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Resumen

En la actualidad, las elevadas tasas de infertilidad han propiciado un aumento del uso de las
técnicas de reproduccion asistida (ARTs), con mas de 6,5 millones de nacimientos
contabilizados el ano 2013. Una herramienta fundamental dentro de las ARTs es la
crioconservacion, que permite el almacenamiento indefinido de gametos, embriones y tejido
reproductivo mediante bajas temperaturas y el uso de crioprotectores. No obstante, diversos
estudios recientes llevados a cabo sobre embriones preimplantacionales han demostrado
que esta técnica induce modificaciones en el patron de expresion proteica durante su
desarrollo. Por ello, el objetivo de este trabajo fue determinar, en el modelo animal conejo,
si las modificaciones en el perfil de expresion protéica de tejido hepatico pueden ser
heredables (transgeneracionales). Para ello el estudio se basa en la comparacién de dos
poblaciones derivados de individuos vitrificados (V) y control (C) en su segunda generacion
filial. Con tal fin, se realizd un analisis protedmico mediante espectrometria de masas de
muestras hepaticas en individuos adultos de las poblaciones Vy C. Se identificaron un total
de 1492 proteinas. Tras el analisis con el programa InfernoRDN se obtuvieron 67 proteinas
diferencialmente expresadas. De estas, 65 presentaban al menos un “fold change” de 1,2.
Del analisis de las rutas KEGG destacar que, de todas las proteinas implicadas, 3 resultaron
presentar interacciones (G1TAH7, G1T8G9, P79226), cada una con las otras dos, en rutas
metabdlicas, metabolismo del carbono, biosintesis de aminoacidos y biosintesis de
antibidticos; mientras que, por otro lado, 2 proteinas (G1TBU9, GAITESG) presentaron
interacciones en biosintesis de antibiéticos y degradacién de valina, leucina e isoleucina.
Todas estas proteinas se encontraron infra expresadas en las muestras de animales
derivados de la vitrificacion. De acuerdo con los resultados obtenidos, la técnica de
crioconservacion de embriones tempranos y su posterior transferencia para generar
descendencia induce efectos transgeneracionales en los patrones de sintésis de proteinas
del tejido hepatico. Estos cambios parecen generar alteraciones del metabolismo lipidico y de
los procesos de detoxificacion.
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Resum

En l'actualitat, les elevades taxes d'infertilitat han propiciat un augment de I'Us de les
técniques de reproduccid assistida (ARTs) , amb més de 6,5 milions de naixements
comptabilitzats l'any 2013. Una ferramenta fonamental dins de les ARTs és la
crioconservacio, que permet I'emmagatzemament indefinit de gametes, embrions i teixit
reproductiu per mitja de baixes temperatures i I'Us de crioprotectors. No obstant aixo, diversos
estudis recents duts a terme sobre embrions preimplantacionals han demostrat que esta
técnica induix modificacions en el patr6 d'expressié proteica durant el seu desenrotllament.
Per aix0, l'objectiu d'este treball va ser determinar, en el model animal conill, si les
modificacions en el perfil d'expressié proteica de teixit hepatic poden ser heretables
(transgeneracionals). Per a aix0, I'estudi es basa en la comparacié de dos poblacions derivats
d'individus vitrificats (V) i control (C) en la seua segona generacio filial. Amb tal fi, es va
realitzar una analisi protedmica per mitja d'espectrometria de masses de mostres hepatiques
en individus adults de les poblacions V i C. Es van identificar un total de 1492 proteines.
Després de l'analisi amb el programa InfernoRDN es van obtindre 67 proteines
diferencialment expressades. D'estes, 65 presentaven almenys un fold change de 1,2. De
I'analisi de les rutes KEGG destacar que, de totes les proteines implicades, 3 van resultar
presentar interaccions (G1TAH7, G1T8G9, P79226), cada una amb les altres dos, en rutes
metaboliques, metabolisme del carboni, biosintesi d'aminoacids i biosintesi d'antibiotics;
mentres que, d'altra banda, 2 proteines (G1TBU9, GATES6) van presentar interaccions en
biosintesi d'antibiotics i degradaci6 de valina, leucina i isoleucina. Totes estes proteines es
van trobar infra expressades en les mostres d'animals derivats de la vitrificacié. D'acord amb
els resultats obtinguts, la técnica de crioconservacié d'embrions primerencs i la seua posterior
transferéncia per a generar descendéncia induix efectes transgeneracionals en els patrons
de sintésis de proteines del teixit hepatic. Estos canvis pareixen generar alteracions del
metabolisme lipidic i dels processos de detoxificacio.
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Abstract

Currently, the high rates of infertility have led to an increase in the use of assisted reproduction
techniques (ARTs), with more than 6.5 million births accounted for in 2013. A fundamental
tool within ARTs is cryopreservation, that allows the indefinite storage of gametes, embryos
and reproductive tissue through low temperatures and the use of cryoprotectants. However,
several recent studies carried out on preimplantation embryos have shown that this technique
induces modifications in the protein expression pattern during its development. Therefore, the
objective of this work was to determine, in the rabbit animal model, whether changes in the
protein expression profile of liver tissue can be inherited (transgenerational). For this, the
study is based on the comparison of two populations derived from vitrified (V) and control (C)
individuals in their second filial generation. For this purpose, a proteomic analysis was carried
out by mass spectrometry of liver samples in adult individuals of populations V and C. A total
of 1492 proteins were identified. After analysis with the InfernoRDN program, 67 differentially
expressed proteins were obtained. Of these, 65 had at least one "fold change" of 1.2. From
the analysis of the KEGG routes, it should be noted that, of all the proteins involved, 3 were
found to have interactions (G1TAH7, G1T8G9, P79226), each with the other two, in metabolic
pathways, carbon metabolism, amino acid biosynthesis and antibiotic biosynthesis; while, on
the other hand, 2 proteins (G1TBU9, GATES®G) presented interactions in antibiotic biosynthesis
and degradation of valine, leucine and isoleucine. All these proteins were found infra
expressed in animal samples derived from vitrification. According to the results obtained, the
technique of cryopreservation of early embryos and their subsequent transfer to generate
offspring induces transgenerational effects in the protein synthesis patterns of liver tissue.
These changes seem to generate alterations in lipid metabolism and detoxification processes.
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INTRODUCCION

1. Introduccioén

El conejo comun (Oryctolagus cuniculus) es una especie de gran relevancia cientifica, puesto
que, de los cerca de 11,5 millones de animales empleados en investigacion en la Unién Europea
en 2013, un 3,12% eran conejos, siendo sbélo superado por los roedores: raton (60,9%) y rata
(13,9%) (EU Report, 2013). Se trata de un animal con amplios usos en investigacion biomédica
como es la produccion de anticuerpos o la evaluacion de la toxicidad de distintos agentes quimicos,
empledandose extensamente en la actualidad como modelo de la ateroesclerosis e
hipercolesterolemia gracias a la semejanza de su metabolismo lipidico con el humano (Houdebine
y Fan, 2009). Otro de los ambitos en el que destaca es en el de la embriologia, con gran similitud
a humanos en comparacién con los ratones o las ratas, observandose, por ejemplo, el efecto

teratogénico de la talidomida en conejo, pero no en los anteriores roedores (Fischer et al., 2012).

Asi pues, presenta numerosas ventajas en dicho campo, como es una morfologia arquetipica
de mamiferos durante gran parte del desarrollo uterino, una implantacion tardia que facilita el
acceso en las etapas de desarrollo temprano, asi como una ovulacion inducida durante el coito
que permite el control preciso de los tiempos de gestacion (Puschel et al., 2010). Ademas, presenta
camadas de alrededor de 8-9 individuos que se gestan en apenas un mes y cuyas hembras
alcanzan la madurez sexual cerca de los 4-5 meses de vida (Fischer et al., 2012). Por tanto, el
conejo se antepone como el modelo animal mas pequeno y menos costoso en el que medir efectos
toxicolégicos y reproductivos evaluables en animales mas grandes, como el ser humano (Foote y
Carney, 2000).

Mw"_.dj

Figura 1. Fotografia de un par de ejemplares de la linea parental R de origen californiana, la
empleada para la obtencion de los embriones.



INTRODUCCION

1.1 Importancia de las técnicas de reproduccion asistida

En la actualidad, se calcula que la prevalencia de la infertilidad en los paises desarrollados
es de entre 6,9 - 9,3%, mientras que en los paises en desarrollo esta cifra puede alcanzar el 16,7%
(Bahamondes y Makuch, 2014). Esto implicaria que existen unos 186 millones de personas en la
actualidad que presentan problemas de fertilidad (Inhorn y Patrizio, 2015) y que requeriran el uso

de estas técnicas para tener descendencia.

Desde el nacimiento del primer bebé por fecundacion in vitro en 1978 (Cohen et al., 2005),
las técnicas de reproduccion asistida (ART, de sus siglas en inglés “assisted reproduction
techniques”) han permitido que, ya en 2013, se estimaran mas de 6,5 millones de nacimientos a
nivel mundial mediante fecundacion in vitro (FIV), transferencia intrafalopiana de gametos (GIFT)
e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) (ESHRE, 2017). Ademas, se estima que
para finales de siglo los individuos nacidos por estas técnicas supondran entre un 1,4y 3,5% (157

- 394 millones de personas) de la poblacion mundial total para ese entonces (Faddy et al., 2018).

Resaltar que dentro de las ARTSs, la crioconservacion embrionaria es un método cada vez
mas empleado en comparacion al uso de embriones frescos (Kushnir et al.,, 2017) con 110.117
ciclos de transferencia de embriones congelados en Europa el ano 2010 (EIM and ICMART data
reports, 2013). El uso de embriones congelados para transferencia de embriones individuales ha
supuesto grandes avances como evitar las gestaciones miltiples debidas a la transferencia de
numerosos embriones frescos, pudiendo almacenarlos para posteriores ciclos en caso de no tener
éxito (Tiitinen et al., 2001; Thurin et al., 2004), asi como permitir la donacién de estos (Alizadeh y
Samani, 2014). Ademas, otra caracteristica de gran utilidad ha sido la de evitar los posibles efectos
negativos de la estimulacion ovarica sobre el endometrio, que afecta a la implantacion y la

gestacion (Davenport et al., 2017; Aflatoonian et al., 2018).

Uno de los ambitos a los que se ha extendido también la crioconservacion es la preservacion
de tejido ovarico en los casos en los que se puede ver dafado por un tratamiento de quimioterapia
o radioterapia (Newton, 1998; Fleury et al., 2018). Este es el caso, por ejemplo, de las pacientes
prepuberes con cancer o plberes con poco tiempo entre el diagnostico y el inicio del tratamiento,
habiéndose observado una disminucion de las reservas ovaricas en el 90% de los casos o fallo
ovarico prematuro durante 5 anos desde el tratamiento gonadotéxico en el 30% de los casos
(Imbert et al., 2014).

Las aplicaciones de la crioconservacion han encontrado también un lugar en la conservacion
de especies en peligro de extincion con la construccion de criobancos dedicados, como es el caso
del Lince Ibérico (Leon-Quinto et al., 2009). Esta, resulta pues una herramienta clave en la
preservacion de la biodiversidad, habiéndose reducido la abundancia de vertebrados un 58 %

entre los anos 1970y 2012 (McRae et al., 2016). Destaca también la practicidad en el transporte
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de gametos y/o embriones crioconservados para preservar la diversidad genética en lugar del
transporte del propio animal (Hermes et al., 2013), evitando ademas el estrés del trayecto que,
por ejemplo, en el caso de los elefantes, aumenta la probabilidad de morir (Clubb et al., 2008).
Otro de los usos de las técnicas de crioconservacion es el mantenimiento de lineas animales
especificas minimizando el efecto de la deriva genética o la propia seleccion natural, pudiendo
evaluar también la mejora genética de cierta linea al disponer de un control crioconservado
(Santacreu et al., 2005). Mas factores que se logran evitar son las posibles muertes accidentales,
propagacion de patdgenos, el escape de los animales (Nakao y Inoue, 2010) o las mutaciones

silenciosas (Stevens et al., 2007).

No obstante, a pesar de la extension en la aplicacion de las técnicas de reproduccion
asistida, recientemente se ha observado que las ARTs parecen inducir cambios en los embriones,
con desérdenes en la impronta, mayor predisposicion a hipertension, diabetes o nacimientos
pretérmino y de menor peso para el periodo gestacional (Calle et al., 2012; Ventura-Junca et al.,
2015; Feuer y Rinaudo, 2017; Vrooman y Bartolomei, 2017). A esto, cabe anadir que las técnicas
de crioconservacion, consideradas anteriormente neutras (Testart, 1998; Auroux et al., 2004), han
resultado provocar cambios en el individuo (Wang et al., 2010; Saenz-de-Juano et al., 2012; Marco-
Jiménez et al., 2013), los cuales pueden llegar a ser heredados por la descendencia (Lavara et al.,
2014).

1.1.1 Bases de la crioconservacion

La criobiologia, ciencia dedicada al estudio de los efectos de las bajas temperaturas sobre
los seres vivos, aplicada a la conservacion del material biolégico manteniendo su viabilidad tras
los pasos de congelacion y calentamiento posterior, da inicio en 1949 con la aparicion de la
congelacion lenta (Polge et al., 1949). Las técnicas de crioconservacion tuvieron que hacer frente
a dos problemas principales al trabajar con temperaturas por debajo de los cero grados: danos
fisicos provocados por la formacién de hielo y danos quimicos resultantes por los cambios
intracelulares en la concentracion de solutos (Mandawala et al., 2016). A su vez, la supervivencia
celular variara tras el proceso criologico segln el tipo de célula, la velocidad de enfriamiento, de
calentamiento y la composicion del medio (Wilmut, 1972). En un primer momento se desarrollaria
la congelacion lenta, que hace uso de bajas concentraciones de crioprotectores (menos del 10%)
como el dimetilsulféxido (DMSO), el glicerol o la sacarosa y velocidades de enfriamiento bajas para
promover la deshidratacién celular lenta, sin dano osmético, evitando la formaciéon de hielo
intracelular (Mazur, 1963; Leibo, 2008). Asi, un ejemplo seria un enfriamiento de entre 0,5 -
2°C/min hasta alcanzar los -5 a -7°C, y después se proseguiria a razén de 0,3 - 0,5°C/min hasta
alcanzar los -30 - -65°C, momento en que las muestras se almacenarian en nitrégeno liquido,

hasta su descongelacién con un bano en agua a 20 - 25°C (Leibo, 2008; Saragusty y Arav, 2011).
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Posteriormente, en 1985 se desarrolla la técnica denominada vitrificacion como método
alternativo a la congelacion lenta (Rall y Fahy, 1985). Esta técnica evita la formacion de hielo,
pasando el agua a un estado vitreo, esto es, un cristal amorfo; haciendo uso de altas
concentraciones de crioprotectores que aumentan la viscosidad, asi como velocidades de
enfriamiento igualmente elevadas (Dobrinsky, 1996). En este caso, la muestra se introduce a
temperatura ambiente en nitrogeno liquido a -196°C, lo que conlleva velocidades de enfriamiento
de mas de 5000°C por minuto y de igual modo con velocidades de calentamiento en la
desvitrificacion, mediante bano en agua a 35°C (Vajta y Kuwayama, 2006; Gupta et al., 2016). No
obstante, el uso de altas concentraciones de crioprotectores puede resultar téxico o producir dafio
osmoético, por lo que se han dedicado esfuerzos a minimizar estos problemas usando soluciones
mas efectivas y dispositivos que permiten mejores velocidades de enfriamiento, haciendo de ésta
una técnica mas exitosa en la crioconservacion de embriones con mayor supervivencia y ratios de

implantacién que la congelacion lenta (Rezazadeh Valojerdi et al., 2009; Levron et al., 2014).

Es importante destacar que los gametos femeninos (6vulos y embriones) presentan grandes
diferencias frente a la conservacion de los gametos masculinos (espermatozoides), debido
fundamentalmente a las desigualdades en tamano, composicién y estructuras asociadas, que los
convierten en un reto para la crioconservaciéon, provocando que el primer embrién murino
conservado con éxito se diese a principios de los anos 70 (Whittingham, 1971), dos décadas tras
el logro de la conservacion de espermatozoides (Polge et al., 1956). Asi, indicar que actualmente
son numerosas las especies animales que carecen de protocolos 6ptimos de crioconservacion

embrionaria (Prentice y Anzar, 2011).

|
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Figura 2. Fotografia de un rifién de conejo congelado (izquierda) y otro vitrificado (derecha). Aunque
el érgano logra ser vitrificado, las concentraciones de crioprotectores necesarias son tan elevadas que
no son compatibles bioldgicamente.

1.2 Efecto de la crioconservacion sobre el embrion

El uso de las técnicas de crioconservacion, tanto congelacion lenta como vitrificacién, han
supuesto grandes avances en las técnicas de reproduccion asistida al permitir la conservacion de

células germinales y embriones durante periodos de tiempo sumamente prolongados, que
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tedricamente podrian extenderse durante mas de 1000 anos (Mazur, 1988; Tucker y Liebermann,
2015). En los Gltimos anos los datos publicados, aunque relativamente limitados, han demostrado
que la criopreservacion a largo plazo no parece tener efectos adversos sobre la supervivencia post-
descongelacion, tasas de implantacion, embarazo clinico, abortos espontaneos y nacidos vivos
(hasta 20 anos en humanos (Riggs et al., 2010), 3 anos en cerdos (Sanchez-Osorio et al., 2010),
después de 15 anos en bovinos (Fang et al., 2014), después de 13 anos en ovejas (Fogarty et al.,

2000) y después de 15 anos en conejos (Lavara et al., 2011)).

No obstante, desde el inicio de su aplicacion, siempre se ha considerado que esta técnica tenia
un efecto neutro sobre el individuo generado (Testart, 1998; Auroux et al., 2004), pero con la
aparicion de nuevas tecnologias de secuenciacion y el desarrollo de las ciencias “-6micas”, se
empez6 a poner este hecho en entredicho (Varghese et al., 2009). En la actualidad existen varios
estudios en ratén y conejo que demuestran que la crioconservacion si provoca cambios en los
patrones de expresion del embrion (Mamo et al., 2006; Wang et al., 2010; Saenz-de-Juano et al.,
2012), con consecuencias apreciables de forma temprana con menores ratios de implantacion y
nacimientos en aquellos que han sobrevivido al procedimiento de vitrificacion (al-Hasani et al.,
1992; Saenz-de-Juano et al., 2014). En concreto, en el modelo animal conejo, se ha apreciado
también diferencias a nivel transcripcional y proteémico en la placenta a mitad de la gestacion,
observandose asi mismo un menor tamano en fetos y placentas de embriones vitrificados que en
el grupo control a los 14 dias tras la implantacién (Saenz-de-Juano et al., 2014). Estas
modificaciones, podrian estar provocadas por la gran plasticidad del embrién de mamiferos para
adaptarse a condiciones ambientales desfavorables, involucrando en el proceso cambios en los
eventos de reprogramacion epigenética como son la metilacién de novo durante la gametogénesis,
posterior desmetilacion de los prondcleos tras la fertilizacion y remetilacion del embrion tras la
implantacion (Kohda y Ishino, 2012; Vrooman y Bartolomei, 2017), pudiendo dar lugar a
alteraciones fenotipicas en el estado adulto (Ventura-Junca et al., 2015). Entre los factores que se
cree asociados a estos cambios se encontrarian principalmente las bajas temperaturas del
proceso junto al uso de los crioprotectores (Larman et al., 2011), el dispositivo de vitrificacion
empleado (Marco-Jiménez et al., 2013), asi como la propia manipulacion del embrién (Kohda y
Ishino, 2012; Saenz de Juano et al., 2016).

Por otra parte, es muy frecuente que la crioconservacion del embrién venga acompanada de
alguna técnica de reproduccion asistida como la fecundacién in vitro (FIV) o la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), como ocurre para cualquier embrién humano. En
estos casos anadiriamos factores como la composicion del medio de cultivo (Nelissen et al., 2012;
Kleijkers et al., 2016), la técnica de fertilizacion empleada (Kohda y Ishino, 2012) la concentracion

de oxigeno (Rinaudo et al., 2006) o la hiperestimulacién ovarica controlada (HOC) que experimenta
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la madre (Chu et al., 2012); coincidiendo la HOC con la metilacién de novo del ovocito; y la

transferencia, el cultivo in vitro y la propia vitrificacion, con la desmetilacion del embrion.

En cuanto a los mecanismos por los que estas modificaciones tienen lugar, se ha sugerido
que consistirian en cambios postraduccionales de histonas y en los patrones de metilacion del
ADN (Ventura-Junca et al., 2015; Chavatte-Palmer et al., 2016a) coincidiendo con los estadios en
los que el 6vulo y el embrién estan sufriendo numerosas reprogramaciones de su epigenoma
(Kohda y Ishino, 2012; Vrooman y Bartolomei, 2017). Asi se ha sugerido que esto afectaria a su
vez la inactivacion del cromosoma X, la impronta genética, fundamental en el desarrollo
placentario y fetal al estar asociados desérdenes de esta con varias enfermedades como, por
ejemplo, la restriccion de crecimiento intrauterino (IUGR) (Ishida y Moore, 2013), y por la cual cierto
gen se expresa dependiendo de si proviene del padre o la madre; asi como zonas repetitivas de
DNA no codificante o elementos transponibles que, en ocasiones, actlan como promotores

alternativos para ciertos genes (Calle et al., 2012).

1.3 Efecto postnatal de la crioconservacion

Ademas de los efectos mencionados a nivel embrionario, se han sugerido diferencias en los
individuos crioconservados en el momento del nacimiento, pudiendo mantenerse incluso en los
individuos adultos. Asi, a nivel perinatal, hay indicios de que la crioconservacién puede provocar
una mayor probabilidad de nacimientos con un tamano mayor del normal, peso mayor, y post
término; al contrario de lo que ocurre si tan sélo se hace FIV o ICSI, en que hay mayor probabilidad
de nacimientos pretérmino, de menor peso y menor tamafo para su edad gestacional
(Wennerholm et al., 2013; Pinborg et al., 2014). No obstante, aunque estos estudios tratan de
disminuir la variabilidad analizando hermanos concebidos por FIV o ICSI y por crioconservacion,
sigue existiendo una gran variabilidad como la nutricibn seguida por las madres, exposicion a
contaminantes, estrés, etc. que, en cambio, pueden ser controladas adecuadamente en estudios
con modelos animales (Chavatte-Palmer et al., 2016b). Ademas, también se ha visto que factores
que provocan cambios en el embrion tales como el medio de cultivo, provocan efectos similares a
los experimentados tras la crioconservacion (Kleijkers et al., 2014) como es el conocido sindrome
de descendencia grande en rumiantes (McEvoy et al., 2000). En el caso del modelo conejo, aunque
también se ha visto un mayor peso al nacer en individuos vitrificados, tras el periodo de lactacién
se produce una inversion del efecto, siendo los animales concebidos de forma natural los que

presentan un mayor peso corporal (Lavara et al., 2015).

Respecto a los efectos sobre individuos adultos, en el modelo ratén se han identificado
diferencias de comportamiento, asi como en la morfologia de la mandibula (Dulioust et al., 1995).
En el modelo conejo, la vitrificacion parece provocar un efecto positivo sobre la capacidad

reproductiva de las hembras, con un mayor tamano de la camada y nimero de individuos que
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nacen vivos (Lavara et al., 2014). Ademas, se ha observado un efecto positivo en la longevidad de
los individuos crioconservados al tener menor riesgo de sufrir cancer de vejiga urinaria inducido

con carcinoégenos (Auroux et al., 2004).

1.4 Efecto transgeneracional de la crioconservacion

Frente a los estudios anteriormente citados, centrados en los cambios a nivel embrionario,
tras el nacimiento o en el individuo adulto, otros estudios han tratado de comprobar si estas
diferencias pueden tener un caracter heredable o transgeneracional. La importancia sobre el
estudio de la heredabilidad de los efectos de la crioconservacion en embriones reside en el hecho
que las modificaciones epigenéticas provocadas en un individuo pueden ser transmitidas a la
descendencia (Kovalchuk, 2012). Si bien los estudios sobre el efecto transgeneracional son
escasos, en embriones de ratén cultivados in vitro se demostré que el tamano de los 6rganos
presentaba modificaciones en la segunda generacion filial (Mahsoudi et al., 2007). En conejo, se
ha observado que la primera generacion filial embrionaria presentaba las mismas mejoras
reproductivas observadas en la poblacion vitrificada con un mayor tamano de la camada y

nacimientos vivos (Lavara et al., 2014).

No obstante, es importante tener en cuenta que, aunque se observen cambios que son
transmitidos a la siguiente generacion, ello no asegura que se trate de modificaciones epigenéticas
heredables, puesto que en el momento de la crioconservacion se esta produciendo no sélo un
efecto directo sobre el embrién sino también sobre sus gametos (Skinner, 2008; Martos et al.,
2015). Asi pues, estudios sobre las posteriores generaciones son necesarios para probar la

existencia de efectos no sélo intergeneracionales, sino transgeneracionales.

1.5 Estudio proteémico

Las células presentan multitud de procesos moleculares interrelacionados que gobiernan el
crecimiento celular, la reproduccion, y la supervivencia. Todos estos procesos son llevados a cabo
principalmente por moléculas proteicas cuya actividad se controla segin su biosintesis,
degradacion y modificaciones postraduccionales, de las que se conocen mas de 300 tipos
diferentes (Ngrregaard, 2004). A esta complejidad cabe sumar que, aunque se estima que el
genoma humano tiene unos 20.000 - 25.000 genes, y unos 100.000 transcritos, se cree que el
ndmero de proteinas distintas supera el millén (Moseley, 2013). Hasta hace no mucho, los estudios
proteicos centraban los experimentos en una o pocas proteinas concretas o, a lo sumo, en una
ruta metabdlica en especial (Garrels, 2001). No fue hasta comienzos de la década de los 90 que,
junto con el avance de la genémica gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva, se
pudo comenzar a pasar a un nivel de estudio superior al transcriptomico: el protedmico (Karpievitch
et al., 2010).
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En la actualidad, el término “protedmica” representa el estudio del repertorio total de
proteinas presentes en una muestra en un tiempo dado y bajo condiciones concretas, siendo de
gran importancia en la medicion de la expresion proteica, dado que la cantidad del acido
ribonucléico RNA mensajero (RNAm) presente para un gen, y que determina la expresion génica,
no tiene por qué corresponderse con la cantidad de proteina real (Garrels, 2001). Es por ello que
la protedmica resulta una herramienta clave para el estudio de los complejos proteicos,
modificaciones postraduccionales, mecanismos de infeccion y mecanismos de respuesta
guimioterapéutica, asi como la deteccién y verificacion de nuevos biomarcadores con un gran

impacto en medicina (Moseley, 2013).
1.5.1 Métodos de realizacion de un estudio protedmico

Las bases de la proteémica se remontan a 1974, en que se combinan por primera vez la
tecnologia del isoelectroenfoque (separar proteinas por su punto isoeléctrico) y la electroforesis en
gel SDS-PAGE para obtener la técnica conocida como electroforesis 2D o bidimensional. Esta
técnica junto al uso del azul de Coomassie o el marcaje radiactivo consiguieron la separaciéon de
cerca de 1500 spots proteicos, aunque el resultado obtenido resultaba muy poco informativo y de
baja reproducibilidad, esta Gltima solventada con la posterior invencién de los gradientes
inmovilizados de pH (Rabilloud, 2014). Aunque todavia hoy se emplea la electroforesis 2D, sobre
todo para expresion diferencial, la espectrometria de masas (MS) ha demostrado ser sumamente
efectiva en la caracterizacion de proteinas y en el analisis de muestras proteicas complejas
(Karpievitch et al., 2010). La espectrometria de masas requiere de la ionizacién de las moléculas
a estudiar para poder medir su relacion masa-carga (m/z) y su paso a una fase gaseosa, por lo que
el estudio de proteinas no pudo realizarse hasta el desarrollo de técnicas como la ionizacién por
electrospray (ESI) y la ionizacion por desorcion en matriz asistida por laser (MALDI), esta Ultima

clave para las grandes macromoléculas (Thelen, 2007).

Normalmente, la espectrometria de masas viene acompanada de un paso previo de
separacion de las proteinas de la muestra para facilitar su deteccién. Una de las técnicas mas
extendidas es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), consistente en una columna
apolar, conocida como fase estacionaria, por la que se hace pasar nuestra muestra disuelta en la
fase movil polar a altas presiones. Segun la polaridad de los péptidos estos se retendran en mayor
o menor medida en la columna, saliendo a tiempos distintos, llegando después al MS donde se
ionizan, separan por relacion m/z en el analizador, y se mide su intensidad en el detector,
generando el espectro primario (Karpievitch et al., 2010). A partir de este punto se distinguen dos
vertientes de analisis: el ensayo “top-down” y el “bottom-up”. El primero, consistente en un analisis
de las proteinas intactas, sin fragmentar; lo que provee informacién acerca del procesamiento
postraduccional, asi como de la isoforma original, con la desventaja de que requiere de gran

precision y resolucion (Angel et al., 2012). El segundo y mas extendido, se basa por el contrario en
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la fragmentacion enzimatica o quimica de las proteinas y el analisis de los péptidos resultantes en
el MS, acoplada normalmente a otro MS. Se obtiene asi un segundo espectro por fragmentacion
de los anteriores péptidos por colision electronica, quedando un ensayo HPLC/MS/MS. Con esto
se logra mas informacién para identificar correctamente las proteinas en las bases de datos

gendmicas (Angel et al., 2012; Moseley, 2013).
1.5.2 Higado en el analisis proteémico

El higado es el principal centro metabdlico del cuerpo de los mamiferos. Se trata del érgano
interno de mayor tamano, implicado en funciones tales como el metabolismo de los acidos grasos,
los aminoécidos, los carbohidratos y la sintesis de acido biliar y hormonas, asi como detoxificacion
y biogénesis de lipoproteinas. Por otro lado, se trata de una estructura muy homogénea con

alrededor de un 90% del volumen de este constituido por hepatocitos (Azimifar et al., 2014).

Esto, sumado al hecho de que en estudios anteriores se han visto alteraciones en el tamano
del higado de conejo asociado al efecto de la crioconservacion (Lavara et al., 2015) asi como
cambios en los patrones de expresion de proteinas (Redondo, 2014) llevan a la elecciéon de este

Organo para su estudio protedmico.
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2. Objetivos

Este trabajo tiene por objetivo evaluar si el proceso de crioconservacion embrionaria
temprana provoca cambios heredables en el proteoma de tejido hepatico de conejo (Oryctolagus
cuniculus) en individuos adultos y, si se da el caso, qué tipo de modificaciones se han

experimentado y sus posibles implicaciones.
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3. Materiales y métodos

3.1 Animales

Durante este estudio, todos los procesos experimentales que implican animales fueron
llevados a cabo de acuerdo con la Directiva 2010/63/EU EEC del Consejo y Parlamento Europeos,
asi como revisados y aprovados por el Comité de Etica en Experimentacion Animal de la Universitat
Politecnica de Valéncia (UPV), Espana (cédigo de investigacion: 2015/VSC/PEA/00061). Los
ejemplares empleados pertenecen a la linea paternal R de raza californiana desarrollada en el

Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal de la UPV.

Los animales fueron alojados en la granja experimental de la UPV en jaulas interiores de
plataforma plana (75x50x30 cm), con libre acceso al agua y dietas de pellet comercial (minimo de
15 g de proteina cruda por kg de materia seca (MS), 15 g de fibra por kg de MS y 10.2 MJ de
energia digestible (ED) por kg de MS. El fotoperiodo se configurd para proporcionar 16 h de luzy 8

h de oscuridad, y la temperatura ambiente se regulé para mantenerse entre 10 ° Cy 28 ° C.

3.2 Diseno experimental

En este estudio se han utilizado dos grupos experimentales, conejos de la segunda
generacion filial (G2) derivados de una poblacion de embriones sometidos a un proceso de
vitrificacion (V) y una poblacion de conejos control que fueron concebidos de forma natural (C)
(Figura 3). Para la obtencion de estos grupos se ha partido de cruzamientos entre machos y
hembras de la linea R, y la posterior subdivision de las hembras en dos grupos segln se dirigirian
sus embriones a criopreservacion y transferencia para generar una subpoblacion (V-GO) o animales
que fueron reproducidos de forma natural sin manipulacién alguna (C-GO). Tras las primeras 4
semanas se procedid al destete de la camada, y a las 20 semanas se realizaron nuevos
entrecruzamientos dentro de cada uno de los grupos para obtener la siguiente generacion filial (V-
G1yC-G1). De igual forma, cuando los animales alcanzaron la madurez sexual se realizaron nuevos
entrecruzamientos dentro de cada uno de los grupos experimentales obteniendo asi la siguiente
generacion filial (V-G2 y C-G2) objeto del presente estudio. En el caso de los embriones que se
dirigirian hacia el procedimiento de vitrificacion, fue necesaria su recuperacion previa a partir de
las hembras de la linea R, subsiguiente vitrificacion y desvitrificacion, asi como transferencia a

madres subrogadas pertenecientes a linea maternal A.

Para los entrecruzamientos se emplearon 25 machos y 125 hembras, siendo el tamano de
poblacion minimo en conejo con el que controlando los cruces se logra una ganancia de
consanguineidad por generacion inferior al 1% al evitar que los cruces no se produzcan cuando

existan abuelos comunes (Ragab et al., 2015).

11



MATERIALES Y METODOS

Extraccién de
embriones (dia 3),
vitrificacidn,

desvitrificacion y
transferencia a
madres subrogadas

V-GO x V-GO V-G1 x V-G1

Recogida de
muestras
hepéticas de las
poblaciones V-

G2yC-G2
Se producen
entrecruzamientos en
la Linea parental Ry se
divide a la poblacion
de hembras en dos ’ , {2}

Todos los entrecruzamientos C-GO Q X d C-G1 Q X d C-G2

se producen a las 20 semanas

C-GO x C-GO C-G1xC-G1

Figura 3. Diagrama experimental seguido en este estudio.

3.2.1 Recoleccion de embriones

La recuperacion de los embriones se realizd por perfusion de los oviductos de hembras de
la linea sintética R eutanasiadas a las 72 horas post inseminacién (Redondo, 2014), momento en
que el embridén se encuentra en la etapa de mérula tardia-blastocisto temprano (Fiura 4), con 0,6
g de pentorbarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol especialidades veterinarias, S.A., Madrid, Espana).
En la perfusiéon se empled un tampoén fosfato salino de Dulbecco (DPBS) suplementado con 0,2%

(v/v) de alblmina sérica bovina (BSA).
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Figura 4. Fotografia de embriones de conejo en estadio de morula tardia y blastocisto temprano.
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3.2.2 Procedimientos de criopreservacion y descongelacion

Tras la obtencion de los hembriones, se llevo a cabo la vitrificacion de estos utilizando el
protocolo descrito por Vicente et al. (1999). En la metodologia seguida se emplea una solucion
crioprotectora 1:1:2 (v/v/v) de dimetilsulféxido (3.5 M DMSO, Sigma D5879), etilenglicol (4.4 M
EG, Sigma 9129) y DPBS (D1283). Asi pues, se tomaron 0,2 mL de los embriones perfundidos en
DPBS y se les adicion6 0,2 mL de la solucion de vitrificacién durante 2 minutos. Después se
ahadieron otros 0,6 mL de solucion de vitrificacion y se mantuvo menos de 1 minuto antes de

sumergir los embriones en nitrégeno liquido.

Los embriones fueron almacenados durante un afio y, transcurrido ese tiempo, se realizé
la descongelacion de los embriones mediante bano en agua a 20°C durante 10 - 15 s. La
eliminacion de los crioprotectores se realizd en dos pasos de dilucion: primeramente, se anade 0,1
mL de embriones suspendidos en la solucién de vitrificacion final en 1 mL de DPBS con sacarosa
0,33 M durante 2 minutos, y después se pasan los embriones a una soluciéon de DPBS fresca. Por
Gltimo, se examinan morfolégicamente y se seleccionan aquellos con una masa celular interna y

zona pellcida en buen estado.
3.2.3 Transferencia de embriones

La transferencia de los embriones de la linea paternal R a las hembras de la linea maternal
A se realiz6 suiguiendo el procedimiento descrito por Besenfelder y Brem (1993). Entre 64-66
horas antes de la transferencia se les administré intramuscularmente 1 ug de acetato de buserilina
(Hoechst, Marion Roussel, Madrid, Spain) a las hembras receptoras para inducir la ovulacion y
sincronizarlas asi con las donantes. Primeramente, se procedid con la sedacion de los animales
receptores administrando una anestesia intramuscular de 4 mg/Kg de xilacina (Bayer AG,
Leverkusen, Alemania), seguida de una inyeccioén intravenosa tras 5 - 10 minutos de 0,4 mL/Kg
de hidrocloruro de ketamina (Imalgéne 500, Merial SA, Lyon, Francia) (Marco-Jiménez et al., 2016).
Tras esto, se realiz6 una laparoscopia en las hembras receptoras, depositando los embriones en
ambos oviductos. Durante el proceso, el animal se dispuso sobre una camilla inclinada, sujetado
por las 4 patas y con la cabeza en la parte inferior para mayor accesibilidad a los infundibulos. Una
vez realizada la transferencia, se les traté con antibiéticos y analgésicos durante los siguientes 3

dias.
3.3 Toma de muestras

Para la obtencion de las muestras, se seleccionaron 4 machos no emparentados de la
poblacion derivada de animales vitrificados (V) y del grupo control (C) en edad adulta (8 meses).
Los 8 ejemplares fueron sacrificados mediante la inyeccién de 0,6 g de pentorbarbital sédico, y se

extrajeron sus higados. De cada uno de estos se tomaron muestras de pequeno tamano, evitando
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la contaminacion con otros tejidos, que fueron sumergidas en nitrégeno liquido para un posterior

almacenamiento a -80°C hasta el momento de su uso.

El procesado de las muestras inicia en primer lugar con la disgregacion del tejido durante
la homogenizacion, obteniendo 40 ug por muestra en 22,5 pyL de volumen con bicarbonato
amoénico (ABC) 50 mM. Seguidamente, se llevd a cabo la reduccion de los puentes disulfuro
mediante un agente reductor, diotiotreitol (DTT) 2 mM, en 50 mM de ABS hasta un volumen de 25
uL incubando durante 20 minutos a 60°C. A continuacion, se alquilaron las cisteinas a temperatura
ambiente durante 30 minutos con lodoacetamida (IAM) 5.5 mM en ABS 50 mM hasta un volumen
final de 30 uL para evitar la restauracion de los puentes disulfuro. Posteriormente se procedid con
la digestion enzimatica haciendo uso de la proteasa tripsina (Promega) hasta un volumen final de
38 uL (800 ng) dejando la reaccion transcurrir durante toda la noche a 37°Cy, tras esto, se detuvo
con 4 L de acido trifluoroacético (Fisher Scientific; 10% concentracion final). Con todo ello, se

obtubo una concentracion peptidica final de 0,9 ug/uL.

3.4 Ensayo LC-MS/MS

El andlisis de las muestras de proteinas ya procesadas se realizd en la instalacion de
protedmica SCSIE de la Universidad de Valencia, en un sistema de cromatografias liquidas de alta
resolucion Dionex Ultimate 3.000 RSLC Nano System acoplado a un espectrémetro de masas
nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX). Para cada muestra, se cargaron primeramente 2 L en
una columna de lavado (nano LC Column, 3 ym particles size C18-CL, 350 ym diameter x 0.5mm
long; Eksigent Technologies) con la que se logra tanto pre concentrar el analito como eliminar las
sales y otras impurezas que interferirian en el analisis mediante un flujo de 3 ul/min de 0,1% FA
durante 5 minutos. Posteriormente se cargaron los péptidos ya purificados en una columna
analitica de fase reversa (LC Column, 3 um particles size C18-CL, 75um diameter x 12cm long,
Nikkyo) equilibrada anteriormente con acetonitrilo (ACN) 5% y acido férmico (FA) 0,1%, la cual
permite la separacion de los péptidos tras 120 minutos con un flujo de 300 nL/min de la fase
mobil en un gradiente lineal. Esta inicia con un 5% de la fase B (80% ACN 0,1% FA) y 95% de fase
A (0,1% FA) y alcanza el 30% By 70% A a los 80 minutos, el 45% y 55% a los 91 minutos y el 100%
de B a los 93, manteniéndose 5 minutos para eluir todos los péptidos restantes en la columna al
haber disminuido la polaridad de la fase moévil gradualmente hasta este punto. Para finalizar, se
vuelve a un 5% de la fase B durante 20 minutos. Con todo este proceso, se logra que la muestra
llegue fraccionada al espectrometro nanoESI qQTOF, facilitando la deteccién de los péptidos al

disminuir la complejidad de esta.

A continuacion, se inyecta la muestra en el espectrometro nanoESI gQTOF mediante una
fuente i6nica DuoSpray™ que permite elegir entre ionizacién por nano electro espray (nano ESI) y

ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI). Al final del ensayo se obtienen unos archivos que
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se deberan analizar bioinformaticamente para extraer la informacion sobre las proteinas
identificadas y su cuantificacion relativa (indicada por su intensidad). Para minimizar el efecto de
la variacion instrumental sobre la variacion entre los grupos experimentales Vy C, las muestras se

analizaron aleatoriamente.

3.5 Procesado bioinformatico de los archivos

3.5.1 ProteinPilot

Una vez generados los archivos a partir de los espectros peptidicos, es necesario analizar
estos datos para anotar cualitativa y cuantitativamente las proteinas presentes en las muestras.
Para esta labor existen diversas herramientas como Mascot, MaxQuant o Protein Pilot, la escogida
en este estudio. El programa ProteinPilot v5.0 (ABSCIEX) emplea los algoritmos Paragon™
Algorithm y Pro Group™ Algorithm con los que se logra la identificacion y cuantificacion de las
proteinas a partir de los espectros generados anteriormente. El primero, se encargd de comparar
las secuencias peptidicas de los espectros MS/MS con las de la base de datos Swiss-Prot
(secuencias anotadas y revisadas manualmente) (07/01/2017) para identificar las proteinas, con
los siguientes parametros: digestion con tripsina, alquilacion en las cisteinas, y sin restriccion
taxondémica, por lo que pueden identificarse las proteinas en otras especies que no sean conejo.
El segundo, por otra parte, permite la cuantificacion relativa de las proteinas de forma precisa al
evitar que se cuenten péptidos de manera repetida sobreestimando algunas proteinas, esto es,
genera grupos de proteinas segun los péptidos compartidos, los cuales se evita tener en cuenta
centrandose el conteo en los péptidos especificos de cada proteina. S6lo se validaron las proteinas
y los péptidos que tuvieron una confianza mayor al 95%, asi como sélo se acepto la identificacion

de una proteina dada cuando contenia al menos dos péptidos identificados.

En concreto, para la cuantificacion relativa sin marcaje (label-free), ésta se realiza a partir
de los archivos generados por el HPLC-MS/MS, de los cuales se extraen las areas de los picos de
los iones peptidicos. La variacion en la cantidad de cada proteina se calcula con el ratio de las
areas de los péptidos que las identifican. De nuevo, sélo se cuantificaron aquellas proteinas con
mas de 2 péptidos con un nivel de confianza mayor o igual 95%. Los datos protedmicos, asi como
los archivos resultantes de los analisis, fueron depositados en el consorcio ProteomeXchange a

través del repositorio de uno de sus miembros, PRIDE.
3.5.2 Analisis bioestadistico

Una vez identificadas y cuantificadas las proteinas presentes en cada una de las 8
muestras se llevaron a cabo una serie de analisis estadisticos que permitieron filtrar el pull inicial
de proteinas y distinguir aquellas con una expresion diferencial entre las poblaciones control y

vitrificada. Las herramientas a las que se recurrio fueron el programa InfernoRDN
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(www.omics.pnl.gov, Pacific Northwest National Laboratory, version 1.1.6109), el cual permite un

manejo mas sencillo del paquete estadistico R (version 3.3.1) al dotarnos de una interfaz grafica
mas intuitiva, y el programa Microsoft Excel del paquete Office para Windows (versién 15.32
(170309), Windows®).

3.5.2.1 Andlisis de la varianza (ANOVA)

El primer paso en el analisis estadistico consistid en realizar un test de la varianza entre
las intensidades de las proteinas obtenidas a partir de los archivos generados por espectrometria
de masas, distinguiendo cuales estaban diferencialmente expresadas entre las poblaciones
estudiadas. Para ello se recurri6 al programa InfernoRDN, definiendo primeramente los factores
experimentales considerados en el analisis protedmico (control o vitrificado) y asociando cada uno
con las 8 muestras totales segln correspondiera (vitrificado: V-1, V-2, V-3, V-4; control: C-1, C-2, C-
3y C-4). Se considerar expresion diferencial estadisticamente significativa en aquellas proteinas

con un p-valor inferior a 0,05.

3.5.2.2 Analisis de Componentes Principales (PCA) y HeatMap

Una vez realizado el analisis de la varianza, con las proteinas diferenciales resultantes se
realiz6 un analisis de componentes principales (PCA), asi como un HeatMap haciendo uso
nuevamente de InfernoRDN. Para el PCA, se seleccionaron las proteinas de interés y se generé un
grafico de dispersion 2D en el que se organizaron las 8 muestras segln la varianza de estas. El
PCA es una técnica que permite reducir el nimero de variables perdiendo la menor cantidad de
informacién posible, siendo las componentes principales una combinacion de variables que
comparten informacion redundante. La primera componente principal explicara la mayor parte de

la variabilidad entre las muestras.

En el caso del HeatMap, lo que se hace es generar una matriz en la que situamos la
intensidad de cada proteina para cada muestra. Para obtener dicha matriz, se han usado
algoritmos de agrupamiento jerarquico con el método “Complete Linkage” que permiten establecer
grupos/cllsters a partir de las distancias euclideas. De este modo, se obtiene un dendograma en
el que primero se relacionan las muestras separadas por distancias minimas (intensidades de las
distintas proteinas mas similares), después se relacionan grupos de muestras mas cercanos y asi
sucesivamente. Otro dendograma se genera a partir de las intensidades de expresion de las
proteinas, agrupando primeramente aquellas con patrones mas similares en las distintas muestras
y continuando como en el anterior caso. Los dos dendogramas se representan (muestras en eje
vertical y proteinas en el eje horizontal) y se obtiene asi el mapa de clistering con los valores de

intensidad indicados por colores (azul y rojo).
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3.5.2.3 Fold change (FC) y t-Test

Tras determinar qué proteinas se encontraban diferencialmente expresadas, se procedio
a evaluar como de grande era la diferencia entre los grupos V y C. Para este punto se recurri6 al
programa Microsoft Excell. Primeramente, se calcularon las intensidades medias de cada proteina
en cada grupo para medir posteriormente los fold change (FC) promedios e individuales, asi como
se calculd el estadistico t-Student de dos colas, con las intensidades para cada proteina en las

muestras de un grupo y otro, mediante la funcion “PRUEBA.T”.

Una serie de reglas fueron establecidas para considerar si debian permanecer en el analisis
cada una de las proteinas seglin su expresion diferencial era suficientemente consistente.
Primeramente, se mantuvieron aquellas proteinas con un fold change entre grupos (promedio)
superior o mayor que 1 o, por el contrario, menor o igual que -0,5 (100% expresion diferencial). En
caso de estar cierta proteina fuera de este rango, se comprobd su t-Student y, si era menor a 0,05;
se amplid el rango a mayor que 0,2 o0 menor que -0,17 (20% expresion diferencial) (Sharma et al.
2014; Su et al. 2016). En segundo lugar, se consideraron en el anélisis aquellas proteinas, de
entre las que pasaban la anterior regla, que presentaban un fold change individual para todas las
muestras (o todas menos 1) con valores consistentes, esto es, al menos 3 muestras en el grupo

control con un FC positivo y 3 en el vitrificado con un valor negativo, o viceversa.

El fold change promedio o entre grupos para cada proteina, se define como la intensidad
media en las 4 muestras de un grupoe entre la media de las 4 muestras del otro grupo, menos 1;
segln esto, un valor de 1 indicaria que la proteina se expresa el doble (100% mas) en el grupo A

que en el B, y -0,5 implicaria el doble de expresién en B:

Media grupo A

FC dio = - 1
Promeedio = Yedia grupo B M
El fold change individual se definié como la intensidad, para cada proteina, de una de sus
muestras en un grupo entre la media de las intensidades del otro grupo, obteniéndose pues, 8 FC

individuales por proteina:

Muestra grupo A

FC individual = (2)

Media grupo B
3.5.3 Andlisis funcional

3.5.3.1 BLAST

Llegados a este punto, el siguiente paso en el analisis proteémico consistio en obtener los
identificadores de conejo para las proteinas que habian pasado los anteriores filtros. Debido a que

en el paso de identificacion de proteinas mediante ProteinPilot no se delimité la busqueda al taxén
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Oryctolagus cuniculus, muchos de los resultados obtenidos de la base de datos SwissProt no se

correspondian con esta especie. Por ello, se realizd un BLASTN (https://www.uniprot.org/blast/)

en la base de datos UniprotKB (25/01/2018) para las proteinas identificadas en otra especie y se
anoté el nuevo identificador para la proteina ortéloga en O. cuniculus con mayor score (mayor

homologia de secuencias).

3.5.3.2 Clasificacion y Enriquecimiento funcional

Para tener una vision global del papel de las proteinas implicadas en el analisis protedmico
llegados a este paso, se recurrié a los términos GO, puesto que resultaria complicado estudiar cada
proteina individualmente en un analisis de estas proporciones. Con tal fin, se hizo uso de la
herramienta de mapeo de Uniprot, proporcionando los identificadores y obteniendo asi unas
graficas de facil comprension y visualizacion. Obtenidos los términos GO implicados y su proporcién
se realizd6 un paso de enriquecimiento funcional, con el que ver los términos verdaderamente
enriquecidos en el analisis, independientemente de la presencia elevada de ciertas proteinas por
naturaleza del tejido de procedencia. Este punto se Illevé a cabo mediante la herramienta on-line

DAVID (www.david.ncifcrf.gov, version 6.8) proporcionandole los identificadores de nuestras

proteinas y marcando la opcion “Uniprot accession”. Entre la informacion resultante tendremos los
términos GO enriquecidos, asi como las rutas metabdlicas enriquecidas con un p-valor inferior a
0,05.

3.5.3.3 KEGG Mapper e Interacciones proteicas

Un método de visualizar de forma rapida y sencilla las rutas metabélicas de relevancia en
el analisis es mediante la herramienta KEGG Mapper. En primer lugar, se volvera a usar la
herramienta de mapeo de Uniprot y obtendremos los ID-KEGG de nuestras proteinas a partir de
sus ID-Uniprot. Estos nuevos identificadores seran los que se introduciran en el KEGG Mapper y de
todas las rutas metabdlicas resultantes se comprobaran sélo las indicadas como enriquecidas con
anterioridad por DAVID.

Un Gltimo punto que comprobar son las posibles interacciones entre las proteinas que han
pasado el filtrado hasta este momento. Para ello se utilizo el programa STRING, que considera una
serie de evidencias que permiten establecer las interacciones proteicas a partir de los

identificadores de Uniprot que le proporcionemos.
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4. Resultados

4.1 Procesado bioinformatico de los datos
4.1.1 Anélisis bioestadistico

Tras el analisis por espectrometria de masas de los péptidos presentes en muestras de
higado de conejo en los grupos de la segunda generacion filial procedentes de poblaciones
vitrificadas (V) y no vitrificadas (C), se identificaron un total de 1492 proteinas. Estos datos fueron
proporcionados por el servicio de protedmica de la Universitat de Valéncia. A continuacién, se
procedid al analisis de las proteinas diferencialmente expresadas entre los dos grupos
experimentales mediante el programa InfernoRDN. Para ello, se realizé un analisis estadistico de
la varianza “ANOVA” con los valores de intensidad de todas las proteinas presentes, descartando
aquellas que no rechazaban la hip6tesis nula (p-valor superior a 0,05). Los resultados obtenidos
fueron 67 proteinas significativas que se seleccionaron para posteriores analisis. Mediante el
programa Microsoft Excell, se calcularon los promedios de intensidad de cada proteina para ambos
grupos experimentales, asi como los “fold change” tanto entre grupos, como entre muestra y grupo.
Los valores obtenidos sirvieron para realizar un segundo filtrado de las proteinas, superandolo
aquellas diferencialmente expresadas con mayor fuerza, esto es, al menos 1,2 (fold change
superior a 0,2 o inferior a -0,17) veces mas expresada en un grupo o muestra respecto al otro
grupo. Cabe destacar que, como se indica en la tabla 1, en 46 de las 65 proteinas finales que
superaron este paso, la diferencia de expresion resultoé ser del doble o incluso mas (fold change

superior a 1 o inferior a -0,5).

Tabla 1. Cantidad de proteinas diferencialmente expresadas en F vs V que aumentan o disminuyen la
expresion x2 o mas (Fold change superior o igual a 1, o inferior o igual a -0,5) y de proteinas que
aumentan o disminuyen la expresion x1,2 o mas (Fold change entre 0,2 y 1 o entre -0,17 y -0,5).
Porcentajes obtenidos respecto las 65 proteinas totales.

NUMERO DE PROTEINAS

Proteinas diferencialmente expresadas con FC mayor que 1 o

0,
menor que -0,5 46 (70,8%)

Proteinas diferencialmente expresadas con FCentre 0,2y 10 19 (29,2%)
entre-0,17vy-0,5

4.1.2 HeatMap y Analisis de Componentes Principales (PCA)

Mediante InfernoRDN se obtuvieron también los graficos del mapa de calor (HeatMap,
Figura 5) y del analisis de componentes principales (PCA, Figura 6) de todas las proteinas

diferencialmente expresadas (67), que permiten visualizar de forma clara y sencilla las diferencias
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en la expresion proteica entre el grupo fresco y el vitrificado para aquellas proteinas

diferencialmente expresadas.

En el caso del HeatMap, los dos clusters representados por los colores rojo y cian permiten
distinguir como las muestras C1, C2, C3 y C4 presentan comportamientos de expresion similares,
pudiéndolos agrupar a todos en F. De igual modo ocurre con las muestras V1, V2, V3 y V4; con
patrones comunes que permiten englobarlos en el grupo V. Por otro lado, se hace patente que los
grupos F y V tienen un comportamiento opuesto. Esto es, vemos que cuando una proteina tiene

una expresion muy elevada en uno de los grupos, en el otro la expresion es menor y viceversa.

T In

Vitrificados cOntroI

-0.05

va4 vy vi v2 c2 €3 1 ¢

Figura 5. Heatmap obtenido del clustering de las muestras hepaticas de conejo de la comparacion
Fresco (C) vs Vitrificado (V) en base a las proteinas diferencialmente expresadas. Se observan dos
grupos, con las muestras de poblaciones vitrificadas agrupadas a la izquierda (C4, C3, C1, C2; amarillo)
y las de poblaciones no vitrificadas a la derecha (V2, V3, V1, V4; morado).

En segundo lugar, cuanto al analisis de componentes principales empleado, se trata de un
PCA bidimensional que considera el 73,5 % de la variabilidad entre grupos. Este nos separa
claramente las muestras procedentes de ambas poblaciones a partir de la componente principal

PC1, que alcanza a explicar un 64,2 % de la variabilidad entre estos dos grupos. La segunda
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componente principal PC2, no parece separar las muestras en base a alguna caracteristica de

relevancia.
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Figura 6. Grafico de dispersidon obtenido a partir del Analisis de Componentes Principales (ACP) de las
proteinas diferencialmente expresadas en muestras hepaticas de conejo en la comparacién Fresco vs
Vitrificado. La primera componente principal (CP1; 64,2%) separa las muestras de la poblacién Fy V. La
segunda componente principal (CP2; 9,29%) explica la variabilidad en la agrupacién de las muestras, con
mayor diversidad entre las muestras del grupo Fy con patrones de expresion proteica mas comunes entre
las muestras del grupo V. En total, el ACP explica un 73,5% de la variabilidad.

4.1.3 BLAST

Llegados a este punto, se realizd un BLASTN debido a que la especie de origen de algunas
proteinas no se correspondia con Oryctolagus cuniculus, puesto que, al identificarlas, el servicio

bioinformatico de la Universidad de Valencia las enfrentd con una base de datos general de

mamiferos.
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Asi pues, se hizo uso de la herramienta BLAST de Uniprot con los identificadores de dichas
proteinas. De las 65 proteinas filtradas hasta el momento, 26 tenian asignada otra especie de
procedencia, pero, tras el BLAST, se encontraron ortélogos en Oryctolagus cuniculus para 24 de
estas, no pudiéndose obtener para D7NYF7 (NADH dehydrogenase 1 beta subcomplex 10
(Fragment)) y F6PQ71 (Uncharacterized protein). De cada run se seleccioné el hit de mayor score
al aportar un mejor alineamiento de secuencias, y se anoté el nuevo ID y descripcion funcional.
Con todo ello, resultaron 63 proteinas aptas para los siguientes analisis. En la tabla 2 se recogen
el nimero de proteinas restantes y porcentajes de proteinas que superan cada fase, tras cada

paso de seleccion a lo largo del procesado de los datos.

Tabla 2. De izquierda a derecha: numero de proteinas restantes tras cada paso de seleccidn,
porcentaje de proteinas que han pasado respecto el total inicial y porcentaje de proteinas que logran
superar cada paso respecto el anterior.

*Se consideraron diferencialmente expresadas aquellas proteinas con un p-value < 0,05.
**Se considerd como fold change (FC) significativo aquel mayor que 0,2 o menor que -0,17 entre
grupos; con t-student < 0,05.

NUMERO DE PROTEINAS PROTEINAS
PROTEINAS TOTALES (%) RELATIVAS (%)
Proteinas identificadas tras analisis por
, P 1492 100%
espectrometria de masas
4,5%
Proteinas diferencialmente expresadas 67 4,5%
tras realizar un ANOVA* 97%
Proteinas diferencialmente expresadas
raimente exp 65 4,4%
con Fold Change significativo
96,9%
Proteinas diferencialmente expresadas 63 4,2%

y con FC significativo tras realizar BLAST

4.2 Analisis funcional
4.2 .1 Clasificacion funcional

En una primera aproximacion para clasificar las proteinas en base a sus funciones, se
emplearon las ontologias génicas (términos GO). Para ello, se recurri6 a la web Uniprot, aportando

los IDs de las proteinas seleccionadas hasta el momento. Se obtuvo que 53 de ellas estaban
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implicadas en funciones moleculares, y dentro de esta categoria, la mayoria estaban implicadas
en uniones (35) o actividad catalitica (39); 46 pertenecian a componentes celulares,
principalmente dentro de la parte celular (35); y 41 englobadas en procesos biologicos, destacando
los procesos metabdlicos (28) y celulares (28) asi como regulacion bioldgica (18). En la figura 7 se
pueden observar la proporcién que representan las proteinas de cada ontologia génica sobre el

total de las 63 proteinas diferencialmente expresadas finales.

Gene Ontology
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Figura 7. Diagrama de columnas indicando los porcentajes de las proteinas implicadas (azul) en cada
una de las tres ontologias génicas respecto las 63 proteinas diferencialmente expresadas totales.

4.2.2 Enriquecimiento funcional

Una vez comprobados los términos GO en los que estaban implicadas las proteinas, se
procedid realizando un enriquecimiento funcional de aquellos términos verdaderamente
predominantes; esto es, aquellos que aparecian en un mayor nimero de proteinas, evitando
sobreestimar los términos mas habituales en una muestra por simple azar, en que, de manera
natural, la mayor parte de proteinas cumple cierta funcién independientemente del efecto

experimental a estudiar.

Para ello, se recurrié al programa bioinformatico online DAVID. Se proporcionaron los 63
identificadores proteicos, de los cuales 54 fueron identificados en la base de datos del programa,
y se obtuvo una lista de los términos GO enriquecidos, seleccionando aquellos con un p-valor
inferior a 0,05, resultando un total de 15 (Anexo 3). De entre los términos seleccionados, destaca
en sobremedida el de componente celular de exosomas, con un 46,3 % de las proteinas totales

implicadas en él.
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4.2.3 Rutas KEGG

Otra forma de visualizar con mayor facilidad y detalle los procesos biologicos en los que
estan implicadas las proteinas diferencialmente expresadas es mediante las rutas KEGG. Primero
se listaron los ID-KEGG para las proteinas diferenciales partiendo de los ID-UniprotKB. No obstante,
no todas las proteinas tenian ID para KEGG, listdndose 32 de las 63 iniciales, y obteniéndose en
total 33 ID-KEGG (G1TR9OH maped con dos). Estos IDs serian utilizados después con la herramienta
KEGG MAPPER.

De entre todas las rutas en las que estaban implicadas las proteinas, se seleccionaron sélo
aquellas que habian sido indicadas como enriquecidas mediante el programa DAVID, obteniéndose
16 rutas estadisticamente significativas (p-valor inferior a 0,5; Anexo 2). Por otro lado, la ruta KEGG
de rutas metabdlicas resultd ser la mas enriquecida, con un 40.7 %, de las proteinas implicadas.
Dentro de esta ruta destacaban, con buena parte de las 22 proteinas implicadas, el metabolismo

lipidico y la biosintesis y metabolsimo de glicanos,
4.2.4 Interacciones proteicas

Finalmente, se estudid si existian interacciones entre las proteinas que participaban en
cada una de las rutas KEGG enriquecidas por DAVID. Para este paso sera necesario emplear la
herramienta online STRING, a la que proporcionamos los identificadores de UniprotkKB de las

proteinas implicadas en dichas rutas.

De entre todas las proteinas implicadas, 3 resultaron presentar interacciones (G1TAH7,
G1T8G9, P79226), cada una con las otras dos, en rutas metabdlicas, metabolismo del carbono,
biosintesis de aminoacidos y biosintesis de antibiéticos; mientras que, por otro lado, 2 proteinas
(GATBU9, GATESG) presentaron interacciones en biosintesis de antibiéticos y degradacion de
valina, leucina e isoleucina. Las proteinas implicadas se encontraron todas sobre expresadas en

el control (C).
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5. Discusion

Tal y como se ha descrito a lo largo de la introduccion, son varios los estudios que han
demostrado la existencia de cambios tanto en el fenotipo como en los patrones de expresion de
embriones sometidos a procedimientos de crioconservaciéon (Mamo et al., 2006; Wang et al.,
2010; Saenz-de-Juano et al.,, 2012; al-Hasani et al., 1992; Saenz-de-Juano et al., 2014). Estos
efectos han sido observados tanto a nacimiento, cémo en individuos adultos (Pinborg et al., 2014;
Redondo, 2014; Lavara et al.,, 2015). Ademas, destacar que son varios los trabajos que han
demostrado que estos efectos son también transmisibles a su descendencia (Lavara et al., 2014;
Borras, 2017). No obstante, hasta la fecha no se ha demostrado si estos cambios son heredables
(transgeneracionales) debido al efecto directo de la crioconservacion sobre la linea germinal
embrionaria (Martos et al., 2015). Como resultado principal de este estudio podemos afirmar la
existencia de un efecto transgeneracional de la crioconservacion en base a la expresion proteica
diferencial observada entre los individuos adultos derivados de una poblacion vitrificadad (V) y

control (C).

El analisis protedmico diferencial del tejido ha revelado un total de 67 proteinas
diferencialmente expresadas entre ambas poblaciones, de un total de las 1492 proteinas
identificadas en el analisis LC-MS/MS inicial (4,5% del total). Destacar que tanto el analisis
HeatMap como el analisis de componentes principales muestra con claridad la existencia de 2
poblaciones claramente diferenciadas. Ademas, el analisis de componentes principales muestra
que la poblacién vitrificada presenta una menor variabilidad que la control (menor dispension de
muestras). Quizas, esto podria ser explicado como una consecuencia de la crioconservacion que
implicaria una supervivencia de aquellos embriones que logran adaptarse al estrés, por lo que

aquellos animales “supervivientes” son mas similares entre si.

Analizando los resultados desde un punto de vista general, a partir de los términos GO y
rutas metabdlicas enriquecidas proporcionados por DAVID, se aprecia que de entre los distintos
procesos biolégicos, los procesos metabdlicos presentan el menor p-valor (5,3E-03) por lo que
resultan los mas afectados por la crioconservacion. A este grupo pertenecen proteinas como la
UDP-glucuronosyltransferase 2A3 o la UDP-glucuronosyltransferase 2B31, pertenecientes al grupo
de las UDP-glucosiltransferasa (UGT). Esta actividad estd asociada con la eliminacién de
compuestos exdgenos potencialmente téxicos (Bock, 2016,), como podrian ser los crioprotectores
empleados para garantizar la supervivencia del embridon a las bajas temperaturas, considerados
xenobibticos. Asi pues, y como ya fue descrito por Borras (2017) en una poblacion de individuos
nacidos de animales vitrificados (generacion 1), esto podria indicar que en la generacién 2 se
activan mecanismos de sintesis de UGTs debido a la exposicion a elevadas concentraciones de

crioprotectores y que prepararian al embrion para un posible ambiente futuro con gran cantidad
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de compuestos exdgenos. No obstante, aunque UGT2A3 se encuentra sobreexpresada en el tejido
hepatido de animales derivados de una poblacién vitrificada, no ocurre asi con UGT2B31,
sobreexpresada en la poblacion control. Esto podria explicarse, por un lado, debido a un error en
la identificacion MS/MS, obteniendo un identificador que no se corresponde con la proteina
verdadera o en su defecto, con un ortélogo adecuado, o por otro lado, a que no tiene actividad
especifica frente a los crioprotectores empleados, disminuyendo su sintesis en favor de las UGTs
que logran eliminarlos. Por otra parte, la proteina sterol carrier protein 2 (SCP2) sobreexpresada
en los animales de la poblacién vitrificada, esta relacionada con el transporte y almacenaje de
lipidos tales como el colesterol, habiéndose visto en otros estudios como su sobreexpresion lleva
a una mayor expulsién de colesterol a través de los acidos biliares y disminucién de la sintesis de
colesterol de novo (Amigo et al., 2003; Wang et al., 2016). Esto podria explicar, en parte, el menor
peso del higado observado en animales nacidos de una poblacién vitrificada (generacién 1) (Lavara
et al. 2015), asi como unos niveles de colesterol observados inferiores en comparacién al grupo
control (Comunicacién personal). Por Gltimo, y en relacion con el metabolismo lipidico, se detectd
la proteina acetyl-CoA acyltransferase 2 (ACAA2), que se encuentra infraexpresada en la poblacién
derivada de vitrificacion. Esta proteina esta implicada en la degradacion de los acidos grasos en la
mitocondria durante el Gltimo paso de la beta oxidacion, y en la elongacion de nuevos acidos grasos
en las glandulas mamarias (Miltiadou et al., 2017). Por tanto, esta modificacién podria afectar la
disponibilidad energética y podria tener repercusion en el desarrollo del individuo, cuestién ya

descrita con anterioridad en poblaciones vitrificadas y control (Lavara et al., 2015).

Cuanto a los términos GO de compartimento celular, destaca la abundancia de proteinas
mitocondriales (16,7% del total) tal y como ya fue descrito por Redondo (2014), proteinas de
membrana tanto en el reticulo endoplasmatico como en el resto de los organulos (11,1% y 14,8%
respectivamente) y, sobre todo, proteinas presentes en los exosomas (46,3%), pequeias vesiculas
extracelulares que pueden contener en su interior proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Colombo
etal., 2014).

Avanzando ahora hacia las funciones moleculares, la actividad aromatasa es la que
presenta un p-valor mas bajo (7,70E-05). Dentro de esta actividad encontramos 4 proteinas
(CYP2C30, CYP2C4, CYP2C y CYP2C15) pertenecientes a la subfamilia citocromo P450 2C,
caracterizadas por presentar un grupo hemo que les permite catalizar reacciones redox por las que
introducen un atomo de oxigeno en el sustrato, siendo conocidas como monooxigenasas (Bak et al.
2011). Esta subfamilia, concretamente, esta implicada en la eliminacién de numerosas drogas, lo
cual podria implicar un papel similar al propuesto para las UGTs ya que 3 de 4 se encuentran
sobreexpresadas en los animales derivados de una poblacion vitrificada, e intervienen también en
el metabolismo lipidico (Depaz et al. 2015). Otras funciones moleculares relacionadas con la

anterior son la actividad de unién a grupo hemo y la de unién a iones hierro. Estos 3 término GO
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comparten las mismas proteinas excepto por CYP2B4, sobreexpresada también en en los animales
derivados de una poblacién vitrificada y sin actividad aromatasa; hecho esperable puesto que
todas tienen un grupo hemo con ién hierro para su actividad redox. Otras dos funciones también
enriquecidas y relacionadas de nuevo con los citocromos P450 son la actividad monooxigenasa y
la actividad oxidorreductasa. Prosiguiendo con mas funciones moleculares, la actividad 3-
hidroxiacil-CoA dehidrogenasa presenta también diferencias, con 2 proteinas implicadas: la
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HADH) y la hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 10
(HSD17B10). HADH es un enzima clave en el tercer paso de la beta oxidacion de los acidos grasos,
de modo que su infraexpresion en los animales derivados de una poblacién vitrificada, al igual que
ocurria con la acetyl-CoA acyltransferase 2, podria estar relacionada con alteraciones del desarrollo
en el individuo al tener menos energia disponible (Schulz et al. 2011). Respecto a la proteina
HSD17B10, se trata de una enzima relacionada con el metabolismo lipidico que cataliza la
oxidacién de esteroides neuroactivos y acidos grasos, asi como la degradaciéon de la isoleucina
(Yang et., al 2007). En conjunto, nuestros datos muestran claramente alteraciones a nivel del
metabolismo lipidico y de los procesos de oxidorreduccién, destacando una gran cantidad de
proteinas de localizacidbn mitocondrial. Estos resultados, van en la misma linea de lo ya mostrado
tanto en el efecto directo de la vitrificacion (GO, Redondo, 2014), cémo en su descendencia (G1,
Borras, 2017), donde se muestra diferencias entre animales vitrificados y control tanto en el

metabolismo lipidico, cémo reacciones redox.

Por otra parte, del analisis de las rutas KEGG enriquecidas en las proteinas
diferencialmente expresadas destacan un total de 16 rutas. De estas, destacar las rutas
metabdlicas que representan un 40,7% de las 54 proteinas analizadas por DAVID. Este hecho va
en la linea con lo discutido hasta el momento, en que la mayoria de las proteinas mencionadas
afectaban al metabolismo, y mas concretamente al de lipidos. De igual modo ocurre con las rutas
del metabolismo de drogas y xenobibticos por el citocromo P450, la biosintesis de hormonas
esteroideas, el metabolismo del acido araquidénico, el metabolismo del acido linoleico o la
degradacion de valina, leucina e isoleucina. En el caso de la ruta de la carcinogénesis quimica,
resulta interesante que 6 de las 8 proteinas implicadas se encuentran sobreexpresadas en los
animales derivados de una poblacién vitrificada. Entre estas proteinas volvemos a encontrar a la
familia de los citocromos P450 y de las UGTs, lo cual podria implicar mejor eliminacién de agentes
externos cancerigenos, con mayor resistencia al desarrollo de cancer en estos individuos, como
observo Auroux et al. (2004) en el caso de cancer de vejiga urinaria inducido con carcinégenos en
ratdnes crioconservados frente a la poblacién control. En esta misma ruta, se observé también una
sobreexpresion de la proteina glutathione S-transferase omega 1 (GSTO1) en los animales
derivados de una poblacion vitrificada. Estos resultados han sido ya descritos con anterioridad por
otros autores (Mamo et al., 2006; Saenz-de-Juano et al., 2012). Por Gltimo, cabe destacar la

proteina transketolase (TKT), con el “fold change” (FC) mas elevado de entre todas las
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diferencialmente expresadas (FC=13,925) que, atendiendo a la definicidon del FC, representa una
expresion en la poblacion control de casi 15 veces superior a los animales derivados de la
poblacion vitrificada. Esta proteina supone un punto de unién entre la glicélisis y la rama no
oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato, la cual desempena diversas funciones como la
obtencién de ribosa-5-fosfato y NADPH, principal agente reductér del organismo. Asi pues, se ha
observado como una disminucién en la expresion de TKT esta asociada con una menor produccion
de lipidos. Esto posiblemente sea debido una menor produccion de NADPH necesaria para la
lipogénesis (Xu et al., 2002).

Analizando todos los resultados de forma conjunta, podemos destacar que en nuestro
estudio, hay evidencia de que los efectos de la criopreservacion embrionaria representan un
ejemplo de una plasticidad fenotipica activa, donde aquellos animales derivados de una poblacion
que fue sometida a la crioconservacién embrionaria presentan una variacion fenotipica irreversible
en el tejido hepatico (Forsman, 2017). Esta plasticidad fenotipica, se entiende como la capacidad
de un genoma de dar lugar a varios fenotipos distintos segln los estimulos ambientales.
Concretamente, se trata de una plasticidad activa puesto que las diferencias observadas son
producidas por un cambio a nivel embrionario, modificando el desarrollo del individuo con el fin de
anticiparse a los futuros factores ambientales de los que ya se ha recibido algin estimulo.
Resultados en esta linea han demostrado que la vitrificacion emrbionaria induce camios en la
morfologia del individuo, como es el menor tamano del higado o la menor velocidad de crecimiento
tras la lactancia (Lavara et al., 2015). Este tipo de plasticidad se ha asociado a un descenso en la
vulnerabilidad a factores ambientales, capacidad invasiva de un organismo y menor riesgo de
extincion, todo ello debido a la adaptacion del individuo a ese ambiente (Forsman, 2017). Por otra
parte, la plasticidad fenotipica se relaciona estrechamente con los fendmenos de divergencia entre
poblaciones e incluso de especiacion, debido a que una vez producido ese rapido primer cambio
fenotipico, la seleccion natural desempefia un papel de refinamiento sobre esos factores
alterados, pasando genes considerados neutrales en un cierto ambiente, a suponer un papel clave
en la supervivencia, promoviéndose aquellas modificaciones con mejores caracteristicas (Pfennig
et al. 2010). De forma resumida, la plasticidad fenotipica proporcionaria el material base sobre el
que la seleccion natural actuara, conociéndose como asimilacién genética cuando el fenotipo se
vuelve constitutivo independientemente de la variacion ambiental. Por todo ello, podria resultar
interesante llevar a cabo futuros estudios para tratar de seleccionar artificialmente rasgos
concretos, como las mejores caracteristicas reproductivas en conejos procedentes de procesos de
crioconservacion (Lavara et al., 2014) aprovechando la expresion diferencial causada por la

plasticidad, buscando una asimilacién genética y obtener asi una nueva linea animal.
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6. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, la técnica de crioconservacién de embriones
tempranos y su posterior transferencia para generar descendencia induce efectos
transgeneracionales en los patrones de sintésis de proteinas del tejido hepatico. Estos cambios

parecen generar alteraciones del metabolismo lipidico y de los procesos de detoxificacion.
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Anexo . Proteinas diferencialmente expresadas

ANEXOS

ID Proteina diferencialmente expresada P-value FC T-Student
G1SER8 profilin 1(PFN1) 0,033 1,234 0,033
G1SF32 translocase of outer mitochondrial membrane 70(TOMM?70) 0,028 0,860 0,028
G1SG68 karyopherin subunit alpha 4(KPNA4) 0,036 2,830 0,036
G1SGS7 UFM1 specific ligase 1(UFL1) 0,023 -0,667 0,023
G1SHT2 sterol carrier protein 2(SCP2) 0,034 -0,621 0,034
G1SIN4 ELKS/RAB6-interacting/CAST family member 1(ERC1) 0,039 0,476 0,039
G1SN96 paraoxonase 1(PON1) 0,043 1,617 0,043
G1SNC7 dermatopontin(DPT) 0,016 -0,640 0,016
G1SP02 pyruvate dehydrogenase phosphatase regulatory subunit(PDPR) 0,0197 -0,204 0,0197
G1SPD1 myotrophin(MTPN) 0,028 2,368 0,028
G1SQ46 Rho GDP dissociation inhibitor beta(ARHGDIB) 0,043 1,152 0,043
G1SQWO0 mitochondrial carrier 2(MTCH2) 0,000 -0,776 0,000
G1SR29 ATPase H+ transporting V1 subunit A(ATP6V1A) 0,043 1,535 0,043
G1SSL9 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 13(LOC100348252) 0,027 1,607 0,027
G1suU17 NAD(P) dependent steroid dehydrogenase-like(NSDHL) 0,023 -0,378 0,023
G1SVP7 glutathione S-transferase omega 1(GSTO1) 0,005 -0,187 0,005

chromosome unknown open reading frame, human
G15vz8 C9orf64(LO(FZ)10035204g5) 0,045 -0,507 0,045
G1SXZ9 biphenyl hydrolase like(BPHL) 0,007 1,779 0,007
G1SYC9 RAB8B, member RAS oncogene family(RAB8B) 0,014 -0,568 0,014
G1SZ00 cysteine and glycine rich protein 1(CSRP1) 0,020 -0,605 0,020
G1TOH7 trafficking protein particle complex 3(TRAPPC3) 0,014 -0,711 0,014
G1T214 glutamyl-prolyl-tRNA synthetase(EPRS) 0,024 6,176 0,024
G1T6X2 cytochrome P450 2C15-like(LOC100347004) 0,026 -0,478 0,026
G1T726 hydroxyacyl-CoA dehydrogenase(HADH) 0,014 0,781 0,014
G1T8G9 pyruvate kinase, liver and RBC(PKLR) 0,001 3,772 0,001
G1T914 sorcin(SRI) 0,041 0,484 0,041
G1T9T6 ethanolamine-phosphate phospho-lyase(ETNPPL) 0,034 -0,562 0,034
G1TAH7 transketolase(TKT) 0,020 13,925 0,020
G1TBR1 NAD(P)H quinone dehydrogenase 2(NQO2) 0,002 -0,376 0,002
G1TBU9 acetyl-CoA acyltransferase 2(ACAA2) 0,037 0,424 0,037
G1TCG5 solute carrier family 27 member 2(SLC27A2) 0,027 3,868 0,027
G1TCT8 major facilitator superfamily domain containing 9(MFSD9) 0,047 -0,447 0,047
GI1TES6 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 10(HSD17B10) 0,005 0,323 0,005
G1TIR9 UDP-glucuronosyltransferase 2B31(LOC100341802) 0,049 1,744 0,049
G1TR70 cytochrome P450 2C4(CYP2C4) 0,000 3,777 0,000
G1TRH9 tropomodulin 3(TMOD3) 0,016 1,337 0,016
G1TTZ8 formimidoyltransferase cyclodeaminase(FTCD) 0,010 0,680 0,010
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G1TUBS8 ribosomal protein L11(RPL11) 0,040 -0,773 0,040
G1TUC2 CCHC-type zinc finger nucleic acid binding protein(CNBP) 0,042 4,497 0,042
succinate dehydrogenase [ubiquinone] cytochrome b small subunit,

GITUCS ' Enitochondr?aI(LOC100y346169) 0,006 4,208 0,006
G1TUX5 protein HP-25 homolog 2(LOC100352752) 0,017 1,009 0,017
G1TWP4 valyl-tRNA synthetase(VARS) 0,001 0,794 0,001

G1TYIJ3 dihydropyrimidinase(DPYS) 0,037 0,860 0,037
G1TYM3 cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 4(CYP2B4) 0,004 -0,702 0,004
G1U2K8 cytochrome P450-like(CYP2C) 0,009 -0,525 0,009
G1luU4le fatty acid amide hydrolase(FAAH) 0,003 2,414 0,003

rotein kinase cAMP-dependent type Il regulatory subunit
G1U522 P alpEa (PRK AR‘;':) guiatory 0,001 6382 0,001
P04068 epoxide hydrolase 1(EPHX1) 0,044 -0,613 0,044
P79226 aldolase, fructose-bisphosphate B(ALDOB) 0,008 4,266 0,008
Q95J97 protein kinase cAMP-activated catalytic subunit alpha(PRKACA) 0,024 -0,700 0,024
U3KLZ1 flavin containing monooxygenase 3(FMO3) 0,043 3,680 0,043
U3KMO06 UDP-glucuronosyltransferase 2A3(LOC100351592) 0,003 -0,547 0,003
U3KM31 CNDP dipeptidase 2 (metallopeptidase M20 family)(CNDP2) 0,023 -0,855 0,023
U3KPP4 cytochrome P450 2C30(CYP2C30) 0,027 -0,644 0,027
Anexo Il. Rutas KEGG

Ruta KEGG Descripcion Npur?tiri:adse Pro(tczl)nas P-Value
ocu01100: Metabolic pathways 22 40,7 6,10E-09
ocu05204: Chemical carcinogenesis 8 14,8 3,20E-07
ocu00830: Retinol metabolism 6 11,1 3,30E-05
ocu00140: Steroid hormone biosynthesis 6 11,1 3,90E-05
ocu01130: Biosynthesis of antibiotics 8 14,8 5,70E-05
ocu00982: Drug metabolism - cytochrome P450 4 7,4 5,50E-03
ocu00980: Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 4 7,4 7,60E-03
ocu00590: Arachidonic acid metabolism 4 7,4 9,30E-03
ocu04750: Inflammatory mediator regulation of TRP channels 4 7,4 1,00E-02
ocu00591: Linoleic acid metabolism 3 5,6 1,20E-02
ocu04726: Serotonergic synapse 4 7,4 1,30E-02
ocu01200: Carbon metabolism 4 7,4 1,70E-02
ocu00860: Porphyrin and chlorophyll metabolism 3 5,6 2,20E-02
ocu00280: Valine, leucine and isoleucine degradation 3 5,6 2,70E-02
ocu00983: Drug metabolism - other enzymes 3 5,6 3,50E-02
ocu01230: Biosynthesis of amino acids 3 5,6 4,40E-02
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Anexo lll. Términos GO
Términos Descripcion Numer,o de Proteinas P_Value
GO proteinas (%)
G0:0008152 metabolic process 4 7,4 5,3E-03
Biological G0:0019439 aromatic compound catabolic process 2 3,7 1,0E-02
Process GO:0060315 negative ‘regulation of ryanodinejs?nsitive ) 37 17602
calcium-release channel activity
G0:0032781 positive regulation of ATPase activity 2 3,7 2,8E-02
G0:0070062 extracellular exosome 25 46,3 5,4E-09
Cellular G0:0031090 organelle membrane 6 11,1 5,8E-07
component G0:0005789 endoplasmic reticulum membrane 8 14,8 6,4E-06
G0:0005739 mitochondrion 9 16,7 4,4E-03
G0:0070330 aromatase activity 4 7,4 7,7E-05
G0:0020037 heme binding 5 9,3 1,5E-03
G0:0005506 iron ion binding 5 9,3 1,9E-03
G0:0004497 monooxygenase activity 3 5,6 6,5E-03
Molecular oxidoreductase activity, acting on paired
funtion G0:0016705  donors, with incorporation or reduction of 3 5,6 8,7E-03
molecular oxygen
G0:0003857  3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity 2 3,7 2,4E-02
G0:0016747 transferase activity, transferring acyl groups ) 37 3 6E-02

other than amino-acyl groups
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