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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue realizar una revision sistemadtica sobre la transferencia nuclear de células so-
madticas de félidos salvajes utilizando ovocitos maduros de gato doméstico (Felis catus). Ademads, se realizaron
dos metaandlisis con el programa Comprehensive Meta-Analysis V4 para evaluar el efecto de la transferencia
nuclear de células somadticas interespecie (TNCSi) en la division embrionaria y formacién de blastocisto en
comparacion con la técnica intraespecie con células somdticas y ovocitos de gato (TNCSg-g). El metaandlisis
se realiz6 con un modelo aleatorio y el tamafio del efecto se determiné mediante el riesgo relativo (RR). En
la revision sistemadtica se seleccionaron 16 articulos cientificos de un total de 248 y 3230 referencias inicia-
les en PubMed y ScienceDirect, respectivamente. Los articulos publicaban tasas de divisién embrionaria del
27.5% al 96.7% y una tasa méaxima de formacién de blastocisto del 41.5%. Solo 2 de los 8 articulos obtuvieron
descendencia viva, con una eficiencia del 1% aproximadamente sobre el total de embriones transferidos. El
riesgo de sesgo de los 10 articulos seleccionados para el metaandlisis fue bajo. No se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en la divisién embrionaria entre la TNCSi y la TNCSg-g. Sin embargo, se observé una
menor (p=0.016; RR=0.4) probabilidad de formacién de blastocistos en el grupo experimental de TNCSi en
comparacioén con la TNCSg-g. En conclusidn, la bibliografia sobre TNCSi en félidos salvajes es escasa y es-
tudia especies muy distintas, lo que dificulta los metaandlisis. Aunque la divisién embrionaria hasta el estadio
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de 2-4 células es similar en la TNCSi y la TNCSg-g, la formacién de blastocisto es menor cuando la célula
somdtica es de una especie de félido distinta al gato.
Palabras clave: interespecifico, ovocito, blastocisto, especies amenazadas, Felis catus.

ABSTRACT

The aim of this work was to systematically review scientific articles on interspecies somatic cell nuclear
transfer (iISCNT) in wild cats using domestic cat oocytes. In addition, two meta-analyses were performed us-
ing the Comprehensive Meta-Analysis V4 program to evaluate the effect of iSCNT on embryonic division and
blastocyst formation compared to the intraspecies technique with somatic cells and oocytes from domestic cat
(SCNTc-c). The meta-analysis was performed using a randomized model and the effect size was determined us-
ing the relative risk (RR). Sixteen scientific articles were selected from a total of 248 and 3230 initial references
in PubMed and ScienceDirect, respectively. The articles report embryonic cleavage rates of 27.5% to 96.7%
and a maximum blastocyst formation rate of 41.5%. Only 2 of the 8 articles obtained live offspring, with an
efficiency of approximately 1% of the total number of embryos transferred. The risk of bias of the 10 articles se-
lected for the meta-analysis was low. No significant differences (p>0.05) were found in the embryonic division
between the iISCNT and the SCNTc-c. However, a lower (p=0.016; RR=0.4) probability of blastocyst formation
was observed in the experimental group of iSCNT compared to SCNTc-c. In conclusion, the bibliography on
iSCNT in wild cats is scarce and studies very different species, which makes meta-analyses difficult. Although
embryonic division up to the 2-4 cell stage is similar in iSCNT and SCNTc-c, blastocyst formation is less when
the somatic cell is from a felid species other than the cat.

Keywords: interspecific, oocyte, blastocyst, endangered species, Felis catus.

INTRODUCCION

La disminucién de la biodiversidad y el au-
mento de especies amenazadas ha llevado a un
aumento de las investigaciones dirigidas al de-
sarrollo de estrategias de conservacién (Borges
& Pereira, 2019). Las tecnologias reproductivas
son fundamentales para conservar y expandir
poblaciones amenazadas con un nimero critico
de individuos (Holt et al., 2004). Entre estas tec-
nologfas destacan la criopreservacién de game-
tos y embriones (Ledn-Quinto et al., 2009), la
inseminacién artificial (Howard et al., 2016), la
transferencia de embriones (Goeritz et al., 2012),
la fecundacién in vitro (Herrick et al., 2010) y
clonacién mediante transferencia nuclear de cé-
lulas somaticas (TNCS) (Folch et al., 2009).

Aunque se ha demostrado el potencial de
la TNCS para la conservacion de la biodiversi-
dad, esta técnica presenta algunas limitaciones
en especies en peligro de extincién como la baja
disponibilidad de ovocitos (Loi et al., 2001).
En estos casos, la clonacion mediante TNCS

interespecie (TNCSi), puede ser una alternativa
(Beyhan et al., 2007), ya que es una técnica
donde las células de la especie que se quiere
clonar se transfieren a un ovocito enucleado de
una especie diferente pero lo mds relacionada
filogenéticamente posible y con un nimero de
individuos muy elevado (Beyhan et al., 2007).
Los ovocitos receptores mds utilizados han sido
los de bovino y conejo por la demostrada capa-
cidad de su citoplasma para reprogramar células
somadticas, asi como por su facil disponibilidad
(Seaby et al., 2013; Yamochi et al., 2013). El
embridn resultante de la TNCSi se transfiere al
utero de una hembra receptora adecuada, nor-
malmente la misma especie donante del ovoci-
to, para que se desarrolle hasta término (Beyhan
et al., 2007; Moro et al., 2015a).

Sin embargo, existen numerosos factores
técnicos y bioldgicos que afectan el éxito de
la técnica y conducen a fallos en la implanta-
cién, anomalias fetales y mala salud posnatal
(Trounson, 2001), lo que se traduce en una baja
eficiencia de la TNCSi en términos de descen-
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dencia. Algunos factores estdn asociados a la
propia técnica como la maduracién citoplasma-
tica del ovocito, la reprogramacion del nicleo
del donante o unas adecuadas condiciones de
cultivo (Cordova et al., 2017). Ademas, existen
una serie de limitaciones asociadas a la dis-
tancia filogenética entre la célula donante y el
citoplasma receptor, como la incompatibilidad
entre ADN mitocondrial (ADNmt) y ADN ge-
nomico (Mrowiec et al., 2020), el fallo en la
activacién del genoma embrionario (AGE) o
la disponibilidad de hembras receptoras ade-
cuadas para los embriones clonados (Loi et al.,
2011). En la TNCSi, cuando se inyecta la célula
somdtica completa en el ovocito, el embrién
hereda ADN nuclear derivado de la célula do-
nante y ADNmt derivado del ovocito y de la
célula donante (Takeda et al., 2003), por lo que
se produce el fenémeno de heteroplasmia, en el
que coexisten ADNmt de dos células diferentes.
Esta situacion produce un problema doble de
incompatibilidad, por un lado, la incompatibili-
dad entre los genes del ADNmt del citoplasma
y los genes nucleares que codifican proteinas
mitocondriales, y por otro la incompatibilidad
entre el ADNmt procedente de la célula recep-
tora y el ADNmt transmitido por la célula do-
nante (Mrowiec et al., 2020). Ademas, en los
embriones producidos por TNCSi, el desarro-
llo se puede ver impedido por la ausencia de
AGE o por una AGE parcial, porque los genes
que desencadenan la transcripcién del genoma
embrionario, presentes en el citoplasma del
ovocito, no se unen a la secuencia diana en el
genoma de las células somdticas de una especie
diferente (Loi et al., 2001), lo que conducird
a un desarrollo embrionario extremadamente
pobre (Zuo et al., 2017). Otro inconveniente
que considerar de la TNCSi como aplicacion
en programas de conservacion es que la pro-
duccién de poblaciones genéticamente idénti-
cas pueda causar problemas de endogamia Yy,
en consecuencia, las poblaciones presentaran
alelos infrecuentes y deletéreos (Mrowiec et
al., 2020), aunque se cuestiona si, llegado el

punto en el que solo quede un reducido nimero
de animales, la inevitable endogamia de la po-
blacién es preferible a la extincién. Recolectar
lineas celulares, cuando una poblacién cuenta
atn un nimero de individuos elevado, haria que
el nivel original de diversidad genética pudiera
ser restaurado mediante clonacién, lo cual res-
palda la importancia de la creacién de bancos
de células somadticas.

Entre las especies en peligro de extincion, la
familia de los félidos destaca porque la mayoria
de sus especies salvajes presentan poblaciones
decrecientes segin la Lista Roja de la IUCN
(2022), debido a la caza furtiva y la pérdida
de habitat (Thongphakdee et al., 2020). Resulta
interesante aclarar que la familia de los félidos,
a diferencia de la subfamilia de los felinos (Fe-
linae), incluye a los panterinos (Pantherinae)
como el ledn (Panthera leo), el tigre (Panthera
tigris), el leopardo (Panthera pardus) y el ja-
guar (Panthera onca). El uso de la técnica de
TNCSi podria ser clave para la conservacién y
restauracién de poblaciones de estas especies.
Los gatos domésticos no sélo sirven como una
especie modelo para el estudio de los félidos en
peligro de extincion, sino que también propor-
cionan un citoplasma receptor adecuado para
la transferencia de células somdticas de félidos
salvajes, o una hembra receptora adecuada para
la transferencia de embriones de estas especies
(Kitiyanant et al., 2003). En estos casos, a pesar
de la distancia filogenética, se ha demostrado
que el ovocito de gato doméstico (Felis catus)
puede reprogramar los nucleos de diferentes
félidos salvajes entre los que se encuentran el
gato salvaje africano (Felis silvestris lybica;
Gomez et al., 2003), gato jaspeado (Pardofelis
marmorata; Thongphakdee et al., 2006), gato
leopardo (Prionailurus bengalensis; Yin et al.,
2006a), gato de las arenas (Felis margarita; G6-
mez et al., 2008), gato de cabeza plana (Prio-
nailurus planiceps; Thongphakdee et al., 2010),
gato de patas negras (Felis nigripes; Gomez et
al., 2011), guepardo (Acinonyx jubatus; Moro et
al., 2015a), tigre (Panthera tigris; Moro et al.,
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2015b), guepardo asidtico (Acinonyx jubatus
venaticus; Moulavi et al., 2017), giiifia (Leopar-
dus guigna; Veraguas et al., 2020) y leopardo de
Persia (Panthera pardus saxicolor; Shahverdi
et al., 2022). La mayoria de las investigaciones
se han centrado en el desarrollo in vitro de los
embriones obtenidos mediante TNCSi, con los
que se han alcanzado tasas de divisién embrio-
naria (estadio de 2-4 células) de entre el 27.5%
(guepardo asidtico; Moulavi et al., 2017) y el
96.7% (guepardo; Moro et al, 2015a), y tasas
maximas de formacion blastocistos del 41.5%
(gato de las arenas; Gomez et al., 2008). Sin
embargo, algunos estudios han reportado el na-
cimiento de descendencia de embriones obte-
nidos mediante esta tecnologia, siendo la tasa
de nacidos con respecto al total de embriones
transferidos del 1% aproximadamente. El pri-
mero de ellos fue el nacimiento de cachorros
de gato salvaje africano descrito por Gomez et
al. en 2004.

Actualmente existe poca bibliografia cienti-
fica que recopile informacién, datos y resultados
obtenidos mediante TNCSi en félidos (Gomez
et al., 2006; Loi et al., 2011; Thongphakdee
et al., 2020). Por otra parte, seria interesante
comparar la eficiencia de la técnica de TNCS en
gato doméstico y la TNCSi con félidos salvajes,
con el fin de evaluar el impacto del empleo de
una célula somdtica de una especie de félido
distinta a la del ovocito receptor sobre el poste-
rior desarrollo embrionario.

El primer objetivo de este trabajo de fin de
grado fue realizar una revisién sistemdtica de
articulos cientificos sobre la TNCSi donde se
utilicen células somaticas de félidos salvajes y
ovocitos enucleados de gato doméstico. El se-
gundo objetivo fue realizar un metaandlisis para
evaluar el efecto de la TNCSi con células so-
madticas de félidos salvajes y ovocitos de gato,
sobre la divisién embrionaria hasta el estadio de
2-4 células y sobre la formacion de blastocisto,
tomando como referencia embriones produci-
dos mediante TNCS empleando células sométi-
cas y ovocitos de gato (TNCSg-g).

MATERIAL Y METODOS

Esta revision sistemdtica se realizé siguien-
do los items recogidos en la declaraciéon PRIS-
MA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Metanalyses) para la preparacion
y publicacion de revisiones sistemadticas y me-
taanalisis, (Moher et al., 2009).

1. Estrategia de bisqueda y criterios de se-
leccién

Se realizé una bisqueda bibliografica ex-
haustiva en las bases de datos de PubMed y de
ScienceDirect empleando las combinaciones de
palabras clave “interspecies and somatic cell
nuclear transfer” (A), “interspecific and soma-
tic cell nuclear transfer” (B) y “felis catus and
nuclear transfer” (C). La udltima bidsqueda fue
el 20 de marzo de 2023.

Para acotar los resultados de la biisqueda, se
emplearon los siguientes criterios de seleccidn:
que los articulos estuvieran escritos en inglés;
que tuvieran fecha de publicacién a partir del
afio 2000 inclusive; que fuesen articulos cien-
tificos de investigacién relativos a estudios de
cohortes; que hicieran referencia a la tecnologia
TNCSi con células somdticas de especies de
félidos salvajes y ovocitos receptores de gata y,
por ultimo, que presentaran datos sobre desa-
rrollo embrionario in vitro y/o in vivo.

El proceso de seleccion de los articulos se
muestra de forma esquemadtica en la Figuras 1 y 2.

2. Extraccion de datos

Tras la seleccién de articulos, se procedid
a su lectura y extraccién de datos de interés
de cada uno de los estudios seleccionados. La
extraccion de datos se llevo a cabo por dos re-
visores que trabajaron de forma independiente
y por duplicado, resolviendo posteriormente los
desacuerdos por consenso.

En cuanto a la informacién sobre el desa-
rrollo in vitro de embriones (Tabla 1), durante
la lectura de cada articulo se recopilaron datos
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Tabla 1. Estudios sobre desarrollo in vitro de embriones obtenidos mediante transferencia nuclear
de células somdticas de félidos salvajes a ovocitos de gata (Felis catus).

Especie de la célula N Divisién Blastocistos/ Blastocistos/ Cita
somatica N (%) divididos N (%) totales N (%)
Gato salvaje africano 79 68 (86.1) 15(22.1) 1519 G6 t al.. 2003
- . . 6mez et al.,
(Felis silvestris lybica) 552 36 (65.5) 15 (41.7) 15 (27.3)
Gato salvaje africano 511! 435 (85.1) no hay datos no hay datos G L 2004
.. , . Omez et al.,
(Felis silvestris lybica) 11942 944 (79.1) no hay datos no hay datos
Gato jaspeado
(Pardofelis 119! 53 (44.5) 0 0 Thongphakdee et al., 2006
marmorata)

Gato leopardo
(Prionailurus 218! 147 (67.4) 16 (10.9) 16 (7.3) Yin et al., 2006a
bengalensis)

Gato leopardo
(Prionailurus 52! 31(59.9) 4(129) 4(7.6) Yin et al., 2006b
bengalensis)

Gato de las arenas

23 P
(Felis margarita) 53 51 (96) 22 (43) 22 (41.5) Goémez et al., 2008

Gato jaspeado
(Pardofelis 81! 56 (69.1) 3654 3@3.7) Thongphakdee et al., 2010
marmorata)

Gato de cabeza
plana (Prionailurus 76! 58 (76.3) 5(8.6) 5(6.6) Thongphakdee et al., 2010
planiceps)

Gato leopardo
(Prionailurus 217 123 (56.7) 15(12.2) 15 (6.9) Leeetal., 2010
bengalensis)

Gato de patas negras

23 z
(Felis nigripes) 199 179 (90) 6(3.3) 6(3) Gomez et al., 2011

Gato jaspeado
(Pardofelis 130! 84 (64.6) 0 0
marmorata)

Imsoonthornruksa et al.,
2012

Gato de patas negras

2 z
(Felis nigripes) 88 82(932) 10 (12.5) 10 (11,6) Goémez et al., 2012

Guepardo
(Acinonyx jubatus)
Tigre (Panthera tigris) 66! 63 (95.9) 8 (12.7) 8 (12.1) Moro et al., 2015b
Guepardo asiatico
(Acinonyx jubatus 567! 156 (27.5) 0 0 Moulavi et al., 2017
venaticus)

ol 88 (96.7) 26 (29.5) 26 (28.6) Moro et al., 2015a

Giiina (Leopardus
guigna)
Leopardo de Persia
(Panthera pardus 327! 114 (34.9) 24 (21.1) 24 (7.3) Shahverdi et al., 2022

saxicolor)

110! 101 (91.8) 6(5.9) 6(5.5) Veraguas et al., 2020

!'Se utilizan ovocitos madurados in vitro. ? Se utilizan ovocitos madurados in vivo. * Hace referencia al niimero de embriones
fusionados, el articulo no proporciona el nimero total de embriones cultivados.
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relativos a la especie donante de la célula de
somatica, el nimero de embriones cultivados,
el nimero de embriones divididos (estadio de
2-4 células) y su correspondiente porcentaje so-
bre el total de embriones cultivados, el nimero
de blastocistos, su correspondiente porcentaje
sobre el nimero de embriones divididos, asi
como la tasa de formacién de blastocistos sobre
el total de embriones cultivados. En el caso de
que los articulos no mostraran estos datos se

procedi6 a su célculo a partir de los resultados
aportados por los autores.

La informacién sobre el desarrollo in vivo de
embriones se presenta en la Tabla 2. Se recopi-
laron datos relativos a la especie donante de la
célula somatica, el ndmero total de embriones
transferidos, el nimero de receptoras a las que
se le transfirieron los embriones, el promedio de
embriones transferidos por receptora, el nime-
ro de receptoras gestantes, su correspondiente

Tabla 2. Estudios sobre desarrollo in vivo de embriones obtenidos mediante transferencia nuclear
de células somdticas de félidos salvajes a ovocitos maduros enucleados de gata (Felis catus).

. Receptoras Fetos Nacidos
. Embriones Gestantes .
Especie de la gestantes N (% P vivos / . .
. o / receptora a término . Observaciones Cita
célula somatica [promedio] N (tasa de del n (%) nacidos
p gestacién %) total) ° totales
Gato salvaje
africano 1086'2 /26 12/26 24 9/12 10/17 Fetos de 21-23 Go6mez et al.,
(Felis silvestris [41.8] (46.2) 22.2) (75) dias. 2004.
lybica)
Gato leopardo .
(Prionailurus .17 477 6 0’ 070  Fetosde30-45 i oal, 2006a.
bengalensis) [62.1] (57.1) (1.4) dias.
Ga;feg;las 616%/20 6/20 13 5/6 /1y Felosde2223  Gomezetal.,
(Felis margarita) [32.1] (30) 2.1) (83.3) dias. 2008.
Gato de
cabeza plana 207'/5 0 0 0 0 Thongphakdee et
(Prionailurus [41.4] al., 2010.
planiceps)
Gato leopardo .
(Prionailurus 409'/ 17 6 no hay 0 0 Lee et al., 2010.
bengalensis) [24.1] (35.3) datos
Gatgedi;;atas 2137 4 g 0 0 Fetosde 2 dias. ~ COMezetal.
(Felis ﬁgigripes) [30.4] (57.1) “42) ’ 2011.
G?;Z:ZZJP,:;;IO 461' /12 0 0 0 0 Imsoonthornruksa
marmorata) [38.4] etal., 2012.
Gatgediapsa‘as 1352/2 1 1 o o rgbf:;fbiea Gémez et al.,
€ [67.5] (50) 0.7) 2012.

(Felis nigripes)

partir del dia 45.

! Se utilizan ovocitos madurados in vitro.
2 Se utilizan ovocitos madurados in vivo.

3 No se realiza diagnéstico de gestacion. Siete de las 21 receptoras se sacrifican en el dia 30-45 de gestacién y se evalu

el nimero de fetos.
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porcentaje sobre el niimero de receptoras totales
(tasa de gestacidn), el niimero de fetos formados
y su correspondiente porcentaje sobre el nimero
de embriones transferidos totales, el nimero de
hembras gestantes que llegan a término y su co-
rrespondiente porcentaje sobre el niimero de re-
ceptoras gestantes, el nimero de nacidos totales
y el nimero de nacidos vivos. Los porcentajes
que no aparecen en el texto se calcularon a partir
de los datos proporcionados en los articulos.

3. Metaanalisis y evaluacion del riesgo de
sesgo

Para la realizacion de los metaandlisis se
emplearon aquellos articulos cientificos de la
revisién sistemdtica que cumplieron los crite-
rios de seleccion descritos en el apartado 3.1 y
que ademads presentaban datos de desarrollo in
vitro (tasas de divisién y formacién de blasto-
cisto) de embriones producidos mediante TNC-
Si (ovocito de gato doméstico y célula sométi-
ca de un félido salvaje) y mediante TNCSg-g
(ovocito y célula somdtica de gato doméstico).

Previamente al metaanalisis, se llevo a cabo
una evaluacion del riesgo de sesgo por dos eva-
luadores de forma independiente con la herra-
mienta Cochrane (Higgins et al., 2022). Para
el andlisis del riesgo de sesgo se utilizaron los
mismos estudios que los seleccionados para
el metaandlisis y los aspectos que se tuvieron
en cuenta fueron: a) generacion de secuencias
aleatorias (sesgo de seleccién); b) ocultamiento
de la asignacién (sesgo de seleccién); c¢) di-
vulgacion selectiva (sesgo de informacién); d)
cegado de personal y participantes (sesgo de
realizacion); e) cegado en la recogida de datos
(sesgo de deteccidn); ) datos incompletos (ses-
go de desgaste) y g) otros sesgos.

Para el andlisis estadistico se empled el
programa Comprehensive Meta-Analysis V4
(Biostat, Inc., Englewood, New Jersey, USA)
con el modelo de Mantel-Haenszel para efectos
aleatorios. Se realizaron dos metaandlisis, uno
para evaluar el efecto de la TNCSi sobre la va-

riable dicotémica “division embrionaria” (em-
briones en estadio de 2-4 células), y otro para el
efecto de la TNCSi sobre la variable dicotémica
“formacion de blastocisto”, utilizando en am-
bos casos como grupo control embriones pro-
ducidos mediante TNCSg-g. Para determinar el
tamafio del efecto se empled el riesgo relativo
(RR). EI RR indica cuantas mas veces tiende a
producirse un evento (divisién o formacién de
blastocisto) en el grupo experimental (TNCSi)
con respecto al grupo control (TNCSg-g). Se
consideraron diferencias significativas para p <
0.05. La heterogeneidad de los estudios se de-
termind a partir de la prueba Q de Cochran y el
célculo del indice 2.

RESULTADOS

1. Resultados del proceso de bisqueda y selec-
cion de articulos de la revision sistematica

En un principio, se trabajé por separado con
los articulos resultantes de la bisqueda biblio-
gréfica en cada una de las bases de datos (Pub-
Med y ScienceDirect).

En la Figura 1 se muestra el esquema de
busqueda y selecciéon de articulos usando la
base de datos PubMed. En la busqueda ini-
cial de la combinacién de palabras clave, se
encontraron un total de 140 resultados para
la combinacién de palabras A, un total de 21
resultados para la combinacién B y un total
de 87 resultados para la combinacién C. En
una primera seleccién, se descartaron 2 (B)
y 9 (C) articulos por estar publicados en fe-
chas anteriores al 2000, y 22 (A), 8 (B) y 11
(C) articulos por ser revisiones u otro tipo de
articulo diferente al articulo de investigacion,
quedando 118 (A), 11 (B) y 67 (C) articulos.
Tras aplicar los criterios de seleccion, se ex-
cluyeron 4 (A), 4 (B) y 45 (C) articulos por
no llevar a cabo la técnica de TNCS o hacerlo
solo en la modalidad intraespecie, 109 (A), 6
(B) y 5 (C) articulos por no utilizar especies
de félidos salvajes como donantes de células
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somdticas y gato doméstico como especie re-
ceptora, y 1 (C) por no presentar datos sobre
desarrollo embrionario in vitro yl/o in vivo,
quedando en definitiva 5 (A), 1 (B) y 16 (C)
articulos seleccionados. Hay 6 articulos en co-
mun entre los seleccionados de la combinacion

A, B y C, por lo que, de la base de datos de
PubMed, se seleccionaron finalmente 16 arti-
culos cientificos.

En la Figura 2 se muestra el esquema de
biisqueda y seleccién de articulos usando la
base de datos ScienceDirect. En la busqueda

Figura 1. Esquema de busqueda y seleccion de articulos usando la base de datos PubMed.

Las letras A, B y C indican cada una de las combinaciones de palabras: “interspecies and somatic
cell nuclear transfer” (A), “interspecific and somatic cell nuclear transfer” (B) y “Felis catus and
nuclear transfer” (C). Los cuadrados verdes indican el nimero de articulos que hay para cada com-
binacién de palabras, tras aplicar los diferentes criterios de seleccion. Los circulos azules indican
los criterios de seleccion. Los cuadrados rojos indican el ndmero de articulos que se descartan para
cada criterio de seleccion. F.S—G: Articulos que lleven a cabo el estudio con especies de félidos
salvajes como donantes de células somadticas y con gato doméstico como especie receptora.

Figura 2. Esquema de busqueda y seleccién de articulos usando la base de datos ScienceDirect.
Las letras A, B y C indican cada una de las combinaciones de palabras: “interspecies and somatic
cell nuclear transfer” (A), “interspecific and somatic cell nuclear transfer” (B) y “Felis catus and
nuclear transfer” (C). Los cuadrados verdes indican el nimero de articulos que hay para cada com-
binacién de palabras, tras aplicar los diferentes criterios de seleccién. Los circulos azules indican
los criterios de seleccién. Los cuadrados rojos indican el nimero de articulos que se descartan para
cada criterio de seleccion. F.S—G: Articulos que lleven a cabo el estudio con especies de félidos
salvajes como donantes de células somdticas y con gato doméstico como especie receptora.
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inicial de la combinacién de palabras clave,
se encontraron un total de 1348 resultados
para la combinacién A, un total de 1553 re-
sultados para la combinacién B y un total de
329 resultados para la combinacién C. En una
primera seleccidn, se descartaron 480 (A),
898 (B) y 47 (C) articulos, por estar publica-
dos en fechas anteriores al 2000, y 677 (A),
505 (B) y 130 (C) articulos por ser revisiones
u otro tipo de articulo diferente al articulo de
investigacién, quedando 191 (A), 150 (B) y
152 (C) articulos. Tras aplicar los criterios
de seleccidn, se excluyeron 148 (A), 140 (B)
y 147 (C) articulos por no llevar a cabo la
técnica de TNCS o hacerlo solo en la moda-
lidad intraespecie y 38 (A) y 9 (B) articulos
por no utilizar especies de félidos salvajes
como donantes de células somadticas y gato
doméstico como especie receptora, quedando
en definitiva 5 (A), 1 (B) y 5 (C) articulos se-
leccionados. Hay 5 articulos en comin entre
los seleccionados de la combinacién A, B y
C, por lo que, de la base de datos de Science-
Direct, se seleccionan 6 articulos cientificos.

Entre los 16 articulos de PubMed y los 6 de
ScienceDirect, se encontraron 6 en comdn, lo
que da como resultado un total de 16 articulos
finales una vez que se combinaron los resulta-
dos de la busqueda en las dos bases de datos.
Los datos mas representativos de estos articulos
se muestran en la Tabla 1 (datos de desarrollo in
vitro de embriones) y Tabla 2 (datos de desarro-
llo in vivo de embriones).

2. Resultados del metaanalisis y analisis del
riesgo de sesgo

Para la realizacion de los metaandlisis se
utilizaron un total de 10 articulos cientificos
que cumplieron los criterios de seleccién y
las condiciones previamente descritas en los
apartados 3.1 y 3.3 del Material y Métodos,
respectivamente. Uno de los articulos (Thon-
gphakdee et al., 2010) describe la TNCSi con
células somdticas de dos especies de félidos

salvajes diferentes, gato jaspeado y gato de ca-
beza plana, por lo que en el metaandlisis apa-
rece este mismo estudio en dos comparaciones
(Thongphakdee et al., 2010' y Thongphakdee
et al., 2010?).

La herramienta utilizada para evaluar el
riesgo de sesgo estd diseflada para estudios cli-
nicos, por lo que se ha intentado adaptar a los
estudios incluidos en esta revision sistematica.
Los resultados obtenidos en la evaluacion del
riesgo de sesgos se representan en la Tabla 3.
El riesgo de sesgo de seleccion resulté ser muy
bajo. El sesgo por ocultamiento o cegado de
los participantes no se produce en los estudios
incluidos en este trabajo. De la misma mane-
ra, no se produce una divulgacién selectiva
porque las variables estudiadas son dicotémi-
cas por lo que no hay sesgo de informacidn.
El sesgo por ocultamiento de la asignacién o
cegado de los participantes en este caso no
contempla. El cegado en la recogida de datos
no estd garantizado por lo que el sesgo relativo
al cegado en la recogida de datos es dudoso,
ya que en estos casos el que recoge los datos
de los estudios es el investigador que suele
conocer el grupo experimental. El sesgo por
datos incompletos tampoco existe en los estu-
dios incluidos en el trabajo, ya que este sesgo
hace referencia a los pacientes que abandonan
un estudio clinico por diferentes causas.

El andlisis estadistico se realiz6 con un
modelo de efectos aleatorios que es el mas
indicado cuando los resultados de los dife-
rentes estudios no son homogéneos. El peso
relativo de cada estudio fue calculado tenien-
do en cuenta el tamafio muestral y el inter-
valo de confianza de cada estudio. El tamafio
del efecto en los metaandlisis de este TFG
se expresé con el pardmetro RR que es una
variable de asociacién para variables nomi-
nales dicotémicas (divisidon y desarrollo hasta
blastocisto).

En la Figura 3 se presentan los resultados del
metaandlisis que compara el RR de producirse
la division hasta el estadio de 2-4 células en los
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Tabla 3. Evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios seleccionados para el metaanalisis.

2 b) c) d) Cegado de e) Cegado
Estudios Generaciéon  Ocultamiento Divuleacién ers(g;nal enla f) Datos g)Otros  SESGO
" ) secuencias de la ga personaly recogida  incompletos  sesgos GENERAL
. . L selectiva participantes
aleatorias asignacion de datos
Go6mez et al.,
2003
Thongphakdee
et al., 2006
Yin et al.,
2006b
Thongphakdee
etal., 2010
Gomez et al.,
2011
Imsoonthor-
nruksa et al., -
2012
Moro et al.,
2015a
Moro et al
2015b
Moulavi et al.,
2017
Veraguas et
al., 2020
: Riesgo bajo. : Riesgo dudoso.
Estudio Estadistica de cada dio Divididos/Total Riesgo relativo y 95% IC
Riesgo Limite Limite Peso
relativo inferior superior Z-valor P-valor TNCSI Control relativo
Goémez et al. 2003 1,506 1,164 1950 3,110 0,002 68/79  28/49 - 7,66
Thongphakdee etal., 2006 1,111 0560 2205 0,301 0,763 14/63  12/60 1,99
Yin et al., 2006b 1021 0740 1409 0127 0899 28/46  31/52 6,07
Thongphakdee etal, 2010' 2,031 1,479 2788 4,383 0,000 56/81 32/94 - 6,19
Thongphakdee etal., 2010° 2,242 1,648 3,050 5,137 0,000 58/76  32/94 - 6,39
Gomez etal,, 2011 1023 0920 1,137 0419 0675 179/199 51/58 12,63
Imsoonthornruksa et al., 2012 0,903 0,766 1,066 -1,206 0228  84/130 98/137 10,63
Moro et al., 2015a 0985 0941 1,031 -0642 0521 88/91 107/109 14,14
Moro et al., 2015b 0958 0899 1,020 -1,350 0,177 63/66 48/48 13,80
Moulavi et al., 2017 0673 0510 0890 -2782 0005 156/567 38/93 - 711
Veraguas et al., 2020 0986 0910 1,068 -0,341 0733  101/110 81/87 13,39
1,088 0980 1207 158 0,113
0,01 0,1 1 10 100
Menor division Mayor division

Figura 3. Resultados del metaandlisis que analiza el efecto de la técnica de transferencia nuclear
interespecie (TNCSi) con células somadticas de félidos salvajes y ovocitos de gato sobre la divisién
embrionaria hasta estadio de 2-4 células en comparacién con la divisién embrionaria de embriones
generados mediante transferencia nuclear de células somadticas de gato a ovocitos de gato (TNCSg-g).



AN. VET. (MURCIA) 37: 1-16 (2023). TRANSFERENCIA NUCLEAR INTERESPECIE EN FELIDOS SALVAJES. HERNANDEZ-NAVAS, A., ET AL 11

embriones de los grupos TNCSi y TNCSg-g. El
RR total fue 1.09, sin embargo, las diferencias
entre grupos no fueron significativas ya que el
valor de p del andlisis fue 0.11.

En la Figura 4 se presentan los resultados
del metaandlisis que compara el RR de la tasa
de formacién de blastocisto del grupo TNCSi
y del grupo TNCSg-g. El andlisis mostré dife-
rencias significativas (p < 0.05) entre ambos
grupos. Se estimé un RR total de 0.4, lo que
indica que la probabilidad de que se formen
blastocistos en el grupo TNCSi es menor que
en el grupo TNCSg-g. En dos de los estudios
(Gbémez et al., 2003 y Thongphakdee et al.,
2010b) se obtuvieron unos valores de RR > 1,
en otros dos estudios (Yin et al., 2006 y Thon-
gphakdee et al., 2010a) se obtuvieron unos va-
lores de RR cercanos a 1 y en los 7 estudios
restantes (incluyendo los 4 estudios de mayor
peso) se obtuvieron valores de RR < 1.

En ambos metaandlisis la prueba Q de Co-
chran de heterogeneidad resulté ser significati-
va (p-valor: < 0.0001). EI alto valor de I? en el
primer (I> = 85.08) y segundo (I? = 78.82) me-
taandlisis indicaron una elevada heterogeneidad
de los estudios.

DISCUSION

1. Proceso de biisqueda y seleccion de arti-
culos de la revision sistematica

De los 16 articulos, 8 realizan tanto desarro-
llo de embriones in vitro como in vivo (Gémez
et al., 2004; Yin et al., 2006a; Gomez et al.,
2008; Lee et al., 2010; Thongphakdee et al.,
2010; Gomez et al., 2011; Gémez et al., 2012;
Imsoonthornruksa et al., 2012).

De las 11 especies de félidos salvajes que
se estudian en los articulos seleccionados, hay
7 que son consideradas por la Lista Roja de
la JTUCN (2022) como especies amenazadas,
por estar clasificadas como especies vulnera-
bles (gato de patas negras: Gémez et al., 2011
y Gomez et al., 2012; guepardo: Moro et al.,
2015a; guepardo asidtico: Moulavi et al., 2017;
giiifia: Veraguas et al., 2020; leopardo de Persia:
Shahverdi et al., 2022) o especies en peligro de
extincién (gato de cabeza plana: Thongphakdee
etal.,2010; tigre: Moro et al., 2015b). Se utiliza
el concepto de félido y no el de felino ya que,
entre las 11 especies estudiadas en los articulos
seleccionados, aparecen 2 que pertenecen a la

Blastocistos/Total

Estudio Estadistica de cada estudio

Riesgo Limite Limite

relativo inferior superior Z-valor  P-valor TNCSi
Gomez et al. 2003 9304 1268 68241 2194 0,028 157179
Thongphakdee et al., 2006 0,318 0,013 7,650 -0,706 0,480 0/63
Yin et al., 2006b 1,130 0,300 4,265 0,181 0,856 4146
Thongphakdee et al., 2010’ 1,160 0,241 5592 0,186 0,853 3/81
Thongphakdee etal, 2010° 2,061 0509 8352 1,013 0311 5/76
Gomez etal., 2011 0,109 0045 0,267 -4867 0,000 6/199
Imsoonthomruksa etal., 2012 0,017 0,001 0,280 -2,857 0,004 0/130
Moro et al., 2015a 0599 0410 0875 -2646 0,008 26/91
Moro et al., 2015b 0253 0,124 0516 -3776 0,000 8/66
Moulavi et al., 2017 0,010 0,001 0,167 -3,192 0,001 0/567
Veraguas et al., 2020 0,190 0,081 0442 -3852 0,000 6/110

0398 0,188 0844 -2402 0016

Riesgo relativo y 95% IC

Peso

Control relativo

1749 | —_— 7,16
1/60 4,02
4/52 9,95
3/94 8,84
3/94 9,62
16/58 —.— 11,99
30/137 ——— 4,84
52/109 3 13,92
23/48 —— 1277
8/93 4,70
25/87 +—u— 12,20
-
0,01 0.1 1 10 100

Menor formacion
de blastocistos

Mayor formacion
de blastocistos

Figura 4. Resultados del metaanalisis que analiza el efecto de la técnica de transferencia nuclear in-
terespecie (TNCSi) con células somadticas de félidos salvajes y ovocitos de gato sobre la formacién
de blastocisto en comparacién con la formacién de blastocisto de embriones generados mediante
transferencia nuclear de células somadticas de gato a ovocitos de gato (TNCSg-g).
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subfamilia de panterinos (Pantherinae); el tigre
(Moro et al., 2015b) y el leopardo de Persia
(Shahverdi et al., 2022).

En cuanto a los estudios de desarrollo in
vitro (Tabla 1) de los embriones producidos
por TNCSi, algunos incorporan tratamientos o
variedades entre diferentes grupos de cultivo,
como el tratamiento de fibroblastos con Tricos-
tatina A (Lee et al., 2010), el tratamiento de
fibroblastos con 5-Aza-2'-Deoxycytidine (inhi-
bidor de la ADN metiltransferasa) y Scriptaid
(inhibidor de la histona desacetilasa; Gomez et
al., 2012), la exposicion de fibroblastos a ros-
covitina (Gémez et al., 2003) o la eliminacion
de la zona pelicida del ovocito para cultivar
embriones agregados (Moro et al., 2015a; Moro
et al., 2015b; Veraguas et al., 2020). De los 8
articulos que estudian el desarrollo in vivo del
embrién producido por TNCSi (Tabla 2) solo 2
consiguen obtener descendencia viva (Gémez
et al., 2004; Gémez et al., 2008). Algunos de
los articulos comparan el desarrollo de embrio-
nes obtenidos mediante TNCSi con embriones
obtenidos mediante TNCSg-g, siendo éstos los
estudios incluidos en el metaandlisis de este tra-
bajo (Gomez et al., 2003; Thongphakdee et al.,
2006; Yin et al., 2006b; Thongphakdee et al.,
2010; GOomez et al., 2011; Imsoonthornruksa
et al., 2012; Moro et al., 2015a; Moro et al.,
2015b; Moulavi et al., 2017; Veraguas et al.,
2020).

2. Metaanalisis y analisis del riesgo de sesgo

El hecho de que no haya una diferencia es-
tadisticamente significativa entre la tasa de di-
visién embrionaria de los embriones del grupo
TNCSi y TNCSg-g, puede deberse a que las
principales limitaciones de la TNCSi aparecen
en el momento de la activacion génica embrio-
naria (Beyhan et al., 2007). La activacién géni-
ca es el momento en el que el embrién deja de
utilizar los transcritos procedentes del ovocito y
comienza a generar los propios (Memili y First,
2000). Este periodo de transicién del control del

genoma materno al embrionario en los félidos
no se produce hasta la etapa de 5 a 8 células
(Hoffert et al., 1997). De modo que esto podria
explicar que, hasta ese momento, ambos tipos
de embriones funcionen de forma parecida, ya
que el ovocito es de gato en ambos casos. Otro
motivo por el que no se ha encontrado dife-
rencia en cuanto a la division, podria ser que
los efectos de la heteroplasmia en el desarrollo
de la TNCSi no son evidentes durante las eta-
pas mds tempranas del desarrollo embrionario
(Thongphakdee et al., 2006).

Por otro lado, la menor probabilidad de que
se formen blastocistos en el grupo TNCSi, en
comparacién con el grupo TNCSg-g se debe a
la distancia filogenética entre las células donan-
tes y los ovocitos receptores (Thongphakdee et
al., 2020). Diferentes autores han demostrado
las consecuencias de emplear células somaticas
de diferente especie a la del ovocito receptor,
entre ellas destacan las incompatibilidades en-
tre ADNmt y ADN genémico (Mrowiec et al.,
2020), la inadecuada remodelacién y reprogra-
macién nuclear (Gomez et al., 2003), la ausen-
cia de AGE o AGE parcial (Loi et al., 2001),
etc. Estos problemas asociados a la TNCSi ha-
cen que muchas veces s6lo se consiga desarro-
llo embrionario hasta estadios tempranos (2-4
células o morulas; Cordova et al., 2017).

La heterogeneidad de ambos metaandlisis
puede deberse a las diferencias en el disefio
experimental y, principalmente, al empleo de
especies diferentes de félidos salvajes como
donantes de células somadticas en las distintas
investigaciones. En el caso de metaandlisis con
alta heterogeneidad se recomienda el empleo de
un modelo de efectos aleatorios y de RR como
estimador del tamafio del efecto, tal y como se
ha aplicado en este TFG.

CONCLUSIONES

Considerando la revision sistemadtica y los
resultados de los metaandlisis podemos concluir
que: la bibliografia sobre TNCSi en félidos sal-
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vajes es muy escasa y los articulos existentes
estudian especies muy distintas, lo que hace di-
ficil la realizacién de metaanalisis; la division
embrionaria hasta el estadio de 2-4 células es
similar cuando se realiza TNCSi con células
somdticas de félido salvaje y ovocito de gato
doméstico que cuando se realiza intraespecie
(TNCSg-g); y la formacién de blastocisto es
significativamente menor cuando la célula so-
matica transferida al ovocito de gato es de otra
especie de félido distinta, lo que supone una
menor eficiencia de la TNCSi con respecto a
la TNCSg-g.
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