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TiTULO

Aplicacion de Corifolitropina alfa en la produccion de embriones de conejo
(Oryctolagus cuniculus).

RESUMEN

En los ultimos afios, los tratamientos de superovulacion, inseminacion artificial, produccion
de embriones y su criconservacion, han constituido las herramientas biotecnolégicas mas
utilizadas tanto en reproduccién humana asistida como en mejora genética de especies
ganaderas, como el conejo. En reproducciéon animal, las técnicas de superovulacion
permiten incrementar el numero de 6vulos y embriones obtenidos por hembra, reduciendo
asi los costes y facilitando el desarrollo de nuevas técnicas reproductivas y genéticas.
Como contrapartida, estos tratamientos pueden producir gran variabilidad en la respuesta,
asi como afectar a la calidad de los embriones. Asimismo, al combinar estas técnicas con
protocolos de crioconservacion, como la congelaciéon o vitrificacion, se puede observar
una reduccion significativa del desarrollo embrionario debido a la mayor susceptibilidad de
los embriones superovulados a resultar dafiados debido a bajas temperaturas.

El objetivo de este trabajo ha sido la evaluacion del efecto del tratamiento de larga
duracion FSH-CTP, y de forma repetida, sobre la estimulacion ovarica y recuperacion
embrionaria de dos grupos experimentales de conejas, multiparas y nuliparas.
Adicionalmente, se procedidé a la investigacion del efecto de este tratamiento en
combinacion con técnicas de vitrificacion, mediante el estudio de la viabilidad de los
embriones recuperados con los métodos de cultivo in vitro y transferencia embrionaria.

Los resultados obtenidos mostraron una respuesta favorable al tratamiento por parte de
ambos grupos experimentales, aunque fueron las hembras nuliparas las que obtuvieron
mejores resultados en términos de tasa de ovulacion. En este estudio, la repeticion del
tratamiento no causo6 ningun efecto significativo en la respuesta. Las hembras nuliparas
superovuladas también generaron mayor cantidad de embriones que consiguieron
expandirse en el cultivo; aunque no mostraron diferencias significativas en cuanto a las
transferencias embrionarias. Por otra parte, los embriones que habian sido vitrificados
generaron una tasa menor de nacidos vivos que aquellos que no habian sido
crioconservados.
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In the lasts years, superovulation treatments, artificial inseminations, productions of
embryos and their cryopreservation have become in Biotechnological tools commonly used
in both assisted human reproduction and genetic improvement for livestock species, like
rabbits. On the one hand, superovulation techniques have allowed to increase the number
of ovules and embryos per doe, thus reducing the costs and facilitating the development of
new reproductive and genetic techniques. Nevertheless, those techniques have several
limitations like a high variability in response and the reduction of the embryos quality. On
the other hand, the combination of those techniques with cryopreservation protocols like
frozen and vitrification, can affect considerably to embryo development, due to the greater
susceptibility of superovulated embryos to get injured because of low temperatures.

The aim of this project was the evaluation of the effect of the long-term repeated treatment
FSH-CTP on the ovarian stimulation and embryos recuperation of both groups, multiparous
and nulliparous. Furthermore, the evaluation of the recovered embryo viability subjected to
vitrification protocols was done with both methods in vitro culture and embryo transfers.

The results showed that both does experimental groups had obtained a favorable response
to the superovulation treatment, although the nulliparous ones generated a better results
according to the ovulation rate. The repetition of the treatment had not significant effect.
Those embryos which derived from nulliparous does shown high development rates to
hatched blastocystes, at in vitro culture than multiparous embryos; although no effect on
survival rate at birth post-transfer was observed. In addition, vitrified embryos generates
less survival rates than those which were not cryopreservated.
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1. INTRODUCCION

La biotecnologia reproductiva comprende una amplia gama de técnicas que permiten
aumentar la eficiencia de la reproduccién tanto en animales como en el ser humano (Palma,
2008). De entre estas tecnologias, es posible destacar las técnicas de estimulacion ovarica,
la maduraciéon de ovulos, la fecundacion in vitro, el cultivo de embriones o la
criopreservacion de gametos y embriones, entre otras (Cortell, 2012).

Las técnicas de estimulacion ovarica se basan en la estimulacién de los ovarios de la
hembra mediante el uso de hormonas exégenas, de esta forma se provoca un aumento en
el numero de 6vulos y embriones por ciclo, incrementando asi las posibilidades de obtencion
de descendencia (Cortell, 2012). Los tratamientos de superovulacion se han empleado tanto
en produccion animal como en la reproduccion humana asistida y, en general, estos
tratamientos combinados con la inseminacion artificial (IA) o la microinseminacion ha
permitido incrementar la eficiencia reproductiva. Mientras que en la practica clinica se ha
conseguido resolver problemas de fertilidad, en produccion animal se ha facilitado la difusion
y conservacién de recursos genéticos animales (Guzick et al., 1999; Kavoussi, 2013). Por
otra parte, la obtencién de un elevado numero de évulos y embriones facilita la puesta a
punto y/o el desarrollo de otras herramientas reproductivas y genéticas como la
crioconservacion, la produccidon embrionaria in vivo, la clonacion o la transgénesis
(Besenfelder et al., 2002; Cortell, 2012).

De todas formas, los tratamientos de superovulacién presentan como limitaciones la
variabilidad en la respuesta y las alteraciones en la calidad de évulos y embriones, las
cuales han promovido la realizacion tanto de estudios sobre la foliculogénesis y ovogénesis,
como el desarrollo de nuevos productos y modos de administracién de los tratamientos que
reduzcan los efectos no deseados (Herreros, 2014).

El conejo, por su parte, es una de las pocas especies utilizadas tanto como modelo
biomédico, como especie de produccion ganadera (Cortell, 2012). Respecto al ambito
biomédico, el conejos es comunmente utilizado en biotecnologia de la reproduccién y de la
embriologia, principalmente por dos motivos; por un lado, su desarrollo embrionario es
similar al de la especie humana, lo que permite estudiar el impacto que puedan tener las
alteraciones durante las primeras etapas de la gestacién; por otro lado, existe un amplio
conocimiento molecular y morfolégico de las etapas de gastrulacion, implantacion y
placentacién en esta especie, las cuales también recuerdan en sus etapas iniciales a las del
ser humano (Fischer et al., 2012). Como especie de produccion ganadera, cabe destacar su
elevada tasa reproductiva, su alimentacién no competitiva con la humana y su eficiencia de
conversion, lo que permite obtener proteinas a un coste relativamente bajo. En ambos
campos de trabajo, resulta una ventaja el uso del conejo como modelo experimental debido
a que la obtencion de esperma y embriones, su crioconservacion, cultivo in vitro,
inseminacion artificial y transferencia embrionaria estan bien establecidas.
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1.1 Aspectos basicos de la ovulacion de la coneja

Antes de proceder con cualquier tratamiento de superovulacién, es fundamental conocer
el funcionamiento general de la ovulacién y los elementos que regulan la dinamica folicular y
la adquisiciéon de la competencia del évulo en conejas, las cuales presentan varias
diferencias con respecto a otras especies de mamiferos. Entre sus peculiaridades
reproductivas, cabe destacar el hecho de que esta especie no presenta un ciclo sexual
como resultado estrictamente del desarrollo folicular y luteal, sino que es considerada como
ovuladora inducida por el coito (Bakker and Baum, 2000; Cortell, 2012). Esta caracteristica
permite obtener una cronologia mas precisa sobre los procesos de ovulacion y desarrollo
embrionario, facilitando asi el estudio de los factores nutricionales, ambientales o
farmacoldgicos sobre las primeras etapas reproductivas (Hoffman et al., 1998; Tao and
Niemann, 2000; Lee and DeMayo, 2004). Respecto a la anatomia, las conejas presentan un
par de cuernos uterino separados a nivel del cérvix. Gracias a esta caracteristica se pueden
realizar estudios sobre el tratamiento o procesado previo de los embriones y seguir
indistintamente su desarrollo en el mismo ambiente uterino (Fisher et al., 2012).

Las conejas alcanzan su madurez sexual a los 4-5 meses de vida. Ademas, éstas pueden
estar simultdneamente gestantes y amamantando a la camada del ultimo parto. Las conejas
muestran un celo en un intervalo de 4-6 dias, el comportamiento sexual receptivo es
consecuencia del 17p-estradiol (Rodriguez y Ubila, 1998; Theau-Clément et al., 2005) el
cual actua a nivel del eje hipotalamo-hipdfisario (Bakker and Baum, 2000). En este estado,
las hembras presentan diferentes sefiales indicadoras como una lordosis ante la presencia
del macho (Theau-Clément et al., 2005) o una vulva de color rojo (Rodriguez and Ubilla,
1998). Cuando los foliculos degeneran, la secrecién de estrégeno disminuye y las hembras
entran en un breve periodo no receptivo (Harcout-Brown, 2002).

Se debe senalar que, si tras la ovulacion la hembra no queda gestante, entra en un
periodo denominado de pseudogestacion que conlleva una fase luteal de unos 14 dias, tras
la cual nuevos foliculos alcanzan un nivel de desarrollo suficiente para poder ser inducidos a
ovular. Este proceso determina un ciclo sexual aproximado de 17 dias (Browing et al., 1980).

Como en otras especies, el eje hipotalamo-hipdfisario es el encargado de regular el
comportamiento sexual y la reproduccion (Pawson y McNeilly, 2005), teniendo en cuenta
que en la coneja es el estimulo coital el que desencadena finalmente la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo. La GnRH, por su parte, es
la encargada de regular la liberacion de gonadotropinas por parte de la hipdfisis, la cual
segrega la hormona foliculo-estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), que son dos
gonadotropinas que actuan a nivel del foliculo ovarico. En la Figura 1, se representa un
esquema del funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario en conejo.
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17B-estradiol
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LH FSH

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

17p-estradiol $ 17B-estradiol

Para entender la maduracidon ovocitaria, es necesario hacer referencia al foliculo, la
unidad funcional del ovario (Mehlamnn, 2005). Los foliculos se forman durante el desarrollo
embrionario del individuo y estdn compuestos por una o mas capas de células de la
granulosa rodeando al ovocito (Gougeon, 1996; Zeleznik, 2004). En las hembras, las
oogonias fetales entran en meiosis y se detienen en el estado de diplotente de la profase |,
de esta forma se constituye una reserva de foliculos primordiales, de los cuales solamente
algunos alcanzan el estado preovulatorio o de Graff en la etapa adulta, y, solo después de la
ovulacion y fecundacion, acabaran el proceso de meiosis (Mehlmann, 2005). El crecimiento
de los foliculos primordiales, primarios y secundarios no dependen de las secreciones de
gonadotropinas hipotalamo-hipofisarias sino de factores intrafoliculares como GDF9, BMPs y
otros factores de crecimiento (Sanchez et al., 2009). Tan solo los foliculos que inicien la
formacion del antro tendran capacidad de responder a la FSH, lo que facilitara el desarrollo y
la maduracion del ovocito y, de esta forma, la adquisicion de receptores para la LH.
Finalmente, s6lo unos pocos de los foliculos reclutados emergeran, pasandose a denominar
foliculos dominantes (Mehlmann, 2005; Sirard et al., 2006), mientras que el resto sufriran un
proceso de atresia (Tilly et al., 1991). Durante esta etapa, se va formando el antro y las
células de la granulosa pasan a diferenciarse en células del camulo, intimamente ligadas al
ovocito (Gilchrist et al., 2008), dando lugar a una estructura conocida como complejo
cumulo-ovocito (COC) (Albertini et al., 2001). Esta estrecha relacion permite la regulacion de
la ovogénesis, en la que participan tanto las células del cimulo como el ovocito mediante la
secrecion de diversos factores en sentido bidireccional (Gilchrist et al., 2008). En la Figura 2,
se puede observar un esquema del desarrollo folicular y ovocitario hasta la ovulacion.
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Figura 2. Representacion del crecimiento del ovocito, capacitacion y maduraciéon durante
la foliculogénesis. Adaptado de Mermillod et al., 1999.

El coito en la coneja desencadena un pico preovulatorio de LH, provocando la disrupcién
de las uniones GAP entre las células del cumulo y el ovocito (Tosti, 2006), lo que permite la
reanudacion de la meiosis del ovocito hasta el estadio de metafase Il (Sirard et al., 2006).
Para finalizar la meiosis sera necesaria la fecundacion del mismo (Chen et al., 2003), ya que
el espermatozoide activa al 6vulo incrementando los niveles de Ca2?* que degradan los
compuestos inhibitorios de la meiosis (Jones, 2005).

En conclusién, se puede decir que existen tres niveles de regulacién del desarrollo y
seleccion de los foliculos ovulatorios:

1. Los factores intrafoliculares que aumentan o disminuyen la accidon gonadotrépica.
2. Las gonadotropinas circulantes (FSH y LH)

3. Los factores producidos por los foliculos dominantes que inhiben el desarrollo de otros
foliculos mediante los mecanismos gonadotrépico-dependientes.

1.2 Tratamientos de superovulacion en conejas

Como se ha mencionado anteriormente, la estimulacion ovarica se basa en la
administracion de una gonadotropina exdgena, la cual imita el efecto de la FSH enddgena
cerca del final de la fase luteal y durante la fase folicular del ciclo para aumentar el numero
de oOvulos o embriones que se obtienen (Herreros, 2014). Como contrapartida, estos
tratamientos pueden suponer una disminucién de la calidad de los ovocitos y embriones,
debido al aumento de los fallos de ovulacion, el numero de foliculos hemorragicos o la tasa
de gametos no fecundados (Fujimoto et al., 1974; Chrenek et al., 1998; Kauffman et al.,
1998; Leoni et al., 2001; Mehainsen et al., 2005; Salvetti et al., 2007). Asimismo, la
repeticion de los tratamientos de superovulacion en una misma hembra, empleando una
misma hormona pueden desencadenar una respuesta humoral que dé lugar a la produccion
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de anticuerpos anti-gonadotropinas y por ende, afectar a la respuesta del tratamiento
(Swanson et al., 1996; Mehainsen et al., 2006; Viudes-de-Castro et al., 2009).

La respuesta a los tratamientos de estimulacién ovarica depende de factores ligados al
momento del ciclo sexual, nutricionales, ambientales, a la linea, estirpe o raza, y también al
tipo de hormona empleada y al protocolo de administracién (Squires y McCue, 2007). Todos
estos factores provocan una elevada variabilidad de la respuesta en términos de nimero de
6vulos y embriones, y en su calidad. De esta forma, el tratamiento de superovulacion va a
depender de la concentracion de gonadotropinas empleadas y de un complejo sistema de
sefales paracrinas y autocrinas de los factores producidos por los propios foliculos, los
cuales pueden aumentar o reducir la respuesta al tratamiento.

Por lo general, los objetivos y los tratamientos de superovulacién empleados en la
practica clinica difieren de los realizados en produccion animal. En la parte clinica se utilizan
dos productos para tratar problemas de infertilidad en la mujer: la hormona foliculo-
estimulante humana urinaria (uFSH) y la hormona foliculo-estimulante recombinante
humana (rhFSH) (Palma, 2008). Actualmente, el uso de gonadotropinas recombinantes
(rhFSH) se ha impuesto en el mercado debido a que los tratamientos con uFSH, al proceder
de mujeres donantes, pueden contener restos de medicamentos, virus e incluso priones que
pueden afectar a la paciente (Out, 2005). Como ventaja de la uFSH, se debe destacar su
mejor relaciéon coste-beneficio (Hatoum et al., 2005).

En produccién animal, el principal interés de la superovulacion es incrementar la tasa de
descendencia de la hembra. Principalmente, se han empleado dos tipos de gonadotropinas
con diferente origen biolégico: coridnicas (gonadotropina coridnica equina, eCG) e
hipofisarias (FSH de origen porcino, pFSH; ovino, oFSH; equino, eFSH o recombinante,
rhFSH), con cierto debate sobre que tratamiento consigue una mejor respuesta
superovulatoria (Pliego, 2005; Mehainsen et al.,, 2005). En conejo, algunos estudios
observaron mejores resultados al estimular a las hembras con FSH (Kenelly y Foote, 1965;
Maurer et al., 1968; Joly, 1997; Rebollar et al., 2000), mientras que otros observaron
mayores respuestas en los tratamientos con eCG (Besenfelder, 1991; Kauffman et al.,
1998).

Hay que tener en cuenta el protocolo de administracion mas adecuado se va a definir en
funcion del tipo de hormona empleada, en referencia a su vida media y su eliminacion renal
(Rose et al., 2000). Las tres hormonas utilizadas en este tipo de tratamiento (eCG, FSH y
LH) son glicoproteinas cuya vida media en circulacion se determina segun su peso
molecular, el acido sialico terminal y los grupos sulfatos que contienen (Morell et al., 1971).
La eCG se produce en las células trofoblasticas endometriales de la yegua y contiene un
elevado nivel de acido sialico lo que provoca una larga permanencia en la sangre (Maertens
y Luzi, 1995), permitiendo su administracién en una unica dosis y minimizando asi la
manipulacién de los animales. Por el contrario, la FSH y LH contienen una menor cantidad
de &cido sialico por lo que presentan una corta vida media (Rose et al., 2000) y su protocolo
de administracion implica el suministro de dosis cada 12 horas durante 3 o 4 dias (Kenelly y
Foote, 1965; Joly, 1997; Kauffman et al., 1998; Besenfelder et al., 2002; Salvetti et al., 2007).

En coneja, como ya hemos comentado, se han usado ambas gonadotropinas, eCG y
FSH derivados de la pituitaria, para inducir la estimulacién ovarica (Kanayama et al., 1994;
Kauffman et al., 1998; Hashimoto et al., 2004; Mehaisen et al., 2005; Mehaisen et al., 2006;
Salvetti et al., 2007). Sin embargo, mas recientemente, se han empezado a utilizar la LH y
FSH recombinantes humanas (Viudes-de-Castro et al., 2009 y 2015; Cortell et al., 2010)
debido a que la eCG, a pesar de su larga vida media en el plasma, ha demostrado afectar
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negativamente al desarrollo del embrion (Taneja et al., 1990). A pesar de que varios estudios
han constatado que el uso de FSH frente a eCG presenta varias ventajas, su corta vida
media en circulacién, requiere un protocolo de administracion de dos veces al dia durante
3-4 dias para estimular el crecimiento folicular, lo que equivaldria a una simple inyeccién de
eCG (Renard et al., 1982; Joly, 1997; Kauffman et al., 1998). Esta limitacién ha promovido el
estudio de diferentes procedimientos para aumentar la vida media de la FSH, que se
comentaran posteriormente.

Las tablas 1 y 2 muestran diferentes protocolos de superovulacion en coneja empleando
eCG y FSH, y los principales resultados obtenidos.

Tabla 1. Protocolos de superovulaciéon con eCG empleados en coneja.

REFERENCIA DOSIS 10 TO RE RO
Kennelly y
Foote, OXJF° | 25mgLH | 1686 ; 13.7
1965
Garcia-Ximenez
y 50 Ul - 19.7 17.9 -
Vicente, 1990
Lopez-Bejar and
Lopez-Gatius, | soul | 30 ‘(JI'V*)‘CG ; 17.8 ;
eCG 2000
Besenfelder et 180 Ul
al. 120 Ul hCG 36.3 24.3 3.2
2002 (V)
Mehainsen et al. 75 Ul hCG
2006 20 Ul/kg (IV) 19.2 14 1 -
Badawy et al.
2016 50 Ul - 20.54 - -

Ol: induccion ovulacién, TO: tasa de ovulacidon, RE: embriones recuperados, RO: oocitos
recuperados.

IV: via intravenosa
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Tabla 2. Protocolos de superovulacion con FSH empleados en coneja.

TRTM. REF. DOSIS 10 TO RE | RO
Kenelly y
FSH Foote 0x 0155 | smgLH | 56,1 ] 40.4
1965 9
6 x 0.5 mg/
oFSH Kaufiman | “12n(sc) | 150Ul | 256 | 19.4 | 225
o |8x05mg/| hcG(v) | 235 | 235 | 075
12h (SC)
Cheng et
6 x 0.3 mg/ 25 Ul
pFSH al. 283 | 155 | 21
S 12h hCGlkg
con Ptk | i | et | BT 3
P P ° 2007 (IM) (IM) ' :
rhFSH .
thFSH + rhLH | Vides-de- | 5, o5y | 24 2024 | 1559 | 1.62
(5%) r 24h | buserelina | 18146 | 1593 | 0.96
rhFSH + rhLH ot (IM) (IM) 1841 | 1372 | 059
(10%)
rhFSH
thFSH +thLH | Viudes-de- | 107 ?”\%/ 1 204 | 159
(10%) Castro et Hg 20.6 12.2
buserelina -
rhFSH al. ey | 282 | 250
rhFSH + rhLH 2015 o 415 | 340
(10%)

I0: induccién ovulacién, TO: tasa de ovulacién, RE: embriones recuperados, RO: oocitos
recuperados.

FSHo: FSH ovina, FSHp: FSH porcina, rhFSH: FSH recombinante humana, rhLH: LH
recombinante humana.

IM: via intramuscular, 1V: via intravenosa, SC: via subcutanea.

Como se puede observar en los resultados de las tablas, existe una gran variabilidad de
respuesta en funcién del tratamiento de superovulacion empleado, la cual depende
principalmente de la dosis, la via de administracion y de la composicion de los productos
empleados (Aggarwal et al., 1980), concretamente el ratio LH:FSH. De esta forma, se ha
estudiado el efecto de la LH en la estimulacion ovarica en conejas, mediante el uso de pFSH
purificada, obteniendo resultados altamente variables (Hashimoto et al., 2004; Salvetti et al.,
2007). Mas recientemente, Viudes-de-Castro et al. realizé dos estudios usando diferentes
protocolos de administracion de rhLH y rhFSH. En el primer estudio (2009), se comprobé
que la concentracion endégena de LH era suficiente para duplicar la tasa de ovulacion en
conejas tratadas con bajas dosis de FSH, mientras que esta concentracion resultaba
insuficiente al ser tratadas con altas dosis de FSH (2015). De los resultados obtenidos,
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dedujeron que el umbral de LH en conejos era dependiente de la dosis de FSH empleada.
Ademas, los diferentes autores mencionados comprobaron que la respuesta al tratamiento
también se ve influenciada por otros factores como la edad, el estado fisioldgico de la coneja
y su estirpe genética, lo que hace dificil establecer comparaciones entre los estudios
realizados.

Para una correcto estudio de la respuesta a los tratamientos, ademas de la tasa de
ovulacion y de recuperacion de évulos y embriones, es necesario evaluar la calidad de los
mismos atendiendo tanto a los criterios morfolégicos de acuerdo con la clasificacion de la
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones como a la tasa de fecundacion y
desarrollo in vitro e in vivo. Otros aspectos importantes a evaluar son el perfil de expresion
de determinados genes relacionados con el desarrollo embrionario (Viudes-de-Castro et al.,
2015), asi como varios factores relacionados con el metabolismo (Cortell et al., 2015).

Los tratamientos de superovulacion, tanto con eCG como con FSH y LH, pueden implicar
una disminucion de la calidad de los embriones (Cortell, 2012), debido a que su
administracion conlleva la modificacion de la concentracion de los esteroides circulantes,
principalmente 17B-estradiol y progesterona (Donoghue et al., 1992), que controlan el
ambiente oviductal, por lo que afectara a la correcta sincronizacién entre el embrién y el
endometrio durante la inseminacion y fecundacion, influyendo de este modo en la tasa de
ovulacion y en el numero de embriones recuperados al final del proceso (Greve and
Callesen, 2001; Gonzalez-Bulnes et al., 2000). Ademas, estos tratamientos pueden dar lugar
al reclutamiento de évulos que no se han diferenciado adecuadamente (Sirard et al., 2006).

Pese a que varios autores no han encontrado diferencias significativas en la calidad de
los embriones entre hembras superovuladas y no tratadas (Salvetti et al., 2007; Viudes-de-
Castro et al., 2009-2015), otros autores si que han observado que los tratamientos de
superovulacion con altas dosis de eCG o FSH pueden generar gran cantidad de foliculos
anormales e inmaduros (Garcia Ximénez and Vicente, 1990; Schmidt et al., 1992; Kim et al.,
1988), pudiendo provocar, adicionalmente, el descenso de la tasa de recuperacion de
embriones (Kennelly y Foote, 1965; Hafez, 1969; Schmidt et al., 1992), defectos
citogenéticos y alteraciones cromosodmicas en los mismos (Fecheimer and Beatty, 1974;
Paufler et al., 1975). Asimismo, otros estudios realizados por Van de Weijer et al. (2003) y
Hasser et al. (2011), en los que utilizaron FSH comerciales derivados de extractos de
pituitaria con cantidades indefinidas de LH, mostraron una variacion considerable en la
respuesta entre lotes; ésta podria deberse a que una mayor cantidad de LH produce la
activacioén de receptores de LH y una luteinizacién prematura, provocando asi una ovulacion
temprana y una disminucion de los ratios de fecundacién y producciéon de embriones. En
2014, Herreros demostrdé que las isoformas de LH presentes en los preparados de FSH
también podian interferir en la efectividad del tratamiento. A pesar de todos lo estudios
realizados al respecto, aun no se ha esclarecido totalmente el papel de la LH en los
tratamientos de superovulacion.

En el caso de los tratamientos de superovulacion con eCG en conejo, se han observado
los siguientes efectos adversos:

= Disminucion en la tasa de ovocitos liberados en el estadio esperado (Chrenek et al.,
1998).

= Aumento de las anormalidades cromosdmicas y de la sensibilidad a Ia
crioconservacion en embriones (Fujimoto et al., 1974; Mehaisen et al., 2005).
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En cuanto a los tratamientos con FSH en conejo, se han descrito los siguientes efectos
negativos:

= Aumento de los foliculos hemorragicos, de los fallos de fecundacion y de la
sensibilidad a la criopreservacion (Salvetti et al., 2007; Mehaisen et al., 2005).

= Disminucién de la tasa de desarrollo de embriones y del numero de nacidos vivos tras

la crioconservacion de los embriones (Kauffman et al., 1998; Mehaisen et al., 2005;
Viudes-de-Castro et al., 2009)

Como ya se ha comentado previamente, el uso de FSH en los tratamientos de
superovulacion presenta claras ventajas frente al uso de eCG. Por un lado, con FSH se
obtienen tasas de ovulacién superiores y una menor incidencia de foliculos anaovulatorios
(Garde y Gallego, 1996), y ademas, la eCG posee mayor cantidad de efectos adversos
debido a su larga vida media (Lopes da Costa et al., 2001; Mehaisen et al., 2005).

En los ultimos afios, se han ensayado otras alternativas a estos procedimientos de
administracion para simplificar los protocolos empleados y minimizar el estrés que puedan
sufrir las hembras durante su manipulacién (Cortell, 2012). Una de estas alternativas, es el
uso de macromoléculas como vehiculo de la FSH; por ejemplo, en el estudio de Hasimoto et
al. (2007) en conejo, se obtuvieron resultados satisfactorios al emplear hidréxido de aluminio
como vehiculo; mientras que los resultados obtenidos del uso de la Polivinilpirrolidona
(PVP), mostraron una alta variabilidad en los resultados (Kanayama et al., 1992; Hashimoto
et al., 2004; Salvetti et al., 2007; Salvetti et al., 2008). Otro tipo de alternativa mas reciente
es el uso de gonadotropinas recombinantes, las cuales poseen una mayor vida media en
circulacion producida mediante ingenieria genética (Perlman et al., 2003; Trousdale et al.,
2009) o por la adiccion de una secuencia de ADN codificante para una proteina altamente
glicosilada a una parte de la FSH.

Estas nuevas técnicas de ingenieria genética para generar gonadotropinas
recombinantes han permitido conseguir FSH con un alto grado de pureza; sin embargo,
suponen elevados costes pues requieren de una glicosilacion post-traduccional (Herreros,
2014). Estos preparados se obtienen a partir de células animales transgénicas, en cuyo
genoma se han incorporado los genes responsables de codificar las subunidades alfa y beta
de la FSH (Hesser et al., 2011; Herreros, 2014). El método mas comun para producir rhFSH
es la expresion heteréloga en células de ovario de hamster chino (CHO), una linea celular
capaz de realizar modificaciones post-traduccionales en la proteina nativa (Hesser et al.,
2011). De esta forma, se obtiene FSH pura sin contaminacion por LH u otras sustancias, por
lo que no hay riesgos de infeccidén o de reacciones alérgicas, y no se produce variaciones
significativas de un lote a otro.

El tratamiento utilizado en el presente estudio se basé en la utilizacién de FSH de larga
duracion denominada corifolitropina alfa, Elonva o FSH-CTP (Leao and Esteves, 2014). Esta
FSH recombinante es una molécula hibrida originada por la combinaciéon de la alfa-
subunidad de la FSH humana con la beta-subunidad de la gonadotropina coriénica humana
(hCG), la cual consiste en un péptido carboxilo-terminal (CTP) (Campbell 2005; Verbost et
al., 2011), mediante técnicas de mutagénesis dirigida de sitio y de transferencia de genes
(Fauser et al., 2009). Su mayor vida media en el plasma es debida al CTP de la hCG, este
péptido incluye cuatro cadenas adicionales de carbohidratos unidas a oxigeno, cada una
con dos residuos de acido sidlico en su terminal, las cuales interactuan exclusivamente con
los receptores de FSH. La corifolitropina alfa tiene aproximadamente el doble de vida media
(65 horas de vida media en el plasma) y un tiempo de prolongacién de casi cuatro veces
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mayor en los niveles séricos (Duijkers et al., 2002; Devroey et al., 2009). Por lo tanto, una
simple inyeccién de FSH-CTP puede remplazar el perfil farmacocinético de los
procedimientos estandares de 7 inyecciones diarias de gonadotropinas y apoyar el
crecimiento multi-folicular durante una semana entera, reduciendo asi la manipulacion de los
animales. (Balen et al., 2004; Devroey et al., 2009).

1.3 Crioconservacién embrionaria en conejos

El término de crioconservacion hace referencia a la preservacion de células y tejidos a
temperaturas que permiten la inactivacion reversible del metabolismo celular, manteniendo
la integridad celular y tisular de forma indefinida. Los d6vulos, espermatozoides y embriones
se suelen conservar en nitrogeno liquido a una temperatura de -196°C (Hafez, 2000). Los
embriones de mamifero se han congelado y almacenado con éxito desde finales del siglo
XIX, cuando se logré obtener por primera vez descendencia de la congelacién de embriones
de ratén (Whittingham et al., 1972), aunque no fue hasta en 1985, por parte de Rall y Fahy,
cuando se introdujo la vitrificacion como un método revolucionario para la crioconservacion
de embriones. El primer protocolo de vitrificacién en conejos se elaboré en 1989 de la mano
de Smorag et al., al cual le siguieron los protocolos de Kassei et al. (1992) y Vicente y
Garcia-Ximénez (1994) con un porcentaje de supervivencia superior al 50%. Estos métodos
de crioconservacion permitieron el establecimiento de bancos de embriones para la
preservacion de recursos genéticos de poblaciones de conejos silvestres o razas
seleccionadas (Garcia et al., 2000a; Bolet et al., 2001; Mounolou et al., 2003; Lavara et al.,
2011), ademas de ofrecer nuevas posibilidades en programas de seleccién genética para
minimizar el impacto de la deriva genética, estudiar el progreso genético o facilitar la difusién
de las lineas a diferentes paises (Garcia et al., 2000b).

Como contrapartida, la crioconservacion puede generar dafios producidos por la
formacion de hielo intracelular, el estrés osmadtico o por la toxicidad de las sustancias
contenidas en los medios. La presencia de hielo intracelular puede prevenirse mediante el
uso de crioprotectores, los cuales se pueden diferenciar en tres tipos: crioprotectores
permeables de bajo peso molecular (etilen glicol -EG-, propanodiol -PROH-, dimetilsulféxido
-DMSO-, glicerol, etc.), crioprotectores no permeables de bajo peso molecular (galactosa,
sacarosa, trehalosa, etc.), y crioprotectores no permeables de alto peso molecular (PVP,
etc.). Su concentracion y el uso de varios de ellos va a depender del procedimiento de
crioconservacion utilizado y de su toxicidad en relacién con el material biolégico a preservar.

En la actualidad se pueden establecer un minimo de dos métodos principales para la
crioconservacion de embriones en base a la concentracion de crioprotectores en el medio y
la velocidad de enfriamiento; estos factores determinan la formacién o no de cristales de
hielo y si el embrién puede alcanzar o no el equilibrio osmaético durante el proceso. De esta
forma, se definen los protocolos de congelacién lenta, con baja concentracion de
crioprotectores y una lenta velocidad de enfriamiento; y de vitrificacién, con alta
concentracion de crioprotectores y una rapida velocidad de enfriamiento.

La técnica de congelacion lenta ha sido utiliza con éxito en una gran variedad de
especies incluyendo el conejo, obteniéndose resultados similares a los que proporciona la
vitrificacién, 20-57% de viabilidad al nacimiento (Joly et al., 1996). La congelacion de
embriones de conejo fue lograda por primera vez con éxito por Bank y Maurer (1974) con
embriones de 8 células. Posteriormente, se observo que los resultados y las condiciones
optimas variaban en funcion del estadio de desarrollo (Bank y Maurer, 1974), del tratamiento
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hormonal para obtener los embriones (Renard et al., 1984) y del genotipo de la estirpe de
origen del embrion y de la receptora (Vicnete y Garcia, 1993; Joly et al., 1996).

En el procedimiento de vitrificacion, los embriones se mezclan con una solucién de
elevada concentracién de crioprotectores y se someten a un enfriamiento ultrarapido
mediante su inmersién en nitrégeno liquido; de esta forma se establece una estructura vitrea
sin posibilidad de que las moléculas de agua formen cristales de hielo. El estado vitreo
mantiene la distribucién espacial molecular e iénica del liquido, pudiendo considerarse como
un liquido superenfriado extremadamente denso.

En conejos, Smorag et al. (1989) y Kobayashi et al. (1990) constataron que las mejores
soluciones para la vitrificacion contenian glicerol y propilenglicol; sin embargo, las
proporciones de embriones desarrollados con esos protocolos no fueron satisfactorias
(18-27%), pudiéndose deber a la alta toxicidad de los criprotectores. De esta forma, se
establecid como factor limitante del éxito de la vitrificacién la solucion de crioprotectores,
teniendo en cuenta su toxicidad, tiempo de exposicion y temperatura durante el equilibrado
de los embriones. Algunos autores como Vicente y Garcia Ximénez (1994) sometieron a los
embriones de conejo a soluciones con altas concentraciones de crioprotectores permeables
(EG y DMSOQ). Otros autores como Lopez-Béjar y Lopez-Gatius (2000), utilizaron
unicamente el crioprotector etilenglicol con la adicidon de sacarosa. Kasai et al. (1992)
estudiaron la tasa de supervivencia de morulas de conejo expuestas a una solucion de
vitrificaciéon de PBS con 40% de EG + 18% Ficoll + 0.3 M Sacarosa (EFS) durante 2, 5y 10
min a 20 °C vy, posteriormente sumergidas en nitrogeno liquido; su objetivo era la evaluacion
de un crioprotector con menor toxicidad como el Ficoll. En el estudio describieron que el
porcentaje de embriones que se habian desarrollado hasta blastocisto expandido era menor
cuanto mayor era su tiempo de exposicion a la solucion (87, 40 y 17%, respectivamente).
Ademas, obtuvieron un total de 65% fetos tras la transferencia de embriones vitrificados en
una solucion EFS durante 2 min. Otro protocolo de vitrificacion, descrito por Garcia-Ximénez
et al. (1996) constaba de dos pasos: primero, los embriones eran pipeteados en 0.2 mL de
PBS en una placa de cultivo para, posteriormente, anadir y diluir 0.2 mL de usa solucién
25% EG + 25% DMSO en PBS. Después de 2 minutos, se afiadieron 0.6 mL de la misma
solucion crioprotectora y los embriones se mantuvieron en la solucién final de vitrificacion
(20% EG + 20% DMSO en PBS) a 20 °C durante 1 minuto para, seguidamente, introducirlos
directamente en nitrogeno liquido. Los resultados obtenidos es este estudio aseguraron la
estabilizacion de una linea maternal de conejos con un 47% de nacidos vivos y un 42% de
eficiencia total tras las transferencias. Ademas, se constaté la posible adicién de otros
elementos a la solucidon de vitrificacion como suero de coneja o BSA para mejorar la
eficiencia del proceso (Vicente et al.,, 1999). En el proceso de vitrificacion, el estadio de
desarrollo del embrion, el tratamiento de las conejas donantes, su estirpe y la de la
receptora, y la sincronizacién embrién-endometrio son ain mas determinantes que en la
congelacion para la supervivencia posterior (Smorag et al., 1989; Lopez-Béjar et al., 1994;
Mehainsen et al., 2005; Lavara et al., 2011; Marco-Jiménez et al., 2013).

La crioconservacién puede resultar perjudicial para la organizacién celular del embrién
por varios motivos entre los que destaca el efecto de la temperatura; la exposicion de
embriones a bajas temperaturas ejerce directamente un efecto negativo sobre los enzimas
catalizadores de las reacciones bioquimicas, provocando roturas y alteraciones en la
organizacién de las membranas, lo que conlleva a la pérdida gradual de la viabilidad. La
magnitud de los dafos celulares depende de varios factores, como el protocolo de
crioconservacion (medios, envases, velocidades de enfriamiento y calentamiento), especie,
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etapa del desarrollo del embrién y sistema de produccién de embriones, entre otros (Fabian
et al., 2005).

Los protocolos de congelacién pueden provocar la disrupcién de organulos celulares
como el citoesqueleto, o efectos toxicos debido a los crioprotectores (Dobrinsky, 1996),
mientras que durante la vitrificacion los embriones pueden ser dafados por la toxicidad de
los crioprotectores (Baguisi et al., 1999), efectos osmoticos adversos (Kasai, 1995), y por
fendmenos de cristalizacion durante el calentamiento (Viudes-de-Castro et al., 2010). La
formulacion adecuada de crioprotectores permeables, no permeables y sustancias
bloqueantes de hielo permiten reducir notablemente estos efectos nocivos de la vitrificacion
(Fahy et al., 2004).

La viabilidad de los embriones vitrificados post-vitrificacion pueden ser evaluados in vitro,
estudiando la capacidad de los embriones des-vitrificados de desarrollandose en un medio
de cultivo hasta el estadio de blastocisto eclosionado (Vicente et al., 1999); o bien, haciendo
una evaluacion in vivo, transfiriendo los embriones a diversas hembras receptoras
(Besenfelder y Brem, 1993). Antes de determinar la viabilidad, se debe realizar un test
morfoldgico de forma que solo aquellos embriones sin alteraciones morfolégicas vayan a ser
transferidos o cultivados, asegurando asi el maximo ratio de desarrollo (Techakumphu y
Heyman, 1987). Varios autores demostraron que el ratio de desarrollo in vivo de embriones
era menor que el ratio de desarrollo in vitro, especialmente en embriones crioconservados
frente a embriones frescos (Bank y Maurer, 1974; Maurer y Haseman, 1976; Tsunoda et al.,
1979; Renard et al., 1984; Kojima et al., 1985; Smorag et al., 1989;). Sin embargo, otros
estudios de crioconservacion de embriones de conejos demostraban una alta correlacion
entre la evaluacion post-crioconservacion in vitro e in vivo (Tsunoda and Sugie, 1977;
Techakumphu and Heyman, 1987; Kojima et al., 1990; Kassai et al., 1992). A pesar de que
las dos técnicas son validas para el estudio de la viabilidad de embriones, la evidencia
definitiva para cualquier manipulaciéon de embriones es el desarrollo in vivo.

La crioconservacion de embriones de conejo ofrece resultados satisfactorios alcanzando
entre 25-65% de viabilidad al nacimiento por embrién crioconservado frente a un 50-70%
con embriones no criconservados (Renard et al., 1984; Kassai et al., 1992; Vicente y Garcia,
1994; Joly et al., 1996; Vicente et al., 1999; Lavara et al., 2011; Marco-Jiménez et al., 2013).
Sin embargo, la distribucion de las pérdidas embrionarias o fetales difiere entre embriones
crioconservados y frescos e incluso entre procedimientos de crioconservacion (Mocé et al.,
2012; Marco-Jiménez et al., 2013)
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este Trabajo Final de Grado son los siguientes:

O

% Evaluar el efecto de la corifolitropina alfa (FSH-CTP; Elonva) sobre la
estimulacion ovarica de la coneja y la recuperacion embrionaria en conejas
multiparas y nuliparas

«» Evaluar la viabilidad de los embriones Vvitrificados obtenidos de hembras
multiparas y nuliparas superovuladas, mediante su cultivo in vitro y transferencia in
vivo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseno experimental

El diseno experimental que se llevd a cabo se muestra de manera esquematica en la
Figura 3. Las conejas utilizadas fueron sometidas a dos sesiones de tratamientos de
superovulacion y recuperacion de embriones. La viabilidad de los embriones recuperados,
bien sometidos a técnicas de crioconservacion o no, fue evaluada in vitro mediante cultivo e
in vivo mediante transferencias en hembras receptoras.

Grupo 1:
10 hembras Multiparas

Grupo 2:
9 hembras Nuliparas
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4. Cultivo in vitro

Figura 3. Disefio experimental
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3.2 Animales (modelo experimental y legislacion)

Los animales utilizados como donantes y receptores de embriones fueron proporcionados
por las granjas cuniculas del Grupo de Mejora Genética Animal del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Animal de la Universidad Politécnica de Valencia. En los tratamientos se
superovulacion repetidos, se utilizaron un total de 19 hembras que provenian de la linea
amarilla A de origen Neozelandés blanco seleccionadas desde 1980 por tamafio de camada.
Las 19 hembras utilizadas se diferenciaron en dos grupos segun su estado reproductivo: 9
hembras nuliparas, con una edad comprendida entre los 4 meses y medio y los 5 meses, y
las 10 restantes multiparas, con una edad mayor a un afo y con un historial previo de partos
(4-5 partos). Ambos tipos de hembras fueron inseminadas con machos de la misma linea A
con edades comprendidas entre 8 y 12 meses. En la ultima fase del experimento, se
utilizaron 17 hembras nuliparas como receptoras de los embriones obtenidos en los
tratamientos de superovulacion.

Los conejos fueron alojados en jaulas individuales bajo condiciones ambientales
controladas: temperatura media diaria minima de 17.5°C y maxima de 25.5°C, fotoperiodo
de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y acceso libre a pienso comercial y agua filtrada.
Todos los conejos fueron tratados de acuerdo a los procedimientos aprobados por la
Generalitat Valenciana para la instalacion cunicula n°® de registro 250091 y atendiendo a la
legislacion sobre la experimentacién animal del Real Decreto 53/2013 (BOE, 2013).

Figura 4. Conejo de origen Neozelandés Blanco (New Zealand White)

3.3 Recuperacion de embriones

3.3.1 Tratamiento de superovulacién

Todas las hembras utilizadas en el estudio de superovulaciéon fueron sometidas a un
tratamiento repetido con la hormona recombinante FSH de larga duracién, Corifolitropina
alfa (FSH-CTP; Elonva; 150 ug/mL, Merck Sharp & Dohme S.A.; Spain), en una Unica dosis
de 3 ug/0.5mL via subcutanea. El tratamiento de superovulacion se repitid6 en cada coneja
dos veces, pudiéndose realizar hasta un tercero en algunas de ellas.

Como hemos mencionado previamente, las hembras se distribuyeron en dos grupos
experimentales:

= Grupo 1 (N = 10): conejas multiparas superovuladas con FSH-CTP.
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= Grupo 2 (N = 9): conejas nuliparas superovuladas con FSH-CTP.

En casa sesion de trabajo, se utilizaron 4 o 6 conejas (2-3 por grupo) de pesos y edades
similares para inducir superovulacién, dejando un intervalo minimo de 30 dias para repetir el
tratamiento en la misma coneja.

3.3.2 Inseminacion artificial y Evaluacion del semen

Las conejas fueron inseminadas 60 horas después del tratamiento de superovulacion con
0.5 mL de una mezcla heteroespérmica, y se les indujo la ovulacidon con 1 ug de acetato de
buserelina (Suprefact; Hoechst Marion Roussel, S.A., Madrid, Spain) via intramuscular.

El semen utilizado se recuperd el mismo dia mediante el empleo de vaginas artificiales
segun el método descrito por Vicente et al. (2011). La muestra seminal recogida se diluyd en
1:5 en Tris-Citrico-Glucosa [0.25 M Tris (hidroximetil) aminometano, 83 mM acido citrico, 47
mM Glucosa] y se observé en un microscopio con 6ptica de contraste de fases para evaluar
su calidad antes de su utilizacion. Mas tarde, se analizé la muestra mediante el software
ISAS, el cual calcula la concentracion y motilidad del eyaculado, mediante una alicuota de la
mezcla heterospérmica colocada en una camara Makler atemperada a 37°C. Con este
programa, se analizaron todas las muestras de semen utilizadas en el experimento.

En cada una de las sesiones, se utilizaron tres eyaculados para constituir la mezcla
heterospérmica, con una motilidad espermatica superior al 70% y un porcentaje de
espermatozoides anormales inferior al 25%. Estos requisitos de motilidad y anomalias, son
los comunmente empleados en la inseminacion artificial (Marco et al., 2010). En la Figura 5
podemos observar una mezcla heterospérmica que cumple los requisitos comentados.

Figura 5. Imagen resultante del ISAS de una muestra heterospérmica utilizada en la
inseminacion de las conejas superovuladas.
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3.3.3 Recuperacidén de embriones in vivo y post-morten

Durante el primer tratamiento, todas las hembras fueron sometidas a la técnica de
laparoscopia 72-74 horas después de la inseminacion de acuerdo con el método descrito
por Besenfelder et al., 1998, con el fin de medir la tasa de ovulacién y de recuperar los
embriones in vivo. Antes de comenzar la operacion, todas las hembras fuero sedadas
mediante una inyeccion intramuscular de 16 mg de xilacina (Rompun, Bayer AG,
Leverkusen, Germany) seguida de otra inyeccién intravenosa de 16-20 mg de ketamina
hidroclorada (Imalgéne, Merial S.A., Lyon, France). La hembra donante de embriones se
posiciond decubito supino sobre un potro inclinado 45°. Primero, se le introdujo una aguja de
Verres en la cavidad abdominal para distender el abdomen mediante la introduccion de
CO2. Una vez distendido, se retir6 la aguja de Verres y se le instalé un trocar de 10 mm para
poder introducir el laparoscopio (Wolf paediatric 0°). Seguidamente, se colocé un segundo
trocar de 5 mm sobre la linea medioclavicular derecha y a 3 cm por encima de la cicatriz
umbilical, por donde se introdujo una pinza de 28.5 cm de longitud para manipular los
oviductos. Antes de la extraccion, se le introdujo una aguja de epidural (1 mm de diametro
interno, Vigor Epidural G17) cerca del ovario, unida a un tubo estéril de polietileno (diametro
interno de 0.3 mm), unido a su vez a una jeringuilla estéril permitiendo el acceso al oviducto
para su manipulacion. Después de la fijacion del oviducto con las pinzas, por su abertura se
le introdujo 5 mL de medio de recuperacion con tampoén fosfato salino (PBS) para desplazar
los évulos y embriones hasta el cuerno uterino. Finalmente, se introdujeron otros 50 mL de
medio de recuperacién en los cuernos uterinos, previamente elevados con las pinzas
situadas cerca de la unidon con el oviducto, insertando la aguja de epidural estéril
directamente en la pared abdominal del cuerno uterino. EI medio de recuperacion junto con
los 6vulos y embriones fueron recogidos de la vagina mediante un catéter de foley (Minitlb,
CH12) unido a una bomba de aire (10-20 mmHg), para su posterior evaluacion. En la Figura
6 se puede observar la posicion decubito supino durante el procedimiento de laparoscopia.

Figura 6. Colocacioén de la coneja en posicion decubito supino para la laparoscopia. En el
centro se observan el trocar intraabdominal, endoscopio y camara digital
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En el segundo tratamiento, la mayoria de las recuperaciones de embriones fueron
realizadas post-mortem, 72-74 horas después de la inseminacién. Las conejas fueron
sacrificadas mediante la administracion intravenosa de 1 mL/kg de pentobarbital sédico
(Dolethal, V etoquinol especialidades veterinarias, S.A., Vétoquinol, Madrid, Spain), y se les
extirpd el aparato reproductor para llevar a cabo la recuperacién de embriones mediante la
perfusién de cada oviducto con 10 mL de tampdén fosfato salino (DPBS, Dulbecco’s
phosphate buffer serum) suplementado con 0.2% (v/w) de BSA (albumina de suero bovino,
Sigma, St. Louis, MO, USA), 0.132 g/L de CaCl2 + y antibiético (penicilina G sédica 300.000
Ul, penicilina G procaina 700.000 Ul y sulfato de dihidrostreptomicina 1250 mg/L, Penivet 1,
Dlvasa Farmavic, Barcelona, Spain), atemperado a 37°C.

Ambos medios de recuperacion, tanto el obtenido por laparoscopia como el proveniente
de la perfusién de los cuernos uterinos, se recogieron en placas Petri estériles de 60 mm vy,
bajo lupa binocular, se procedi6 a la clasificacion de los 6vulos y embriones. Parte de los
embriones en buen estado se usaron directamente como embriones control, mientras que el
resto fueron vitrificados para su uso posterior. En lotes de aproximadamente 15 embriones,
se procedio a la evaluacion de su viabilidad mediante su cultivo in vitro hasta el estadio de
blastocisto eclosionado y por su transferencia in vivo a hembras receptoras. Los embriones
se clasificaron atendiendo a un criterio morfoldgico, considerando como embriones normales
a aquellos en forma de moérula compacta o estado de blastocisto temprano que presentan
una masa homogénea de células y no presenta ningun tipo de anormalidad en la capa de
mucina o la zona pelucida. En la Figura 7 se pueden observar un lote de embriones
normales recuperados.

Figura 7. Embriones recuperados observados bajo lupa binocular. Solamente aquellos
embriones con la capa de mucina intacta fueron seleccionados.

Se valoré la tasa de ovulacidon mediante el conteo de los foliculos con cicatrices de
ovulacion. En la Figura 8, se puede observar la el aspecto de un ovario superovulado.

18



3. MATERIALES Y METODOS

Figura 8. Ovario superovulado con foliculos con cicatrices de ovulacién

3.4 Proceso de Vitrificacion y Des-Vitrificacion

Parte de los embriones recuperados en estadio de mérula o blastocisto temprano fueron
vitrificados en lotes de aproximadamente 15 embriones siguiendo la metodologia descrita
por Vicente et al. (1999). Resumiendo, el procedimiento de vitrificacion fue llevado a cabo en
dos pasos a una temperatura ambiente de 20°. En el primer paso, los embriones fueron
depositado durante 2 minutos en una solucién de vitrificacion compuesta de 12.5% (v/v) de
dimetil sulféxido (3.5 M DMSO, Sigma) y un 12.5% (v/v) de etilenglicol (4.4 M EG, Sigma) en
DPBS suplementado con 0.2% (w/v) de BSA. En el segundo paso, los embriones fueron
suspendidos durante 1 minuto en una solucion del 20% (v/iv) DMSO y 20% (v/v) EG en
DPBS suplementado con 0.2% (w/v) de BSA. Los embriones suspendidos en el medio de
vitrificacion fueron cargados en pajuelas de plastico de 0.25 mL (IMV, L’Aigle, France) con
cuidado de no formar burbujas de aire. Finalmente, las pajuelas fueron selladas y se
introdujeron directamente en nitrogeno liquido.

La des-vitrificacion se realizé sumergiendo las secciones central y final de las pajuelas
en un bano de agua a 20°C durante 10-15 s. El medio de vitrificacion fue eliminado en dos
pasos, primero los embriones fueron expulsados con el medio en una solucién de DPBS con
0.33 M de sacarosa durante 5 minutos, y después fueron lavados en una solucién de DPBS
durante otros 5 minutos. Estos embriones recuperados fueron, o bien directamente
transferidos a hembras receptoras, o bien cultivados in vitro.

Estos métodos de desarrollo de embriones permitieron el estudio total de la viabilidad
de embriones vitrificados 0 no (controles) y procedentes de nuliparas o multiparas.

3.5 Viabilidad embrionaria in vitro. Cultivo de
embriones

Un total de 258 embriones procedentes de conejas multiparas y nuliparas, vitrificados y
no vitrificados (control) fueron evaluados in vitro. Para ello, se prepararon diversas placas
Nuc con 500 MicroL de medio de cultivo TCM199 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
suplementado con antibidticos (penicilina G soédica 300.000 Ul, penicilina G peocaina
700.000 Ul y sulfato de dihidrostreptomicina 1250 mg/L, Penivet 1, Divasa Farmauvis,
Barcelona, Espafia) y con un 10% de suero fetal bovino (FBS). En funcion del origen y tipo
de embridn se distinguieron 4 grupos experimentales:
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Grupo 1: 141 embriones control (C) procedentes de multiparas (ML).

Grupo 2: 117 embriones vitrificados (V) procedentes de multiparas (ML).

Grupo 3: 124 embriones control (C) procedentes de nuliparas (NL).

Grupo 4: 134 embriones vitrificados (V) procedentes de nuliparas (NL).

Los embriones se cultivaron in vitro (CIV) durante 48 horas en una estufa a una
temperatura de 38°C y a una atmosfera controlada con un 5% de COZ2. Transcurridas las
48h, se anotd el numero de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto y de
aquellos que fueron capaces de remodelar su zona pelucida y cubierta de mucina para
lograr expandirse. En la Figura 9, se pueden observar los diferentes estadios de embriones
en un cultivo in vitro.

Figura 9. Desarrollo embrionario in vitro. A. Mérula, B. Blastocisto, C. Blastocisto en
expansion, D. Blastocisto expandido.

3.6 Viabilidad embrionaria in vivo. Transferencia de
embriones

Se realizaron 17 transferencias de embriones, cuatro por cada grupo experimental
programado, transfiriendo un total de 186 embriones procedentes de nuliparas o multiparas,
en estado vitrificado o como control. Las 17 hembras escogidas para la transferencia fueron
seleccionadas en funcion de la turgencia y el color de la vulva, indicativo de celo. Segun la
procedencia y el estado de los embriones transferidos, se diferenciaron cuatro grupos
experimentales:

= Grupo 1: 4 hembras receptoras de un total de 45 embriones frescos procedentes de
hembras multiparas.
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= Grupo 2: 4 hembras receptoras de 53 embriones vitrificados procedentes de hembras
multiparas.

= Grupo 3: 4 hembras receptoras de 49 embriones frescos procedentes de hembras
nuliparas.

= Grupo 4: 4 hembras receptoras de 50 embriones vitrificados procedentes de hembras
nuliparas.

Para el estudio de la viabilidad in vivo, las hembras receptoras fueron inducidas a ovular
con 1 pg de acetato de buserelina (Hoechst, Marion Roussel, Madrid, Spain) via
intramuscular, 72 horas antes de la transferencia. Las hembras sincronizadas fueron
anestesiadas mediante una inyeccién intramuscular con 16 mg de xilacina (Rompun, Bayer
AG, Leverkusen, Germany) seguida de una inyeccion intravenosa de 16-20 mg de ketamina
hidrocloridrica (Imalgéne, Merial S.A., Lyon, France). La transferencia de embriones en el
oviducto fue realizada mediante laparoscopia (Besenfelder y Brem, 1993), procedimiento
descrito en el apartado de recogida de embriones in vivo. El nimero de embriones
transferidos por receptora varié entre 11 a 16 en funcion del lote del que se dispuso. Al final
de la transferencia, se les inyecté 0.5 mL/coneja de enrofloxacin (Baytril 5%, Bayer,
Barcelona, Spain) via intramuscular. Las conejas transferidas se devolvieron a sus
respectivas jaulas, alimentadas con una dieta estandar ad libitum y con acceso libre de
agua.

3.7 Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois, USA, 2002). Los resultados se presentaron como la media ajustada por
minimos cuadrados (LSM) junto a su error estandar. La significancia estadistica de las
variables fijas se determiné mediante un test de Fisher, considerandose como significativas,
aquellas variables con un p-value < 0.05.

Para evaluar el efecto del tratamiento de superovulacién sobre la tasa de ovulacién
(numero de foliculos con cicatriz de ovulacion, TO), tasa recuperaciéon = ([6vulos +
embriones recuperados] / TO) *100 y la eficiencia de la recuperacién de embriones
normales(embriones normales /TO) *100. Se realizé un analisis de varianza univariante
empleando un modelo lineal general en el que se establecieron como factores fijos el estado
fisioldgico de la hembra (multiparas-ML- o nuliparas-NL) y la sesién de tratamiento (primero
o segundo).

Los analisis estadisticos correspondientes a la viabilidad in vitro y supervivencia al
nacimiento se realizaron mediante la funcidén binomial probit link, en el que el modelo lineal
general incluia el origen de los embriones (ML o NL), su estado (vitrificado o fresco) y su
interaccion. Se asignaron valores binomiales a la tasa de supervivencia in vivo y a la tasa de
desarrollo a blastocisto in vitro. De esta forma, tanto los embriones que llegaron a nacer
como los embriones desarrollados hasta blastocisto expandido (hatched) recibian un valor
de 1, mientras que aquellos que no sobrevivian o no se desarrollaban hasta ese estadio se
les asignaba un valor de 0.
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4.1 Efectos de le estimulacion ovarica sobre la tasa
de ovulacién y la recuperacion de embriones

Como se ha mencionado en el apartado de introduccion, los tratamientos de estimulacion
ovarica pueden provocar procesos anovulatorios o embriones anormales. En nuestro
estudio, 4 hembras nuliparas de 9 no consiguieron inducir la ovulaciéon a pesar de haber
respondido favorablemente al tratamiento; de éstas, 3 fallaron en ambas sesiones del
tratamiento. Estos fallos de ovulacion se han descrito previamente por Mehaisen et al.
(2006) con eCG y oFSH, Salvetti et al. (2007) con pFSH purificada con o sin la
suplementacion de LH y por Viudes-de-Castro et al. (2009) con rhFSH sola o en
combinaciéon de rhLH; lo que sugiere que el uso de gonadotropinas exdégenas en
tratamientos de superovulacion puede afectar a la liberacion de LH enddégena debido a un
incremento de estradiol y progesterona en la concentracion plasmatica que interferiria en el
feedback positivo del estradiol en la secrecién de LH, bloqueando asi el proceso de
ovulacion (Gosselin et al., 2000). Otra posible causa del fallo de ovulacién es que el
tratamiento de superovulacién con corifolitropina alfa provoque un desarrollo insuficiente de
los foliculos en las conejas nuliparas caracterizado por la falta de receptores de LH, este
punto debe ser estudiado en préximos trabajos. En la Figura 10 podemos observar el
aspecto de un ovario sin foliculos ovulados.

Figura 10. Ovario superovulado no inducido carente de cicatrices de ovulacién

Ademas de los fallos de ovulacion, otras anomalias relacionadas con el desarrollo
folicular como los foliculos hemorragicos fueron observadas en concretamente 4 conejas;
estas anomalias podrian sugerir una insuficiente presencia de receptores LH o de secrecion
hipofisaria de LH. La presencia de foliculos hemorragicos en conejas sometidas a
tratamientos de superovulacion ha sido previamente descrito por Kenelly and Foote (1965),
Renard et al. (1982), Kim et al. (1988), Garcia Ximénez y Vicente (1990) y Salvetti et al.
(2007).

Para evaluar la respuesta al tratamiento se estudiaron la tasa de ovulacion, tasa de
recuperacion y porcentaje de embriones normales para cada factor empleado (estado
fisiolégico de la hembra: multiparas-ML y nuliparas-NL; y sesién del tratamiento: primera y
segunda). De estos, se observaron diferencias significativas en la tasa de ovulacién en
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funcién del tipo de hembra, siendo las nuliparas las que obtuvieron una mayor respuesta. En
la Tabla 3 y en la Figura 12, se pueden observar los resultados obtenidos.

Tabla 3. Efecto del tratamiento de superovulaciéon repetido sobre la tasa de ovulacion y
recuperacion de embriones.

Eficiencia de
Variable R G e Tasa de recuperacion recuperacion de
(%) embriones normales
(%)

Eetado 3154280 761+7.9 658 + 8.1
Hembra - 13 4064323 70.8+9 91,2 + 10,1
Sl “ 15 37.9+3 77386 80,993
tratamiento 15 342+3 69.5+8.4 76,2 +9,0
- 19 36.03 + 2.1 734 +6 78.5% + 6.5

N: numero de conejas utilizadas en el experimento

ML: hembras multiparas

NL: hembras nuliparas

Los datos de muestran como Ims * es: medias ajustadas por minimos cuadrados + error estandar
a,b Valores en las columnas con diferente superindice que difieren estadisticamente (P < 0.05).

Tasa de ovulacién
50

37,5

25

12,5

10 20

Figura 11. Tasa de ovulacién obtenida para los factores estadio fisiolégico (Multipara-
ML, Nuliparas-NL) y sesion de tratamiento (1°y 2°).

Como se puede observar en la Tabla 3, ambos grupos de hembras habian producido un
incremento del numero de foliculos ovulados (TO = 36.03 = 2.1) respecto a las tasa de
ovulacion caracterizadas en esta linea (13-16) (Vicente et al., 2003, Gamal et al., 2005), asi
como una respuesta similar o ligeramente superior a otros estudios previamente publicados
en conejas sometidas a tratamientos con FSH de distinto origen, con unas tasas de
ovulacion entre 16 y 40 (Tabla 2., Hashimoto et al., 2004; Mehaisen et al., 2006; Salvetti et
al., 2007; Viudes-de-Castro et al., 2009). Las tasas de recuperacion de embriones (73.4 + 6)
fueron similares a las obtenidas por Vicente et al. (2003) y Gamal et al. (2005) en la misma
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linea de coneja, con unos valores del 74 y 56,2% respectivamente, y a las observadas en la
Tabla 2, donde se establece un intervalo de recuperacion entre 65-85%. Del total de foliculos
ovulados (estima de la tasa de ovulacién) se obtuvo un 78.5% + 6.5 de embriones normales,
estas tasas son similares a las que se obtienen en conejas no superovuladas cuando se
recuperan embriones a 72h (80-82%, Vicente y Garcia-Ximénez, 1991 y Vicente et al.,
2003).

En el presente estudio, la repeticién del tratamiento no mostré diferencias significativas,
obteniéndose unas tasas de ovulacion de 37.89 + 3y 34.28 + 2.9, en la primera y segunda
sesién respectivamente. Estos resultados contrastan con los descritos anteriormente por
autores como Renard et al. (1982), Theau-Clément et al. (1998); Drion et al. (2001); Gamal
et al. (2005) y Viudes-de-Castro et al. (2009), quienes observaron una disminucioén en la tasa
de ovulacién y en el nUmero de embriones recuperados en tratamientos repetidos con FSH,
debida a la formacion de anticuerpos anti-gonadotropinas en la sangre del animal tras la
repeticion del tratamiento.

El estado fisiolégico de la hembra tratada si mostro diferencias significativas en cuanto al
numero de cicatrices de ovulacion, con unas tasas de ovulacion de 40.59% + 3.17 y 31.47%
+ 2.77 para hembras nuliparas y multiparas, respectivamente; sin embargo no presentaron
diferencias en cuanto a la tasa y eficiencia de la recuperacion. Aun a pesar de no ser
significativa, hay que sefialar que se observa una disminucion de la eficiencia en la
recuperacion de embriones normales en las hembras multiparas (65.8% + 8.1% frente a
91.2% = 10.1%, respectivamente, p = 0.061, tabla 3).

4.2 Efectos de las técnicas de superovulaciony
crioconservacion sobre el desarrollo embrionario in
vitro

Un total de 258 embriones fueron cultivados en un medio TCM199 suplementado con
suero con objetivo de evaluar el desarrollo embrionario in vitro de los embriones, vitrificados
(V) o no (control-C), procedentes de ambos grupos de conejas (multiparas-ML y nuliparas-
NL) sometidas a tratamientos de superovulacion. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 4 y Figura 12.
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Tabla 4. Efecto del origen y estado del embrion sobre la tasa de desarrollo embrionario en
cultivo in vitro.

Resultados del desarrollo a blastocisto y blastocisto expandido

Factor Variable Blastocisto (%) Blastomst(tz/o()expandldo

Origen embrién

124 93423 2344
Estado embrion

134 81+35" 2035

N: nimero de embriones transferidos para esa variable

ML: embriones procedentes de hembras multiparas

NL: embriones procedentes de hembras nuliparas

F: embriones frescos

V: embriones vitrificados

Los datos de muestran como /Ims * es: medias ajustadas por minimos cuadrados + error estandar
a,b: Valores en las columnas con diferente superindice que difieren estadisticamente (P < 0.05).

Tasa de desarrollo a blastocisto y blastocisto expandido
100

75

50

25

ML NL

Figura 12. Tasa de desarrollo embrionario in vitro hasta blastacisto y blastocisto expandido
obtenida para los factores procedencia del embrion (multiparas-ML y nuliparas-NL) y tipo de
embrion (control-C y vitrificado-V).
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Los resultados obtenidos muestran un desarrollo embrionario hasta el estadio de
blastocisto del 88 + 2.2% (222 embriones, Tabla 4), mientras que solamente 57 de los
mismos (21 + 2.7%) alcanzaron el estadio de blastocisto expandido (Tabla 4). En términos
de desarrollo a blastocisto, los resultado son superiores o similares a los obtenidos por otros
autores tanto con embriones control (no crioconservados) como crioconservados. Maurer et
al., 1968; Renard et al., 1982; Carney and Foote, 1990; Viudes de Castro et al., 2015.

Mientras que el desarrollo hasta blastocisto si fue afectado significativamente por la
vitrificacion, 93 + 2.3% frente a 81 £ 3.5% (Tabla 4), este factor no resulté significativo en
cuanto a su desarrollo hasta blastocisto expandido, con unas tasas de desarrollo de 23 £+ 4y
20 = 3.5, respectivamente (Tabla 4). Estos resultados contrastan con los obtenidos por
Gamal et al (2005), donde obtuvieron unas tasas de desarrollo a blastocisto en embriones
procedentes de tratamientos con FSH de 46.7% en vitrificados frente a un 83.6% en los
controles.

La procedencia de embriones segun el tipo de hembra si que fue significativa sobre la
tasa de expansién de los embriones, el 31 + 4.3% de los embriones procedentes de
nuliparas consiguieron alcanzar el estadio de blastocisto expandido, mientras que
unicamente el 14 + 2.9% de los procedentes de multiparas llegaron a ese estadio,
sugiriendo una mayor viabilidad embrionaria de los tratamientos de estimulacion ovarica por
parte de las hembras nuliparas, la cual no fue demostrada con los resultados obtenidos en
la viabilidad in vivo.

La interaccién entre el origen y el estado de los embriones también fue significativa en la
tasa de blastocistos expandidos. Cuando los embriones cultivados proceden de multiparas,
sean o no vitrificados, muestran tasas de expansion menores que los controles procedentes
de conejas nuliparas (23 + 5.5% frente a 40 + 6.5%). En la Tabla 6 y Figuras 17 y 18 se
pueden observar los resultados obtenidos de la interaccion.

Tabla 5. Resultados de la interaccion de los factores origen y tipo de embrién en la
tasa de desarrollo embrionario hasta blastocisto expandido.

Tasa de desarrollo hasta blastocisto expandido

Interaccion bastocisto expandido (%)

ML-C: embriones control procedentes de hembras multiparas
ML-V: embriones vitrificado procedentes de hembras multiparas
NL-C: embriones control procedentes de hembras nuliparas
NL-V: embriones vitrificados procedentes de hembras nuliparas
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Figura 13. Tasa de desarrollo embrionario hasta blastocisto expandido obtenida por la
interaccion de los factores procedencia (multiparas-ML y nuliparas-NL) y tipo de embrién
(control-C y vitrificado-V)

Interaccion origen y estado en el
desarrollo hasta basto expandido
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Figura 14. Tendencias del desarrollo embrionario de la interaccion entre el origen
(multiparas y nuliparas) y el tipo del embrién (control y vitrificado).

27



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3 Efectos de las técnicas de superovulacion y
crioconservacion sobre el desarrollo in vivo

Un total de 208 embriones recuperados fueron transferidos a 17 hembras receptoras, con
objetivo de valorar la viabilidad de los embriones vitrificados o no vitrificados (control)
generados por ambos grupos de conejas (multiparas-ML y nuliparas-NL) sometidas a
tratamientos de superovulacion. En la Tabla 6 y Figura 18 se recogen los resultados
obtenidos.

Tabla 6: Efecto del tipo y origen de los embriones sobre la tasa de supervivencia en
transferencias in vivo.

Tasa de supervivencia en las transferencias in vivo

Variable N Tasa de supervivencia (%)

Origen embriones
Estado embriones

N: numero de embriones transferidos para esa variable

ML: embriones procedentes de hembras multiparas

NL: embriones procedentes de hembras nuliparas

C: embriones control

V: embriones vitrificados

Los datos de muestran como /ms * es: medias ajustadas por minimos cuadrados + error estandar
a,b: Valores en las columnas con diferente superindice que difieren estadisticamente (P < 0.05)
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Figura 15. Tasa de supervivencia de embriones en transferencias in vivo para los factores
de origen (multiparas-ML y nuliparas-NL) y tipo de embridn (vitrificado y control).

De los 208 embriones transferidos se obtuvo una supervivencia total de 42 + 3.5%. Las
tasas de supervivencia mostraron una diferencia significativa entre los embriones vitrificados
y los controles, 29% + 4.2% frente a 56 + 5.2% respectivamente. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Renard et al. (1982) donde describié una supervivencia del
27.7% en embriones congelados frente a un 38.5 de los controles; asi como a los descritos
por Kauffman et al. (1998), Mehaisen et al. (2005), Viude-de-Castro et al. (2009), quienes
establecieron unas tasas de supervivencia del 25-65% para embriones vitrificados frente a
un 50-70% en embriones control, ambos procedentes de tratamientos de superovulacién.
Por otra parte, el origen de los embriones no afectd significativamente al total de nacidos
vivos, obteniéndose una supervivencia del 38 + 5% en multiparas y del 45 + 5% en
nuliparas; lo cual contradice la hipotesis sobre la menor viabilidad de los embriones
procedentes de multiparas.

La interaccién entre los dos factores no resultd significativa estadisticamente (p = 0.068),
aunque este valor puede ser debido al tamafio muestral del experimento y debe ser tenido
en cuenta en proximos estudios.
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5. CONCLUSIONES

De la discusién de los resultados obtenidos en el presente estudio, se pueden deducir las
siguientes conclusiones:

v El estado reproductivo de la hembra afecta significativamente a la respuesta al
tratamiento de estimulacion ovarica, siendo las nuliparas las que mayor tasa de
ovulacion presentan, ademas de generar mayor porcentaje de embriones normales.

v La repeticion del tratamiento no afecta negativamente a la respuesta del
tratamiento.

v Los embriones de hembras multiparas presentan menores tasas de desarrollo

hasta blastocisto expandido, pero no afecta significativamente al numero de nacidos
vivos en transferencias in vivo.

v Los embriones vitrificados presentan tanto una menor viabilidad in vitro en

términos de tasa de blastocistos como in vivo en las tasa de nacidos sobre embriéon
transferido.
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