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Abstract

Preimplantation mammalian embryos are sensitive to environmental conditions. However,
they are able to adapt to environmental changes through mechanisms which include
modification of gene expression (reprogramming). Oocytes and embryos cryopreservation is
considered an important tool in assisted human reproduction, but its neutrality has been
guestioned recently. Moreover, little is known about long-term effects on adult individuals and

their offspring.

Then, the aim of this study was to evaluate whether early embryos vitrification induces long-
term protein disorders in adult livers. For this purpose, 10 samples from adult rabbit livers (8
months), which came from 3-days embryos (5 of them were vitrified) were taken, transferred
to recipient females and checked until adulthood. A proteomic study was performed using
two-dimensional electrophoresis and liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry. Subsequently, functional annotation was carried out by comparing the

sequences to NCBI databases.

Of the nine spots found, four were overexpressed in embryo vitrified samples and four
underexpressed. One of the spots was represented by a single protein named catalase (CAT).
This protein reduces the levels of hydrogen peroxide in liver in order to decrease oxidative

stress effects. Remaining spots contained a protein mixture.

Therefore, it was concluded that vitrification may have long-term effects on adult individuals

and it should not be considered as a neutral practice.
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Resumen

Los embriones preimplantacionales de mamiferos son sensibles a las condiciones ambientales
de su entorno, sin embargo son capaces de adaptarse a las alteraciones del ambiente mediante
mecanismos que incluyen la modificacion de su expresion génica (reprogramacion). La
crioconservacion de évulos y embriones es considerada una herramienta importante en la
reproduccidon humana asistida, pero su neutralidad ha sido recientemente cuestionada y poco
se sabe hasta la fecha a cerca de los efectos que tiene a largo plazo sobre los individuos adultos

y la descendencia.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar si la vitrificacion de embriones tempranos
induce alteraciones proteicas a largo plazo en el higado de individuos adultos. Para ello se
utilizaron 10 muestras de higados de conejos adulto (8 meses) procedentes de embriones de 3
dias (5 de ellos vitrificados), transferidos a hembras receptoras y seguidos hasta su edad adulta.
Se realizé un estudio protedmico mediante electroforesis bidimensional y cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem. Posteriormente se realizd la anotacién

funcional comparando las secuencias con las bases de datos de la NCBI.

De los nueve spots encontrados, cuatro de ellos estaban sobreexpresados en las muestras de
embriones vitrificados y cuatro subexpresados. Uno de los spots estaba representado por una
proteina Unica, la catalasa (CAT), la cual reduce los niveles de perdxido de hidrégeno en el
higado para disminuir los efectos debidos al estrés oxidativo. El resto de spots contenian mezcla

de proteinas.

Por tanto, se concluyd que la vitrificaciéon puede tener efectos a largo plazo sobre los individuos

adultos y no deberia ser considerada como una técnica neutral.

Palabras clave

Crioconservacidon embrionaria, reprogramacion embrionaria, efectos a largo plazo, expresion
génica, higado adulto, andlisis protedmico.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL CONEJO (Oryctolagus cuniculus) COMO MODELO ANIMAL

El conejo es el tercer mamifero mds utilizado en investigacidon en la Unién Europea (2,7%),
por detras del ratén (59,3%) y la rata (17,7%) (EU Report 2010). Actualmente, es un modelo animal
cuyos usos mas clasicos son la produccion de anticuerpos, el desarrollo de nuevas técnicas
quirargicas, y el estudio de la fisiologia y la toxicidad de nuevos farmacos (Shiomi e Ito, 2009).
También es utilizado en el estudio de enfermedades cardiovasculares y en investigaciones
oncoldgicas humanas (Fischer et al., 2012). A finales del siglo XIX, debido a sus caracteristicas
reproductivas, el conejo comenzd a ser utilizado como el mamifero clasico en embriologia y biologia
reproductiva (Viebahn, 2001). El conejo se caracteriza por no presentar anoestro estacional, poseer
un ciclo reproductivo corto (alrededor de 30 dias), y por ser una especie de ovulacién inducida por el
macho durante el coito, lo cual permite conocer la cronologia del desarrollo embrionario con
precision (Tao y Niemann, 2000). Ademas, las etapas de gastrulacion y morfologia se conocen con
detalle, y el desarrollo del embrién in vitro hasta el noveno dia presenta estructuras y fases muy
parecidas a las del embridn humano (Hohn et al., 1992). El tamafio de esta especie hace que sea un
animal de facil manejo y esto permite monitorear el embridn durante la gestacién, lo cual convierte
al conejo en un modelo ideal para observar efectos a corto y largo plazo del desarrollo embrionario y
fetal en la descendencia y los individuos adultos (Enders y Blankenship, 1999; Duranthon et al.,
2012). Por otro lado, la morfologia del aparato reproductor femenino constituido por un utero de
doble cérvix permite realizar estudios embrionarios sobre el mismo animal con ambientes uterinos

diferentes (Fischer et al., 2012).

1.2. DESARROLLO EMBRIONARIO Y FETAL

Como se ha descrito anteriormente, el conejo es una especie de ovulacién inducida (Tao y
Niemann, 2000). Tras 10 horas desde dicho proceso tiene lugar la fecundacion y entre 2 y 4 horas
después aparece el segundo corpusculo polar (Harper, 1961). Los eventos que tienen lugar en las
fases preimplantacionales pueden alterar procesos posteriores del desarrollo puesto que durante
dicho periodo se produce la activacién del genoma del embridon (aproximadamente en el estadio de 8
células), la compactacion de la moérula (aproximadamente 68 horas después del coito), y la
diferenciacidon de las lineas celulares y la formacion del blastocele en el blastocisto (72 horas después
del coito) (Fischer et al., 2012; Lavara et al., 2014). Esta estructura estd formada por dos lineas
celulares: la masa celular interna (ICM), la cual conserva su pluripotencialidad para generar cualquier

tejido del embridn, y las células del trofoectodermo (TE) que permitiran la implantacion exitosa por
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medio de la placenta al contactar con el endometrio (Sdenz-De-Juano, 2010). Posteriormente el
blastocisto se expande y adquiere diferentes envueltas hasta que aproximadamente el dia 6
comienza el proceso de gastrulacidn y se inicia la formacion del eje central y las capas germinales

(Fischer et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1. Desarrollo embrionario temprano. A: estado pronuclear. B: embrién de 2 células. C: embrién de 4

células. D: embridn de 8 células. E: mdrula. F: blastocisto expandido (Sultana et al., 2009).

El inicio de la gastrulacidon se caracteriza por la aparicién de una zona densa en forma de
media luna en la parte anterior del disco embrionario, y aproximadamente 6 h mas tarde se produce
la reduccién de la densidad a través de un alargamiento en forma de hoz en el polo posterior (Fischer

et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2. Desarrollo embrionario desde el estadio de blastocisto hasta el comienzo de la gastrulacion

(adaptada de Fischer et al., 2012).

Aproximadamente 18 horas después del inicio de la gastrulacion aparece el nodo de Hensen,
y comienza la implantacion (Fischer et al., 2012), fase en la cual el embrién contiene unas 255000
células (Daniel, 1964) y unos 6 mm de diametro (Morgan y Kane, 1993). El éxito en el establecimiento

y mantenimiento de la gestacién necesita de una comunicacién constante entre la madre y el
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embridn a través de la placenta (Vicente et al., 2013). Esta comunicacion se lleva a cabo mediante
secreciones embrionarias para el reconocimiento de la gestacion, y a través de la secrecion y el

remodelado del epitelio uterino para mantener el desarrollo y crecimiento embrionario.

A los 8 dias post-coito, las células del TE generan grandes proyecciones que se adhieren vy
fusionan con la superficie epitelial apical para continuar con la implantacion (Fischer et al., 2012). La
placenta de conejo se desarrolla en forma discoidal, cuya estructura es similar a la humana durante
el dltimo trimestre de la gestacidn, asi como también son similares los cambios hemodindmicos que
se llevan a cabo (Fischer et al., 2012). Las células gigantes presentes en la placenta de conejo a dia 10
tras el coito estan involucradas en el remodelado de las células endoteliales de algunas arterias
(Larsen, 1962). Ademas, se ha comprobado que existe una correlacidon entre la expresion de genes
del sistema renina-angiotensina de la placenta y ciertos cambios hemodinamicos (McArdle et al.,
2009). El desarrollo de la placenta fetal (Figura 3) finaliza aproximadamente en el dia 12 de gestacién

(Adams, 1960).

L e
Placenta fetal Placenta materna
”o
’n
Feto

Figura 3. Estructuras feto-placentarias en dia 14 de gestacion (Sdenz-De-Juano, 2014).

1.3. EFECTOS SOBRE LA REPROGRAMACION EMBRIONARIA

Durante el desarrollo del conejo, cada uno de los eventos que suceden se regula por ARNs y
proteinas de la madre durante la formacion de los gametos, y por el nlcleo embrionario una vez que
éste se activa (Léandri et al., 2009). Los embriones preimplantacionales de mamifero son sensibles a
las condiciones ambientales que ocurren durante su desarrollo, como el ambiente en el tracto
reproductivo de la madre, pero se ha observado que estos son capaces de adaptarse por medio de
mecanismos que pueden implicar problemas en el desarrollo fetal y postnatal (Fleming et al., 2004).

Por tanto, cualquier evento que ocurre durante periodos tempranos criticos en la vida del individuo

3
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puede alterar la estructura del érgano afectado y modificar su funcién en respuesta a los factores del
entorno (Hocher, 2014). También se ha demostrado que las interacciones feto-placentarias son

esenciales para la modulacién del efecto temprano del medio ambiente (Fischer et al., 2012).

Durante el desarrollo in vivo e in vitro de los embriones se modifican los niveles de moléculas
como aminodcidos y/o reguladores metabdlicos entre otros, desencadenando una cascada de
consecuencias a corto y largo plazo (Fleming et al., 2004). A corto plazo las células sufren
modificaciones epigenéticas, alteraciones en la transmision de la sefial intracelular, estrés
metabdlico, cambios en la expresién genética, apoptosis o trastornos en la proliferacidon celular. A
largo plazo se observa la reduccidn en la capacidad de implantacion, desajustes entre el feto y la
placenta, la alteracién del suministro materno de nutrientes, y la aparicion de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas principalmente en el individuo adulto (Sdenz-De-Juano, 2014). Estas
consecuencias han generado la hipdtesis de la “enfermedad de origen fetal”, la cual defiende que
problemas en la descendencia adulta como la hipertension, la resistencia a la insulina o el aumento
de las enfermedades cardiovasculares e inmunes tienen su origen en la adaptacién del feto a los
cambios en el ambiente causados por una baja nutricibn materna o por insuficiencia placentaria
(Hocher, 2014). Ademas, esta hipdtesis sostiene que puede darse una reprogramacion fetal
avanzada, en la que un gen de los progenitores puede influir en la fisiologia de la descendencia sin

estar presente en el individuo.

El periodo periconcepcional durante el desarrollo embrionario es particularmente sensible a
la disrupcién metabdlica debido a la plasticidad de las células implicadas en la interaccién
embrionaria-materna (Sdenz-De-Juano, 2014). En los entornos hiperglicémicos se ha observado una
disminucién en la capacidad de implantacidon, ademas de la degradacién de la cromatina y la
reduccion del numero de células en el blastocisto, lo cual retrasa el crecimiento fetal y conlleva fallos
en la placenta (Fleming et al., 2004). Otro ejemplo son los tratamientos de superovulacién
empleados en las técnicas de reproduccién asistida, ya que provocan una disminucién de tamafio y
un retraso del desarrollo embrionario, asi como una mayor mortalidad embrionaria entre otros

efectos debido a alteraciones epigenéticas en los ovocitos (Lonergan et al., 2007).

La nutricion recibida a través del ambiente intrauterino regula la funcidn de ciertos tejidos
con actividad metabdlica en la etapa postnatal, por lo que una restriccidn caldrica y nutricional en el
Utero puede incrementar los niveles de leptina placentaria reguladora de la placentacion y el
desarrollo fetal (Ramirez-Vélez, 2012). Por un lado, este incremento esta asociado a la obesidad y al

sindrome metabdlico de la edad adulta. Por otro lado, la malnutricién puede disminuir el peso y la

4
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altura de la descendencia en el nacimiento y se incrementa el riesgo a padecer hipertensidn arterial,
el sindrome metabdlico o enfermedades cerebrovasculares (Ramirez-Vélez, 2012). Ademas de la
nutricion, otros factores como la exposicidon prenatal a cafeina o etanol provocan modificaciones
epigenéticas que generan un retraso en el crecimiento intrauterino y un aumento en la
susceptibilidad a sufrir el sindrome metabdlico (Shen et al., 2014; Wang et al., 2014). Se ha
comprobado que estos efectos son transgeneracionales y no sélo afectan a la primera linea de la
descendencia sino que también pueden afectar a generaciones posteriores, asi como también se ha
comprobado que existen diferencias entre individuos de distinto sexo (Lavara et al., 2014; Luo et al.,

2014).

La exposicién a cafeina, etanol o humo de tabaco puede provocar la desregulacion del eje
hipotdlamo-pituitaria-adenocortical (HPA) en la descendencia, lo que implicaria una alteracién a nivel
del epigenoma, derivando en problemas en el sistema neuroendocrino como trastornos en la
conducta o déficit de atencidn (Shen et al., 2014; Stroud et al., 2014; Wang et al., 2014). Ademas, la
exposiciéon al alcohol o la nicotina durante la segunda mitad del periodo prenatal y el inicio del
periodo postnatal influye en el desarrollo de las neuronas, la coordinacién motora o el equilibrio, ya
gue ambas sustancias atraviesan la barrera placentaria y al entrar en el embridn generan un
ambiente de estrés oxidativo (Li y Wang, 2004). El eje HPA también puede verse modificado por
alteraciones hormonales durante periodos especificos de la gestacién, y esto puede hacer que la
descendencia tenga una mayor predisposicion a sufrir enfermedades cardiovasculares (Goldstein et

al., 2014).

1.3.1. EFECTOS SOBRE EL HIGADO

Como se ha dicho anteriormente, el comportamiento y la nutricidn de la madre es determinante
en la salud de la descendencia (Fleming et al., 2004). Un estudio reciente en ratdn ha examinado las
posibles alteraciones en las proteinas metabdlicas del higado en funcién de la exposicién al humo del
tabaco (Canales et al., 2012). Las toxinas que presenta el humo de los cigarrillos tienen una alta
solubilidad en agua y un bajo peso molecular, lo que permite su transferencia desde la placenta al
feto (Zdravkovic et al., 2005). Los tejidos de rapida proliferacién presentes en el feto o los neonatos
son realmente sensibles a los productos quimicos que contiene el humo del tabaco, y el higado, al ser
la primera linea de desintoxicacidon y metabolizacién, se ha comprobado que presenta toxicidad tras

la exposicion a dichas toxinas (lzzotti et al., 2003).
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Canales et al. (2012) comprobaron que durante el periodo de exposicién, se observaba un
retraso en el crecimiento fetal y postnatal, asi como se vieron alteradas diferentes rutas metabdlicas
de la descendencia, entre las que se incluyen el metabolismo de lipidos y glucosa, la muerte celular y
las respuestas inmunes. Del mismo modo, concluyeron que tanto estas modificaciones como la
presencia de dafios genotdxicos y la alteracidon de la transcripcidn y la expresiéon génica, estan

relacionados entre si y son causados por la exposicidén embrionaria al humo de tabaco.

La exposicién al humo de tabaco y alcohol pueden desencadenar la enfermedad del higado
graso no alcohdlico (NAFLD) debido a alteraciones en la sintesis de lipidos que producen su
acumulacidn en el higado (Shen et al., 2014; Wang et al., 2014). La ingesta de cafeina induce altos
niveles de glucocorticoides que también alteran la funcién metabdlica de la glucosa y los lipidos,
aumentando a su vez los niveles de la enzima fosfoenolpiruvato carboxikinasa presente en el higado,

involucrada en el proceso de gluconeogénesis (Luo et al., 2014).

1.4. TECNICAS DE ANALISIS MOLECULAR DE PROTEINAS

Los procesos bioldgicos pueden ser descritos basandose en la comparacion global vy
cuantitativa de los patrones de expresién de células o tejidos que representan diferentes estadios, y
un tipo de analisis global de la expresion a nivel de proteinas es la protedmica (Gygi et al., 2000). En
protedmica existen diferentes técnicas y metodologias, entre las que se encuentra la electroforesis
bidimensional convencional en gel (2-DE), una técnica de protedmica cuantitativa que posee gran

aplicabilidad a las muestras bioldgicas disponibles (Laborde et al., 2011).

1.4.1. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL CONVENCIONAL EN GEL

La 2-DE es una técnica que proporciona un mapa bidimensional de proteinas en el que se
puede observar los cambios de expresion, las isoformas de dichas proteinas y las posibles
modificaciones post-traduccionales que sufran, y por ello se considera la madre de la protedmica

(Rabilloud y Lelong, 2011).

Esta técnica de separacion de proteinas tiene lugar en dos fases (Laborde et al., 2011). La
primera etapa consiste en una separacion de las proteinas por su punto isoeléctrico mediante
isoelectroenfoque (IEF) en la que la mezcla con las proteinas solubilizadas se separa en un gradiente

de pH, generalmente de 3 a 10, por medio de tiras comerciales cubiertas por un gel de acrilamida. La
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segunda etapa consiste en una separacidon de las proteinas segin su masa molecular en una
electroforesis SDS-PAGE tras cargar la tira que contiene las proteinas en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida, de manera que se obtiene un mapa bidimensional que podrd ser visualizado por

distintas técnicas (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de los pasos de la electroforesis bidimensional convencional en gel de poliacrilamida (2-DE)

(adaptada de Laborde et al., 2011).

Posteriormente las proteinas se visualizan por distintas técnicas de tincidn como la tincién
con plata o azul de Coomassie, y son escaneadas con programas especificos de analisis de imagenes
(Laborde et al., 2011). La utilizacidon de la separacion en 2-DE esta muy extendida debido a que es
una técnica robusta, reproducible, econémica y sencilla de realizar (Rabilloud y Lelong, 2011), pese a
que tiene desventajas como el desplazamiento de proteinas distintas al mismo punto del gel por
distintas razones (procesamiento diferencial de las proteinas o modificaciones post-traduccionales)
(Gygi et al., 2000). Los puntos mas representativos posteriormente pueden ser identificados por
técnicas como la espectrometria de masas (MS) o la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

(Perkins et al., 1999).
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1.5. LA CRIOCONSERVACION EMBRIONARIA

La crioconservacion de embriones es considerada una herramienta importante en el area de
la reproduccién humana asistida y en la conservacion de lineas especificas de mamiferos para evaluar
la mejora genética, minimizar el impacto de la deriva genética o facilitar la difusion interterritorial de
lineas y preservar las especies en extincion (Lavara et al., 2011). Fue una técnica considerada hasta
hace poco tiempo como neutral puesto que pese a que podia tener efectos letales en algunos
embriones, aquellos que sobrevivian a este proceso no se veian alterados (Auroux et al., 2004). Sin
embargo, recientemente se ha demostrado que la crioconservacion parece tener efectos sobre los
individuos (Dobrinsky, 1996; Auroux et al., 2004; Tatone et al., 2010; Lavara et al., 2014; Saenz-De-
Juano et al., 2014).

El principal objetivo de la crioconservacion embrionaria es mantener las caracteristicas
embrionarias a largo plazo mediante la utilizacién de bajas temperaturas, y para ello es necesario
eliminar las dos principales causas que provocan la muerte celular en este proceso: la formacién de
cristales y la concentracidn de solutos (Saragusty et al., 2009). Esta eliminacidn permite mantener la
integridad celular y reanudar el funcionamiento biolégico adecuado después de la descongelacién.
Algunas variables que determinan el éxito de la crioconservacion son el tipo celular, la naturaleza y
concentracién de crioprotectores, el ratio de enfriamiento, la temperatura minima a la que se
someten, el ratio de descongelacién o las condiciones de eliminacion de los crioprotectores (Sdenz-
De-Juano, 2014). También influyen en el proceso factores intrinsecos como las propiedades
criobioldgicas de las membranas celulares, y extrinsecos como la adaptacion del protocolo a cada

uno de los estadios del desarrollo embrionario (Vanderzwalmen, 2012).

1.5.1. METODOS DE CRIOCONSERVACION

En 1949, Polge et al. descubrieron por error las propiedades crioconservadoras del glicerol,
momento en el cual surgié la congelacion lenta como técnica de crioconservacion (Polge et al., 1949).
Afos después, en 1972 aparece el primer ratdon vivo procedente de un embridn congelado
(Whittingham et al.,, 1972; Wilmut, 1972). En 1985 aparece un nuevo método para la
crioconservacion de embriones, la vitrificacion (Rall y Fahy, 1985). Hasta la fecha, la congelacién lenta
y la vitrificacidon son técnicas habituales empleadas en la crioconservacion de gametos, las cuales
difieren en la composicion y concentracion de los crioprotectores utilizados y los ratios de

enfriamiento (Vatja y Kuwayama, 2006). Sin embargo, aunque estos métodos son diferentes entre si,
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ambos proporcionan resultados similares en la crioconservacion de embriones mamiferos (Leibo,

2012).

Por un lado la congelacion lenta utiliza pequeias cantidades de crioprotectores, y durante
muchos anos fue el método elegido para la crioconservacion de embriones, y por otro lado, la
velocidad de enfriamiento es mucho mas lenta, entre 0’52C y 22C/minuto (Leibo, 2008). En el
proceso de congelacién lenta, a medida que se disminuye la temperatura se forma hielo extracelular
gue hace que la célula pierda agua gradualmente y se contraiga, de manera que cuando la célula esta
lo suficientemente deshidratada el contenido intracelular solidifica formando cristales que no
afectan letalmente a la célula (Leibo y Songsasen, 2002). Las desventajas técnicas que presenta la
congelacién lenta son que necesita mas tiempo, equipamiento mas sofisticado para controlar la

velocidad de enfriamiento, y experiencia para realizarla correctamente (Saragusty y Arav, 2011).

La vitrificacidon es un método que utiliza concentraciones mayores de crioprotectores y es un
proceso mucho mds rdpido, ya que generalmente la muestra es directamente sumergida desde
temperatura ambiente a nitrégeno liquido (Leibo, 2008; Arav, 2014). Las células se deshidratan
osméticamente antes del enfriamiento por una solucién altamente concentrada de crioprotectores,
la cual parece ser perjudicial debido a la toxicidad quimica y el efecto osmético a los que se ven
sometidos las células (Vajta y Kuwayama, 2006). Por ello, la solucién que contiene la muestra no
cristaliza, sino que pasa a un estado vitreo amorfo estable (Figura 5), evitando la formacion de
cristales de hielo intra y extracelulares y manteniendo la distribucion molecular (Fahy et al., 1984;

Rall y Fahy, 1985; Fahy, 1986; Dobrinsky, 1996).

Figura 5. Estado cristalino generado por congelacién (A) y estado vitreo amorfo estable generado por

vitrificacion (B).

La vitrificacidn es una técnica simple, mas rapida y econdmica que la congelacion lenta, y por
ello desde su descubrimiento se ha estudiado a fondo y se ha esforzado en disminuir la toxicidad de

los crioprotectores usando combinaciones de estos (Saragusty y Arav, 2011).
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1.5.2. ALTERACIONES CAUSADAS POR LA CRIOCONSERVACION

Los cinco pasos criticos de la crioconservacion (exposicidon a crioprotectores, enfriamiento
por debajo de 02C, almacenamiento a temperaturas por debajo de la transicién vitrea del agua,
calentamiento, y eliminacidon de crioprotectores) hacen que los embriones queden expuestos a
cambio biofisicos y térmicos que pueden afectar a su viabilidad por el dafio osmético, la formacién
de cristales de hielo y la toxicidad de los crioprotectores (Liu et al., 2012). Sin embargo, ademas de
los crioprotectores (Fahy et al., 2004), el dafio celular depende de otros factores determinados por el
protocolo (medio, almacenamiento y velocidad de congelacidon y descongelacién), la especie, el
estadio del desarrollo embrionario y si el embrién se desarrollé in vitro o in vivo (Marco-Jiménez et

al., 2013).

La membrana celular plasmatica es sensible al enfriamiento y puede dafiarse durante la
crioconservacion, pero se puede aumentar su fluidez para reducir dicha sensibilidad (Zeron et al.,
2002). Sin embargo, al igual que los lipidos protegen a la membrana del dafio causado por la
crioconservacion (Saragusty y Arav, 2011), en los estadios tempranos del embridn hace que sean mas
susceptibles a las lesiones por bajas temperaturas, pudiendo desestructurar los microtibulos y

microfilamentos (Dobrinsky, 1996).

Debido a la toxicidad y los cambios osmoéticos, los crioprotectores pueden inducir dafios en el
citoesqueleto y por eso se considera la principal barrera de la crioconservaciéon en general y de la
vitrificacion en particular, debido a la gran cantidad de crioprotectores que se utilizan (Dobrinsky,
1996). Durante la congelacién lenta es dificil eliminar por completo los dafos ocasionados por la
formacién de cristales, sin embargo durante la vitrificaciéon no se forman cristales y los dafios que se

generan son menores (Sdenz-De-Juano, 2014).

Se sabe que la crioconservacion de embriones induce la alteracion de su expresidn génica,
reduciendo el desarrollo temprano fetal y aumentando las pérdidas fetales, al igual que se ve
alterada la formacion de la placenta (Mocé et al., 2010; Marco-Jiménez et al., 2013; Vicente et al.,
2013; Lavara et al., 2014). Sin embargo poco se sabe hasta la fecha sobre los efectos a largo plazo en
los individuos adultos y en la descendencia, y segln nuestro conocimiento, nada se ha investigado

sobre las repercusiones en el higado en los conejos adultos (Liu et al., 2013).
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2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue evaluar si la vitrificacion de embriones tempranos induce
alteraciones proteicas a largo plazo en el higado de individuos adultos y por consiguiente, si puede

ser considerada una técnica neutral o no.
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3.1. OBTENCION DE MUESTRAS

Para realizar el estudio se utilizaron muestras obtenidas de conejos pertenecientes a la linea
blanca de conejo neozelandés del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA) de la Universidad
Politécnica de Valencia (UPV) (Figura 6). El Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad
Politécnica de Valencia aprobd este estudio. Todos los animales fueron manipulados de acuerdo con
los principios de cuidados animales publicados en el Real Decreto Espafiol 53/2013 (BOE, 2013; BOE=
Boletin Oficial del Estado).

Figura 6. Linea blanca de conejo neozelandés del ICTA.

Se emplearon 10 muestras de higado de individuos adultos (8 meses), 5 de ellas procedentes
de embriones frescos y 5 procedentes de embriones vitrificados. Las hembras donantes fueron
inseminadas artificialmente y a las 72 horas post-inseminacion (dia 3) se sacrificaron con 0’6 g de
pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol especialidades veterinarias, S.A., Madrid, Espaia) y se
recuperaron los embriones por perfusidn de los oviductos con tampdn fosfato salino de Dulbecco
(DPBS) suplementado con 0°2% (v/v) de albumina sérica bovina (BSA). Los embriones fueron
vitrificados utilizando la metodologia descrita por Vicente et al. (1999), y transferidos por
laparoscopia siguiendo el procedimiento de Besenfelder y Brem (1993). La descendencia fue
alimentada durante las 4 primeras semanas en la jaula de la madre y posteriormente se trasladaron a
jaulas individuales con libre acceso a agua y un fotoperiodo de 8 horas de luz alternadas con 16 horas
de oscuridad. Finalmente, la descendencia fue seguida hasta la edad adulta (8 meses) y sacrificada
con 0’6 g de pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol especialidades veterinarias, S.A.),

obteniéndose posteriormente las muestras de higado (Figura 7).

Figura 7. Higado extraido de los conejos a partir del cual se realiz6 el andlisis protedmico.
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3.2. EXTRACCION PROTEICA Y CUANTIFICACION

Las proteinas fueron extraidas del tejido hepatico por homogeneizacién con bolas metalicas
mediante el homogeneizador Fast-Prep®-24 (MP Biomedicals, lllkirch Cedex, Francia) en una relacién
200:1 de tampdn RIPA (SIGMA, Madrid, Espafia) para lisar las células y enzimas antiproteasas para
prevenir la protedlisis y mantener la fosforilacién de las proteinas. La homogeneizacion se realizé a
velocidad maxima (6’5 m/s) durante 60 segundos. Posteriormente, las muestras fueron incubadas en
hielo durante 20 minutos y centrifugadas a 14000 rpm durante 20 minutos, a 42C. El sobrenadante se
diluyd con suero fisiolégico hasta una dilucién 1:25 para que la medida de la concentracién con el
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Madrid, Espafia), el cual esta basado en el método de
Bradford, quedase dentro de la recta de calibrado. Esta recta se prepard con stock de BSA diluida en

suero fisioldgico segun los volumenes indicados en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los patrones de BSA para realizar la curva patrén.

| VOLUMEN SUERO VOLUMEN BSA CONCENTRACION FINAL BSA
PATRON
{T18) (T18) (ng/mL)
A 0 300 stock 2000
B 125 375 stock 1500
c 325 325 stock 1000
D 175 175 patrén B 750
E 325 325 patrén C 500
F 325 325 patrén E 250
G 325 325 patréon F 125
H 400 100 patrén G 25
1 400 0 0 = blanco

A continuacidn se preparé el BCA Working Reagent (WR) y se afiadid a cada una de las
muestras y de los patrones en una relacidon 1:20 (muestra/patrén: WR). Se incubaron 30 minutos a

372C vy la concentracion de proteinas fue medida en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
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3.3. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Para llevar a cabo el andlisis protedmico (Figura 8) se realizd una separacion por
electroforesis bidimensional, cuya primera fase fue la separaciéon por el punto isoeléctrico, y la

segunda separacion se realizé en funcidn de la masa molecular.
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Figura 8. Disefio experimental.
3.3.1. HIDRATACION DE LAS TIRAS DE ELECTROFORESIS

En la primera dimensidn se utilizaron tiras de 7 cm de longitud con un gradiente inmovilizado
de pH de 3 a 10 (Bio-Rad, Madrid, Espafia). Estas tiras fueron rehidratadas a temperatura ambiente
durante toda la noche con una cantidad de 200 ug de proteina ajustada con Reswell Buffer (Bio-Rad).

Todos los pasos de la electroforesis bidimensional se realizaron utilizando el Protean i12 IEF cell (Bio-

Rad) (Figura 9).

Figura 9. Protean i12 IEF cell de Bio-Rad utilizado para realizar las electroforesis bidimensionales.
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3.3.2. SEPARACION POR ISOELECTROENFOQUE Y EQUILIBRADO DE LAS TIRAS

Tras la rehidratacién se realizé la primera dimension de la electroforesis en un programa de 4
pasos: rampa rapida hasta 250V en 15 minutos, rampa gradual hasta 4000V en una hora, rampa
rapida hasta 4000V a una velocidad de 15000V/h, y mantener a 500V. Posteriormente las tiras fueron
equilibradas durante 15 minutos a temperatura ambiente y en condiciones de agitacién en cada una

de las 2 soluciones de equilibrado (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion de las soluciones de equilibrio 1y 2.

SOLUCION1  SOLUCION 2

UREA 6M 6M
SDS 0’35M 0’35M
GLICEROL 87% 87%
TRIS pH 8’8 1'5M 1'5M
DTT 65mM =
IODOACETAMIDA - 270mM
AGUA miliQ 1L 1L

3.3.3. SEGUNDA DIMENSION

Una vez finalizado el equilibrado de las tiras, la segunda dimensidn de la electroforesis se
realizé en geles homogéneos prefabricados de poliacrilamida al 12% (Bio-Rad) usando una cubeta de
electroforesis vertical (Bio-Rad). La manera de proceder fue la siguiente: se colocé la tira equilibrada
en el gel con el polo positivo en el lado izquierdo y se cubrié con 1 mL de agarosa al 0'5% con
Running Buffer 1X (Tabla 3) y azul de bromofenol, indicador del desplazamiento de la muestra
durante la electroforesis. Una vez que se colocd el gel en la cubeta, ésta se rellend con 500mL de
Running Buffer y se corrié durante 9’5 minutos a 50V hasta que la linea de la muestra bajé
completamente desde la tira hasta el gel, y finalmente se corrié entre 30-45 minutos a 200V hasta

gue la muestra se desplazo por todo el gel.
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Tabla 3. Composicién Running Buffer.

COMPUESTO CONCENTRACION

TRIZMA 25 mM

GLICINA 0’19 M

SDS 3mM
AGUA miliQ 1L

3.4. IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

3.4.1. TINCION

Para identificar las proteinas de interés, una vez finalizada la electroforesis las proteinas se
fijaron durante 15 minutos en solucién de fijacién (relacidon 1:4:5 de acido acético 100%: etanol
100%: agua miliQ), y posteriormente se realizd un lavado con agua miliQ durante 1 minuto y se
tiferon los geles durante toda la noche en QC Colloidal Comassie Stain (Bio-Rad). Al dia siguiente se

realizo la destincién con 3 horas de lavados en agua miliQ, la cual se cambié cada hora.

3.4.2. DETECCION

Los geles fueron escaneados y analizados mediante el software ProteinPilot v4.5. search
engine (ABSciex, Barcelona, Espafia). Se selecciond un gel como referencia para superponer con el
resto de manera automatica y después se corrigié de manera manual. Las proteinas de los spots se
emparejaron en los 6 geles y los volumenes disponibles, definidos como la relacién entre la cantidad
de proteinas en la imagen de referencia y la cantidad de la misma proteina en la imagen de la
muestra, se normalizaron dividiendo el volumen bruto de cada punto en un gel por el volumen total

de puntos validos en el gel.
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3.4.3. IDENTIFICACION

La identificacidon de las proteinas diferencialmente expresadas en las muestras vitrificadas
respecto al grupo control se realizé por cromatografia liquida (LC) y espectrometria de masas en
tandem (MS/MS). Las proteinas fueron cortadas de los geles y lavadas. Posteriormente, las muestras
se digirieron con tripsina (Promega, Madrid, Espafia) segun el protocolo descrito por Shevchenko et
al. (1996) y la digestion se detuvo con acido trifluoroacético (TFA) al 1%, concentrando los péptidos
digeridos en un volumen de 7 ulL. Para el control de la digestién se analizé BSA con el mismo

procedimiento.

Previamente a realizar el andlisis por MALDI TOFTOF se realizd el calibrado de la placa y los
métodos de adquisicion con mix de calibrado CM5 (ABSciex). Las mezclas obtenidas fueron
analizadas en un 5800 MALDI TOFTOF (ABSciex) en el modo de reflectron positivo. Cinco de los
precursores mas intensos (de acuerdo a los criterios establecidos: minimo ruido de fondo 10, area
minima 500, maxima separacién del precursor 200 ppm, mdaxima separacién de la fraccién 4) se
seleccionaron para cada posicion para el analisis MS/MS, cuyos datos fueron adquiridos usando el
método 1kV MS/MS por defecto. La informacidn obtenida se envid al software MASCOT (Matrix-

Science, Londres, Reino Unido).

Un volumen de 5 uL de cada muestra se cargaron en una columna preparativa (NanoLC
Column, 3 um C18-CL, 350 um x 0’5 mm; Eksigent, Madrid, Espafia), y se retiraron las sales con TFA al
0’1% a una velocidad de flujo de 3 pL/minuto durante 5 minutos. A continuacién los péptidos se
cargaron en una columna analitica (LC Column, 3um C18-CL, 75 um x 12 cm, Nikkyo, Tokio, Japdn)
equilibrada en acetronitrilo (ACN) al 5% y acido formico (FA) al 0’1%. La elucién se realizd con un
gradiente lineal del 5 al 45% de B en A durante 15 minutos (A: FA 0'1%; B: ACN, FA 0’1%) a una
velocidad de flujo de de 300 nL/minuto. Posteriormente los péptidos se analizaron en un
espectrometro de masas nanoESI-qQTOF (5600 TripleTOF, ABSciex). El TripleTOF se realizd en un
analisis TOF MS de 0’25 segundo de 350 a 1250 m/z, seguido de un andlisis de los iones mas intensos

de 0’05 segundos de 100 a 1500 m/z. Para cada muestra se obtuvo un cromatograma de picos.

A continuacidn se empled el software MASCOT (Matrix-Science) como motor de busqueda de
los espectros en la bases de datos Expasy y NCBI nr con una especificidad determinada, permitiendo
una diferencia en la secuencia y una tolerancia en la medicion de la masa de 100 ppm en el modo de

MS y 0’8 Da en el modo de iones MS/MS. El analisis protedmico fue realizado por la Unidad de
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Protedmica SCSIE de la Universidad de Valencia, miembro de la ISCIll ProteoRed Proteomics

Platform.

3.5. ANOTACION FUNCIONAL

Las secuencias de aminodcidos se adquirieron en formato FASTA para afadirse
posteriormente al software BLAST2GO versién 2.7.1., y la anotacidn funcional se realizé mediante un

BLASTP en la NCBI nr con los parametros por defecto.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para la deteccidn de las proteinas estadisticamente significativas se utilizo el software Protein
Pilot v4.5. Con los datos obtenidos se realizé un test ANOVA vy se calcularon los p-values, tomandose

como valor significativo aquellos p-value por debajo de 0°05.
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4.1. EVALUACION BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS MEDIANTE 2-DE

Tras realizar la electroforesis de 2 dimensiones, para llevar a cabo el analisis se utilizaron los
3 geles de cada grupo de muestras con mayor calidad. Dicho andlisis reveld un total de 646 spots

presentes en higado (Figura 10).
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Figura 10. Superposicién de geles con todas las proteinas encontradas en higado.
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De los 646 spots detectados, 9 estaban diferencialmente expresados. De estos, 4 estaban
sobreexpresados en las muestras de higado procedentes de embriones vitrificados y 4
subexpresados. De todos los spots significativamente detectados, el spot 487 fue descartado de los
analisis posteriores debido al exceso de area detectada (Figura 11). La Figura 11 muestra la
localizacién de los spots diferencialmente expresados en el gel y su valor de fold change (los valores
positivos representan los spots sobreexpresados mientras que los valores negativos hacen referencia

a los spots subexpresados).

200
Spot Fold Change N
154 -1’9
217 1'6
222 2’0
234 1'5

Peso
268 1’5 Molecular
346 -12
402 -2’1
487 1'4
642 -1’9

10

3 pl » 10

Figura 11. Localizacidon de los spots diferencialmente expresados en el gel bidimensional y valor de fold change.
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La Figura 12 muestra las diferencias detectadas en el drea del gel, tanto la de los spots

subexpresados (154, 346, 402 y 642) como la de los sobreexpresados (217, 222, 234 y 268).

SPOT 154 SPOT 217

VITRIFICADOS FRESCOS VITRIFICADOS FRESCOS

~

SPOT 346 SPOT 222

VITRIFICADOS FRESCOS | VITRIFICADOS FRESCOS

SPOT 402 SPOT 234

VITRIFICADOS FRESCOS VITRIFICADOS FRESCOS

SPOT 642 SPOT 268

VITRIFICADOS FRESCOS VITRIFICADOS FRESCOS
T SOl B

Figura 12. Areas marcadas en los geles de los spots subexpresados (154, 346, 402 y 642) y sobreexpresados

(217, 222, 234 y 268).

21



44

Tabla 4. Informacidn descriptiva de las 23 proteinas de los spots diferencialmente expresados con mezclas tras su analisis mediante espectrometria de masas.

NOMBRE DEL CcODIGO DE FOLD PESO MOLECULAR pl PEPTIDOS SECUENCIA .
SPOT . . DESCRIPCION
GEN ACCESO CHANGE TEORICO (kDa) TEORICO ALINEADOS IDENTIFICADA (%)
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia],
CPS1 gi|291392165 -1’9 16’6 6'8 15 1161
154 mitochondrial
TRF gi|6175087 -1’9 76’7 6’8 13 17'7 Liver transferrin (TRF)
CAT gi1291384816 2 59'7 7’4 17 33'78 Catalase
UGDH gi|291385671 2 53’7 6’7 19 35’02 UDP-glucose 6-dehydrogenase
2 PDIAS gi]291400533 2 60 7’6 10 16’72 Protein disulfide isomerase family A, member 5
ALDH6A1 gi|291406779 2 61’5 8’4 12 22'33 Aldehyde dehydrogenase 6 family, member Al
UGDH gi]291385671 1’5 53’7 6’7 17 32’79 UDP-glucose 6-dehydrogenase
CAT gi|291384816 1’5 59'7 7'4 16 32'83 Catalase
DLD gi| 504179583 1’5 54’3 7’5 18 31’83 Dihydrolipoamide dehydrogenase
234 LAP3 gi| 291385575 1’5 56’3 8'7 14 28’90 Leucine aminopeptidase 3
ALDH6A1 gi1291406779 1'5 61’5 8’4 12 2101 Aldehyde dehydrogenase 6 family, member Al
GLUD1 gi|504141895 1’5 49’5 7'7 12 27'01 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
ALDH1A1 gi|42558920 1’5 53’9 7’9 12 24’60 Aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al
GLUD1 gi| 507548515 1’5 49’5 77 35 49’91 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
ALDH1A1 gi|42558920 1’5 53’9 7’9 28 43’15 Aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al
268 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1
ATP5A1 gi1291394323 1'5 59'8 9’5 11 22'78
complex, alpha subunit 1, cardiac muscle
GALK1 gi1291413443 -12 42’9 53 20 40’56 Galactokinase 1
346 HAO1 gi]291389051 -12 409 5’9 15 34’59 Hydroxyacid oxidase (glycolate oxidase) 1
LOC100345202 gi]291410022 -2’1 29’9 6’6 14 47'29 NADPH:secondary-alcohol oxidoreductase-like
102 LOC100009551 gi| 130491007 -2'1 62'1 6’5 12 15’36 Liver carboxylesterase 1 precursor
HBB1 gi|229229 -1’9 16’1 8’2 6 50 Hemoglobina beta
642 LOC100357049 gi]291388331 -1’9 14’5 8’8 7 33’00 Heat-responsive protein 12-like
FABP1 gi|291386371 -1’9 14’1 8 5 38’10 Fatty acid binding protein 1, liver
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4. RESULTADOS

En el spot 217 se identificé un 45% de la secuencia de la catalasa, CAT (gi |291384816),
debido al alineamiento de 27 péptidos. Esta proteina tiene un peso molecular tedrico de 59’7 kDa y

su pl tedrico es de 7°4.

En cada una de las mezclas se seleccionaron las proteinas mads representativas en funcion del
porcentaje de secuencia identificada con una confianza del 95% o mas (un pardmetro que representa
la proporcién de aminodcidos alineados de péptidos identificados con una confianza igual o mayor al
95% dividido por el nimero total de aminoacidos), y el nUmero de péptidos alineados. Las proteinas
seleccionadas en cada spot se analizaron mediante BLAST2SEQ con el fin de descartar la posibilidad
de que exista una alta homologia entre ellas y aparezcan como diferencialmente expresadas cuando
realmente no lo estan. Las 23 proteinas seleccionadas corresponden a 18 distintas, ya que algunas de
ellas como la catalasa (CAT), la UDP-glucose-6-dehydrogenase (UGDH) o la aldehido deshidrogenasa
6A1 (ALDH6A1) aparecen en mas de un spot.

4.2. ANOTACION FUNCIONAL DE LAS PROTEINAS IDENTIFICADAS

El analisis mediante el software BLAST2GO permitié conocer los términos GO (Gene
Ontology) correspondientes a las anotaciones funcionales dentro de las tres categorias (funcion
molecular, proceso bioldgico en el que participan y componente celular en el que se encuentran)
para las 18 proteinas. Tanto la funcidn molecular de las proteinas como los procesos bioldgicos en los
que estan involucrados son muy diversos. Las funciones principales que cumplen estas proteinas son

la unién de iones y nucledtidos y la actividad oxidorreductasa (Figura 13).

Actividad ., .
) ~ _ Unidn de iones (7)
oxidorreductasa (7) ———

Union de
—————  nucledtidos (6)

Figura 13. Grafico que muestra las principales funciones moleculares en las que estan involucradas las
proteinas detectadas como diferencialmente expresadas, indicando el nimero de proteinas que interviene en

cada funcidn entre paréntesis.
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En el caso de los procesos bioldgicos, las proteinas identificadas participan principalmente en
procesos de oxidacién-reduccidn, y en otros procesos como el metabolismo celular, el metabolismo
de pequeiias moléculas y lipidos, la regulaciéon de procesos bioldgicos y la participacidn en procesos
celulares que ocurren en un Unico organismo (Figura 14). Respecto al componente celular en el que
se encuentran, la mayoria de las proteinas se han localizado en organulos membranosos como las

mitocondrias.

Metabolismo de Metabolismo

pequefias moléculas (6) iy g celular (6)

Metabolismo de
lipidos (5)

Procesos celulares en un
organismo Unico (6)

Regulacion de | - Procesos de oxidacién-

procesos bioldgicos reduccion (7)

(5)

Figura 14. Grafico que muestra los principales procesos bioldgicos en los que estdn involucradas las proteinas
detectadas como diferencialmente expresadas, indicando el niumero de proteinas que interviene en cada

proceso entre paréntesis.

También se realizé un analisis enfrentando las secuencias a la KEGG PATHWAYS Database y
se observo que 3 de las proteinas (CPS1, CAT y ALDH1A1) estaban implicadas en la misma ruta, la

sintesis de arginina y prolina.
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Las condiciones ambientales y el ambiente uterino pueden afectar al desarrollo fetal, pero los
embriones han desarrollado mecanismos para adaptarse a estos minimizando las consecuencias
negativas que dichas alteraciones pueden desencadenar, pese a que muchas veces implican
problemas en el desarrollo fetal y postnatal (Fleming et al., 2004). En este sentido, la hipdtesis de la
“enfermedad de origen fetal” postula que multiples respuestas fisioldgicas y enfermedades en los
individuos adultos son causadas durante el desarrollo embrionario, fetal y postnatal debido a los
mecanismos de adaptacion (Hocher, 2014). Nuestros resultados son acordes con esta teoria, ya que
el estrés inducido durante la vitrificacion implica modificaciones en el higado del individuo adulto.
Estos efectos de reprogramacion también se han visto en estudios en los que los embriones fueron
expuestos a cafeina, etanol o humo de tabaco (Canales et al., 2012; Luo et al., 2014; Shen et al.,

2014; Wang et al., 2014).

La criobiologia es una técnica empleada en reproduccién asistida para la conservacién de
ovocitos y embriones, ya que permite preservar las caracteristicas fisicas y bioldgicas de las células
durante largos periodos de tiempo (Tatone et al., 2010). Pese a la continua optimizacién de los
protocolos de crioconservacién, recientemente se ha comprobado que estas técnicas podrian no ser

neutrales (Dobrinsky, 1996; Auroux et al., 2004; Tatone et al., 2010; Sdenz-De-Juano et al., 2014).

Pocos trabajos estudian efectos embrionarios sobre los individuos adultos, y hasta la fecha,
segun nuestro conocimiento, ninguno ha estudiado los efectos de la reprogramaciéon embrionaria
sobre el higado. Cuando los embriones (3 dias) son sometidos a la vitrificacion, los higados de los
individuos adultos (8 meses) presentan una sobreexpresion de la enzima catalasa. El proceso de
enfriamiento y calentamiento aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
productos de las reacciones de oxidacidn-reduccion como consecuencia del estrés oxidativo, lo que
se ha observado que altera las funciones y el estado redox celular, comprometiendo el desarrollo
embrionario (Bakala et al., 2012). Estas alteraciones producen dafios moleculares en el DNA, las
proteinas y los lipidos (Brown-Borg y Rakoczy, 2000). Ademas, induce la expresion de factores
apoptoticos mitocondriales (Tatone et al., 2010). Los cambios que se producen en la mitrocondria
probablemente son derivados de alteraciones de componentes clave en la cadena respiratoria, de
manera que se incrementa el ratio de peréxido de hidrégeno mitocondrial (H,0,), disminuyendo la
actividad respiratoria y sometiendo a la célula a un continuo ciclo de dafio oxidativo (Bakala et al.,
2012). Uno de los principales mecanismos enzimaticos de las células para eliminar ROS es la
eliminacion del peréxido de hidrégeno mediante la catalasa, una enzima localizada principalmente
en las mitocondrias del higado y que descompone el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno

molecular (O,) (Kim et al., 2009). Esta enzima se presenta en forma de tetrdmero con cuatro cadenas
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polipeptidicas, cada una de las cuales contiene un grupo hemo procedente de la porfirina que se
encuentra en el sitio activo, permitiendo asi la reaccién con el peréxido de hidrégeno (Qin vy Liu,
2013). Debido a su gran tamafio, el centro redox del grupo hemo queda dentro de la estructura
macromolecular (Tehrani et al., 2013) (Figura 15). Aunque la produccién de perdxido de hidrégeno es
importante en el proceso de sefializacion (mensajero intracelular inocuo), un exceso produce graves
dafios oxidativos en la mitocondria (Bakala et al., 2012). La sobreexpresidn de la catalasa en los
higados de animales procedentes de embriones que fueron vitrificados en un estadio temprano,

podria indicar una reprogramacion frente al estrés oxidativo.

Figura 15. Estructura secundaria de la catalasa (Protein Data Bank, visto el 7 de junio de 2014).

La deficiencia de la catalasa como consecuencia de mutaciones en el gen que la codifica
tienen un papel muy importante en la patogénesis de enfermedades como la diabetes mellitus de
tipo 2 (Dai et al., 2014), asi como el exceso de ROS que crea dicha deficiencia estd implicado en la
patogénesis de otras enfermedades como la ateroesclerosis, el cancer o el Alzheimer (Ma et al.,

2006).

Ademas de la deteccién de la enzima catalasa en el spot 217, se detectaron otros 3 spots con
mezcla de proteinas sobreexpresadas en los higados procedentes de embriones vitrificados. Algunas
de las posibles proteinas sobreexpresadas coincidian con proteinas detectadas en otro trabajo de
reprogramacién embrionaria (Canales et al., 2012), las cuales pertenecian a las familias de las
aldehido (ALDH6A1 y ALDH1A1), dihidrolipoamida (DLD) y glutamato deshidrogenasas (GLUD1).
Dentro de la regulacién del equilibrio celular peptidico y del plegamiento de proteinas se
identificaron enzimas como la disulfuro isomerasa A5 (PDIAS) o la leucina aminopeptidasa 3 (LAP3).
Seguln varios autores, la alteraciéon del ambiente preimplantacional puede provocar la acumulaciéon
de proteinas mal plegadas que aumentaria el riesgo de que los individuos adultos padeciesen

enfermedades como la enfermedad del higado graso no alcohdlico (Shen et al., 2014; Wang et al.,
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2014). Por ello la sobreexpresidn de las proteinas PDIA5 y LAP3 podria ser una respuesta para regular
el equilibrio proteico tras la reprogramaciéon y de esta manera evitar dicha enfermedad. También se

identificd una ATP sintetasa relacionada con la produccién de energia.

El analisis segun los términos GO reflejo que al menos un 30% de las proteinas tienen
actividad oxidorreductasa y participan en procesos celulares de oxidorreduccidon. Respecto al
componente celular, la mayoria de las proteinas se localizan en la mitocondria. Ademas, también se
observé que 3 proteinas (CPS1, CAT y ALDH1A1) participan en una misma ruta, la sintesis de arginina
y prolina. Todos estos resultados parecen indicar que el estrés oxidativo y los procesos redox a los
que se ve sometido el embridn pueden producir una alteracién sobre las proteinas del higado e

inducir la sintesis de nuevos aminoacidos.

Por otro lado también se observaron 4 spots subexpresados, los cuales correspondian a 9
posibles proteinas. La carbamoil-fosfato sintetasa | (CPS1) fue también identificada, y con una menor
expresion, en el estudio de Canales et al. (2012), y esta implicada en la detoxificacién del amonio. El
resto de proteinas identificadas presentan funciones muy variadas: la hemoglobina beta (HBB1) para
el transporte de oxigeno; una proteina de choque térmico (LOC100357049) que actla como
chaperona e interviene en la adhesion celular; la serotransferrina (TFR) para el reconocimiento de
sefiales y el transporte de iones metdlicos; la galactokinasa 1 (GALK1) encargada de la regulacion de
la concentracién intracelular de galactosa; la hidroxiacido oxidasa (HAO1) implicada en rutas del
metabolismo del nitrégeno, a-oxidacidon de acidos grasos, catabolismo del glicolato o metabolismo
del glioxilato y pequefias moléculas; el precursor 1 de la carboxilesterasa hepatica (LOC100009551)
involucrada en la esterificacion del etilico a acido oleico o etiloato; la proteina de unién de acidos
grasos hepdatica 1 (FABP1) que participa en la unién de largas cadenas de dacidos grasos, ligandos
hidrofdbicos y acidos biliares; o la alcohol oxidorreductasa secundaria (LOC100345202) encargada

de la transferencia de electrones.

Teniendo en consideracidn todos estos resultados la vitrificacion podria no ser neutral, ya
gue se ha demostrado que la plasticidad que otorga a los embriones la capacidad de sobrevivir y
desarrollarse en condiciones de estrés puede inducir su reprogramacion, implicando alteraciones
fisiolégicas y metabdlicas en los individuos adultos. Resultados descritos por diversos autores indican
que la vitrificacién podria alterar los patrones epigenéticos de embriones en desarrollo (Wang et al.,
2010; Zhao, et al., 2012). No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo deben ser

confirmados mediante estudios de expresién génica o inmunohistoquimicos.
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La vitrificacidn de embriones podria inducir diferencias de expresion de diversas proteinas en
los higados adultos procedentes de embriones vitrificados respecto al grupo control, por lo que no
deberia ser considerada una técnica neutral. Estas alteraciones proteicas podrian ser la consecuencia
de la adaptacion al estrés inducido por la vitrificacion durante el periodo embrionario, el cual como

ya se ha dicho es principalmente oxidativo.
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