., 2017), resultados contrarios a los observados en este estudio, donde incluso se ha
observado una mejora del desarrollo in vitro en el cultivo individualizado, si bien, estas
diferencias no son relevantes en términos de calidad embrionaria basados en la implantacion y
en el nimero de individuos nacidos. No obstante, una de las explicaciones de este hecho podria
ser la liberacidn de factores apoptdticos de aquellos embriones cultivados en grupo que quedan
bloqueados en su desarrollo, pero que permanecen en el cultivo durante todo el periodo. Asi,
en bovino, se determind que eliminar aquellos embriones apoptéticos del cultivo in vitro en
grupo no presentaba mejoras en el desarrollo de los embriones vecinos restantes (Wydooghe et
al 2014). Otra de las razones que pueden haber mejorado el desarrollo de los embriones
cultivados de forma individual es el reducido volumen de medio de cultivo empleado, 10uL,
aunque en proporcion, aquellos cultivados en grupo también poseian el mismo volumen. El
reducido volumen empleado puede haber favorecido la concentracién de los factores autocrinos
liberados por el embrién, simulando la concentracién que encontrariamos en el cultivo en grupo.

En cuanto a los embriones obtenidos en etapa de blastocisto mediante el cultivo en solitario,
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cabe decir que tras evaluar la tasa de implantacidn y la tasa de natalidad (Tabla 2), no se aprecia
que la calidad de estos sea inferior a la de aquellos obtenidos mediante el cultivo en grupo.
Destacar qué, que nosotros sepamos, no hay en la bibliografia ningln trabajo que compare el
cultivo individual y en grupo en embriones de conejo, lo que hace mas dificil la discusién de
nuestros resultados. Hasta la fecha, es el modelo murino el mas empleado en los estudios de
reproduccion humana (Fischer et al., 2012), a pesar de que este modelo ha demostrado verse
afectado cuando el cultivo se realiza de forma individualizada (Dai et al., 2012). Es por ello que,
en base a nuestros resultados, proponemos el modelo conejo como mas idéneo para llevar a

cabo estudios in vitro en la reproducciéon humana.
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6. CONCLUSION

Nuestros resultados demuestran qué, el modelo conejo es ideal para llevar a cabo
estudios en los que se requiera el desarrollo de embriones tempranos in vitro individualizados,

dado que estos no presentan ninguna diferencia de desarrollo ni in vitro ni in vivo.
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