RESUM

Durant el periode preimplantacional, es produix una amplia reprogramacio epigenética
en I'embrid. No obstant aix0, este fenomen és sensible a les condicions ambientals. En
este context, les tecnologies de reproduccid assistida (ARTs) suposen un canvi drastic en
I'entorn natural de I'embrid, ja que estes no aconsegueixen imitar les condicions
maternes optimes. Per tant, |'aplicacié de les ARTs té conseqiliencies en el posterior
desenvolupament de l'organisme. L'objectiu general d'aquesta tesi va ser estudiar els
efectes a llarg terminii transgeneracionals de I'estrés provocat per les condicions in vitro
durant un procediment de vitrificacié i transferéncia d'embrions, utilitzant el conill com
a model animal.

En particular, I'objectiu del Capitol | va ser avaluar el potencial del conill com a model
per a aquest estudi. En primer lloc, es descriuen en detall dos protocols altament
efectius per a transferir i vitrificar embrions de conill. Utilitzant ambdues técniques, es
demostra que la transferéncia de morules, primerenques o compactes, ens permet
obtindre taxes de supervivencia al naixement superiors al 70% en fresc i al 55% després
de la vitrificacié. La facilitat amb quée es poden realitzar els procediments de
criopreservacié i transferencia d'embrions, I'elevat nombre de descendents que podem
obtindre i el curt cicle de vida del conill, van ser claus per a fomentar i facilitar els
seglients estudis.

El Capitol Il va ser dissenyat per a dur a terme un seguiment, a curt i llarg termini, dels
efectes produits per la transferéncia d'embrions i la técnica de vitrificacio embrionaria
per se, emprant conills neozelandesos. A més, es comparen els efectes de dos dispositius
de vitrificacié diferents (el cryotop i la ministraw), els quals proporcionen diferents
velocitats de refredament i calfament. Els parametres que es van estudiar van ser la
supervivencia prenatal de I'embrid, el creixement de la descendéncia, el seu fenotip
adult, el seu estat de salut, el seu rendiment reproductiu i el seu rendiment en la
lactancia. Les taxes de supervivéncia prenatal van ser menors tant per als embrions
transferits en fresc (FT), com per als transferits després de la seua vitrificacié (VT), en
comparacid amb aquells concebuts de forma natural (NC). En comparacié amb la
descendéncia NC, els animals FT van mostrar una menor taxa de creixement que va
conduir a un menor pes corporal en I'edat adulta. Les desviacions post-natals van ser
més altes per a la descendéncia VT i, encara que aquesta va mostrar un major pes al
naixer, la seua taxa de creixement i pes corporal adult va ser menor en comparacié amb
els animals FT i NC. Aquests resultats van demostrar que cada técnica aplicada durant la
transferencia d'embrions vitrificats té un efecte individual per se, els quals, a més, sén
acumulatius. De la mateixa manera, tant la transferéncia d'embrions com les teécniques
de vitrificacié van afectar negativament el rendiment de lactacié i la composicid
nutricional de la llet de les femelles adultes. Curiosament, encara que el cryotop va



exercir un efecte positiu sobre la supervivencia embrionaria, va conduir a majors
desviacions fenotipiques post-natals en comparacid amb la ministraw. Basant-se en
aquests resultats, I'eleccid del dispositiu de vitrificacid no ha de ser considerada una
accid trivial. No obstant aix0, a pesar d’aquests canvis fenotipics, totes les progenies van
ser sanes i fertils. Per tant, en aquest primer estudi, queda reflectida la gran plasticitat
gue ofereix I'embrié dels mamifers en el seu desenvolupament davant dels diferents
factors estressants in vitro.

Una vegada va quedar demostrat que cada técnica involucrada en la transferéncia
d'embrions criopreservats té un efecte per se, I'objectiu del Capitol Il va ser avaluar els
efectes del procediment complet de transferéncia d'embrions vitrificats (VET) en el
desenvolupament dels mascles i femelles per separat. Per a aix0, es van utilitzar conills
d'origen california. Novament, detectem que els animals VT van presentar alteracions
tant del pes al naixer com en el patrd de creixement. No obstant aixd, observem que els
mascles es van veure més afectats que les femelles. En |'edat adulta, els mascles van ser
sotmesos a una autopsia post mortem i els seus organs van ser pesats. Comparats amb
els animals NC, els VT van mostrar un pes menor, a més d'una reduccié significativa del
pes del fetge i el cor. Després d'aixo, es va realitzar un analisi comparatiu del proteoma
hepatic, tractant d'elucidar les marques moleculars subjacents a aquest fenotip. L'analisi
funcional de les proteines diferencialment expressades va demostrar canvis relacionats
amb la fosforilacid oxidativa, el metabolisme del zinc, i el metabolisme lipidic. Aquests
resultats suggereixen que el VET no és un procediment neutral. No obstant aixo, I'analisi
sanguini (hematologic i bioquimic) va revelar que I'estat de salut entre els animals VT i
NC era comparable.

En el Capitol IV, les cohorts d'animals VT i NC establides en el capitol anterior, es van
aparellar durant dos generacions consecutives, dins de cada grup experimental, i sense
cap manipulacié embrionaria. D'esta manera, es va constituir un model de tres
generacions (F1, F2 i F3) per a avaluar els efectes transgeneracionals del VET. En cada
generacio, es va estudiar i comparar el desenvolupament post-natal dels mascles VT i
NC. Després del seu aparellament, en cada generacid, es va realitzar un estudi per a
avaluar la fertilitat dels mascles. Posteriorment estos animals van ser sotmesos a una
autopsia post mortem per a examinar el pes dels seus organs. Els resultats van mostrar
que els efectes directes (F1) del VET van presentar un caracter intergeneracional (F2) i
transgeneracional (F3), ja que les progénies VT van presentar una menor velocitat de
creixement i un menor pes corporal adult comparats amb els animals NC coetanis. Les
alteracions en el fetge i el cor van ser transmeses a la F2, perd només els canvis hepatics
van persistir fins a la F3. Després d'aixd, es va realitzar un estudi molecular
(transcriptomic y metabolomic) comparatiu del teixit hepatic entre els animals VT i NC
de cada generacié. Les dades del RNA-seq van revelar 642 transcrits diferencialment
expressats en la F1, dels quals 133 van ser heretats per la F2 i 120 per la F3.



Concordantment, es van detectar 151, 190 i 159 metabolits diferencialment acumulats
en les generacions F1, F2 i F3, respectivament. L'analisi funcional de les dades
moleculars va demostrar alteracions en el metabolisme del zinc i dels acids grassos
insaturats al llarg de les tres generacions. Estos canvis poden generar alteracions en una
xarxa molecular complexa que pot correlacionar-se amb el fenotip mostrat pels animals
VT. No obstant aix0, la fertilitat va ser semblant entre els mascles VT i NC de cada
generacio, sent este un bon indicador de que el VET no pareix afectar I'estat de salut
dels animals VT.

Finalment, al llarg del Capitol V, el nostre proposit va ser completar el nostre
coneixement previ sobre els canvis moleculars transgeneracionals que ocorren després
del VET en el teixit hepatic. Per a aix0, vam realitzar una aproximacié multi-omica, i es
va dur a terme un estudi més profund a nivell metabolomic y un analisi protedmic per a
validar les conseqtiencies subjacents als canvis moleculars préviament detectats. A més,
es va realitzar una analisi de I'epigenoma hepatic, entés com a possible mecanisme de
canalitzacio de I'estrés embrionari fins a I'edat adulta i les generacions posteriors. Tant
I'estudi metabolomic com el protedomic van validar i ampliar I'estudi molecular del
capitol anterior, demostrant alteracions globals en el metabolisme hepatic dels animals
VT, principalment relacionat amb alteracions del metabolisme lipidic (acids grassos
poliinsaturats, esteroides, hormones asteroidees...). En general, els resultats van indicar
gue els trastorns metabolics poden participar en una xarxa complexa de vies
fisiologiques que col-lectivament podrien recolzar les diferencies observades entre els
animals VT i NC. A més, es van detectar grans canvis de metilacié en I'epigenoma
hepatic, involucrant gens relacionats amb el metabolisme lipidic i I'apoptosi. D'esta
manera, es demostra una heréncia transgeneracional de les marques moleculars
induides pel VET en els avantpassats. No obstant aix0, una vegada més, basant-se en
I'estudi sanguini (hematologic i bioquimic) I'estat de salut dels animals VT va ser
semblant al dels NC.

Aixi, els resultats d'esta tesi ens permeten confirmar que l'aplicacié d'un VET en els
embrions primerencs té conseqliencies a llarg termini sobre el fenotip i la fisiologia
molecular de la descendéncia resultant. Durant anys, s'ha cregut que, encara que el VET
pot ser letal, este no causava cap efecte en els embrions que sobrevivien al procés, per
la qual cosa es considerava una técnica neutral. Al llarg d'aquesta tesi s'ha demostrat,
per primera vegada, que el VET induix una reprogramacid embrionaria del
desenvolupament que persisteix fins a I'edat adulta i en les generacions posteriors. Es
creu que els mecanismes epigenétics medien aquesta plasticitat del desenvolupament i
la seua heréncia transgeneracional, un fet també avalat pels nostres resultats. Per tant,
els diferents camps que actualment es nodreixen de la criopreservacio i transferéncia
d'embrions, com la medicina i la produccié animal, haurien d'avaluar com aquests
procediments poden afectar I'eficieéncia o la consecucioé dels seus objectius.



