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Resumen: Los embriones preimplantacionales de mamifero son sensibles a las condiciones
ambientales en las que se desarrollan, a pesar de ello, son capaces de adaptarse a las
alteraciones del ambiente mediante cambios epignéticos. La crioconservacion de évulos y
embriones es considerada una herramienta importante no solo en la reproduccién humana
asistida, sino también para preservar la biodiversidad animal. No obstante la neutralidad de
esta técnica ha sido cuestionada durante los uUltimos afos, por lo que se han iniciado
estudios acerca de las repercusiones que podria tener a medio y largo plazo sobre los
individuos.

Por ello el objetivo de este trabajo fue evaluar si la vitrificacion de embriones induce
alteraciones en el desarrollo prenatal y prepuberal en el conejo, tanto en su crecimiento
como a nivel hepatico. Asi se evalud el desarrollo prenatal mediante ultrasonografia en
individuos procedentes de embriones vitrificados, frescos y controles. Se realizé un
seguimiento del crecimiento durante las 9 primeras semanas de vida, tras lo que se sacrifico
un grupo de conejos macho y se registrd el peso de los 6rganos de la cavidad toracica y
abdominal. Ademas se estudid la expresion diferencial de genes (APOA4, ELOVL4, LIPC,
CLN®G, IGF-I, CYP7A1) y metabolitos (acidos biliares, bilirrubina total, colesterol, albumina y
glucosa) relacionados con el metabolismo lipidico, el metabolismo del colesterol, y sobre
crecimiento.

Se encontraron diferencias respecto al desarrollo prenatal, el cual comienza tras la
implantacién, con retraso por parte de los animales procedentes de embriones vitrificados
y frescos, pero que es compensado al inicio de la Ultima semana de gestacion. Por otro
lado, no fueron encontradas diferencias estadisticas ni en la expresion genética ni en los
metabolitos relacionados con la funcidn hepatica, aunque en algunos de ellos (APOA4, LIPC,
CLN®6, glucosa y colesterol) serd necesaria la ampliacion del nimero de muestras y su re-
analisis. Por el contrario si que se encontraron diferencias significativas respecto a las
concentraciones de IGF-1 y en los pesos de higado, glandulas suprarrenales y pulmones, asi
como en los pesos de los animales al sacrificio.

Por tanto se concluye que la vitrificacion podria no ser neutral, induciendo cambios en el
desarrollo de los individuos, aunque es necesario aumentar el nimero muestral para
determinar la relevancia de estos efectos.
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Abstract: Preimplantation mammalian embryos are sensitive to environmental conditions
where they develop. However, they are able to adapt to changes in the environment
through mechanisms which include epigenetic modifications. Oocytes and embryos
cryopreservation is considered an important tool not only in assisted human reproduction,
but also as a tool in the preservation of animal biodiversity. Nevertheless the neutrality of
this technique has been questioned in the last years and as a result, studies have been
initiated in order to evaluate the medium and long term effects of this technique on
individuals.

Then the aim of this study was thus, to evaluate whether early embryos vitrification induces
alterations on prenatal and prepubertal development in rabbits, in both growth and hepatic
function. Prenatal development was evaluated by ultrasonography of individuals from
vitrified embryos, fresh and controls. Growth monitoring was performed during the first 9
weeks of life, after male rabbits were slaughtered, recording the weight of the organs of the
chest and abdominal cavity. Furthermore, the differential expression of genes (APOA4,
ELOVL4, LIPC, CLN6, IGF-I, CYP7A1) and metabolites (bile acids, total bilirubin, cholesterol,
albumin and glucose) related to lipid metabolism, cholesterol metabolism and growth was
studied.

Differences were found in the prenatal development, which begins after implantation
found, with a delay in animals from vitrified and fresh embryos, but this was compensated
at the beginning of the last week of gestation. On the other hand no statistical differences
were found in either gene expression or metabolites related to liver function, although in
some of them (APOAA4, LIPC, CLNG6, glucose and cholesterol) the sample size needs to be
increased and reanalysed. In contrast, significant differences were found in the
concentrations of IGF-I and weights of liver, adrenal glands and lungs, as well as the weights
of the animals at slaughter.

Therefore it concludes that vitrification may not be neutral, inducing changes in the
development of individuals, although it is necessary to increase the sample size to
determine the relevance of these effects.
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Resum: Els embrions preimplantacionals de mamifer sén sensibles a les condicions
ambientals on es desenvolupen, malgrat aix0, sén capacos d'adaptar-se a les alteracions de
I'ambient mitjancant canvis epigenétics. La crioconservacié d'ovuls i embrions és
considerada una eina important no solament en la reproduccid humana assistida, siné
també per preservar la biodiversitat animal. No obstant la neutralitat d'aquesta técnica ha
estat qlestionada durant els ultims anys, per la qual cosa s'han iniciat estudis sobre les
repercussions que podria tenir a mitja i llarg termini en els individus.

Per aix0 l'objectiu d'aquest treball va ser avaluar si la vitrificacié d'embrions indueix
alteracions en el desenvolupament prenatal i prepuberal en el conill, tant en el seu
creixement com a nivell hepatic. Per aixé es va avaluar el desenvolupament prenatal
mitjancant ultrasonografia en individus procedents d'embrions vitrificats, frescs i controls.
Es va realitzar un seguiment del creixement durant les 9 primeres setmanes de vida,
després un grup de mascles va ser sacrificat, registrant el pes dels organs de la cavitat
toracica i abdominal. A més, es va estudiar I'expressié diferencial de gens (APOA4, ELOVL4,
LIPC, CLN®G, IGF-1i CYP7A1) i metabolits (acids biliars, bilirubina total, colesterol, albumina i
glucosa) relacionats amb el metabolisme lipidic, el metabolisme del colesterol i sobre
creixement.

Es van trobar diferéncies respecte al desenvolupament prenatal, el qual comencga després
de la implantacié, amb retard per part dels animals procedents d'embrions vitrificats i
frescs, pero que és compensat a l'inici de I'Gltima setmana de gestacié. D'altra banda, no
van ser trobades diferéncies estadistiques ni en I'expressié genética ni en els metabolits
relacionats amb la funcié hepatica, encara que en alguns d'ells (APOA4, LIPC, CLN6, glucosa
i colesterol) sera necessaria lI'ampliacié del nombre de mostres i el seu re-analisi. Per
contra, si que es van trobar diferencies significatives respecte a les concentracions de IGF-I i
en els pesos de fetge, glandules suprarenals i pulmons, aixi com en els pesos dels animals al
moment de sacrifici.

Per tant es conclou que la vitrificacid podria no ser neutral, induint canvis en el
desenvolupament dels individus, encara que és necessari augmentar el nombre mostral per
determinar la rellevancia d'aquests efectes.

Paraules claus: vitrificacié, desenvolupament fetal y prepuberal, epigenetic, fetge, conill.
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1. INTRODUCCION.



1.1. EL CONEJO COMO MODELO ANIMAL EN REPRODUCCION.

El conejo constituye el tercer animal mas utilizado en investigacidn cientifica en la Unidn
Europea, superado Unicamente por el raton y la rata (EU Report 2010). El conejo,
habitualmente biorreactor para la produccidn de anticuerpos policlonales, es ademds un
modelo animal para estudios de biologia del desarrollo embrionario, ortopedia, oftalmologia,
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, toxicidad de fdrmacos y uUltimamente, es una de
las especies en las que se ensayan los procedimientos de edicidén génica (Yan et al., 2014; Kang
et al., 2016). Esto se debe a las ventajas que presenta esta especie filogenéticamente mas
proxima al ser humano que los ratones, y un tamafo, peso, crecimiento y reproduccién que
facilitan el manejo con un bajo coste de mantenimiento.

Historicamente el conejo ha sido una de las especies modelo utilizadas para los estudios de
biologia del desarrollo debido a su fisiologia reproductiva (Fischer et al., 2012). El conejo no
presenta un anoestro estacional, tiene un ciclo reproductivo corto (situado alrededor de 30
dias), y se trata de una especie en la cual la ovulacién esta inducida por el macho durante el
coito, lo cual facilita el seguimiento del desarrollo embrionario durante su segmentacién,
gastrulacidn e implantacién que hasta el noveno dia presenta fases y estructuras similares a las
del embrién humano (Hohn et al., 1992). Respecto a la morfologia del aparato reproductor, las
hembras presentan dos Uteros de doble cérvix, es decir, un par de Uteros y cérvix separados y
completamente funcionales, lo cual permite la realizaciéon de estudios embrionarios sobre el
mismo animal bajo ambientes uterinos diferentes (Fischer et al., 2012). Ademas, en las Ultimas
décadas se han puesto apunto en esta especie técnicas reproductivas que permiten obtener,
conservar, madurar o desarrollar e incluso modificar gametos y embriones con relativa
facilidad.

1.2. DESARROLLO EMBRIONARIO Y FETAL EN EL CONEJO.

El conejo se trata de una especie de ovulacidon inducida como ya se ha descrito con
anterioridad, este proceso ocurre tras la monta, pasado un periodo de 10 horas
aproximadamente ocurre la fecundacidn. Posterior a la fecundacién el zigoto sufre una serie
de divisiones celulares que daran lugar al embridn. Entre las 2 y 4 horas posteriores a la
ovulacion aparece el segundo corpusculo polar (Harper, 1961) y a partir de este punto se
producen las siguientes segmentaciones en intervalos entre 8 y 9 horas para dar lugar a los
estadios de 2, 4, 8 y 16 células (Carney y Foote, 1991).

(€)

Figura 1. Cronologia de la divisién de un embrién de conejo después de la fecundacién. A. Estado
pronuclear. B. Embrion de 2 células. C. Embrién de 4 células D. Embrién de 8 células. Fotografias tomadas a
x100 pum (Sultana et al.,2009).

En el estadio de 8 células se produce la activacion del genoma embrionario que se
completa en el estadio de 16 células, a la que sigue una serie de divisiones dentro del proceso



de segmentacién antes de producirse la transicién de morula a blastocisto al igual que ocurre
en muchos mamiferos incluidos los humanos (Telford et al., 1990).

Asi 68 horas tras el coito se produce la compactacion de la mérula y en torno a las 72
horas se inicia la transicién de mérula a blastocisto que sera el inicio de la diferenciacion de las
diferentes lineas celulares embrionarias (Fischer et al., 2012; Lavara et al., 2014). Los procesos
epigenéticos que tienen lugar en estas etapas son altamente dindmicos, y cualquier evento
que tenga lugar en ellas podria alterar procesos posteriores en el desarrollo.

Dos lineas celulares forman la estructura del blastocisto: la masa celular interna (ICM),
la cual conserva la pluripotencialidad para generar cualquier tejido del embridn, y las células
del trofoectodermo (TE) las cuales perderan su pluripotencialidad y permitiran la implantacion
por medio de la placenta al contactar con el endometrio (Sdenz De Juano, 2010). Un gran
numero de factores regulan este proceso destacando entre ellos el gen POU5F1 el cual codifica
para el factor de transcripcion OCT4 y el gen NANOG. El OCT4 se expresa en estadios mas
tempranos y tiene un papel fundamental en el mantenimiento del estado pluripotente en el
desarrollo preimplantacional, y esta relacionado con procesos de diferenciacidon celular en
distintas especies (Nichols et al., 1998; Hansis et al.,, 2001; Dode et al., 2006). Tras esta
diferenciacidn, el blastocisto se expande hasta que en el dia 6 de la gestacién se inicia el
proceso de gastrulacién. En este periodo el embrién de conejo a diferencia de otras especies
remodela sus envueltas (zona peltcida y cubierta de mucina)(Figura 2) para inicialmente
generar una neozona y, posteriormente tras completar su expansion quedar envuelto por el
gliolema. La remodelacién de sus cubiertas sera fundamental en el proceso de adhesion al
endometrio y posterior implantacidn.

Figura 2. Blastocisto de 4 dias donde se puede apreciar la zona peltcida (ZP), la cubierta
de mucina (CM) el embrioblastema (EM) y el trofoblasto (TF). Fotografia x10um (Saénz de
Juano, 2010).

En la gastrulacidn se definirdn la formacion de los ejes corporales y la generacion de las
capas germinales definitivas: mesodermo, ectodermo y endodermo. El inicio de la gastrulacion
tiene lugar en el sexto dia tras la monta, y se caracteriza por la presencia de una zona densa en
la parte anterior del disco embrionario, tras 6 horas se produce una reduccién de esta capa y
un alargamiento del polo posterior que finalizara unas 24 horas después definiendo el nodo de
Hense, la formacion de somitas y el inicio de la neurulacion (Figura 3)(Fischer et al., 2012). En
esta etapa el gen SOX2 tiene un papel destacado debido a que contribuye tanto en el



mantenimiento de la pluripotencialidad como en la diferenciacién de los linajes, ya que su
expresion no esta restringida a uno de los dos procesos (Boyer et al., 2006).

Figura 3. Desarrollo embrionario desde el estadio de blastocisto hasta la aparicion de los primeros
somitas (adaptada de Fischer et al., 2012).

Pasados 8 dias tras el coito, las células del trofoblastema forman unas proyecciones
que se adhieren y fusionan con las superficie epitelial apical (Fischer et al, 2012).En la
adhesién, implantacion y posterior desarrollo de la placenta es esencial una correcta
comunicacion entre la madre y el embrién mediante la placenta. Esto es posible gracias a que
se producen unas secreciones embrionarias y endometriales, entre las que se destacan una
gran variedad de factores de crecimiento (ej. EGF, TFG-B), moléculas de adhesion (ej.
integrinas, osteopontina) y citoquinas (ej. interferones) que evitan la respuesta inmunoldgica
de la madre (reconocimiento), y, el remodelado del epitelio uterino para poder facilitar la
migracion, adhesién y el proceso de placentacién (Paria y Dey, 1990; Tamada et al.,, 1999;
Apparao et al., 2003; Jones et al., 2006).

Ademas los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I e IGF-II) han sido
clasificados como parte fundamental en la regulacion de la placentacion, cuyo papel es clave
en la regulacidon del transporte de aminoacidos y glucosa a la placenta teniendo un papel
fundamental en la regulacidn del crecimiento fetal y placentario (Ashton y Spencer, 1983; Kniss
et al., 1994).

La placenta del conejo presenta una morfologia discoidal, y su estructura es similar a la
humana en especial en el Ultimo trimestre de la gestacidon. Los cambios hemodindmicos que
ocurren durante la gestacion en el conejo también son similares a los que ocurren en seres
humanos, y al igual que en los primates el crecimiento placentario es mas rapido en la primera
mitad de la gestacién, mientras que la ganancia de peso en el feto ocurre en la segunda mitad,
debido al incremento de los intercambios entre el feto y la madre, gracias al aumento en la
superficie placentaria (McArdle et al, 2009). El proceso de placentacién finaliza
aproximadamente en el dia 12 de la gestacion (Adams, 1959)(Figura 4).



Figura 4. Estructuras feto-placentarias en dia 14 de gestacién (Sdenz De Juano, 2014).

1.3. REPROGRAMACION EMBRIONARIA.

Los embriones preimplantacionales de mamifero son sensibles al ambiente en el cual
se desarrollan, ya sea in vivo o in vitro, estas condiciones pueden ser tan dispares como las
condiciones de cultivo en un laboratorio, la dieta materna, y consecuentemente por el
ambiente uterino de la madre (Figura 5). Pero a su vez estos tienen la capacidad de adaptarse
mediante mecanismos que podrian implicar a posteriori modificaciones en el desarrollo fetal y
postnatal (Fleming et al., 2004; Hocher, 2014). Esto se debe a que los embriones durante su
desarrollo ya sea in vivo o in vitro modifican niveles de moléculas como aminodcidos o
reguladores metabdlicos, que desencadenan tanto modificaciones a corto como a largo plazo.

A corto plazo las células pueden sufrir cambios en la expresidon génica, estrés
metabdlico, apoptosis o trastornos en la proliferacién celular. A largo plazo, se ha demostrado
una reduccion en la capacidad de implantacidn, desajustes entre el feto y la placenta,
alteraciéon en el suministro materno de nutrientes asi como la aparicion de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas en el individuo adulto (Sdenz de Juano, 2014).

La nutricion recibida en el ambiente intrauterino modula la funcidon de numeros tejidos
con actividad metabdlica en el periodo postnatal y estda demostrado que la malnutricién
materna puede tener graves efectos en las funciones fisiolégicas de la descendencia.
Restricciones caldricas y nutricionales en la dieta materna puede incrementar los niveles de
leptina placentaria la cual es esencial para la adecuada placentacidn y el desarrollo fetal, y este
incremento en la leptina estd asociado con la obesidad y el sindrome metabdlico en edades
adultas (Ramirez, 2012).Una malnutricidn proteica durante el embarazo reduce el nimero de
nefronas en los riflones causando hipertension en la edad adulta. La malnutricion también esta
asociada a la disminucion del peso y de la altura en la descendencia al nacimiento asi como la
susceptibilidad de padecer enfermedades crdnicas en la etapa adulta como enfermedades
cerebrovasculares o hipertensidn arterial entre otras (Barker et al.,, 1993; Wendy et al., 1999;
Ramirez, 2012).

Otros factores a considerar son la exposicion a determinadas sustancias como el
alcohol, la cafeina o el humo del tabaco, que estan relacionadas con la desregulacién del eje
hipotalamo-pituitaria-adenocortical (HPA) de la descendencia, lo que conlleva a alteraciones
epigenéticas cuya consecuencia recae en problemas en el sistema neuroendocrino y aumentan
la susceptibilidad de padecer el sindrome metabdlico en la edad adulta (Wang et al., 2010;
Shen et al.,, 2013; Stroud et al., 2014; Wu et al., 2015). Y estos factores tienen un impacto
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remarcado en aquellos tejidos de rapida proliferacién en los neonatos como puede ser el
tejido hepatico ya que se trata de la primera linea de desintoxicacidn y metabolizacién en el
individuo y es especialmente sensible a las toxinas que contiene el humo del tabaco, ya que
estas ademas presentan un elevada solubilidad en agua y un bajo peso molecular lo que
permite su paso a través de la placenta al feto (Canales et al., 2012; Zdravkovic et al., 2005).

Composicién del medio. Ambiente embrionario: Dieta.

Suplementos de —_— & Composicién del cuerpo.

proteinas. *  Glucosa

. Aminodcidos

Cultivo In vitro * F?Ctorés de crecimiento Cultivo In vivo
. Citoquinas

. Reguladores metabdlicos

Potenciales respuestas a corto plazo:

. Modificaciones epigenéticas

. Estrés metabdlico

. Alteraciones en la sefializacién
intracelular

. Apoptosis

. Proliferacién celular alterada.

¥

Potenciales consecuencias a largo plazo:

. Reduccidn en la capacidad de implantacion

. Alteracion en el suministro de nutrientes por parte de la
madre

. Anormalidades en el ritmo de crecimiento fetal

. Anormalidades en el peso al nacimiento y el crecimiento
postnatal

. Sindromes cardiovasculares y metabdlicos.

Figura 5. Representacion esquematica de las interacciones potenciales entre el ambiente del embrién, ya sea in vivo
0 in vitro, y las potenciales consecuencias sobre el embridn tanto a corto como a largo plazo. Diferentes estados y
linajes del embridn se muestran diferentes colores: las células indiferenciadas (rosa), trofoectodermo (amarillo), ICM
(azul claro) y el endodermo primitivo (azul oscuro) (adaptada de Fleming et al., 2004).

Todas estas observaciones han generado la hipdtesis conocida como “enfermedad de
origen fetal”, la cual sostiene que problemas en la descendencia adulta como hipertension,
enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tienen su origen en las adaptaciones que
sufre el feto a los cambios mencionados con anterioridad (Hocher, 2014).



Desde hace décadas diversos estudios tanto en embriones de modelos animales como
humanos han demostrado que técnicas reproductivas tan comunes como el cultivo pueden
inducir modificaciones que afectan tanto a su viabilidad como a su desarrollo prenatal y
postnatal. La composicién del medio, el nivel de glucosa o la suplementacién con suero y/o el
periodo de cultivo y el nivel de oxigeno son determinantes en la induccién de cambios en el
desarrollo embrionario y fetal. Asi por ejemplo, embriones de ratén que habian sido cultivados
y posteriormente transferidos, presentaban un crecimiento fetal inferior a aquellos que no
habia sufrido ninguna manipulacién (Bowman y MclLaren, 1970).Ademds de estos ejemplos en
roedores, se ha demostrado que embriones tempranos de oveja y vaca también presentan
esta sensibilidad a las condiciones ambientales lo que da un desarrollo anormal fetal y
placentario, aumento en la mortalidad postnatal, distocia, o una actividad pulmonar perinatal
disfuncional (Walker et al., 2000).

Actualmente, el numero de nifios nacidos gracias a las técnicas de reproduccién
asistida excede a los 4 millones (Pinborg et al., 2013), pero al igual que en los embriones de los
modelos animales estudiados, para el caso de los humanos también existen una gran
diversidad de consecuencias fenotipicas asociadas a las condiciones de cultivo o a la
manipulacion de los embriones preimplantacionales como: una reducciéon del crecimiento fetal
y bajo peso al nacimiento, partos prematuros y anormalidades placentarias (Khosla et al.,
2001). Pero ademas, estos cambios ambientales se pueden traducir en alteraciones
epigenéticas como la metilacién del DNA, modificaciones de las histonas, o reemplazo de las

variantes de histonas en el nucleosoma (Santos et al., 2010). Durante los ultimos afios se han
estudiado estas variaciones epigenéticas con varios sindromes de impronta genética como
Beckwith-Wiedemann, Agelman, Prader-Willi o la diabetes neonatal transitoria (Amor y
Halliday, 2008), pero a pesar de los avances logrados las limitaciones en estos estudios debido
a las consideraciones éticas en el uso de embriones humanos para la investigacion, o el hecho
de que aquellos que son utilizados son los descartados para su transferencia, hace necesaria la
ampliacion de estas investigaciones para elucidar los mecanismos moleculares que involucran

estos cambidn epigenéticos (Amor y Halliday, 2008; Santos et al., 2010).

Las anormalidades en el desarrollo no estan limitadas exclusivamente al desarrollo in
vitro como ya se ha comentado, sino que también son consecuencia de determinadas
condiciones experimentadas in vivo. Observandose por ejemplo disminucidn en el tamafo y un
retraso en el desarrollo embrionario, ademds de una mortalidad embrionaria mas elevada
provocados por los tratamientos de superovulacién empleados en las técnicas de reproduccién
asistida, debido a que provocan alteraciones epigenéticas en los ovocitos (Lonergan et al.,
2007).

1.3.1. EFECTO DE LA CRIOCONSERVACION SOBRE LA
REPROGRAMACION EMBRIONARIA.

Durante los ultimos afios la crioconservacion embrionaria y la transferencia se han
convertido en técnicas rutinarias en el dmbito de la reproduccién asistida en humanos. La
crioconservacion de embriones es utilizada con el objetivo de almacenar aquellos embriones
gue no van a ser transferidos inmediatamente. Pero mas alld del campo de la reproduccion
humana, la crioconservacién embrionaria también supone una herramienta util para la
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creacion de bancos con el objetivo preservar la biodiversidad animal ex situ (Marco-Jiménez et
al., 2013), conservar recursos genéticos de interés asociados a los programas de seleccidn
genética o facilitar su difusidon (Garcia y Baselga, 2002; Lavara et al., 2011).

Esta técnica ha sido considerada como neutral, debido a que pese a que podia tener
efectos letales sobre algunos embriones, aquellos que lograban sobrevivir al proceso no
parecian ser alterados (Auroux et al., 2004). Pero durante los Ultimos afos esta afirmacion ha
sido cuestionada, y se ha centrado la atencion en la neutralidad o no de la crioconservacion y
en la evaluacidén de sus efectos a largo plazo (Sdenz de Juano et al., 2014). En los embriones de
conejo, se sabe que la crioconservacién conlleva cambios que inducen alteraciéon en los
patrones de expresion genética que se traducen en modificaciones en el desarrollo fetal que
en ocasiones desencadenan un aumento de las pérdidas fetales. Entre las alteraciones debidas
a las condiciones de crioconservacion se han observado alteraciones en la expresiéon de
transcritos especificos relacionados con el desarrollo, el metabolismo, el estrés oxidativo y la
apoptosis tanto en embriones crioconservados de 6 dias como en tejido placentario de fetos
de 14 dias (Vicente et al., 2013; Saenz de Juano et al., 2014), pero se conoce poco sobre los
efectos a largo plazo.

Los resultados obtenidos por Saenz de Juano et al.,, (2014) demuestran que la
vitrificacion afecta no solo a la expresidn de genes y proteinas en el dia 14 de desarrollo, sino
gue ademas se observa una reduccidn en los pesos placentarios para ese mismo punto de la
gestacion, sugiriendo que las alteraciones causadas por la vitrificacién no son completamente
resueltas en aquellos embriones que superan la implantaciéon. No solo esto, sino que ademas
se observan alteraciones en las rutas lipoliticas y lipogénicas y del proteoma hepatico de los
fetos a nivel lipolitico, segun los estudios realizados por el mismo grupo de investigacion
(comunicacion personal, datos no publicados), muestran diferencias en el transcriptoma de
higados entre individuos procedentes de embriones vitrificados y embriones control. Los higados
procedentes de embriones vitrificados presentan una sobreexpresidon en genes relacionados con
el metabolismo lipidico (ELOVL4, CYP7A1) y una baja expresién en genes relacionados con el
metabolismo del colesterol (APOA4, LIPC, CLN6), lo que podria explicar diferencias fenotipicas en
la poblacién en las que los individuos procedentes de embriones vitrificados presentan un tamafio
de higado reducido en un 10% en comparacidn a los individuos control. Otros estudios realizados
por Lavara et al., (2014) han demostrado que procesos como la vitrificacion y la transferencia
provocan una disminucién en la viabilidad embrionaria y no solo eso, sino que ademas se
observa un efecto a largo plazo cuando las hembras provenientes de la descendencia
muestran una tasa reproductiva mayor, asociando estos efectos a largo plazo con las posibles
modificaciones epigenéticas introducidas durante el proceso de vitrificacion y transferencia o
durante la gestacion.



2. OBJETIVQO.



El objetivo de este trabajo fue evaluar si el proceso de vitrificacion de embriones
induce alteraciones en el desarrollo prenatal y prepuberal en el conejo, evaluando el
crecimiento a lo largo de la gestacidn y en las 9 primeras semanas de vida, y estudiando a nivel
hepatico la expresidn diferencial de genes relacionados con el metabolismo lipidico (ELOVL4,
CYP7A1), el metabolismo del colesterol (APOA4, LIPC, CLN6), y sobre crecimiento (IGF-),
ademads se estudiaron diversos metabolitos relacionados con la funcidon hepatica (acidos
biliares, bilirrubina total, colesterol, albumina y glucosa).



3. MATERIAL'Y
METODO



3.1. ANIMALES.

Los conejos utilizados pertenecian al Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA) de la
Universidad Politécnica de Valencia (UPV)(Figura 6). Todos ellos provenian de la linea genética
A de origen Neozelandés blanco, esta linea ha sido seleccionada desde 1980 por el caracter
tamafio de camada. Las hembras donantes o receptoras de embriones tenian una edad
comprendida entre los 4 meses y medio y los 5 meses, siendo las donantes de embriones
inseminadas con el semen de machos adultos de entre 8 y 12 meses de edad de la misma
linea.

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). Este estudio forma parte del proyecto de investigacion AGL2014-53405-C2-1-P
aprobados por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universidad Politécnica de Valencia.

Figura 6. Linea amarilla de conejo neozelandés del ICTA.

3.2 RECUPERACION, VITRIFICACION Y TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES.

Las conejas donadoras de embriones fueron artificialmente inseminadas con una mezcla
heterospérmica, de al menos, tres machos con una movilidad espermatica superior al 70% y un
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente anormales inferior al 15%. Tras la
inseminacion las hembras fueron inducidas a ovular con 1lug de acetato de buserilina
(Suprefact, Hoechst Marion Roussel S.A, Madrid, Espafia) y 72 horas después sacrificadas
mediante una inyeccion intravenosa de 0.6g de pentobarbital sédico (Doléthal®, Vétoquinol
E.V.S.A., Madrid, Espafia)

Los embriones en estadio de modrula fueron recuperados mediante perfusién de los
oviductos y los cuernos uterinos con 10 mL de tampdn fosfato salino Dulbecco (DPBS)
suplementado con 0.2% (p/v) de Albumina de Suero Bovino (BSA). Los embriones fueron
clasificados en base a criterios morfoldgicos, considerandose normales aquellos embriones en
estadio de mérula compactada o blastocisto temprano que presentaban una masa de células
homogénea y ninguna anomalia en la CM y ZP, estos fueron distribuidos en grupos de entre 12
y 15 embriones, para su transferencia en fresco (no vitrificado) o vitrificacion.



Las mdrulas fueron vitrificadas segln la metodologia descrita por Vicente et al. (1999).
Brevemente, el proceso de vitrificacion se lleva a cabo en dos pasos a 202C. En el primero de
ellos, los embriones son sumergidos durante 2 minutos en la solucion de vitrificacion que
consiste en 12.5% (v/v) de dimetil sulfoxido (DMSO) y 12.5% (v/v) de etilenglicol (EG) en DPBS
suplementado con 0.2% (p/v) de BSA. En el segundo paso, los embriones son sumergidos
durante 30 segundos en una solucién que consiste en el 20% (v/v) de DMSO y 20% (v/v) de EG
y DPBS suplementado con 0.2% (p/v) de BSA. Tras esto, los embriones sumergidos en la
solucidn de vitrificacién son cargados en pajuelas de plastico de 0.25 mL, afiadiendo dos
secciones de DPBS en ambos extremos de la pajuela y separando cada fraccidon con burbujas
de aire. Finalmente, las pajuelas son cerradas con un tapén de plastico en el que figura el
codigo de identificacidn de la donante y sumergidas en nitrégeno liquido. La desvitrificacion se
realiza situando la pajuela en posicidon horizontal y a unos 10 cm de distancia de nitrégeno
liguido durante unos 30 segundos, tras esto comienza el proceso de cristalizacidon y se
sumergen las pajuelas en un bafio de agua a 202C durante 10-15 segundos. El medio de
vitrificacion se elimina posteriormente introduciendo los embriones durante 5 minutos en una
solucidn que contiene DPBS y sacarosa 0.33M, seguido por un bafio en una solucién de DPBS
durante otros 5 minutos.

Los embriones morfolégicamente normales fueron transferidos mediante laparoscopia a
los oviductos de un total de 16 hembras receptoras, siguiendo el proceso descrito por
Besenfelder y Brem (1993). La ovulacion fue inducida en cada una de las conejas receptoras
con una inyeccion intramuscular de 1 ug de Acetato de Buserelina (Suprefact,Hoechst Marion
Roussel S.A, Madrid, Espafia) en un periodo de 68-72 horas tras la transferencia. Para
anestesiar a las conejas durante la laparoscopia se utilizdé una inyeccidn intramuscular de
16 mg de xilacina (Bayer AG, Leverkusen, Alemania), seguida a los 5 minutos por una inyeccién
intravenosa de entre 16 y 20 mg de ketamina hidroclorada (Imalgéne, Merial SA, Lion, Francia).
Durante la laparoscopia se administraron 12 mg de morfina hidroclorada (Morfina, B.Braun,
Barcelona, Espana) intramuscularmente. Tras la cirugia las conejas fueron inyectadas
intramuscularmente con 1 mL de una solucidn con antibidticos (200 IU penicilina procaina y
0,250 mg de estreptomicina por mL, Duphapen Strep, Pfizer, S.L.).

3.3. OBTENCION DEL GRUPO CONTROL

El grupo control fue obtenido sin el empleo de las técnicas de vitrificacion y transferencia
anteriormente explicadas, sino que se empled la monta en un total de 8 conejas nuliparas de
la misma linea genética (linea A).

3.4. SEGUIMIENTO MEDIANTE ULTRASONOGRAFIA

Ocho conejas de cada grupo experimental (control, fresco y vitrificado) fueron examinadas
en los dias 11, 13, 15, 18, 20, 22, 25, 27 de la gestacion, mediante un equipo portatil de
ultrasonografia de Doppler (Esaote, Espaiia), con una sonda lineal de 7.5 MHz (con un rango de
4-12 MHz). Previamente, las conejas fueron anestesiadas con una inyeccion intramuscular de
35 mg/Kg de ketamina y 16 mg/Kg de xilacina, y ademas se rasurd el abdomen de las conejas.
Las conejas fueron situadas en una pieza de poliuretano para prevenir los posibles
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movimientos bruscos del animal durante el proceso. El examen mediante ultrasonografia fue
realizado de derecha a izquierda con la sonda en orientacién sagital, y se identificaron y
midieron de 6 a 7 fetos por hembra. Las estructuras identificables (saco fetal, feto y las
placentas fetales y maternas) fueron medidas a partir de las imagenes registradas, utilizando el
programa Esaote 16 ultrasonografia. Las medidas estan ilustradas en la Figura 7. Para el feto
completo se midié la longitud craneo-caudal (CRL), la cual abarca la distancia completa desde
la cabeza a la cola con el feto en posicién sagital (Figura 7.A). Para el saco fetal (FS) (Figura
7.B), se considerd la mayor superficie mostrada en la pantalla. El tamafio de la placenta es
dificil de evaluar, pero se consideraron los dos lobulos fetales (L1IFP y L2FP) y se hizo el
promedio de ambos (FP) y la placenta materna (MP), las cuales aparecen definidas en la
pantalla (Figura 7.B).

Figura 7.Medidas mediante ultrasonografia del feto (A) y placentas (B)
(Sdenz de Juano, 2014).

3.5. CRECIMIENTO DURANTE LAS 9 PRIMERAS SEMANAS DE
VIDA.

Los conejos nacidos de los tres grupos permanecieron con sus madres durante 28-30 dias,
momento en el que fueron destetados y trasladados a jaulas donde se agruparon a los
animales de 9 en 9 con libre acceso a agua y comida (Pienso medicamentoso CUNIVITA TR,
NANTA S.A, Valencia, Espafia). El fotoperiodo entre el destete y la novena semana de vida fue
de 8 horas de luz alternadas con 16 horas de oscuridad. Los animales fueron pesados al
nacimiento, al destete y durante el periodo de cebo semanalmente.

3.6. DISECCION DE LOS ANIMALES.

Conejos de 9 semanas de vida de cada uno de los grupos (52 controles, 58 frescos y 42
vitrificados) fueron sacrificados y diseccionados para obtener el peso de los siguientes
organos: rifiones, glandulas suprarrenales, higado, bazo, pulmones, corazdn, testiculos y
epididimo.

3.7. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE HIGADO Y SANGUINEAS.

Se emplearon un total de 24 muestras de higado (Figura 8) de individuos de 9 semanas de
vida, 8 por cada grupo, procedentes de embriones vitrificados, embriones frescos y embriones
qgue no han sufrido ningln tipo de manipulacién. Los animales fueron sacrificados con 0,6 g de
pentobarbital sodico (Dolethal, Vetoquinol especialidades veterinarias, S.A.), obteniéndose
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posteriormente las muestras de higado. Estas fueron almacenadas en criotubos con 600 pL de

RNA later® (Qiagen Iberia SL, Madrid, Espafia) durante 24 horas y posteriormente almacenadas
a -20°C.

Figura 8. Higado de conejo.

Para la obtencidon de muestras sanguineas se emplearon el mismo numero de animales
para los 3 grupos que en el caso anterior. La sangre se recuperd mediante un tubo Vacutainer
heparinizado (LH/Li Heparine tube TAPVAL ®, MonLab, SL.Barcelona, Espafia). Posteriormente,
se centrifugd a 3000g y 42C durante 10 minutos con el fin de separar el suero, el cual se guardé
a -802C hasta su utilizacion.

3.8. EXTRACCION DE RNAY gPCR.

El RNA total fue aislado utilizando el método tradicional de extraccidn con
fenol/cloroformo mediante homogeneizacion con bolas metdlicas utilizando el
homogeneizador Fast-Prep®-24 (MP Biomedicals, lllkrich Cedex, Francia).La concentracion,
calidad e integridad fueron evaluadas mediante el uso del equipo espectofotométrico
Nanodrop 200 (Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados Unidos). Para prevenir la
contaminacion por DNA, se realizd un paso de deoxiribunucleasas (gDNA Wipeout Bufer,
Qiagen l|beria S.L, Madrid, Espafia) para el total del RNA (1000ng). Tras esto se llevo a cabo la
transcripcién reversa utilizando el kit Reverse Transcriptase Quantitect (Qiagen lberia SL,
Madrid, Espafia) siguiendo las instrucciones del manufacturador.

La cuantificacién relativa de los genes objeto de este estudio se realizé mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa a tiempo Real (RT gPCR) con el termociclador modelo
7500 de Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA) y la enzima SYBR® Green
como sistema de deteccion.

Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos con un volumen
final por reaccion de 20 puL. En cada reaccién se utilizaron 10 pL de la solucion SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems), que contiene todo lo necesario para llevar a cabo la
reaccion: la enzima AmpliTag Gold®, el marcador SYBR® Green y los desoxinucledtidos
trifosfatos (ANTPs). También se afiadieron 2 pL de la referencia pasiva ROX™ (6-carboxy-X-
rhodamine) para normalizar las reacciones y evitar las fluctuaciones de fluorescencia de los
pocillos por errores en el pipeteo o evaporacion de las muestras. Finalmente, se afiadid 1 uL de
cada uno de los primers a 100 nM y de 5 pL de cDNA diluido (1:40).
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Tras la RT gPCR, se realizd un analisis de curva de fusidn, incrementando lentamente la
temperatura desde 652C a 952C, con un continuo almacenamiento de los cambios en la
intensidad de fluorescencia emitida. Se emplearon las medias geométricas de los genes H2AFZ
(miembro Z de la familia de las histonas H2A) (Mamo et al., 2008) y GADPH (gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) (Santos et al.,2008), como factores de normalizacién para ajustar la
eficiencia de la PCR, y la expresion relativa de una mezcla de cDNA de todas las muestras fue
utilizada como calibrador.

Tabla 1. Cebadores utilizados en la PCR a tiempo real, secuencia, cédigo de acceso de los mismos y tamafio del
fragmento amplificado para los genes histona (H2AFZ), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH),
apolipoproteina A (APOAA4), elongasa de acidos grasos 4 (ELOVLA4), lipasa hepatica (LIPC), lipofuscinosis ceroide
neuronal 6 (CLN6) y factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1) y el polipéptido 1 de la subfamilia A de la familia 7
del citocromo P450 (CYP7A1).

Caddigo Tamaiio

G S i .
en ecuencia de acceso amplificado (pb)
Fw - 5' AGAGCCGGCTGCCAGTTCC 3'
et Rv -5' CAGTCGCGCCCACACGTCC 3' HIROEEZES =

Fw - 5' GCCGCTTCTTCTCGTGCAG 3'
GAPDH Rv - 5' ATGGATCATTGATGGCGACAACAT 3' 123961 144

Fw - 5' ACTTCTCGCAGCTGAGCAAC 3'
APOA4 RV - 5' GAGCTTGTCCTGGAAGAGGTT 3' ENSOCUG00000011233 98

Fw - 5' CATGGGATCATATAATGCAGGA 3'
ELOVLA RV - 5' AAAGTACCACCATAAAGCAGCA 3' ENSOCUG00000005334 103

Fw - 5' ATGCAGAAAATCCCCATCAC 3'

11T el viiogalinasalivingd ENSOCUT00000001646 79
Fw - 5' AGAACTGGGTGCTGGACTTC 3' ENSOCUT00000017532

CLNE Ry - 5" ATGACGTTGTAGGCCATGTG 3 115

iop  FW-5 TGGTGGATGCTCTTCAGTTCGTGT 3'  NM_001082026.1 )37

Rv - 5' GCTGATACTTCTGAGTCTTGGGCA 3'

Fw -5' GCCCTGAAAGCAGCTACTGA 3'
CYP7A1 RV - 5' GGGACTCCTTGATGATGCTG 3' ENSOCUT00000012281 151

3.9. ANALISIS DE METABOLITOS DE FUNCION HEPATICA.

El andlisis de los metabolitos hepaticos fue realizado por el laboratorio del Hospital Clinico
Veterinario (HCV) de la Universidad CEU-Cardenal Herrera. Fueron analizadas un total de 24
muestras, 8 muestras por grupo, y en cada una de ellas se determind la concentracién
plasméatica de Acidos Biliares, Bilirrubina total, Colesterol, Albimina y Glucosa, mediante el
equipo Spin 200E (Spinreact, Girona, Espafia) y los reactivos de la misma casa comercial.

Brevemente, en el caso de los acidos biliares junto con la presencia de Tio- NAD, la enzima
3-a hidroxiesteroide dehidrogenasa (3-a HSD) convierte los acidos biliares en 3-ceto esteroides
y Tio-NADH. La reaccidn es reversible y 3-a HSD puede convertir los 3-ceto esteroides y Tio-
NADH en acidos biliares y Tio-NAD. En presencia de exceso de NADH, la variacién ciclica de las
enzimas (Figura 9) se produce de forma eficaz y la tasa de formacién de Tio-NADH se
determina midiendo el cambio especifico de la absorbancia a 405 nm.
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Figura 9. Reaccion enzimatica para la determinacion de acidos biliares
(protocolo Spinreact para la determinacion de acidos biliares totales).

Para el caso de la bilirrubina total, esta se convierte en azobilirrubina mediante el
acido sulfanilico diazotado midiéndose fotométricamente. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracién de bilirrubina presente en la muestra ensayada.

La concentracion de colesterol en la muestra es medida mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico representado en la Figura 10, en el cual los ésteres de colesterol son
catalizados mediante la enzima colesterol esterasa (CHE) a colesterol y acidos grasos. El
colesterol en presencia de oxigeno y la enzima colesterol oxidasa (CHOD) es convertido a 4-
colesterona y perdxido de hidréogeno. El perdxido de hidréogeno en presencia de fenol, 4-
aminofenazona y la enzima peroxidasa (POD) producen quinonimina. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracién de colesterol presente en la muestra.

Esteres colesterol + H,O ﬂ—; Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O2 ﬂ) 4-Colestenona + HZO2

2 HED2 +Fenol + 4-Aminofenazona ﬁ—; Quinonimina + 4H2(TJI

Figura 10. Reaccidn enzimdtica y colorimétrica para la determinacién de colesterol
(protocolo de Spinreact para la determinacion de colesterol).

La técnica empleada en el caso de la determinacion de la albumina se basa en la
combinacion con el verde bromocresol a pH ligeramente acido, produciéndose asi un cambio
de color del indicador de amarillo verdoso a verde azulado, proporcional a la concentracion de
albumina presente en la muestra.

Por ultimo la determinacidn de la glucosa esta basada en el método de la glucosa oxidasa
(GOD) (Figura 11), que cataliza la oxidacion de la glucosa a acido glucdnico. El perdxido de
hidrégeno producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol
4-aminofenazona (4-AF), en presencia de peroxidasa. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracién de glucosa en la muestra.

p-D-Glucosa + O, + H:0 —E00 , Acido gluconico + H0;

Hz0; + Fenol + Ampirona _POD , Quinona + Hz0O

Figura 11. Reaccidn enzimatica para la determinacién de la glucosa (protocolo de Spinreact
para la determinacidn de la glucosa).
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3.10. NIVELES SERICOS DE IGF-I.

El nivel sérico de IGF-I se determind mediante la técnica de ensayo directo
inmunoenzimatico (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante (IGF-I Elisa Kit, Diagnostic
Systems Laboratories, Inc. Texas, EEUU).

Figura 12. Realizacidn del ensayo ELISA, lavador automatico de placas (A), detencidn de
la reaccién enzimatica (B).

3.11.  ANALISIS ESTADISTICO.

Para analizar el efecto de la vitrificacion sobre la longitud de los fetos, la placenta
materna, la placenta fetal y la bolsa fetal se utilizd un anadlisis de la varianza (ANOVA)
utilizando el tipo de embridn (Control, Fresco o Vitrificado) como factor fijo, la coneja como
factor aleatorio y el nimero de embriones implantados como covariable.

El efecto de la vitrificacién sobre el crecimiento se analizé con un modelo lineal general
que incluia el efecto tipo de embrién y las covariables nimero de nacidos, nimero de
destetados y edad al sacrificio (en torno 9 semanas) para analizar respectivamente el peso al
nacimiento, destete y peso a las 9 semanas. Los érganos obtenidos tras la diseccidon fueron
analizados mediante un modelo lineal que incluia como factor fijo el tipo de embrién y la
covariable peso al sacrificio.

Para analizar los datos de la abundancia relativa del RNA mensajero se realizd una
normalizacidn previa de los datos mediante una transformacién logaritmica de los mismos, y al
igual que los metabolitos hepaticos y la concentracidn plasmatica de IGF-I se realiz6 un
ANOVA usando como factor fijo el tipo de embridn.

Los analisis se realizaron con el software SPSS 16, considerandose como datos
estadisticamente significativos aquellos que tenian un P-valor menor a 0.05.
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3.12. DISENO EXPERIMENTAL.

A modo de resumen el disefio experimental seguido en el trabajo es el mostrado en la
Figura 10.

Dia 0. Monta natural Dia 0. Inseminacion Artificial
P ‘:K"’:) ~ ‘\‘_ ) ‘:K"’:) B ‘\‘_
Soup F =
Dia 3

Vitrificacion.
e Dia 3.Transferencia de
T .
“-7n embriones.

Seguimiento prenatal

Dia 11

Mediciones por ultrasonografia

Dia 27

v

Nacimiento

Desarrollo postnatal

Semana 4. Destete

qPCR

Semana 9. Sacrificio. Toma de

muestras sanguineas y de higado. Inmunoensayo

Metaboloma hepatico

Figura 13. Disefio experimental.
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4. RESULTADQS.



4.1. DESARROLLO PRENATAL.

Los resultados obtenidos para el Saco Fetal (FS), la Placenta Fetal (FP), la Placenta Materna
(MP), asi como para la Longitud del Feto (CRL) mediante ultrasonografia para diferentes dias
de la gestacion, se muestran en las Figuras 14, 15,16 y 17 respectivamente.

Para el caso de la FS se observan diferencias en su tamafio favorables al grupo control
sobre los vitrificados y frescos hasta el dia 18, tendencia que se invierte al final de la gestacién,
siendo en el dia 25 mayor la superficie de la bolsa fetal del grupo de embriones vitrificados
(Figura 14).
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11 13 15 18 20 22 25 27

Dia de Gestacion

Figura 14. Evolucién del area del Saco Fetal (FS) durante la gestacién. Valores para cada dia con letras
diferentes (a, b, c) difieren estadisticamente (P<0.05).

En el caso de la FP se observa que los embriones procedentes del grupo control presentan
un area mayor respecto a los otros dos grupos que llevan un retraso en su desarrollo hasta el
dia 18 de la gestacién en el cual los tres grupos se igualan (Figura 15).
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Figura 15. Evolucion del area de la Placenta Fetal (FP) durante la gestacidn. Valores para cada dia con
letras diferentes (a, b, c) difieren estadisticamente (P<0.05).
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Algo similar ocurre para el caso de la MP, en la cual se observa un desarrollo mayor para el
grupo control hasta el dia 15 de la gestacion respecto a los embriones frescos y vitrificados
(Figura 16).
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Dia de Gestacion

Figura 16. Evolucion del area de la Placenta Materna (MP) durante la gestacidon. Valores para cada dia con
letras diferentes (a, b, c) difieren estadisticamente (P<0.05).

Respecto a la CRL durante la gestacidon se observa que desde el dia 11 hasta el 22 el grupo
control presenta longitudes mayores respecto a los vitrificados y frescos, mientras que el dia
25y 27 los tres grupos muestran longitudes similares (Figura 17).

70

60

11 13 15 18 20 22 25 27
Dia de Gestacion

Figura 17. Evolucion de la Longitud del Feto CRL durante la gestacién. Valores para cada dia con
letras diferentes (a, b, c) difieren estadisticamente (P<0.05).
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4.2. EVALUACION DEL DESARROLLO AL NACIMIENTO, DESTETE Y
SACRIFICIO.

Los pesos tomados al nacimiento, destete y a los 63 dias de los animales (Tabla 2),
revelan diferencias estadisticamente significativas al final del periodo de engorde (63 dias),
mostrandose los animales procedentes de individuos vitrificados con un peso mas elevado.

Tabla 2. Resultados de los pesos tomados al nacimiento, destete y a los 63 dias.

Peso al nacimiento  Peso al destete  Peso a los 63 dias

Tipo
P () (g) (g)
Control 51+2.4 680+30.8 1791+24.8"
Fresco 52+2.2 626+30.4 1833+34.3"
Vitrificado 6013.5 647+40.3 1944135.4%

Los superindices ** an la misma fila representan valores estadisticamente significativos (P<0.05).

4.3. DISECCIONES DE LOS CONEJOS CON 9 SEMANAS.

Los resultados de los pesos de los diferentes drganos evaluados tras la diseccidn de los
animales se muestran en la Tabla 3. Tras ajustar el modelo con el peso del animal al
sacrificio, se observaron diferencias estadisticamente significativas en el higado, pulmones
y glandulas suprarrenales de los tres grupos observados. Mostrdndose un peso mayor de
higado en el grupo de los vitrificados y un peso mayor de pulmones y glandulas
suprarrenales en los frescos.

Tabla 3. Resultados de las disecciones de conejos de 9 semanas de vida.

Grupo
Componente (Peso, g) Control (n=52) Fresco (n=58) Vitrificado (n=42)
Higado 56.8 +1.30° 60.91.22" 66.9+1.46°
Rifiones 12.3+0.16 12.4+0.15 12.7+0.18
Pulmones 14.8+0.54° 17.3:0.52° 14.5:0.62"
Corazon 6.110.18 6.310.17 6.610.20
Testiculos 1.6+0.06 1.6+0.06 1.540.07
Bazo 1.2+0.03 1.2+0.03 1.0+0.04
Glandulas Suprarrenales 0.2+0.015° 0.3+0.014° 0.3£0.017"

n representa el nimero de muestras.
Los superindices **en la misma fila representan valores estadisticamente significativos (P<0.05).
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4.4. EVALUACION DE LA EXPRESION GENETICA TRAS LA
TRANSFERENCIA Y VITRIFICACION.

El analisis de la varianza de los datos normalizados para los 6 genes candidatos (APOA4,

ELOVL4, LIPC, CLN6, IGF-I y CYP7A1), no mostré diferencia significativa (P<0.05) entre los
higados procedentes de los tres grupos (control, fresco y vitrificado) como se muestra en la
Figura 18. No obstante, los genes APOA4, LIPC y CLN6 muestran diferencia con una P<0.10.

Expresiéon Génica (U.A.)

2.0 7 I Control
T/ Fresco
[/ Vitrificado

1.5 =

1.0 +

T
0.5 H
0.0
APOA4 ELOVL4 LIPC CLN6 IGF-1 CYP7A1

Figura 18. Expresion génica de los genes seleccionados.

4.5, RESULTADOS DE LOS METABOLITOS DE LA FUNCION
HEPATICA.

Los resultados obtenidos tras el andlisis hepdatico en el cual se evalué la concentracion
plasmatica de acidos biliares, albdimina, bilirrubina, colesterol y glucosa en el momento del
sacrificio se muestran en la Tabla 4.

Los niveles séricos de IGF-I en el momento del sacrificio de los animales fueron
estadisticamente significativos (P<0.05), mostrandose concentraciones mas elevadas en

los individuos del grupo control, respecto a los frescos y vitrificados, como se muestra en
la Tabla 4.

Por el contrario, no se observan diferencias estadisticamente significativas para las
concentraciones del resto de los metabolitos. No obstante cabe resenar que los niveles de
colesterol y glucosa mostraban diferencia con P<0.10.
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Tabla 4. Concentraciones de metabolitos e IGF-I.

G
Metabolito rupo
Control (n=8) Fresco (n=8) Vitrificado (n=8)

Acidos Biliares (mol/mL) 209+25 17.8+2.4 17.6+2.4

Albumina (g/dL) 4.1+0.07 4.1+0.07 4.1+0.07
Bilirrubina (mg/dL) 0.22 £ 0.04 0.20£0.04 0.21 £ 0.04

Colesterol (mg/dL) 67.3+3.7 56.5+3.6 60.3+3.7
Glucosa (mg/dL) 151.9 + 2.5 155.9 + 2.3 159.7 + 2.4
IGF-I (ng/mL) 334:13.6°  279+12.9° 203 +13.3

n representa el nimero de muestras.
Lo b, . X o s L.
Los superindices *” en la misma fila representan valores estadisticamente significativos (P<0.05).
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5. DISCUSION.



Los embriones desarrollan mecanismos para adaptarse a las condiciones ambientales y
al ambiente uterino en el cual se desarrollan para minimizar los posibles efectos adversos que
estos puedan ejercer sobre su desarrollo, pese a esto, en muchas ocasiones estas adaptaciones
implican modificaciones sobre su desarrollo prenatal y postnatal (Fleming et al., 2004). Es en

I”

relacidn a esto donde surge la hipdtesis de la “enfermedad de origen fetal” ya comentada con
anterioridad, la cual sostiene que problemas en la descendencia adulta tienen su origen en las
adaptaciones que sufre el embridn y/o feto en las etapas tempranas de su desarrollo (Hocher,
2014). Es decir, que un evento acontecido en las etapas tempranas del desarrollo del individuo
como podria ser la vitrificacién, o la manipulacién del embridn extrayéndolo de su ambiente
uterino, podria alterar de forma permanente la estructura y funcién de determinados érganos

en el intento de adaptarse a estos cambios.

Nuestros resultados van en concordancia con esta teoria, ya que el estrés que supone
el proceso de vitrificacion o la transferencia del embrién implican no solo modificaciones
durante la gestacidn, sino variaciones en el tamafio de érganos que tienen un desarrollo muy
temprano como las glandulas suprarrenales o con funciones esenciales en el desarrollo inicial
de los individuos como el higado, ademas de variaciones en las concentraciones de IGF-I.

La crioconservacidon de embriones de mamifero ha beneficiado en los ultimos afios no
solo a la investigacién biomédica, sino que ademas ha supuesto un gran avance en las técnicas
de reproduccién asistida (Lavara et al., 2014). Pero a pesar de estas ventajas, se sabe que estas
técnicas inducen cambios en el ambiente que rodea al embridn y efectos secundarios
maternos que provocan cambios a nivel de expresion genética (Saenz de Juano, 2014),
patrones de metilacién (Stojanov y O’Neill, 2001; Sdenz de Juano, 2014 ), y el perfil
transcriptomico y protedmico de la placenta (Sdenz de Juano, 2014), pero poco se ha
estudiado sobre los efectos que estas técnicas pueden tener a largo plazo. Algunos autores
como Auroux et al. (2004) han encontrado un efecto positivo sobre la longevidad en individuos
adultos, y Lavara et al. 2014, han encontrado efecto positivos en las caracteristicas
reproductivas de individuos que provenian de procesos de crioconservacion.

Los resultados obtenidos por Sdenz de Juano. (2014) ya mostraban diferencias en el
desarrollo de los fetos durante la gestacion, en especial para el dia 12 en la FS y la MP, los
resultados obtenidos en nuestro estudio muestran estas diferencias a lo largo de toda la
gestacion. Acorde con Symeon et al. (2015) la gestacion en el conejo se divide en 3 etapas: (i)
periodo entre la fecundacidn y la implantacion, (ii) el periodo de organogénesis y (iii) el
periodo de crecimiento fetal. La implantacion tiene lugar 6-7 dias después de la fecundacidn. El
periodo de la organogénesis se da entre los dias 7 y 18-19 y el crecimiento fetal desde el 19-30,
siendo este muy rapido (Anderson y Henck, 1989). En conejo, se ha establecido que
aproximadamente a dia 19.5 se ha completado la apariencia fetal, finalizdndose Ia
organogénesis (Beaudoin et al., 2003), dandose un crecimiento muy rdpido desde este
momento hasta finalizar la gestacién (Symeon et al., 2015) En base a los resultados obtenidos
observamos que aquellos embriones que han sufrido una manipulacién presentan un retraso
en el desarrollo durante la gestacion, pero cuando llegan aproximadamente al dia 18 de la
gestacion, coincidiendo con el final de la organogénesis y el comienzo del crecimiento
consiguen igualar al desarrollo de los individuos control para ponerse al mismo nivel de estos
en el momento del nacimiento.
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Respecto al crecimiento de los animales desde el momento de su nacimiento hasta la
finalizacion del engorde, estos solo presentan diferencias una vez acabada la etapa de
engorde, siendo los vitrificados los que presentan un peso mayor, lo que coincide ademas con
el mayor peso del higado que presentan estos animales. Diferencias en este drgano que se
mantienen a pesar de introducir como covariable el peso del animal. Esto podria ser debido a
que los tamafios de camada en los embriones vitrificados son menores que en el resto, por lo
tanto los animales no tienen que competir por los recursos y se produce un efecto no solo
debido a la técnica sino ademas maternal. Esto resultados no difieren de los resultados
obtenidos por Saenz de Juano. (2014), donde se demostraban diferencias significativas en el
peso al nacimiento, siendo mayor para el grupo de los vitrificados. En este trabajo, el peso
observado no difiere estadisticamente pero si se observa la tendencia a ser mayor.

Lavara et al. (2014) ya estudiaron los efectos que la vitrificacién podia tener respecto
al peso de determinados d6rganos en conejos adultos, aunque en ese momento ya se
encontraron diferencias significativas respecto al peso de los higados, en este momento se
esta incluyendo un grupo control el cual no ha sufrido ninguna manipulacién embrionaria y se
estdn tomando los datos en el periodo exponencial del crecimiento del conejo. Ademas aparte
de mostrarse diferencias en los pesos del higado, también aparecen diferencias en el peso de
pulmones y glandulas suprarrenales. Otros autores como Mahsoudi et al. (2007) y Calle et al.
(2012) han observado también que Ila manipulacion de embriones de raton
preimplantacionales presentan alteraciones en el tamaio de los drganos. Respecto al higado,
estos estudios son concordantes con los obtenidos por Sdenz de Juano. (2014), en el que se
demostré que la crioconservacion embrionaria induce cambios en la funcién de la placenta
alterando rutas lipoliticas y lipogénicas, ademds de en el proteoma hepatico de los fetos a nivel
lipolitico, cosa que podria tener consecuencias en el desarrollo postnatal como se ha
observado en este estudio con diferencias en el peso a las 9 semanas de vida. Las glandulas
suprarrenales son un érgano el cual se desarrolla muy temprano, el hecho de que el peso de
éstas sea mayor en los embriones que han sufrido algun tipo de manipulacidn, indica que el
proceso esta afectando a su desarrollo de algin modo potencidndolo.

Por el contrario y pese a que el higado es el mayor productor de IGF-I (Ohlsson et al.,
2009), un aumento en el tamafio del higado no ha ido acompafiado de una mayor
concentracidn de IGF-I en los individuos. Pero esta asociacion también fue demostrada in vitro
donde embriones que fueron cultivados in vitro mostraron unos niveles de expresion de IGF-I
mas bajos que aquellos que se desarrollaron in vivo, lo que indicaria que el hecho de modificar
las condiciones del entorno del embrién puede estar afectando a la produccién de IGF-1 y esto
mantenerse a lo largo del desarrollo del individuo (Stojanov y O’Neill, 2001).

A pesar de que se habian observado diferencias en el transcriptoma de higados fetales
entre individuos procedentes de los grupos control y vitrificado, estos ultimos presentando
sobreexpresion de genes relacionados con procesos apoptéticos (CECR2, TRIB3, EGLN3), y del
metabolismo lipidico (CYP7A1, ELOVL4) y una baja expresion en genes relacionados con
procesos de division y proliferacion celular (HAUS2, PTTG1, CENPH, RBP5, TMEDG6 entre otros)
y metabolismo del colesterol (APOAS5, LIPC, APOA4, CLN6). Los resultados obtenidos en este
estudio mediante qPCR no han mostrado diferencias estadisticamente significativas en los
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genes candidatos estudiados en conejos en crecimiento, pero muestran diferencias que deben
estudiarse incrementando el tamafio muestral.

Bajo la hipdtesis de que las alteraciones causadas en la etapa fetal puedan tener una
repercusion sobre el desarrollo postnatal, estudiamos si la funcidon hepatica durante el periodo
prepuberal mostraba signos de a ver sido alterada. Asi como hemos comentado
anteriormente, el tamafo del higado y la produccion IGF-I se han visto afectados de modo
inversamente proporcional, probablemente para compensar las necesidades en este periodo
activo de crecimiento. Por el contrario, metabolitos de la funcién hepdtica como son sales
biliares, colesterol, bilirrubina y albimina aparentemente no han sufrido cambios. Cierto es,
gue no se ha demostrado una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a
concentraciones, pero de nuevo se observa una tendencia que debe ser estudiada en conejos
que provienen de embriones vitrificados, como es una concentracién de glucosa y colesterol
ligeramente mas elevadas que el resto para una P<0.1. No obstante, la concentracion de
glucosa en sangre puede venir determinada por otros factores como la ingesta del animal poco
tiempo antes de su sacrificio, que podrian no ir asociados con ninguna patologia vy
simplemente por el consumo del animal en un momento determinado antes de la extraccion
de la sangre. Los animales no fueron sometidos a ayuno con el fin de evitar su estrés, y se tuvo
en cuenta que habitualmente inician su consumo de pienso al inicio del encendido de las luces
(6 am) unas 3 horas antes del momento en el que fueron sacrificados. Es debido a esto por lo
que surge la necesidad de aumentar en este caso también el nUmero de muestras analizadas
para poder evaluar diferencias con una robustez mayor y observar sus niveles en respuesta al
ayuno. Unas conclusiones similares aparecen para el caso del colesterol, mostrandose una
tendencia mayor en los individuos control, bien es cierto que en este estudio algunos de los
genes analizados estaban relacionados con el metabolismo del colesterol, con lo cual un
aumento de las muestras analizadas podria arrojar mayor luz acerca de si este metabolito
relacionado con la funcién hepatica puede estar sufriendo alteraciones.

Teniendo en consideracién todos estos resultados, podria ser cuestionada la neutralidad
del proceso de vitrificacion, ya que se ha demostrado que esta plasticidad que tienen los
embriones para adaptarse a condiciones adversas y poder continuar con su desarrollo frente a
condiciones de estrés, puede inducir a su reprogramacion, implicando alteraciones fisioldgicas
y metabdlicas en los individuos en su fase exponencial de crecimiento y posteriormente en la
edad adulta (Redondo, 2014). Resultados obtenidos por diversos autores, ya han demostrado
que la vitrificacion puede alterar los patrones epigenéticos de embriones en el desarrollo
(Wang et al.,, 2010; Zhao et al., 2012), pero ademds se ha demostrado que también pueden
producirse alteraciones a nivel del desarrollo placentario y proteémico (Sdenz de Juano, 2014).
Esto puede ser debido a que se producen eventos de reprogramacion epigenética durante el
desarrollo temprano de los embriones, estos eventos modulan los patrones de metilacién del
DNA y la remodelacién de la cromatina (Khosla et al, 2001). Estos patrones que son
heredables, al presentarse en las etapas mas tempranas del embridn pueden verse afectadas
por determinadas perturbaciones ambientales como aquellas relacionadas con los medios de
cultivo in vitro, o la manipulacidon embrionaria (Santos et al., 2010).

A pesar de esto, nuevos estudios se deben de realizar para continuar evaluando los efectos
del proceso de vitrificacion, ampliando los estudios realizados en el higado con otros genes
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candidatos, y ampliarlo a otros drganos como pueden ser las glandulas suprarrenales, los
rifiones o el cerebro.
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6. CONCLUSIONES.



La vitrificacion de embriones podria inducir diferencias en el desarrollo prenatal del
conejo, asi como en los pesos de determinados érganos de desarrollo temprano y con una
importante funcién en la etapa de crecimiento de los animales, si se comparan animales
procedentes de embriones vitrificados, frescos o controles. Estas alteraciones podrian ser
causadas por las adaptaciones de los embriones al estrés que al que se ven sometidos durante
el procedimiento de vitrificacion y transferencia, adaptaciones que de algin modo les ayudan
en esa supervivencia, pero podrian traerles consecuencias a largo plazo.

Asi hemos podido observar diferencias en:

e Eldesarrollo prenatal en la primera mitad de la gestacion.

e Pesos al nacimiento y al final del periodo de engorde.

e Pesos de higado, pulmones y glandulas suprarrenales al sacrificio.
e Concentraciones séricas de IGF-I.
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