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Introduccién

1.1 Infertilidad

La infertilidad esta considerada como un problema de caracter publico
gue repercute sobre los servicios sociales y sanitarios del pais. La gestion de la
infertilidad supone para la Medicina una labor considerable por las dificultades
qgue entrafia su diagnostico y el tratamiento de los desordenes reproductivos de
cada miembro de la pareja.

El término “Infertilidad” se define como la imposibilidad de una pareja
paraconseguir un embarazo tras mantener relaciones sexuales regulares no
protegidas durante un afio. Aproximadamente un 15% de las parejas con deseo
de gestacion tienen dificultad de concebir tras este periodo. En los paises
industrializados, unas 1200 parejas por cada millon de habitantes parecen
tener problemas de fertilidad cada afio (1). Las causas de la infertilidad abarcan
un amplio rango de factores tanto fisicos como emocionales y puede atribuirse
a cualquier alteracion en el sistema reproductor femenino o masculino, que
contribuyen en menor o mayor medida a este hecho.

Habria que puntualizar que si bien en la terminologia espafiola hasta hace
afos se diferenciaba entre esterilidad (o imposibilidad de conseguir embarazo),
e infertilidad (incapacidad para conseguir que el embarazo llegue a término
después de 1 afio manteniendo relaciones sin proteccion), en la actualidad
estan considerados como sinénimos.

Frente a la infertilidad, histéricamente se han desarrollado diferentes
técnicas de reproduccion asistida (TRA), en funcién del motivo original por el

cual una pareja no puede concebir.
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Si bien la etiologia de la infertilidad se distribuye de forma mas o menos
equitativa entre factor masculino (40%) y factor femenino (40%), y el resto
(20%) seria debido a un factor mixto, podriamos a su vez subdividir esta
etiologia en casos de anovulacion, endometriosis factor masculino, factor
tubarico, ovario poliquistico, y también casos donde la causa es de origen

desconocido, la denominada infertilidad idiopatica (2)

Distribucién de la distintas etiologias

B Anovulacion
B Endometriosis
B Factor masculino

M Factor tubarico

B Ovario poliquistico

H Infertilidad Desconocida

Figura 1. “Distribucion de la distintas etiologias”, con un mayor porcentaje (casi
1/3 del total) debido a problemas en la ovulacion (kuivasaari-pirinen P. et al. 2012)

Este dltimo grupo es muy importante, ya que se trata de un grupo con
problemas para concebir, donde no hay una causa determinada y todos los
parametros aparentan ser normales, al que se deberia prestar una mayor
atenciéon e investigar mas a fondo ya que basicamente implica una falta de
informacion tanto a nivel molecular como celular de las distintas etapas
implicadas en el proceso reproductivo. Es por esto por lo que se estan

focalizando los estudios en andlisis embrionarios basados en métodos no
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Introduccién

morfolégicos que profundicen més acerca de los motivos de los fallos de
implantacion embrionaria (3)(4)(5)(6).

El objetivo principal de las técnicas de reproduccion asistida es generar una
descendencia sana con el menor coste médico y de esfuerzo por parte de los
pacientes (fisico, mental, y econdmico). El nacimiento del primer “bebé-
probeta” en 1978 supuso un hito para la medicina reproductiva, estableciendo
las bases de un nuevo campo de investigacion médica.

Una de las primeras técnicas de Reproduccion Asistida desarrolladas para
el tratamiento de una pareja infértil es la inseminacioén artificial, que se define
como el depdsito de una muestra seleccionada de espermatozoides en el tracto
reproductor femenino. Se recomienda, siempre y cuando se cumplan las
siguientes condiciones necesarias para maximizar las probabilidades de éxito:

1/ diagnostico de trompas permeables (7)

2/ recuento de espermatozoides moviles progresivos superior a los 2
millones post-capacitacion (8).

3/ edad de la paciente < 38 afos (9)

4/ buena reserva ovarica (9)

5/ tiempo de esterilidad de la pareja inferior a los 5 afios (10)

Desde el punto de vista del factor masculino y dependiendo del origen del
semen, la inseminacion artificial puede ser homologa (IAH) o con semen de
donante (IAD). En cuanto a los resultados globales obtenidos mediante esta
técnica, las tasas de embarazo oscilan entre un 5% y un 70% por paciente,
aunque en general se acepta una tasa de embarazo por ciclo de un 10-20%

para todo tipo de etiologias (11). Cuando la inseminacion artificial no funciona o
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si la paciente no cumple los criterios minimos exigidos para el éxito de la
técnica, la siguiente opcion es cambiar a la fecundacion in vitro (FIV). Esta
técnica implica la fecundacién del ovocito en condiciones de cultivo in vitro,
previa obtencion y preparacion de los gametos para la posterior transferencia
de los embriones a la cavidad uterina. Basicamente la FIV es un proceso que
se divide en 4 fases:

1/ Estimulacién ovérica controlada

2/ Puncién ovérica y recuperacién ovocitaria

3/ Recuperacion espermética y fecundacion in vitro

4/ Seleccion, transferencia embrionaria y criopreservacion de los embriones
excedentes

Aungue la indicacion inicial para realizar un ciclo de FIV fue la patologia
tubarica, en la actualidad podemos admitir que la situacion ha cambiado y su
aplicacion abarca un amplio rango de situaciones (factor masculino con
alteracion seminal severa, esterilidad de causa desconocida, endometriosis,
esterilidad multifactorial....)

La década posterior al desarrollo de la fecundacion in vitro condujo a la
apariciéon de numerosas variantes de la técnica, que culmina con la puesta a
punto de la técnica que revolucion6 el mundo de la reproduccién asistida por el
gran avance que supuso la inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides
(ICSI), practica que consiste en la microinyeccién de un espermatozoide en el
interior de un ovocito previamente decumulado o liberado de las células de la
granulosa (12) y que representa aproximadamente el 40% de los
procedimientos efectuados en el laboratorio de fecundaciéon in vitro. La FIV

convencional precisa una cantidad minima de espermatozoides moviles por lo
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gue resulta relativamente ineficaz para parejas cuya situacion de infertilidad se
debe a un factor masculino severo. Teniendo en cuenta estas condiciones
previas, el ICSI ha permitido el tratamiento de la infertilidad masculina pura,
logrando gestaciones incluso en casos de mal pronéstico (factor masculino muy
grave). Esto acompafado de las mejoras en los métodos de cultivo y en las
condiciones del laboratorio, ha permitido la obtencion de embriones de buena

calidad con elevado potencial de implantacion.

1.2 Limitaciones de las TRA e inconvenientes de los

resultados actuales

En el siglo XXl resulta evidente la mejora de los resultados clinicos
obtenidos en la medicina reproductiva, lo que se demuestra con una
disminucién del numero de embriones transferidos al Utero, unido a un aumento
en las posibilidades de gestacion de las parejas (13).

A pesar de la aplicacion intensiva de las TRA y de las cada vez mayores
tasas de éxito, hay ciertos aspectos de estos tratamientos que contindan sin
resolverse, siendo una limitacion importante el hecho de que sélo entre el 10-
20% de los embriones transferidos al Utero sean capaces de dar lugar a un
embarazo a término (14)(15).

Los criterios de seleccion morfoldgica estan correlacionados con las tasas
de gestacién pero no implican una seleccion del todo fiable, ya que, por un
lado, el valor predictivo de estos criterios clasicos de seleccion no es perfecto y
por otro lado, se ha estimado que entre el 50-70% de los embriones no
alcanzan el estadio de blastocisto (16)(17) y por tanto, apoyan la teoria de que
s6lo una pequenfa fraccién de estos embriones esta destinada a convertirse en

un recién nacido vivo (18).
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La consecuencia es que una gran mayoria de los embriones obtenidos in
vitro y transferidos veran interrumpido su desarrollo. Esta incapacidad de
distinguir con fiabilidad entre embriones competentes y embriones con
limitaciones de desarrollo o de implantacién, ha promovido que histéricamente

siempre se haya transferido mas de un embrion.

1.3. Consecuencias de las transferencias embrionarias

dobles

Aungue la tendencia actual es la transferencia de un solo embrion (conocido
por sus siglas en inglés SET: single embryo transfer), hasta ahora siempre se
han llevado a cabo las transferencia de 2 6 mas embriones para contrarrestar
la viabilidad relativamente baja (19)(18).

En un intento para superar este obstaculo, se transfiere mas de un embrion
con la esperanza de que al menos uno de ellos implante y culmine en un
nacido vivo, pero con el riesgo consiguiente de que haya un embarazo
gemelar.

El elevado porcentaje de gestaciones gemelares (20) conlleva un aumento
en las mujeres sometidas a estas técnicas de ciertos riesgos para la salud tanto
de la madre como de los fetos, incluyendo embarazo prematuro, bajo peso del
recién nacido, retraso en el crecimiento intrauterino, hipertension y otras
complicaciones obstétricas (21). Ademas también se ha descrito una incidencia
6 veces superior de riesgo de mortalidad perinatal y morbilidad (22), y 4 veces
superior de riesgo de pardlisis cerebral (23) en los embarazos gemelares
comparado con los embarazos Unicos.

Se calcula que el porcentaje de embarazos gemelares con las técnicas de

reproduccion asistida esta alrededor del 20% (24), cifras que no tienen nada
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gue ver con el porcentaje existente entre la poblacion general generados de
forma natural (1%) (25, 26).

A estos dos inconvenientes (poca eficacia y aumento de las gestaciones
multiples) hay que afadir un tercer impedimento, como son, las legislaciones
restrictivas de algunos paises (tanto en términos de fecundacion como de
criopreservacién embrionaria). Todo ello son motivos suficientes para entender
la necesidad de conseguir una mejora de las técnicas de reproduccién
asistida.De esta forma, en una situacion ideal, donde se pueda identificar el
embrion que tiene mas posibilidades de implantar, se podria disminuir la tasa
de gestacion mdltiple transfiriendo un Unico embridn, pero sin penalizar las
tasas de gestacion.

1.4. Mejora de las técnicas de reproduccion asistida:

El éxito de las técnicas de reproduccion asistida se podria lograr mediante
la mejora de varios procesos:

1/ Mejora en los protocolos de estimulaciébn ovérica, y asi obtener una
buena calidad de los ovocitos recuperados.

2/ Mejora en la seleccion y recuperacion espermatica

2/ Una vez tengamos gametos de buena calidad, podremos obtener
embriones de buena calidad, siempre y cuando nuestro sistemas de cultivo
estén optimizados al maximo.

3/ Mejora en los métodos de seleccién de embriones, lo que nos permitira
seleccionar con mayor seguridad qué embrion tiene mas posibilidades de
implantar, permitiendo llevar a cabo transferencias embrionarias Unicas (SET)
con mayores garantias de éxito. El resto de embriones de buena calidad seran

criopreservados para posteriores intentos si fuera necesario. Actualmente la
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mejora en las técnicas de congelacién embrionaria ha permitido mantener unas
tasas de gestacion acumuladas por ciclo tras el uso de los embriones
congelados y descongelados muy superiores respecto a las existentes hace
unos afios (27)(28). De esta manera estaremos dando mayores opciones de
gestacion por ciclo de estimulacion sumando a la posibilidad de gestacién de
los embriones en fresco la de los descongelados, ya que en caso de no obtener
gestacion con la transferencia de este embridén, podemos intentarlo con los
embriones congelados posteriormente.

La probabilidad de éxito de un ciclo de FIV mayoritariamente dependera de
la edad de la paciente y de la etiologia femenina, que se reflejara en la calidad
de los ovocitos, asi como de la calidad del semen, traduciéndose todo ello en la
calidad de sus embriones disponibles.

Por otro lado, para obtener gametos femeninos de buena calidad también
es importante llevar a cabo estimulaciones ovaricas no muy agresivas, para
afectar lo menos posible a la calidad de los ovocitos (29). Por ello se aplican
protocolos de estimulacion mas personalizados con el objetivo de maximizar
las opciones de éxito, ya que se ha estudiado el efecto e impacto de los
distintos protocolos de estimulacion en la calidad de los gametos, y se ha
observado diferencias tanto en la calidad de los ovocitos como en la
fecundacion de estos (30).

Aungue inicialmente la transferencia electiva de un solo embrion se
llevaba a cabo en pacientes de buen prondstico: con edad < 36 afios, con
primer o segundo ciclo de FIV y con varios embriones de buena calidad, cada
dia esta practica es llevada a cabo en mas pacientes, ampliando el rango de

seleccidn, e incluso recomendado esta practica en pacientes de hasta 39 afios

19



Introduccién

(31). La necesidad de esta mejora ha promovido que se trabaje mas
exhaustivamente tanto a nivel médico como tecnolégico, para ser capaces de
distinguir, con la mayor precision posible, aquellos que van a tener éxito de los
qgue no. Por consiguiente, el compromiso de mejorar las tasas de embarazo a
través de técnicas de fecundacion in vitro deberia encaminarse a la busqueda
de nuevos marcadores de calidad embrionaria para la identificacion de mejores

embriones que den dar lugar a descendencia sana.
1.5 Marcadores de calidad embrionaria:

Los avances relacionados con las técnicas de fecundacion in vitro se basan
en una serie de progresos significativos a nivel médico y tecnologico. Estas
nuevas perspectivas de trabajo se traducen en una mayor cantidad y calidad de
los embriones disponibles para la transferencia (y/o para congelar), y de
acuerdo a estas condiciones, tendremos mas opciones de obtener embarazo,
no solo por la mayor capacidad de implantaciébn a consecuencia de la mejor
calidad, sino por el mayor niumero de embriones disponibles que hara que

tengamos mas oportunidades al poder realizar mayor nUmero de intentos.

1.5.1Marcadores clasicos no invasivos

En las tres Ultimas décadas, la evolucion de los métodos de observacion
embrionaria no ha experimentado cambios de especial importancia. Aunque se
han acumulado una gran cantidad de datos morfoldgicos y de experiencia,
gracias a los cuales ha sido posible profundizar en la apariencia adecuada de
un embrién éptimo en diferentes etapas del desarrollo.

La evaluacién morfolégica, aunque imperfecta, es actualmente el

método de seleccidn embrionaria mas frecuentemente usado.
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Histéricamente, el embridlogo se ha basado en las observaciones
realizadas al microscopio Optico para describir las caracteristicas morfolégicas
de un embrion como indicadores potenciales de la viabilidad. Sin embargo, con
el empleo de criterios de seleccion morfoldégica basados en métodos de
observacion estaticos estamos perdiendo informacién que puede afectar a los
resultados. La explicacion mas probable es que el examen de la calidad
embrionaria en un momento predeterminado no es del todo representativo del
desarrollo completo del embrién, por lo que las conclusiones extraidas de la
valoracion morfolégica pueden ser engafiosas en relacion a la competencia
embrionaria. Ademas, algunos trabajos publicados resaltan similares resultados
cuando se transfieren embriones congelados (32) con respecto a la
transferencia de embriones frescos (33). La raz6n es o bien porque las
condiciones uterinas y endometriales no eran favorables para la implantacion
durante la estimulacion ovérica, o bien porque se ha errado en la identificacién
del embrién con mayor competencia evolutiva, lo cual constituye otra prueba de
que los métodos convencionales de seleccién embrionaria a veces no son del
todo fiables.

Mientras que el examen morfolégico convencional tiene la ventaja de ser
un método sencillo, no invasivo y rapido, representa el inconveniente de ser
altamente subjetivo, que precisa de formacién especializada, cierto grado de
experiencia y cierta alteracion de las condiciones de cultivo (ya que durante los
dias de desarrollo embrionario los embriones deben extraerse de los
incubadores para su evaluacion bajo microscopio), con la consiguiente
disminucién de las opciones de desarrollo embrionario (34)(35). Si bien es

cierto, que hace bastantes afios que los laboratorios de FIV seleccionan los

21



Introduccién

embriones en base a estos criterios morfolégicos valorados en unos tiempos
preestablecidos, y de alguna forma, los resultados son satisfactorios, la
definicion de calidad embrionaria es un concepto que puede resultar algo
confuso y engafoso, ya que algunas veces la transferencia de embriones de
“‘muy buena calidad morfologica” no cursa con gestacion, y en cambio, otras
veces (aunque en menor medida) pasa lo contrario, tiene lugar gestaciones en
casos donde los embriones transferidos tenian una “calidad morfologica
suboptima o pobre”.

Nuevas pruebas mas informativas, como las pruebas de diagndéstico
cromosOomico o genético preimplantacional (DGP) mediante hibridacion in situ
fluorescente han cobrado gran importancia (36) en la uUltima década. Los
problemas que se plantean son que las indicaciones de estos andlisis son
bastante restrictivas y existe cierta controversia en la literatura sobre su eficacia
y beneficios. Algunos articulos argumentan que el empleo de estas técnicas en
ciertos tipos de pacientes no mejora las tasas de gestacion (37, 38). Otros
incluso encuentran que en pacientes de edad avanzada no so6lo no se
benefician del uso del DGP, sino que empeoran sus tasas de gestacion
(39)(40). Por otro lado existen articulos que si recomiendan el uso del PGD en
ciertos tipos de pacientes, como pacientes de edad avanzada o pacientes con
abortos de repeticion, ya que en este tipo de pacientes si no usamos el PGD
obtenemos peores resultados (41, 42).

Hasta la fecha, para la evaluacion de la calidad ovocitaria han sido
usados diferentes marcadores de calidad, como la morfologia del ovocito
propiamente dicha (43), de la zona pellcida, del corpusculo polar (44, 45), del

huso meidtico (46)(47) y de la viscosidad citoplasmatica (44). A nivel zigotico se
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han analizado la morfologia y posicion de los prondcleos, el nUmero, tamafio y
posicion de precursores nucleolares (48, 49), la orientacion de los corpusculos
polares respecto a los pronucleos (50, 51) y la presencia del halo
citoplasmatico (44, 52). Con respecto a las blastomeras del embrién, los
parametros considerados son su numero (44, 53), el porcentaje y tipo de
fragmentacion, el tamafio y simetria (54), la apariencia del citoplasma, la
compactacion, la multinucleacion, el ritmo de division y el contacto entre ellas
(53). Todos estos pardmetros son usados en conjunto para la evaluacion del
embridon, aunque la subjetividad de estos parametros hace que se investiguen
nuevos meétodos que aporten una seleccion mas objetiva y podamos
seleccionar de forma méas precisa. Ademéas algunos de ellos, como la
distribucién pronuclear, han mostrado no tener valor predictivo tras los estudios

de time-lapse (55).

1.5.2 Nuevos marcadores no-invasivos

La busqueda de un test objetivo y fiable que evalle la viabilidad tanto
del ovocito como del embrién que permita la gestacion de la paciente, con una
disminucién de las tasas de gestacion multiple, mientras se mantienen los
resultados globales, se ha convertido en uno de los desafios mas importantes
de la medicina reproductiva contemporanea.

Actualmente contamos con varios métodos no invasivos de evaluacion
embrionaria no implementados al 100% en la practica clinica diaria, pero con

gran proyeccion de futuro:
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1.5.2.1 Recambio de aminoéacidos.

En las ultimas décadas, la comunidad cientifica ha manifestado un gran
interés sobre como los embriones tempranos modifican el medio de cultivo in
vitro. A raiz de esta curiosidad, se publican trabajos que demuestran que la
presencia de determinados aminoacidos en el medio de cultivo mejora el
desarrollo embrionario en modelos animales y en humanos (56, 57). El
experimento clave que vincula el perfil de aminoacidos con el potencial de
desarrollo embrionario esta disefiado por Houghton (58), quien demuestra que
el modo en el que embriones de dia 2 modifican el contenido en aminoacidos
del medio de cultivo puede ayudar a predecir su posterior desarrollo a
blastocisto. Este trabajo es el primero en revelar la conexién entre viabilidad
embrionaria y consumo 6 produccién de amino&cidos, independientemente de
otros factores como la evaluacion morfoldégica. También ha sido demostrado
que la adicibn de aminoacidos al medio de cultivo disminuye la elevada
actividad glicolitica de los embriones creados in vitro, una actividad aumentada
al producirse estos embriones en el laboratorio (del 28% de glucosa convertida
en lactado en embriones in vivo se pasa al 76% y 90% in vitro a las 3y 6 h
respectivamente) (59). Esta elevada actividad corresponderia a un mecanismo
de respuesta al sacarlos de su entorno natural. Esta idea ha sido contrastada
con varios trabajos, entre ellos uno de Lale y Gardner, mostrando como
blastocistos de ratdbn con mayor actividad glucolitica presentaban menos
viabilidad post-transfer que aquellos menos activos (60).

Otros grupos que cobran importancia dentro de los parametros no

morfologicos son el andlisis del estrés oxidativo en el liquido folicular (4), el uso
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de la luz polarizada para visualizacion del huso y membranas de la zona
pelucida, el HLA-G como marcador del potencial embrionario (5) y la
cuantificacion de los niveles del factor de activacién plaquetario (PAF) en el
medio de cultivo (6).

Estos métodos tuvieron su momento de auge, pero con el paso de los
afios han caido en desuso debido a los poca practicidad y poca eficacia

obtenida, actualmente son métodos no usados en el laboratorio.

1.5.2.2 Las “~6micas” como herramientas de investigacion.

Estas nuevas tecnologias estan cambiando la percepcion sobre la
fisiologia de los mamiferos al tratarse de instrumentos que amplian la
descripcion fenotipica.

- Transcriptémica. Se basa en la identificacion de genes que se

expresan diferencialmente entre dos o mas situaciones de estudio y que
resultan adecuados en la caracterizacion de marcadores diagndsticos. Las
ventajas derivadas de estos estudios se deben a que los cambios fisiol6gicos
no se traducen en variaciones importantes de la expresioén génica y a que la
mayoria de genes que actlan conjuntamente en un contexto concreto son
buenos indicadores de una respuesta fisiolégica real.

- Proteémica. La caracterizacién de las proteinas expresadas y

secretadas por el embrion durante todas las etapas de desarrollo
preimplantatorio aportan una nueva vision de los procesos bioldgicos y
celulares afectados. Los resultados indican que embriones morfol6égicamente

similares presentan perfiles proteicos distintos y que una activacién adecuada
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del genoma embrionario, y del proteoma, actla como un factor critico del
potencial de desarrollo embrionario (3).

- Metabolémica. El examen de los metabolitos presentes en el

medio de cultivo ha dado lugar a un método potencial de seleccion embrionaria
que optimiza las oportunidades de gestacion mejorando la eficacia de los
tratamientos de fecundacion in vitro. Los estudios publicados hasta el momento
describen una correlacion directa entre el perfil metabdlico y la viabilidad
embrionaria. Los perfiles metabdlicos que caracterizan a los embriones en
distintas etapas del desarrollo estdn estrechamente relacionados con la
competencia del embrién, y por tanto, todos los estudios relacionados han

intentado predecir el resultado del ciclo sin resultados concluyentes (61).

Efectos ambientales

ARN <+——» Proteinas «——»Metabolismo

HOH

l

Transcriptomica Protedmica Metabolémica

Figura 2. “-Omicas” como herramientas de investigacion
El grupo de las émicas (transcriptomica, prote6mica y metabolémica) ha
mostrado evidencias de que los gametos y embriones viables poseen un perfil
molecular Unico que puede ser usado para seleccion de embriones en términos
de desarrollo y viabilidad (3), aunque todavia esta lejos de ser implementado

en la clinica diaria.
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Cualquiera de las alternativas desarrolladas hasta ahora puede emerger
en un futuro como una herramienta adicional a los criterios morfologicos
convencionales de seleccion embrionaria. Las caracteristicas que deben definir
a estas innovaciones tecnoldgicas son: poseer un caracter no invasivo, que
sean faciles de usar sin conocimientos especificos ni un entrenamiento
excesivo, econdmicas, rapidas, fiables y reproducibles, que se ajusten al
trabajo diario del laboratorio sin forzar cambios en la rutina y que aporten
informacion util adicional a los criterios morfolégicos clasicos. Sin embargo,
muchas de estas técnicas todavia se encuentran en fase de investigacion
basica por lo que los resultados clinicos son escasos, precisan de personal
altamente cualificado, los centros/laboratorios de reproduccién no suelen contar
con el equipamiento adecuado, por lo que resulta necesario trasladar las
muestras a centros especializados. Se trata de ensayos de dificil aplicacién
clinica por su complejidad, ya que la mayoria precisan de cierto grado de
manipulacion embrionaria.

Por todo esto, nos centraremos en una nueva metodologia prometedora
capaz de mostrar parte de un parametro fisiol6gico muy importante del
embrion, el metabolismo embrionario. Esta considerado un procedimiento no
invasivo, facil de manejar, de uso rapido, y con el objetivo de ser una

herramienta mas del laboratorio de fecundacion in vitro.

1.6. Estudio de la respiracion celular:

El estudio del metabolismo embrionario, y en particular del consumo de
oxigeno, podria mejorar la seleccién embrionaria a partir de la identificacién de

los embriones con mayor competencia en el desarrollo. Este factor esta
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considerado como el mejor indicador de la actividad metabdlica global (62), ya
que esta directamente relacionado con la capacidad del embridn para producir
ATP y como un parametro importante en la evaluacion de la calidad
embrionaria (63). Ademéas de (62), también otros autores han considerado el
consumo de oxigeno como el mejor indicador de actividad metabdlica (64).

Al conocer la actividad metabdlica estamos aportando informacién
relativa a la carga mitocondrial del ovocito, ya que las mitocondrias son las
principales productoras energéticas (Figura 3), un factor indicativo del
crecimiento y maduracién ovocitaria. Una deficiencia en la funcién o nimero de
mitocondrias en el ovocito implica que no serd capaz de completar la
fecundacion ni llevar a cabo el posterior desarrollo embrionario, puesto que las
mitocondrias contribuyen en aspectos como la homeostasis del calcio, esencial
para el desarrollo y el suministro de metabolitos durante la generacion de
energia (65-67). Se ha comprobado que niveles bajos de carga mitocondrial da
lugar a bloqueo de maduracién ovocitaria, fallos de fecundacion y alteracion del
desarrollo embrionario (65, 66, 68).

La cantidad total de ATP producida viene determinada por 2
mecanismos o vias: la via aerébica (fosforilacién oxidativa) y la via anaerdbica
(glucdlisis). Mientras que a través de la via aerdbica (donde el acido piravico en
presencia de oxigeno es oxidado para producir energia, diéxido de carbono y
agua): C¢H;,06 + 60, — 6CO, + 6H,0 + 38 energia (ATP) obtenemos la mayor parte de
energia(91-97%), mediante la via anaerdbica (donde una molécula de glucosa
es oxidada y dividida en 2 moléculas de piruvato, obteniéndose 2 moléculas

netas de ATP y se reducen 2 moléculas de NAD"): Glucosa + 2NAD" + 2ADP +
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2Pi— 2Piruvato + 2NADH + 2ATP + 2H" + 2H,0 solo obtenemos una pequefia parte
del total de ATP(entre el 2.6-8.7% del total).

Asi pues, midiendo el consumo de oxigeno tendremos una aproximacion
bastante fiable de la produccion energética, no toda, pero si la mayoria.
Podriamos entonces afirmar, que la produccion de ATP se realiza casi en su
totalidad a través de la fosforilacion oxidativa.

Las evidencias soportadas por distintos trabajos encontrados en la
literatura, que hace que consideremos la actividad metabdlica de ovocitos y
embriones como buenos predictores de la calidad y desarrollo embrionario, se
desarrollaron para calcular el consumo o liberacion de hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas y otros substratos energéticos como la glucosa, el
lactato y el piruvato (58).

e ————— Membrana
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Figura 3. Proceso general de la produccion de ATP a través de las mitocondrias
(webs.uvigo.es)

A pesar de que las mitocondrias no sean especialmente activas en los estadios
mas tempranos de la division embrionaria sabemos de su papel vital en la
competencia ovocitaria y su posterior desarrollo descrito en la literatura. Por
tanto, si somos capaces de cuantificar la carga mitocondrial, indirectamente a
través del consumo de oxigeno (fosforilacion oxidativa), podria traducirse en

una manera de diferenciar ovocitos y/o embriones con mayor potencial de
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desarrollo embrionario (mayor carga mitocondrial), de aquellos con menos
opciones de desarrollo (menor carga mitocondrial).

La posibilidad de determinar tasas individuales de consumo en
diferentes etapas del desarrollo embrionario puede resultar util para conocer
mas a fondo las diferentes necesidades metabdlicas de los embriones, e
intentar identificar patrones de consumo relacionados con la implantacion
embrionaria.

Ya han pasado mas de 60 afios desde las primeras mediciones de
oxigeno en ovocitos y embriones de mamifero (70). Los estudios iniciales
demostraron que los blastocistos consumian mas oxigeno que los embriones
en division y que el cambio en la concentracion de sustratos metabalicos en el
medio de cultivo alteraba la cantidad de oxigeno consumido por los mismos
(71). Los siguientes estudios emplearon técnicas de microespectrofotometria
para analizar cambios en la oxihemoglobina extracelular como consecuencia
del consumo de oxigeno por los embriones (72, 73). Los electrodos
estacionarios de oxigeno en estado sdlido también han sido empleados tanto
para grupos de embriones como para embriones individuales. Magnusson et al
publicaron en humanos mediante métodos espectrofotométricos (72) que los
embriones que consumian mas oxigeno se desarrollaban en mayor medida a
blastocisto y tenian mayores tasas de supervivencia que aquellos que
consumian menos oxigeno, aunque estos resultados no han sido
posteriormente confirmados. Usando también electrodos de oxigeno, Benos y
Balaban (74) determinaron que la fosforilacion oxidativa mitocondrial
(OXPHOQOS, de sus siglas en inglés) representa entre el 50 y el 70% del oxigeno

consumido por los blastocistos para generar ATP por la ATPasa Na/K de
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membrana plasmatica. Manes y Lai (75) demostraron que una porcion del
oxigeno total consumido por los embriones no fue invertido en OXPHOS sino
en otras oxigenasas. Posteriormente, Houghton et al. (76) desarrollaron una
técnica ultra fluorescente para medir el consumo de oxigeno planteando la
relacion entre los metabolitos del medio y el consumo de oxigeno por los
embriones (77).

James R. Trimarchi et al midieron tasas de consumo de oxigeno con
electrodos en embriones de ratén. Observaron que los blastocistos consumian
0.6 £ 0.1 uM de oxigeno, mientras que los embriones en estadios tempranos
s6lo 0.3 + 0.1 uM, lo que supone un incremento de dos veces en el consumo
de oxigeno durante el estadio de blastocisto. Demostraron que el oxigeno
consumido por embriones en estadio de una célula podia modularse por la
ausencia de piruvato del medio de cultivo y que el tratamiento con diamida, un
agente inductor de muerte celular, resultdé en una reduccion del consumo de
oxigeno. De este modo el gradiente de oxigeno que rodeaba a los embriones
tratados (muertos) no variaba a diferencia del que rodeaba a los embriones
control o no tratados (69, 77).

Sturmey et al en el 2003 analizaron el consumo de oxigeno en diferentes
estadios embrionarios, no observando diferencias significativas entre ovocitos
inmaduros, maduros, zigotos, embriones de 4 células, y mérulas. Cuando si
que vieron que el consumo de oxigeno se incrementaba, con diferencias
significativas, era en el momento de la blastulacion, alcanzando valores altos
en estadio de blastocisto temprano. Cuando los blastocistos se expandian, el
consumo de oxigeno volvia a disminuir, volviendo a los valores iniciales de los

primeros estadios (78), tal y como muestra la figura 4.
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Figura 4. Consumo de oxigeno medido en pmol/h en diferentes estadios
embrionarios, con aumento significativo en el momento de la blastulacién.
(Sturmey R.Gand Leese H.J.Reproduction 2003 126 197-204)

El grupo de Lopes y colaboradores fueron los primeros que validaron un

sistema de medicidn de respiracion embrionaria (Nanorespirbmetro) con el que

midieron las tasas de respiracion de embriones bovinos en diferentes tiempos,

sin verse afectado su desarrollo embrionario (79), tal y como muestra la figura

5.
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Figura 5. Fig. 1. (a) Siete capilares de vidrio unidos, formando lo que se conoce
como una “‘roseta’’, y (b) la unidad de medicion llamada”nanorespirometro”. La
“roseta” esta montada sobre un disco rotatorio, para que los capilares puedan
alinearse con el sensor. Los numeros del disco son usados para saber qué capilar
esta siendo analizado. Se aprecia el sensor justo arriba del capilar. El cilindro que
transporta la roseta es de polisulfanato y el disco es un disco de sujecion, el cual es
sumergido dentro del medio durante las mediciones. (Lopes A.S et al. Theriogenology

200767 21-31)

A su vez, basado en la misma tecnologia, también validaron el
nanorespirometro, que mide la tasa de consumo embrionario de forma
individual e incorpora un sistema de andlisis de imagen. El objetivo era usar
este consumo embrionario como una posible herramienta para mejorar la
seleccion, y para ello buscaron posibles correlaciones entre tasas de consumo
y calidad morfolégica, sexo, estadio de desarrollo cinético, diametro del
embrion y la expresion de ciertos genes (80).

Los datos obtenidos mostraban que las tasas de consumo en bovinos de
los embriones producidos in vivo aumentaron de forma directamente
proporcional a la calidad morfologica y estadio de desarrollo (p<0.05). La tasa
media de consumo no varié significativamente entre los embriones que dieron
lugar a embarazo y los que no, pero la transferencia de embriones con tasas de
consumo menor de 9.75 fmol/s, entre 9.75-14 fmol/s y mayor de 14 fmolls
resulté en un 48, 100 y 25 % de tasa de embarazo, respectivamente. La tasa
media de consumo de embriones producidos in vitro fue mayor que la de los
producidos in vivo asociado a diferencias en la calidad morfoldgica y el estado

de desarrollo (80).

En bovinos este mismo grupo investigd la posible relacion entre el
consumo de oxigeno y la expresion de ciertos genes. Ha quedado demostrado

gue en el estadio de blastocisto, el ATP es obtenido a través de la glucolisis y
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la fosforilacion oxidativa (mayoritariamente mediante via aerdbica), ya que
aunque ambas vias (aerdbica y anaerdbica) estan activas durante el desarrollo
embrionario, es la via aerébica la que més presencia tiene durante el desarrollo
a blastocisto y la implantacién embrionaria (81)(82). Ambos procesos requieren
consumo de oxigeno y glucosa, y ambos estan regulados por la expresion de
GLUT1 y G6PD. Estos autores comprobaron que los niveles de expresion de
GLUT1 y G6PD se vieron afectados por la calidad morfologica y el estadio de
desarrollo. La expresion de mRNAs de GLUT1 y G6PD se correlaciono con las
tasas de consumo, indicando que en blastocistos metabdlicamente activos, los

consumos de oxigeno y glucosa estan aumentados (80).

Posteriormente Scott y cols en el 2008 publicaron datos muy interesantes
respecto a las tasas de respiracion en ovocitos humanos. Este grupo analizé
tasas de consumo de oxigeno en ovocitos madurados in vitro, y en ovocitos de
fallos de fecundacién. Respecto al primer grupo observaron mayores tasas de
consumo en aquellos ovocitos que maduraban correctamente (desde el estadio
de vesicula germinal hasta completar la 12 meiosis y alcanzar el estadio
metafase MIl), comparado con aquellos que se bloqueaban o degeneraban,
donde las tasas observadas eran menores (Figura 6). En el segundo grupo
observaron tasas de consumo mayores para aquellos ovocitos donde la
fecundacion habia sido mayor, de modo que a partir de un 40% de fecundacién
los niveles se mantenian estables, mientras que por debajo de este porcentaje,
encontraban niveles de consumo menores, con diferencias significativas
(p<0.01), tal y como muestra la figura 7A. Ademas cuando tenian en cuenta
factores claramente relacionados con la salud del ovocito, como era la FSH,

encontraban niveles de consumos mas bajos: a partir de ciertos niveles de FSH
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basal (>11), disminuian los niveles de consumo de oxigeno, con significancia

(p<0.01) (83), tal y como se puede apreciar en la figura 7B.
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Figura 6.Tasas de respiracion en funcién de la evolucion de los ovocitos inmaduros.
(Scott L et al. ReprodBiomed Online 2008 17 461-9)
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Figura 7A. (Izquierda) Tasas de consumo de oxigeno en funcion de la tasa de
fecundacion obtenida. Figura 7B (derecha). Las tasas de respiracion obtenidas
segun el rango de FSH basal, con significancia a partir de valores de FSH
superiores a 11. (Scott L et al. ReprodBiomed Online 2008 17 461-9)

Este trabajo fue la primera aproximacion en humanos, y aunque los
resultados eran muy interesantes, estaban realizados en ovocitos de uso no
clinico, obtenidos a partir de ciclos de reproduccion de pacientes en
tratamiento, pero, procedian o bien de la cohorte de ovocitos original que no

habian completado la 12 meiosis y estaban en la fase diplotene de la profase |
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(eran inmaduros), o bien, que si habia madurado a MIl, pero no habia
completado la 22 meiosis, es decir, no habian sido fecundados por el
espermatozoide. Por lo tanto, aunque, el trabajo es la primera experiencia con
ovocitos humanos, no podemos extrapolarlos a casos reales por tratarse de
ovocitos inmaduros procedentes de ciclos de estimulacion ovarica, que son

normalmente descartados para su uso clinico.

En el 2010 el grupo de Lopes y cols (82) continué sus investigaciones
con bovinos, y realizaron unos hallazgos muy interesantes. Este grupo
encontré un mayor consumo de oxigeno en el momento de la fecundacién y
cuando se producia la primera divisidn. En concreto, observaron un pico mas
acentuado de consumo de oxigeno entre las 7-11 horas post fecundacion,
debido a la mayor actividad mitocondrial a consecuencia de la penetracion
espermatica. Otra hipoétesis alternativa a este incremento de oxigeno esta
relacionada con los niveles de NADPH. Al producirse la penetracion
espermatica el NADPH de procedencia espermatica iniciaria una ola de
actividad REDOX. Se ha publicado que la correcta maduracion ovocitaria y
desarrollo embrionario esta relacionada de forma indirecta con los niveles
NADPH, como papel del glutation como agente reductor, facilitando la
conversién de glutation reducido a glutation oxidado (84, 85).

Este pico de consumo de oxigeno post fecundacion habia sido
observado en ratones y en ascidias por otros autores (66, 67, 86)(87). Otros
autores habian observado este incremento en ratones en el momento de la
glucdlisis y en la fosforilacion oxidativa cuando se producia la formacion
pronuclear (88). Con estos descubrimientos Lopes et al., confirmaban lo que se

habia publicado anteriormente, pero en bovinos.
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También observaron un pico menos acentuado de consumo de oxigeno
entre las 22-25 horas post fecundacion, correspondiendo al momento cuando
se producia la primera division, debiéndose a una mayor demanda energética

para el inicio de la division celular (82), tal y como muestra la figura 8.
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Figura 8. Picos de oxigenos detectados en el momento de la fecundacion (7-11 h
post-fecundacion) y en el momento de la primera division (22-25 h post-
fecundacion). La linea azul corresponde al grupo control (ovocitos madurados in
vitro que no fueron inseminados), mientras que la linea roja corresponde a los

zigotos correctamente fecundados. (Lopes A.S et al. HumReprod 2010 25 2762-7
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En el 2011 Yamanaka et al (89) publicé un trabajo analizando consumo
de oxigeno en embriones humanos. En concreto, analizaron tasas de consumo
de oxigeno en embriones en estadio de blastocisto, comparando estas tasas
en funcién de si los embriones habian sido congelados o procedian del ciclo en
fresco. Ademés en los embriones que habian sido descongelados analizaban el
consumo dependiendo de la evolucion del blastocisto descongelado (con 4
categorias establecidas: degenerado, blogueado, eclosionando o bien
eclosionado).

Los resultados obtenidos mostraban una diferencia importante en el
consumo de oxigeno entre los blastocistos frescos; 7.8 £ 0.3 fmol/s (n = 10) y

los descongelados: 2.4 + 0.1fmol/s (n = 44) (p<0.05), como se observa en la

figura 9.
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Figura 9. Se aprecia la tasa de consumo de oxigeno mucho mas baja en los
blastocistos recién descongelados (0 h), comparado con los frescos (p<0.05).
También se aprecian cambios en el consumo de oxigeno a medida que transcurre el
tiempo después de desvitrificar los blastocistos, con diferencias importantes a

partir de las 4.5 h post descongelados. (vamanaka M et al. HumReprod 2011 12 3366-71)

Cuando analizaron las tasas de consumo de oxigeno de los blastocistos
desvitrificados en funcion de la evolucion de éstos, es decir, en funcion de si
continuaban su desarrollo, o bien, si se bloqueaban o degeneraban, observaron
que los blastocistos que tras descongelar evolucionaban correctamente
(eclosionaban parcial o totalmente), mostraban mayor consumo de oxigeno que
aguellos que se bloqueaban o degeneraban, algo que se evidenciaba a partir
de las 4.5 horas post-descongelacién. Ademas, si a las 6 horas post-
descongelacién el embrién morfolégicamente habia degenerado, mostraba una
caida brusca en el consumo de oxigeno (1.8 £ 0.5 fmol/s (n=16) a las 24 h, tal

como muestra la figura 10.
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Figura 10. Diferencias en el consumo de oxigeno a medida que transcurre el
tiempo de descongelacion, con similares tasas de consumo tras descongelar,
mientras que a partir de las 4.5 h post-descongelacion se evidencias importantes
diferencias entre los blastocistos evolucionados (eclosién total o parcial) y los no

evolucionados (bloqueados 0 degenerados). (Yamanaka M et al. HumReprod 2011 12 3366-
71)
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De manera indirecta este trabajo evidenciaba que una vez
descongelados los blastocistos, podiamos realizar una mejor seleccion
mediante el consumo de oxigeno, ya que morfolégicamente se contraian y
necesitdbamos méas horas post-descongelacion para corroborar la evolucion,
mientras que mediante el consumo de oxigeno después de 3 horas de cultivo
post-descongelacion, los niveles obtenidos nos mostraban cuales iban a
evolucionar correctamente y cuales no, o sea, que nos podia predecir la
viabilidad de los blastocistos al cabo de poco tiempo tras su descongelacion.

Existen trabajos en la literatura acerca de la calidad de los ovocitos
condicionada por los protocolos de estimulacion ovocitaria. Estos trabajos
muestran como la calidad de los ovocitos (y por tanto de los embriones)
resultaria subdptima cuando se llevan a cabo estimulaciones mas agresivas o
inadecuadas (90-92), por tanto, sera de esperar que diferentes regimenes de
estimulacién afectarian a la calidad de los évulos, y por tanto, con diferencias
en el consumo de oxigeno.

En la misma linea, también se ha publicado mucho respecto a los
diferentes dimorfismos ovocitarios y su posible repercusion en el resultado final
reproductivo (93-100). En este caso existe mucha controversia respecto al
impacto de la morfologia del ovocito en el desarrollo embrionario, por lo que
una forma de hacer una evaluacién mas objetiva de la morfologia ovocitaria,
seria averiguando si existe un consumo de oxigeno diferente segun la
morfologia del ovocito.

De la misma manera, esta publicado que aquellos ovocitos que
presentan una adecuada carga mitocondrial presentardn una correcta

fecundacion y un buen desarrollo embrionario (81)(65, 66, 68, 86, 101-103)
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(104), también nos hace pensar que aquellos ovocitos que presenten una
correcta fecundacion y un buen desarrollo embrionario, tendran consumos de
oxigeno diferentes y mayores (debido a la mayor actividad mitocondrial al
penetrar el espermatozoide), que aquellos que no fecunden correctamente o
bien que fecunden correctamente y den lugar a embriones de peor desarrollo.

Hasta ahora se habia publicado en la literatura diferente consumo de
oxigeno dependiendo del estadio y calidad del embridn, pero en ratones y
bovinos (76, 79, 80, 105, 106), no en humanos. Por esto, hemos querido
comprobar si en humanos también pasa lo mismo, esperando un consumo de
oxigeno diferente segun el estadio evolutivo del embrion, y la calidad de los
MisMos.

Cabe esperar un mayor consumo de oxigeno justo en el momento de la
primera division embrionaria, debido a una mayor demanda energética
requerida para completar la divisién celular y completar asi el primer ciclo
celular, tal y como esta publicado en bovinos (82), por lo que también hemos
medido este parametro justo en el momento de la citocinesis, esperando un
mayor consumo.

Por dltimo, se ha descrito que aquellos embriones que implantan, dando
lugar a embarazo evolutivo, presentan un perfil metabolémico distinto que
aquellos que no logran implantar y por tanto no dan lugar a gestacion evolutiva
(107)(86, 103, 108-110). Por tanto, cabo esperar que aquellos embriones que
implantan y dan lugar a embarazo evolutivo tendran consumos de oxigeno

diferentes de aquellos que no lo logran.
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Por todo esto expuesto anteriormente, nuestro estudio se centrard en el

consumo de oxigeno de los ovocitos y embriones en diferentes situaciones:

2.1 OBJETIVO GENERAL:

1. Evaluar la relacion entre el consumo de oxigeno del embrion y el

éxito reproductivo

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar si la estimulacion ovarica y la morfologia ovocitaria
afectan al consumo de oxigeno

2. Analizar si existen diferencias en el consumo de oxigeno de los
ovocitos que dan lugar a zigotos correctamente fecundados y con
evolucién favorable, comparada con aquellos que presentan una
fecundacion nula.

3. Determinar si existe variacién en la tasa de consumo de oxigeno
en los diferentes estadios embrionarios y en funciéon de la evolucién final
del embrion.

4. Determinar el consumo de oxigeno antes y después de la
citocinesis.

5. Determinar el consumo de oxigeno segun el ritmo de division
embrionario.

6. Determinar los niveles de consumo de oxigeno en los embriones
gue implantan, dando lugar a embarazo, y compararlo con los que no

implantan.
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Basandonos en trabajos acerca de la calidad ovocitaria en funcién de los
diferentes protocolos de estimulacion y en conocimientos previos acerca del
consumo de oxigeno en diferentes modelos animales dependiendo del estadio
y la calidad de los embriones, nos hemos planteado varias hipétesis de partida
en el presente trabajo:

Hipotesis objetivo especifico niumero 1:

Dependiendo del protocolo de estimulacion utilizado, y de la morfologia
resultante ovocitaria, existiran diferencias en el consumo de oxigeno de los
oVvocitos.

Hipotesis objetivo especifico numero 2:

Existira un mayor consumo de oxigeno en aquellos ovocitos con mayor
probabilidad de ser fecundados, que dan lugar a mejores embriones y con
opcion de implantar, comparados con aquellos ovocitos sin fecundar.

Hipotesis objetivo especifico numero 3:

Dependiendo de la evolucién y del estadio de desarrollo embrionario, la
necesidad energética es distinta, por lo tanto, cabe esperar un consumo de
oxigeno diferente segun el estadio, la calidad y su evolucién final.

Hipotesis objetivo especifico numero 4:

Existencia de un mayor consumo de oxigeno en la primera division

embrionaria, como consecuencia de la alta demanda energética debido al inicio

del segundo ciclo celular.
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Hipotesis objetivo especifico numero 5:

Si el ritmo de desarrollo embrionario es adecuado u 6ptimo, el consumo
de oxigeno sera diferente de aquellos embriones con ritmos inadecuados o

fuera de los rangos optimos de division.

Hipotesis objetivo especifico numero 6:

Aquellos embriones que den lugar a embarazo, y por tanto que
implanten, tendrdn un consumo de oxigeno mayor (mayor demanda

energética).
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4.1DISENO:

El comité ético de investigacion clinica del VI Valencia aprobo el estudio
planteado. Este proyecto cumple las leyes gubernamentales espafiolas de
tecnologia de Reproduccion asistida (14/2006).

La poblacion sujeta a estudio estara formada tanto por donantes de
ovulos pertenecientes al programa de donacion de ovocitos del IVI (111, 112),
(en los que se llevara a cabo el andlisis del consumo de oxigeno), como las
receptoras de estos 6vulos (que recibiran los embriones originados a partir de
estos ovulos).

De forma general hay una serie de procedimientos que comparten
ambas fases de estudio (tanto la fase de consumo de oxigeno ovocitario como
la fase de consumo de oxigeno embrionaria), que paso a explicar

detalladamente:

4.1.1 Donantes de ovocitos:

Los criterios de inclusion de las donantes en el programa estan basados
en su historia, evaluacioén clinica y pruebas de laboratorio. Basicamente fueron:
ciclos de menstruacion normal de 26-34 dias de duracion, edad entre 18-35
afos (segun la legislacion actual), peso de la paciente que no afecte a las
tasas de gestacion o implantacion (indice de masa corporal entre 18-28
Kg/m?)(113), y no tratamientos endocrinos en los 3 meses previos al estudio.
Todas las donantes fueron testadas para HIV, citomegalovirus, hepatitis By C,

y screening del cariotipo (111).
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Todas las donantes de ovocitos fueron informadas respecto al
tratamiento de fecundacion in vitro, posibles complicaciones, y aspectos legales
de la donacion de ovocitos. Las que estaban de acuerdo, firmaron el debido
consentimiento informado y formaron parte del programa de donacion de

ovocitos.

4.1.2 Receptoras de ovocitos:

Se llevé a cabo una seleccion controlada de pacientes receptoras de
ovocitos donados, quedando fuera del estudio aquellas que cumpliera alguno
de los criterios de exclusion: endometriosis, hidrosalpinx, indice de masa
corporal mayor de 30, alguna patologia uterina (mioma, adenomiosis,
endocrionopatologia, trombofilias, patologia cronica, anormalidades uterinas
congénitas o adquiridas), pérdida recurrente de embarazo, edad de la madre
avanzada (mayor de 45 afos) o factor masculino severo (menor de 5 millones
de totales moviles progresivos en el eyaculado). Todas las receptoras de
ovocitos fueron informadas respecto al tratamiento de fecundacion in vitro,
posibles complicaciones. Las que estaban de acuerdo, firmaron el debido
consentimiento informado y formaron parte del programa de receptoras de
ovocitos.

La donacion de ovocitos es un procedimiento (también basado en la FIV)
originariamente desarrollado para la consecucién del embarazo en mujeres sin
funcién ovarica (menopausia precoz natural). Sin embargo, y gracias en parte a
sus excelentes resultados, las indicaciones se han ido ampliando a lo largo de

los afios, incluyendo mujeres que sin ser menopausicas presentan una reserva
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ovarica limitada o han fracasado en multiples intentos de reproduccién asistida
con sus propios gametos (114). Las principales indicaciones de la donacién de
ovocitos son el fallo ovérico, la menopausia, las disgenesia gonadal, fallo
repetido de FIV de causa ovocitaria y baja reserva funcional ovarica (114).

En nuestro estudio las receptoras de estos ovocitos eran pacientes que,
cumpliendo los criterios de inclusion, habian acudido al centro para un
tratamiento de infertilidad, y el ginecologo, tras revision de la historia clinica,
exploracion, ecografia y test hormonal, habia considerado que la unica opcién
para conseguir embarazo, era someterse a un tratamiento de donacién de
ovulos.

Paralelamente a la estimulacion de las donantes se llevé a cabo la
preparacién endometrial de las receptoras de los 6vulos, tal y como paso a

describir a continuacion:

Preparacion endometrial de las receptoras
El protocolo usado para la preparacion endometrial de las receptoras
ha sido publicado anteriormente (115-118).

Las pacientes con funcidon ovérica activa fueron desensibilizadas con
una Unica administracién intramuscular de triptorelina 3.75 mg "depto."
(Decapeptyl 3.75 mg; Ipsen-Pharma, Barcelona, Spain) administrada entre 18-
21 dias del ciclo previo. La sustitucion de estrogenos fue iniciada en el dia 3-5
del nuevo ciclo de menstruacion, después de confirmar la quiescencia ovarica y
un determinado grosor endometrial mediante ecografia transvaginal.

Se administro (via oral) valeraniato de Estradiol, la cantidad administrada es de

2 mg/dia (Progynova; Schering, Madrid, Spain) durante los 8 primeros dias,
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incrementandose a 4 mg/dia durante los 3 dias posteriores, finalmente se
aumento la dosis a 6 mg/dia hasta el momento del test de embarazo. El grosor
del endometrio ha sido considerado como un importante factor prondéstico para
el resultado del tratamiento. En ciclos de donacion de ovocitos se ha observado
una correlacion entre el grosor endometrial y el resultado del ciclo
(119)(120)(121). En algunos laboratorios, la suplementacion con progesterona
no se empieza si la linea endometrial es mas fina de 9 mm o mas gruesa de 12
mm (122). En nuestra experiencia el grosor endometrial no es un factor
determinante en el prondstico del ciclo. Incluso endometrios finos (<7 mm)
tienen buenas tasas de gestacion e implantacion, sin ningdn incremento en la
tasa de aborto (118). Unicamente el ciclo se cancel6 en casos de sangrado
vaginal de la receptora durante la administracion del valeraniato de estradiol
(30). Una vez comprobada la fecundacion, las pacientes iniciaron la
administracion de progesterona (P) intravaginal micronizada (Progeffik,
Laboratories Effik S.A., Madrid, Spain), con una dosis diaria de 800 mg/dia,
continuando con esta dosis al menos hasta el resultado del embarazo (123).
Cuando el test de embarazo fue positivo, la administracion de valerianato de
estradiol y de P micronizada continué hasta 80 dias después del test de
embarazo.

Todos los experimentos del andlisis del consumo de oxigeno fueron
llevados a cabo mediante el EmbryoScope™Version C (UnisenseFertiliTech,

Aarhus, Denmark), que paso a describir detalladamente:
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4.1.3 El EmbryoScope Version C (ESC)

El ESC es un incubador de nueva generacion con control de la
temperatura y gas. Consta de un microsensor, que facilita la medicion
automatica del consumo de oxigeno del ovocito o embrion, basado en el

principio de respirometria (Figura 11).

Oxygen sensor with laser positioning system
(lefQ). Time-lapse image acquisition (right).

of time-lapse images and
for onset and duration of cell divisions and
activity pattems.

uuuuuuu

Figura 11. Esquema del incubador EmbryoScope version C, con la imagen

ampliada del microsensor, mediante el cual se mide la tasa de oxigeno consumida.

(www.unisense.com)

El microsensor es un sensor de oxigeno electroquimico tipo Clark
(OX50, con diametro de entre 40-60 mm; UnisenseFertiliTech A/S, Aarhus,
Denmark), capaz de llevar a cabo la medicion sin alterar la rutina de
laboratorio, con una duracion aproximada por medicion de 90 segundos por
pocillo. El incubador ademas del microsensor incluye un sistema de imagen

(CCD camara 1280 x 1024 pixel), y un microscopio que consta de una lente
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modificada de contraste Hoffman con un objetivo 20 x (Leica), proporcionando
una alta sensibilidad y resolucién para la longitud de onda del rojo (3 pixel/pm).
El sistema de imagen usa luz roja de baja intensidad (650 nm) a partir de un
sistema LED con tiempos de iluminacion cortos de 30 ms por imagen, y asi
obtener imagenes de embriones en desarrollo durante los dias del cultivo.
Como consecuencia se obtiene una imagen por pocillo en menos de 10
segundos, incluyendo el enfoque previo. Las imagenes obtenidas mediante el
sistema de time-lapse que incluye el ESC, fueron consideradas para la ultima
parte del estudio, centrandonos en el consumo de oxigeno para esta primera

parte, y considerando las imagenes para la parte final.

4.1.4 Medicién del consumo de oxigeno

La técnica de medicion es bastante sensible y segura, permitiendo
mediciones exactas con margenes de error de 0.05 ni‘h™ (=0.6 x 10™ mol s™).
La técnica empleada la describié Lopes et al en su articulo (80). Respecto a la
seguridad de la técnica ha sido descrito y publicado su uso clinico en ovocitos
humanos, mostrando buenas condiciones de cultivo al tener la misma tasa de
fecundacion cuando cultivamos ovocitos en el ESC o en un incubador
convencional (124), mostrando resultados clinicos de embarazo similares que
aguellos obtenidos en el programa de donacién de ovocitos (125).

Brevemente, el ovocito se coloca en el fondo del micropocillo (0.5 mm
diametro y 1.5 mm profundidad) en la placa del ESC (EmbryoSlide ™). A
medida que el ovocito o embrién consume oxigeno, la concentracion de éste en

el fondo del pocillo se va reduciendo, estableciéndose un gradiente de
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concentracion de oxigeno lineal desde el fondo hasta la superficie del pocillo.
Este gradiente generado dentro del pocillo es medido por el sensor de oxigeno
y como resultado la tasa de consumo de oxigeno puede ser estimada segun la
ley de difusion de FICK, multiplicando una constante (Coeficiente de difusién
molecular O,: 3.379 x 10-5 cm?s a 37°C y 9% salinidad), por el &rea

transversal del pocillo (0.25 mm?), segln la féormula descrita en la figura 12:

Oxygen Oxygen
microsensor concentration

Respiration =

Figura 12. Descripcion del calculo del consumo de oxigeno, teniendo en cuenta la
constante (A), la profundidad del pocillo (AC/Ax) y el diametro (D).

(www.unisense.com)

La tasa de oxigeno puede ser calculada en nanolitros por hora (nl/h) o
en fentomoles por segundo (fmol/s), en nuestro caso fue calculada y expresada
en fmol/s, usando una solubilidad de O, en el medio de 200.4 umol/L a 37°C y
9% salinidad. ElI hecho de que el pocillo sea tan estrecho evita calculos
erréneos de la tasa de consumo de oxigeno, ya que esta estrechez afecta
directamente a la seguridad de los calculos de difusion. El disefio de la placa

hace que sea impermeable al intercambio gaseoso, y el microelectrodo de O
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es recalibrado de forma automética al comienzo de cada nuevo ciclo de
medicion.

Antes de iniciar cada medicion del consumo de oxigeno, se realizdé una
calibracion del sensor. Esta fue llevada a cabo introduciendo el microsensor en
4 soluciones de una placa NUNC de calibracién: solucion 1—HCI (0.1 M, pH 1)
y detergente (2% ES 7X-PF, MP BioMedicals, Irvine, CA, USA), para el lavado
del sensor; solucibn 2—solucién alcalina de ascorbato sodico (0.1 M de
ascorbato sédico y 0.1 M NaOH), para calibracién al 0% de O2; solucion 3—
solucién salina a pH 7.2(PBS), para nuevo lavado del microsensor; solucién
4—medio de cultivo, el mismo usado para el cultivo embrionario en la placa
EmbryoSlideTM, para calibracion al 19% O2. La calibracion del ESC fue
llevada a cabo mediante la introduccion del microsensor de manera continua en
las 4 soluciones y asi tomar valores de referencia correspondientes al O y al
19% de O2. El tiempo requerido para llevar a cabo la medicion del consumo de
oxigeno no excedia de 30 minutos.

El andlisis de los ovocitos MIl se llevd a cabo en las placas del ESC
(EmbryoSlide™ Unisense FertiliTech, Aarhus Denmark), preparadas
previamente durante un minimo de 4 horas y asi asegurar el pre-equilibrado a
37°C y a 5.0% CO, atmosférico. Después del preequilibrio de las placas,
algunas burbujas aparecieron en los pocillos como consecuencia de la
diferencia de temperatura entre el medio de cultivo, aceite de la nevera y los
37°C del incubador donde se gasean las placas durante las 4 horas previas, de
modo, que todas las burbujas aparecidas fueron eliminadas antes de colocar

los ovocitos. La eliminacion de las burbujas es absolutamente necesaria,
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primero para evitar mediciones erréneas, y en segundo lugar, para evitar
imagenes alteradas o distorsionadas.

Las placas constan de una depresion central, conteniendo 12 pocillos de
columnas cilindricas, cada uno de ellas con 20 pL de medio QACM (Quinn’s
Advantage Cleavage medium), todos ellos cubiertos con una capa de 1.2 ml de
aceite mineral para evitar la evaporacion del medio de cultivo.

Ademés para cada placa del ESC se pusieron 2 pocillos sin ovocitos,
Gnicamente con medio de cultivo, para asi obtener 2 valores de control
negativo y poder corregir mediciones errGneas captadas por el sensor, y

compararlas con los valores del grupo de estudio.

4.1.5 Obtencién de los ovocitos

La puncién folicular se llevo a cabo 36 horas después de administrar la
hCG para completar la maduracion ovocitaria. Se realizé bajo sedacion,
mediante ecografia guiada, y en un quirdéfano contiguo al laboratorio de FIV,
con el fin de que el traslado de los tubos al laboratorio fuera lo méas rapido
posible. Los tubos con el liquido folicular se mantuvieron a 372 C mediante
bloques térmicos calefactados. Una vez en el laboratorio se siguen los
siguientes pasos:

e Verter el liquido folicular sobre las placas petri precalentadas.
e Buscar los ovocitos mediante inspeccién directa del liquido de la
puncion, siempre con el objetivo de menor aumento (8-10X), con el fin

de obtener un mayor campo visual.
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e Una vez localizado el ovocito, aspirar un poco de medio tamponado con
una pipeta Pasteur, recoger el ovocito y depositarlo en una placa de
lavado.

e Si el ovocito se encuentra adherido a un codgulo de sangre, proceder a

eliminarlo con la ayuda de agujas y jeringas de insulina.

4.1.6 Decumulaciéon de los ovocitos

Para ambos casos la metodologia de trabajo fue la misma: una vez
obtenidos los ovocitos tras la aspiracion folicular, los complejos corona-cumulo-
ovocito fueron lavados en medio QAM: Quinn’s Advantage medium (SAGE,
Rome, lItaly). Después del lavado, los ovocitos rodeados de las células de la
granulosa, fueron cultivados en medio QAFM: Quinn’s Advantage Fertilization
medium (Sage Rome, Italy) al 5.2% CO, y 37°C durante 3-4 horas, antes del
proceso de decumulacion. La decumulacion de las células de la granulosa
consiste en la eliminacion de las células de alrededor del ovocito mediante
accion mecanica ayudados por una enzima. Esta fue llevada a cabo mediante
pipeteado en medio QAFM diluido al 50% con la enzima hialuronidasa 40 1U/ml.
La decumulacion de los ovocitos es necesaria por 2 cosas: primero para
comprobar el grado de madurez de éstos, y segundo, para llevar a cabo la
microinyeccion, es decir, para poder sujetar al ovocito e inyectar el

espermatozoide.
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4.1.7 Microinyeccion ovocitaria:

En todos los casos se llevd a cabo la inseminacion de los ovocitos
mediante la técnica ICSI (126) (127), que consiste en la microinyeccion de un
espermatozoide en el interior de un ovocito previamente decumulado, ya que
técnicamente seria imposible medir el consumo de oxigeno de los mismos sin
decumular, es decir, con la corona de células de la granulosa no habria espacio
fisico para introducir el ovocito en el pocillo, y, por otro lado, el andlisis del
consumo de oxigeno seria generado a partir de 2 tipos de células; el ovocito y

las células de la granulosa, siendo imposible diferenciar la procedencia.

4.1.8 Fecundacion

La fecundacién de los ovocitos viene determinada por una correcta
activacion ovocitaria, produciéndose una serie de eventos necesarios para el
correcto desarrollo embrionario: incremento en los niveles de calcio intracelular,
la exocitosis de los granulos corticales para prevenir la polispermia, extrusion
del segundo corpusculo polar (culminandose la 22 meiosis) y la aparicion de los
pronucleos (paterno y materno), con la consecuente replicacion del ADN y la
primera division mitética. A la hora de visualizar esta correcta fecundacion
tenemos que diferenciar los 2 corpusculos polares y los 2 prondcleos, tal y

como muestra la figura 13:
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Figura 13: Zigoto humano mostrando la correcta fecundacion de un ovocito: con
el circulo rojo rodeando los 2 pronucleos materno y paterno, y con el circulo azul

rodeando los 2 corpusculos polares, confirmando la culminacion de la 22 meiosis.

4.1.9 Cultivo y evaluacion embrionaria

Los embriones fueron cultivados en medio de cultivo QACM
suplementado con un 10% de proteina (HSA Sage in Vitro Fertilization) hasta el
dia de la transferencia (aproximadamente 72 horas post-ICSI), momento en el
cual fueron seleccionados para la transferencia basandonos en los criterios
morfolégicos. La morfologia embrionaria fue evaluada tanto en dia 2 de
evolucion (48 h después del ICSI), como en dia 3 (69 h post ICSI), teniendo en
cuenta el nimero, la simetria, y la granulosidad de las células, tipo y porcentaje
de fragmentacion, presencia de células multinucleadas, y grado de
compactacion, parametros descritos previamente (53).

Los embriones eran considerados como embriones de buena calidad si
cumplian las siguientes caracteristicas: no presencia de células multinucleadas,
presencia de entre 2-5 células en dia 2 de evolucién, y entre 6-10 células en
dia 3, todas ellas simétricas o ligeramente asimétricas. Por dltimo respecto al
volumen de fragmentos, deben ocupar un porcentaje inferior al 15%. Cuando el
embrién no cumplia una o mas de las caracteristicas arriba sefialadas era
considerado como un embrién de subdptima calidad.

Andlisis Estadistico:

La mayor parte de las medias de las tasas de consumo de oxigeno por
ovocito siguieron una distribuciéon normal. Fueron analizadas con test de

Student o ANOVA y test bonferroni cuando se tuvo en cuenta grupos mdltiples.
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El analisis de regresidn logistica fue empleado para analizar el efecto de la tasa

de consumo de oxigeno en la fecundacion de los ovocitos.

Los analisis estadisticos se realizaron con el Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La significancia estadistica fue

definida en p<0,05.

4.2 Ovocitos

En la primera fase se llevé a cabo un estudio observacional de cohortes
de manera prospectiva en el que se analiz6 el consumo de oxigeno de los
oVvocitos.

En esta primera fase se llevd a cabo la medicion del consumo de
oxigeno, correlacionandolo con parametros de estimulacion (dosis administrada
de gonadotrofinas, dias de duracién de la estimulacién y estradiol alcanzado
pre-hCG). A su vez, también se correlacioné este consumo de oxigeno con
pardmetros de laboratorio (morfologia ovocitaria, fecundacién, calidad de los
embriones resultantes e implantacion de los embriones resultantes). Para esta
fase del estudio (fase 1), se incluyd un total de 395 ovocitos, obtenidos a partir
de 56 ciclos de donacion de ovocitos, entre enero y mayo del 2010. De los 395
ovocitos, obtuvimos un total de 349 maduros (metafase Il), usando los mismos
medios de cultivo usados en un cultivo convencional.

Lo primero que paso a describir es la estimulacion ovérica de las

donantes de esta primera fase (que difiere de la segunda fase):
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4.2.1 Estimulacion ovarica de las donantes de ovocitos

Todas las donantes fueron sometidas a un protocolo largo de
desensibilizacion hipofisaria con dosis diaria de agonistas de la GhRH (GnRH-
a) (Procrin ®; Abbott, Madrid, Spain). Tras la desensibilizacion el recuento
minimo de foliculos antrales en el primer dia de la administracién de
gonadotrofinas debia ser como minimo 12 (128).

Para llevar a cabo la estimulacion ovarica controlada nos basamos en el
mismo protocolo usado por este grupo (30). Brevemente, las donantes fueron
agrupadas con 3 protocolos de estimulacion usando distintos tipos de
gonadotrofinas; grupo 1 (n=14), 225 IU de rFSH (Gonal-f; Merck Serono,
Madrid, Spain); grupo 2 (n=28), 225 IU de HP-hMG (Menopur; Ferring
Pharmaceuticals, Madrid, Spain); grupo 3 (n=14), 150 IU de rFSH (Gonal-f;
Merck Serono) plus 75 IU HP-hMG (Menopur; Ferring). Cuando habia 3 0 mas
foliculos con un tamafio de 18 mm de didmetro se administro la hCG
(Ovitrelle®, 250 pg; Serono, Madrid, Spain), y la aspiracion folicular se llevo a
cabo 36 horas mas tarde. Los niveles de estradiol y progesterona se midieron
el dia de administracion de la hCG, para controlar posibles ovulaciones o

caidas de estradiol, que pudieran afectar negativamente al resultado del ciclo.

Tras la obtencion de los ovocitos, se llevo a cabo la decumulacion de las
células de la granulosa a las 3 horas post-puncién.
Tras la decumulacion de las células de la granulosa y comprobar el

grado de madurez, aquellos que habian completado la metafase de la primera
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meiosis (han madurado y se encuentran en estadio metafase Il) se colocan en
el Embryoscope version C (ESC) para medir el consumo de oxigeno.

Justo antes de llevar a cabo el analisis del consumo de oxigeno, éstos
fueron agrupados segun la morfologia en 7 categorias, para después averiguar
posibles diferencias en el consumo segun la variabilidad de la morfologia

ovocitaria, tal y como describo detalladamente:

4.2.2 Evaluacion morfoldgica ovocitaria

Los fenotipos ovocitarios fueron agrupados en 7 categorias morfoldgicas
basadas en categorias anteriormente descritas por Van Blerkom y Alikani
(129)(130). Estas se agrupaban en: ovocitos normales (N): con citoplasma
homogéneo o ligeramente granuloso, con corpusculo polar no fragmentado y
de tamafio normal, y sin demasiado espacio perivitelino; ovocitos granulosos
(GR): ovocitos con citoplasma de aspecto granuloso; ovocitos cluster (Clust):
ovocitos con area central muy granulosa tipo clister; ovocitos refractiles (R/B):
ovocitos con presencia de cuerpos necroticos o refractiles; ovocitos con
espacio perivitelino agrandado (LPS): ovocitos con gran espacio perivitelino
entre la membrana y la zona pellcida; ovocitos con corpusculo polar

fragmentado (CPf): Ovocitos con el corpusculo polar no integro.
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4.2.3 Medicién del consumo de oxigeno ovocitario

La medicién del consumo de oxigeno de cada ovocito metafase Il durd
aproximadamente una hora, con una media de 2-3 mediciones/hora, llevandose
a cabo las mediciones con intervalos consecutivos de 20 minutos para el
mismo ovocito.

Tras finalizar la medicion del consumo de oxigeno, los ovocitos fueron
de nuevo sacados del ESC y se llevé a cabo la inseminacién mediante la
técnica ICSI descrita previamente, con semen de la pareja.

Todos los ovocitos cultivados en el ESC se mantuvieron separados para
hacer el seguimiento y saber su destino final. Después de ser inseminados,
fueron de nuevo colocados en el incubador convencional, para continuar su
desarrollo embrionario hasta el momento de la transferencia embrionaria, al
igual que el resto de pacientes.

Al igual que en el resto de pacientes, en esta primera fase, a las 16-19
horas post-ICSI se llevo a cabo la valoracién de la fecundacion de los ovocitos,
y aquellos que habian sido fecundados correctamente se colocaron en placas
con nuevas gotas de medio de cultivo nuevo de 50 ul de QACM, para continuar
su desarrollo hasta el dia de la transferencia embrionaria.

La morfologia embrionaria fue evaluada en un microscopio invertido con
placa calefactada de la casa comercial Olympus, en unos tiempos
preestablecidos, que sabemos nos dan la maxima informacion posible acerca
del buen desarrollo del embrion (42-44 horas post inseminacion para valorar los
embriones en dia 2 de evaluacién y 62-64 horas en dia 3), teniendo en cuenta

los pardmetros morfolégicos descritos anteriormente para la determinacion de
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la calidad embrionaria. La seleccion embrionaria se llevo a cabo en dia 3,
usando los criterios anteriormente citados (131, 132). A la hora de seleccionar
los embriones no tuvimos en cuenta el consumo de oxigeno de los ovocitos,
seleccionando los embriones considerando exclusivamente la morfologia,

independientemente de los niveles de O, consumido.

4.2.4 Embriones transferidos

El total de embriones transferidos en esta primera fase fue de 279,
siempre transferidos en dia 3 de evolucion.

Para analizar la implantaciéon embrionaria en funcion del consumo de
oxigeno de los ovocitos que habian dado lugar a esos embriones, se analizaron
un total de 54 de los 279 totales, que fue en los que sabiamos exactamente la
implantacion final: o bien 100% de implantacion (cuando el nimero de sacos
gestacionales coincidia con el nimero de embriones transferidos o bien,
cuando no se habia producido implantacion, 0% implantacion).

En la mayoria de las transferencias embrionarias se transfirieron 2
embriones, solo en casos de indicacion ginecoldgica o por decision propia se
transfiri6 un Unico embrién. El valor de laB-hCG fue determinado 13 dias
después de la transferencia embrionaria. EI embarazo clinico fue confirmado
cuando se visualizé saco gestacional con latido cardiaco a las 5-6 semanas

después de la extraccién de los ovocitos.
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4.3 Embriones

En esta segunda parte del estudio (fase Il) se llevd a cabo un estudio
retrospectivo observacional en un total de 575 ovocitos microinyectados en 56
ciclos de donacion de ovocitos, con transferencia embrionaria siempre en d3 de
evolucion. Para cada embridn, el ESC proporcioné la media de consumo de
oxigeno durante todo el desarrollo embrionario, con valores maximos y
minimos de consumo, realizandose mediciones de la tasa de consumo de
oxigeno embrionario, y analizando este consumo desde el momento de la
microinyeccion espermatica hasta el momento de la transferencia de los
embriones. Una vez realizada la microinyeccion espermatica se colocaron los
ovocitos inseminados en el incubador ESC, y se midid el consumo de oxigeno
durante los tres dias de desarrollo (entre 68-72 horas post-ICSI), momento en
el cual se sacaron del incubador y se seleccionaron los embriones en base a
los criterios morfolégicos convencionales para llevar a cabo la transferencia de
éstos. Posteriormente se correlaciond el consumo de oxigeno con estadio de
desarrollo, evolucion y calidad del embrion. También se analizé6 si existian
diferencias en el consumo antes y después de la primera division embrionaria
(citocinesis) y en funcion del ritmo de divisién celular.

Finalmente se correlacion6 el consumo de oxigeno con la tasa de
gestacion e implantacion de los embriones.

Se usO el mismo incubador (EmbryoScope™, Version C, Unisense
FertiliTech, Aarhus, Denmark: ESC), con el mismo tipo de microsensor). A

diferencia de la fase I, en esta segunda fase el numero de mediciones
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analizado es mucho mayor, ya que se realizaron mediciones durante 3 dias

consecutivos sin interrupciones.

4.3.1 Estimulacion ovarica de las donantes

La parte de la estimulacion ovarica fue distinta; en la primera parte se
usaron 3 protocolos de estimulacidon diferentes, mientras que en esta segunda
se us6 un unico protocolo de estimulacion estandar, ya que en esta parte del
estudio se trataba de analizar el consumo de oxigeno embrionario, mientras
gue en la primera se trataba de averiguar si existia correlacion alguna entre el
tipo de protocolo de estimulacion usado en las donantes y la tasa de consumo
de oxigeno en los ovocitos. Para llevar a cabo la hiperestimulacion ovarica
controlada (COH) se us6 un anico protocolo mediante agonistas de la GnRH,
siendo descrito anteriormente(126). Brevemente, las donantes comenzaron la
administracion de 0.1 mg de agonista (Procrin®; Abbott, Madrid, Spain) en la
fase lutea del ciclo previo, hasta comprobar mediante ecografia transvaginal la
quiescencia ovarica (inactividad). Tras esto, la dosis de agonista disminuy6 a
0.05 mg hasta la administracion de la hCG. La administracion de
gonadotrofinas comenz6 con una dosis de 150 a 225 IU/dia de FSH (Gonal-F®;
Serono, Madrid, Spain; o Puregéon®; Organon, Madrid, Spain) y/o gonadotrofina
menopausica humana (Menopur®; Ferring Pharmaceuticals, Madrid, Spain)
entre 2-5 dias del ciclo. La dosis administrada variaba dependiendo de la edad,
indice de masa corporal, y respuesta previa en un ciclo anterior, ajustdndose

segun el estradiol sérico obtenido.
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La aspiracion folicular de los 6vulos de las donantes, la preparacion
endometrial de las receptoras de los 6vulos, la técnica de decumulacion de los
ovocitos y la técnica de inseminacion (microinyeccion) fue igual que en la
primera fase.

Una vez obtenidos los ovocitos (a diferencia de la primera fase), la
incubacion de los éstos previa a la decumulacion fue de 1 hora mas en esta
segunda fase (4 horas), ya que en la fase previa necesitabamos hacerlo a las 3
horas para medir el consumo durante 1 hora y asi completar las 4 horas de
incubacion necesarias antes de ponerse a trabajar y decumular los ovocitos.
Tras la decumulacién se procedi6 a la microinyeccién de la misma forma que
en la fasel. Después de microinyectar los ovocitos, éstos fueron lavados en
medio QACM, y colocados en los pocillos de la placa del ESC.

Durante los 3 dias de cultivo embrionario (72 horas aproximadamente)
se llevaron a cabo mediciones del consumo de oxigeno de forma continua e
individual para cada embrion, con el correspondiente recalibrado del
microsensor antes de cada nueva medicion. Al igual que en la primera fase del
estudio, ésta se llevd a cabo en las 4 soluciones ya descritas en el apartado
anterior.

La valoracién de la fecundacién de los ovocitos fue llevada a cabo a la
misma hora que en la fase previa (entre las 16-19 horas post-inseminacion), y
teniendo en cuenta los mismos criterios a la hora de valorar una correcta
fecundacion. Pero, a diferencia de la anterior fase, en esta 22 fase los zigotos
fueron valorados dentro del ESC, observando las imagenes proporcionadas por

el embryoscope.

67



Material y métodos

La morfologia embrionaria también fue evaluada dentro del ESC,
teniendo en cuenta las imagenes obtenidas mediante el sistema time-lapse. Al
igual que en la primera parte del estudio se tuvo en cuenta todos los
parametros morfologicos para la determinacion de la calidad embrionaria, tanto
en dia 2 como en dia 3 de evolucién. La seleccion embrionaria se llevo a cabo
en dia 3, teniendo en cuenta las caracteristicas morfolégicas observadas, y
usando los mismos criterios. Tampoco tuvimos en cuenta el consumo de

oxigeno a la hora de seleccionar los embriones.

4.3.2 Medicién del consumo de oxigeno embrionario

Al igual que en la primera parte del estudio los analisis del consumo de
oxigeno se realizaron con el mismo tipo de sensor, y en las mismas
condiciones, generandose también un gradiente lineal desde la base del pocillo
donde se encuentra el embriébn hasta la superficie, llevandose a cabo las
mediciones con los mismos intervalos. En este caso tanto el total de
mediciones obtenidas, como la media de mediciones obtenida por embrién fue
mucho mayor, debido a un periodo mucho mas largo de cultivo embrionario.
Durante el tiempo del cultivo embrionario (entre 68 y 72h), se llevaron a cabo
un total de 85 mediciones para cada embridon (con 2-3 mediciones/hora de
media), y con un total de 47.741mediciones.

Del mismo modo que en la fase previa se usaron 2 pocillos como control

negativo, donde los pocillos solo contenian medio de cultivo sin embriones.
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4.3.2.1 Consumo de oxigeno y estadio embrionario

El primer paso fue averiguar el consumo de oxigeno en diferentes
estadios embrionarios, y para ello se analizé el consumo de los embriones en
diferentes intervalos de tiempo, llevandose a cabo el analisis en 4 cuartiles o
rangos de tiempo (con un niumero de mediciones similar para cada periodo). La
razén de dividir el consumo total embrionario en cuartiles es porque
técnicamente el aparato no puede realizar el analisis del consumo de oxigeno y
tomar la foto del embrion al mismo tiempo, por lo tanto, la Unica forma de
realizar el andlisis del consumo de oxigeno segun el estadio del embrién, es
haciéndolo en cuartiles, donde podemos averiguar el consumo segun un rango
determinado de tiempo, y consecuentemente un estadio diferente. El periodo
total de medicion de consumo embrionario abarcaba desde la fecundacion de
los ovocitos hasta el momento de la transferencia, quedando los 4 periodos de
tiempo agrupados de la siguiente manera: 1) desde el momento del ICSI hasta
la formacion del zigoto o aparicion de los prondcleos (<17.2 horas), 2) desde la
formacion pronuclear hasta la primera division embrionaria (17.2-35.0 horas),3)
desde el estadio de 2 células hasta el estadio de 5 células, incluyendo la 22 32
y 42 divisibn embrionaria (35.1-52.0 horas), y 4) desde el estadio de 5 células
hasta el momento de la transferencia embrionaria en 6-8 células (52-72 h

aproximadamente).
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4.3.2.2 Consumo de oxigeno y calidad embrionaria

Mediante este andlisis encuartiles también se analizdé el consumo de
oxigeno dependiendo del destino final del embrion: transferido (T), congelado
(C) o no viable (NV), es decir, se comparé la tasa de consumo de oxigeno de
los embriones en funcién de la calidad de éstos, considerandose de buena
calidad aquellos embriones que habian evolucionado favorablemente (C o T), y
de mala calidad aquellos con mala evolucion, que acababan bloqueandose o

degenerando (NV).

4.3.2.3 Consumo de oxigeno y evolucion embrionaria

El siguiente paso fue averiguar el consumo de oxigeno segun la
evolucion del embriébn fuera favorable o no; agrupando los ovocitos
microinyectados en zigotos incorrectamente fecundados o no fecundados (NF),
fecundados correctamente pero cuyo desarrollo terminé en embriones
bloqueados o degenerados, considerados NV, y embriones evolutivos que, 0

bien, fueron congelados (C) o bien transferidos (T).

4.3.2.4 Consumo de oxigeno y citocinesis

Posteriormente, se correlaciono el consumo de oxigeno embrionario con
el momento exacto de la primera division embrionaria, analizando las tasas del

consumo de oxigeno justo antes de la citocinesis(n=2204 mediciones), y una
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vez producida la primera division (n=3815 mediciones). Esto se llevé a cabo
primero para todos los embriones, posteriormente se compard la media entre
los embriones de mejor y peor calidad, y finalmente se comparé nuevamente

los valores de media entre los que daban lugar a implantacién y los que no.

4.3.2.5 Consumo de oxigeno y rangos optimos de divisidon

Como ya habiamos apuntado en el apartado de objetivos, en la literatura
habia sido descrito unos rangos 6ptimos de division asociados a una mayor
implantacion denominados parametros morfocinéticos embrionarios, que
comprendian divisiones celulares desde el estadio de 2 hasta 5 células: 2
células t2 (24.6-28.2horas post-ICSl), 3 células t3 (35.6-40.6horas) ,4 células t4
(36.6-41.9horas) y 5 células t5 (49.5-56.7horas). Las tasas de consumo de
oxigeno fueron analizadas en funcion de si los embriones cumplian o no las
divisiones dentro de estos rangos, observando si se producian diferencias
segun alcanzaran el t2, t3, t4 o t5 fuera o dentro del rango.
De esta forma se analiz6 la tasa de consumo de oxigeno dependiendo del
momento exacto cuando se produjeron las diferentes divisiones celulares, es

decir, segun el ritmo de divisibn embrionario.

4.3.2.6 Consumo de oxigeno, embarazo e implantacion
embrionaria

En la ultima parte del estudio, usando de nuevo el analisis en cuartiles,
también se averiguaron los consumos de oxigeno en funcion del embarazo y

de la implantacion obtenida. Para correlacionar el analisis del consumo de
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oxigeno con la gestacion se compar6 los niveles de consumo de oxigeno de
aquellos embriones transferidos que dieron lugar a embarazo clinico (N=36
embriones) con aquellos que no (N=48 embriones). Posteriormente se
analizaron las tasas de consumo de oxigeno en funcion de la implantacion
embrionaria, analizando 57 embriones de los 84 transferidos, en los que
conociamos con total seguridad el resultado de la implantacion: o bien 100% de
implantacion (N=9 embriones) o bien, cuando no se habia producido
implantacion (N=48 embriones). Para llevar a cabo este analisis no
consideramos los casos donde 2 embriones fueron transferidos, y solo resultd
implantacion de uno de ellos (N=27). Como se ha comentado, en todos los
casos se llevaron a cabo transferencias de 2 embriones (DET) excepto en un

caso, en el cual, por decision de la paciente, se transfirio un Gnico embrion.

4.3.3 Transferencias embrionarias

El total de embriones transferidos en esta primera fase fue de 84,
también siempre transferidos en dia 3 de evolucién.
En el caso de tener embriones sobrantes, se congelaron mediante la

técnica estandar de vitrificacion del IVI (27) para un posible uso futuro.

Anélisis Estadistico

Las medias de consumo de oxigeno por embrion y por periodo (cuartiles)
siguieron una distribucién normal. Al igual que en la primera fase del estudio las
tasas de consumo fueron analizadas mediante test de Student o ANOVA,

seguido de comparaciones multiples post-hoc con la prueba de Bonferroni en
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aquellos valores que resultaron significativamente diferentes. Mediante
correlacion de Pearson se analizé la asociacion linear entre el tiempo vy el
consumo de oxigeno, estableciéndose un indice y un p valor.

El embarazo clinico fue empleado como test predictivo del consumo de
oxigeno con respecto a la implantacion embrionaria. El analisis mediante la
curva ROC (133) proporciona valores de entre 0.5-1 de area bajo la curva
(AUC), pudiendo ser interpretados como un modelo de clasificacion global. A la
hora de tener en cuenta el valor predictivo del test, valores de 0.8 de AUC lo
consideramos apropiado para la validacion del test.

Los analisis estadisticos se realizaron con el Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La significancia estadistica fue

definida en p<0,05.
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Para poder llevar a cabo la inseminacion de los ovocitos es necesario
procesar paralelamente la muestra de semen, para seleccionar los mejores

espermatozoides mas aptos para la fecundacion.

Una vez obtenida la muestra de semen mediante masturbacion se deja
licuar durante 30 minutos antes de su procesado, tal y como se describe a
continuacion:

4.4 Recuperacion espermatica

Mediante la recuperacion espermatica (6 capacitacién), se elimina el
plasma seminal del eyaculado y se seleccionan los espermatozoides con mejor
movilidad. En este estudio hemos realizado la seleccion esperméatica mediante

la técnica swim-up, una de las mas usadas en los laboratorios de FIV.

4.4.1Técnica de “SWIM-UP”

Esta técnica se basa en la capacidad que tienen los espermatozoides
con movilidad progresiva de avanzar en un medio de cultivo adecuado, también
denominado “capacitacién espermatica”.

Se coloca el eyaculado en un tubo Falcon ® (BectonDickinson, USA) de
13 ml y se afiade medio HTF/HSA enriquecido con un 5%de proteina (37°C,
5% COy) en proporcion 1:2 6 1:3; se centrifugalO0 minutos a 600g y se decanta
con cuidado. Una vez decantado, se le afiade al pellet o sedimento entre 0,5-1
ml de medio, dejandolo resbalar cuidadosamente por las paredes.

Seguidamente se coloca el tubo en el incubador con 45° de inclinacion

durante 45 minutos a 37°C; alli los espermatozoides méviles migran desde el
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pellet hacia el medio de cultivo. Por ultimo, pasado ese tiempo, se aspira
cuidadosamente el sobrenadante que contiene los espermatozoides moviles

gue han ascendido, tal y como muestra la Figura 14.
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\ - /)
p
4
/" .///
y 1/ / "

DEJAR RESBALAR EL
MEDIO CUIDADOSAMENTI
POR LA PARED

RESCATAR DEJAR EN EL INCUBADOR
SOBRENADANTE DURANTE 45 min.
INCLINADO 45° APROX

Figura 14. Esquema del proceso de seleccion espermatica mediante
SWim-up. (dc231.4shared.com)

La muestra una vez capacitada esta ya preparada para llevar a cabo la
inseminacion de los ovocitos obtenidos, manteniéndose en el incubador a 37°C

y 55% de CO2 hasta el momento justo de la inseminacion.
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Resultados

5. RESULTADOS
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5.1 Ovocitos:

En la primera parte del estudio se incluyeron un total de 56 ciclos con
349 ovocitos analizados, llevandose a cabo un total de 1044 mediciones de la
tasa del consumo de oxigeno. En esta poblacion de estudio, la media de edad
obtenida de las donantes de ovocitos fue de 27.1 £ 4.2 afios, con una media
de dosis de gonadotrofinas administrada por ciclo de 2307 + 582 IU. La media
de dias de estimulacién fue de 10.6 + 1.3 dias (Cl 95% 10.3-11.0) y la media de
estradiol en el dia de la administracion de hCG fue 2775 + 1128 IU/ml (Cl 95%
2445-3106). El numero de ovocitos medio obtenido por paciente fue de 13.4 +
8.8. La media de consumo de oxigeno para todos los ovocitos fue de 5.41 +
1.234 fmol/s (Cl 95% 5.02-5.83). La tasa de fecundacion obtenida tras ICSI fue
de 84.5% (CI 95% 81.3-88.5). La tasa de embarazo clinico fue 51.8% (CIl 95%
38.7-64.9), y respecto a la tasa de implantacion para todos los embriones
transferidos fue de 32.1 % (Cl 95% 22.4-41.2). La tasa de aborto fue de 10.4%

(Cl 95% 0-21.5).

Respecto a la calidad embrionaria el 64.8% (Cl 95% 51.7-78.0) de los
embriones fueron clasificados como embriones de buena calidad en dia2y el

57.4% (Cl 95% 43.8-71.0) en dia 3 de evolucion.

5.1.1 Protocolos de estimulacion ovaricay consumo de
oxigeno ovocitario

En el estudio inicial se usaron 3 tipos de protocolos de gonadotrofinas

para las estimulaciones de las donantes, observandose diferencias
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significativas en la media de consumo de oxigeno entre los grupos (p<0.01),
con una media mayor de consumo de oxigeno cuando se uso6 solo FSH (5.68
fmol/s), comparado con las estimulaciones a base de hMG (4.81fmol/s) o

hMG+FSH (4.97fmol/s) (figura 15).

% P<0.01

5,6 - Protocolo de estimulacion

5,2 -

fmol/s

hMG hMG+FSH FSH

Figura 15.Valores de consumo medio de oxigeno ovocitario en funcion del
protocolo de estimulacion ovéarica usado en las donantes de Ovulos. Aquellas
donantes estimuladas con FSH dieron lugar a ovocitos con mayor tasas de
respiracion comparados con aquellos ovocitos procedentes de donantes

estimuladas con hMG o con hMG+FSH. (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23)

Cuando se analizo la tasa de consumo de oxigeno en funcién de la dosis
de gonadotrofinas administrada a las donantes de ovocitos, y de los niveles de
estradiol pre- hCG para desencadenar la ovulacion, se observd una correlacion
inversa entre la dosis administrada y los niveles de estradiol con respecto a la

tasa de consumo de oxigeno, con menores niveles de consumo conforme era
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mayor la dosis suministrada y mayor nivel de estradiol alcanzado, tal como

muestran las figuras 16 y 17 respectivamente.
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Figura 16.Valores de consumo de oxigeno ovocitario que disminuyen al aumentar

la dosis de gonadotrofinas. (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23)
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Figura 17. Conforme mayores son los niveles de estradiol en sangre menores son

los valores del consumo de oxigeno obtenido.(Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23)

5.1.2 Morfologia ovocitariay consumo de oxigeno

Respecto a la morfologia ovocitaria y el consumo de oxigeno, no
encontramos un consumo diferente dependiendo de la morfologia del ovocito,
no viéndose afectado el consumo de oxigeno por los dimorfismos ovocitarios,
resultando tasas similares de consumo de oxigeno entre los ovocitos con
morfologia normal, y los ovocitos con fenotipos como cluster, espacio
perivitelino agrandado, cuerpos refractiles o necréticos, granulosos, o con

corpusculo polar fragmentado (Figura 18).
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Figura 18.Valores de consumo medio de oxigeno en funcion de la morfologia del
ovocito. Aquellos ovocitos considerados como normales (N) presentaban valores
similares comparados con aquellos ovocitos con presencia de alteraciones
morfologicas evidentes como cuerpos refringentes (RB), con enorme espacio
perivitelino (LPS), granulosos (Gr), con cluster (Clust), con multiples dimorfismos

(M) o con corpusculo polar fragmentado (fPB). (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23)

5.1.3 Fecundacion y consumo de oxigeno ovocitario

Cuando medimos el consumo de oxigeno de los ovocitos antes de
microinyectarlos y, posteriormente observamos la fecundacion obtenida,
encontramos diferencias significativas, con un mayor consumo (5.13 fmol/s) a
favor de los que habian fecundado correctamente, por tanto, los que habian

completado la segunda meiosis (zigotos), mientras que los no fecundados
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tenian un menor consumo (4.7 fmol/s), con una odds ratio (OR)=1.34 (Cl 95%

1,04-1,73) (p=0.014) (Figure 19).

Consumo de O2 antes del ICSI

5,2

fmol/s

No fecundados Fecundados

Figura 19. Valores de consumo medio de oxigeno en funcién de la fecundacion del
ovocito. Aquellos ovocitos que presentaban una correcta fecundacién (con
presencia de 2 corpusculos polares y 2 pronucleos), y por tanto, con la culminacién
de la segunda meiosis, tenian una mayor tasa de consumo de oxigeno que aquellos

ovocitos que no presentaban una correcta fecundacion. (Tejera A et al. FertilSteril 2011 96
618-23)

El consumo de oxigeno fue aproximadamente de un 10% mas para
aguellos ovocitos inseminados que dieron lugar zigotos fecundados
correctamente (presencia de 2 corpusculos y 2 prondcleos), comparados con

los que habian fallado en la fecundacién tras la inseminacion.
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5.1.4 Embriones y consumo de oxigeno ovocitario

No encontramos diferencias significativas en el consumo de oxigeno de
los ovocitos que dieron lugar a embriones de mejor o peor calidad, tanto en dia
2 como en dia 3 de evolucién, aunque aquellos ovocitos que dieron lugar a
embriones de calidad 6ptima presentaron una ligera mayor tasa de consumo de
oxigeno en ambos dias (5.22fmol/s en d2 y 5.11 fmol/s en d3), comparado con

los de peor calidad (4.99 y 5.07 fmol/s, respectivamente) (figura 20).

5,6 A
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Fmol/s
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Figura 20.Valores de consumo medio de oxigeno ovocitario en funcion de la
calidad de los embriones generados a partir de estos ovocitos. Los ovocitos que
dieron lugar a embriones de mejor calidad (tanto en dia 2 como dia 3 de
evolucidn), presentaron un ligero incremento en las tasas de consumo, pero sin

diferencias significativas.(Tejera A et al. FertilSteril 2011 96 618-23)
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5.1.5 Implantacién y consumo de oxigeno ovocitario

A la hora de valorar la implantacion de los embriones procedentes de
los ovocitos analizados para el consumo de oxigeno, como ya se comento, se
tuvo en cuenta los embriones cuya implantacion era conocida (100% 6 0%
implantacion). De los 279 embriones transferidos se analizaron un total de 54
(n=12 con 100% implantacion y n=42 con 0% implantacion). La media
resultante de consumo de oxigeno ovocitario fue significativamente mayor
(p<0.030) para aquellos ovocitos que desarrollaron embriones que
implantaron, comparados con la media de ovocitos que dieron lugar a

embriones que no implantaron (figura 21).
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Figura 21.Valores de consumo de oxigeno ovocitario en funcién de la implantacion

de los embriones generados a partir de estos ovocitos. Aquellos ovocitos que dieron

84



Resultados

lugar a embriones que implantaban tenian mayor consumo que aquellos que

daban lugar a embriones que no implantaron. (Tejera A et al. FertilSteril 201196 618-23)

5.2 Embriones:

En la segunda fase del estudio, la media de edad de la poblacion de
donantes de ovocitos fue de 25.8 + 2.9 afios, con una media de dosis de
gonadotrofinas administrada de 2,640 + 302 IU por ciclo. La media de dias de
estimulacion fue de 10.5 + 1.1 dias, y la media del estradiol en el dia de la hCG
fue de 2,750 + 880 IU/ml. La media del nimero de ovocitos obtenidos por
donante fue de 15.2 + 7.0. Tras el ICSI, de los 575 ovocitos microinyectados
414 (72%) fecundaron correctamente (95% Cl 68—80.0%). De los 84 embriones
transferidos 23 de ellos (27,3%) implantaron (95% CI 20.1- 37.5%), resultando
en una tasa de gestacion clinica del 49.1% (n=28; 95% CI 36.1% 62.1%), y una
tasa de aborto del 7.0% (n=4; 95% CI 0-13.6%).

Como ya se anotd anteriormente, los valores de consumo de oxigeno
embrionario fueron tomados desde el momento de la inseminacion (ICSI) hasta
el momento de la transferencia embrionaria (entre 68-72 horas después del
ICSI), generdndose un total de 47.741 mediciones. De los 575 ovocitos
microinyectados, 161 fecundaron o bien de forma incorrecta (zigotos
aneuploides) o bien no fecundaron (NF), de los 414 fecundados correctamente
(2CP 2 pronucleos), 213 fueron embriones bloqueados, de mala calidad o
degenerados, considerados no viables, y 201 embriones evolutivos que, o bien,

fueron congelados, (n=117), o bien fueron transferidos (n=84).
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5.2.1 Consumo de oxigeno y estadio embrionario

El primer paso en el analisis, consistio en observar posibles diferencias
en el consumo de oxigeno en funcién del estadio del embrion, para ello se llevd
a cabo el analisis en diferentes periodos de tiempo (el tiempo de estudio se
dividi6 en cuartiles), de esta forma, la media obtenida para cada cuartil
reflejaba el consumo en diferentes momentos evolutivos del embrion, y por
tanto, correspondia con diferentes fases del desarrollo embrionario. Los valores
obtenidos para cada cuartil de forma consecutiva fueron: 5.34 fmol/s (Cl 95%
5.31-5.36) para el estadio de zigoto, 5.17 fmol/s (Cl 95% 5.15-5.20) para el
segundo periodo (correspondiendo con embriones de 2 células), 4.81 fmol/s
(C1 95% 4.78- 4.84) para el tercer periodo , correspondiendo con embriones de
entre 3-5 células, y 4.59 fmol/s (Cl 95% 4.56-4.62) para el ultimo periodo,
siendo embriones de entre 6-8 células; P<.0001), con una correlacion linear
negativa significativamente entre el desarrollo embrionario y el consumo de
oxigeno( indice de correlacién de Pearson=- 0.188), tal y como muestra la

figura 22:
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Figura 22.Consumo de oxigeno embrionario tiempo-dependientes, con las medias

para cada uno de los 4 periodos de tiempo analizados. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98
849-57)

5.2.2 Consumo de oxigeno y calidad embrionaria

Otro dato interesante que quisimos analizar mediante los intervalos o
rangos de tiempo (cuartiles) fue el analisis del consumo de oxigeno en funcién
del destino final del embrion, es decir, de forma indirecta este analisis nos
mostraba si la respiracion embrionaria dependia de la calidad embrionaria. Los
resultados mostraron un consumo de oxigeno muy parecido durante las
primeras horas de desarrollo (estadios mas tempranos) para las 3 categorias
(T, Cy NV), pero a medida que fueron evolucionando los embriones( a partir de
las 52.1 horas post-ICSl), se observaron diferencias en el consumo de oxigeno
de manera significativa entre los embriones de mejor calidad ( 4.96 fmol/s para
los transferidos T y 4.94 fmol/s para los congelados C) y los de peor ( 4.57

mol/s para los no viables NV), tal y como muestra la figura 23.
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6,00
—&— No Viables
. —@— Congelados
— —Transferidos
5,50 k
5,00 L—-—-____hﬁ_ﬁ
4,50 : ; ; |
<=17.2 17.2-35.0 35.0-52.1  >52.2
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Figura 23. Consumo de oxigeno embrionario tiempo-dependiente. Medias del
consumo en cada uno de los 4 periodos de tiempo dependiendo de la viabilidad
embrionaria, con significancia (*) (p<0.001) en el ultimo periodo de tiempo entre
los embriones de buena calidad (congelados/transferidos) y los de mala calidad (no

viables). (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57)

5.2.3 Consumo de oxigeno y evolucion embrionaria

De forma general, respecto a la tasa media, valores minimos y maximos
de consumo de oxigeno en funciébn de la evolucion de los embriones
resultantes, encontramos diferencias significativas para las 4 categorias

establecidas previamente (NF, NV, C, y T), tal y como muestra la tabla I.

"
(n=213)
. Media DeS\{iacién Media DeS\{iacién Media DeS\{iacic’)n Media DeS\{iacic’)n p-
estandar estandar estandar estandar  valor
[fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec]

| Media YY) 231 5.03 0.77 5.21 0.81 5.32 1.02 0.004
| Minimo  [PX:) 2.21 3.51 1.57 4.02 1.41 4.08 1.66 >0.001
| Maximo  [ERI) 3.14 6.80 1.93 6.63 1.39 6.79 1.50 >0.001

Tabla 1.Valores del consumo de oxigeno (minimo, medio y maximo) para las 4
categorias establecidas tras ser inseminados los ovocitos (con 161 anormalmente
fecundados (aneuploides) o no fecundados (NF), 213 fecundados correctamente
originando embriones no viables (NV), 201 fecundados correctamente dando lugar
a 117 embriones congelados (C) y 84 embriones transferidos (T). (Tejera A et al.

FertilSteril 2012 98 849-57)

5.2.4 Consumo de oxigeno y citocinesis

Otro analisis llevado a cabo fue el consumo de oxigeno en 2 momentos

del desarrollo embrionario que consideramos clave; en el momento justo de la
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division embrionaria (citocinesis), que denominamos periodo activo, y una vez
producida la division embrionaria (interfase), o periodo inactivo. Esto fue
estudiado inicialmente en todos los embriones, luego se compar6 el consumo
entre los embriones transferidos y los descartados (no viables), y finalmente, de
aquellos embriones transferidos en los que hubo implantacion y los que no.
Para un total de 3815 mediciones obtenidas durante la citocinesis y 2204
mediciones tras la division, los resultados obtenidos mostraron un mayor nivel
de consumo de oxigeno justo cuando se producia la division embrionaria: 5.14
fmol/s (Cl 95% 4.72-4.76) durante la fase activa, mientras que durante la
interfase el valor disminuia de forma significativa a 4.74 fmol/s (Cl 95% 4.72-

4.76), como se observa en la figura 24.

Consumo de oxigeno antes y despues
de la citocinesis

53

5,2

o1 N\
\ [\
4,9 / \

/ \ Consumo de
4,8 \/ \/ oxigeno...

4,6 T T T 1

fmol/sec

4,7

Figura 24. Medias del consumo de oxigeno embrionario justo antes de la primera
divisién embrionaria (fase activa), y posteriormente una vez producida la division,
en la fase interfase o inactiva, para todos los embriones. Obsérvese el pico formado
como resultado del incremento en la demanda de oxigeno en el momento de la

citocinesis.
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Cuando analizamos el consumo de oxigeno antes y después de la
citocinesis en aquellos embriones transferidos (de buena calidad), y lo
comparamos con aquellos embriones no viables (de mala calidad), observamos
un mayor consumo de oxigeno en ambas fases en los embriones de mejor
calidad; 5.43 fmol/s en la fase activa (Cl 95% 5.33-5.52) y 5.25 fmol/s (Cl 95%
5.23-5.28) en la interfase para los embriones 6éptimos, y 5.28 fmol/s (Cl 95%
5.21-5.35) y 5.09 fmol/s (Cl 95% 5.01-5.05) respectivamente, para los

subdptimos, encontrando diferencias significativas (p<0.001) (figura 25)

Consumo de oxigeno antes y despues de
la citocinesis segun calidad

5,5
5,45

5,4 /\
5,35 / \
s / \
55 N\
. [/ \

5,15
‘1 /
5,05 7/ \

4,95 T T T T 1

No viable

fmol/sec

Transferido

Figura 25. Medias del consumo de oxigeno embrionario justo antes de la primera
divisién embrionaria (fase activa), y posteriormente una vez producida la division
(fase interfase o inactiva), comparando los valores entre los embriones transferidos
(de buena calidad) y los embriones no desarrollados o no viables (de mala calidad).
Observese que en ambos casos existen picos de consumo de oxigeno, aunque en el
caso de los embriones no viables (franja roja) los valores son siempre inferiores a

los valores de los embriones de buena calidad (franja azul).
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Si nos fijamos solo en la implantacion de los embriones transferidos se
repite el mismo patron pero ademés con mayores diferencias en el consumo de
oxigeno entre las fases activas e inactivas de cada tipo de embrion, ademas
aquellos embriones implantados presentan un mayor consumo de oxigeno en
ambas fases comparado con los no implantados: 6.71 (Cl 95% 5.85-7.58)
fmol/s durante el periodo de divisién y 5.79 (Cl 95%5.66-5.91) durante la fase
inactiva, para los implantados, y 5.28 (Cl 95% 5.15-5.41) fmol/s 'y 5.21 (CI
95% 5.06-5.36) respectivamente, para los embriones no implantados (Figura

26).

Consumo de oxigeno antes y despues de
la citocinesis segin implantacion

6,8

66 N\

64 [\
612 [\
' [\

5,8 N 4 ~ Implantados
5,6

> /\
5,2

No implantados

fmol/sec
(o)}
S

Figura 26. Medias del consumo de oxigeno embrionario justo antes de la primera
division embrionaria (fase activa), y posteriormente una vez producida la division,
en la fase interfase o inactiva, para aquellos embriones implantados y para los no
implantados. Obsérvese la diferencia de picos de consumo de oxigeno entre los
embriones implantados (franja roja) y los que no logran implantar (franja azul),

con practicamente ausencia de pico para estos ultimos.
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5.2.5 Consumo de oxigeno y rangos optimos de divisién

En esta parte final del estudio quisimos profundizar mas acerca del
consumo de oxigeno en funcién del momento exacto cuando se producian las
divisiones embrionarias, comprobando las tasas de respiracion en funcion de
los rangos Optimos de divisibn asociados a una mayor implantacion
(denominados parametros morfocinéticos embrionarios), descritos en el
articulo publicado por nuestro grupo en el 2011anteriormente (134). Los rangos
Optimos de tiempo relacionados con una mayor implantacion venian definidos
como t2 o momento en el cual el embrién tiene 2 células, con un rango 6ptimo
de division de 24.6-28.2 horas post-ICSI; t3 0 momento cuando el embrion
tiene 3 células, con un rango éptimo de division de 35.6-40.6 horas post-ICSI y
t5 o momento cuando el embrion tiene 5 células, con un rango 6ptimo de
divisibn de 49.5-56.7 horas post-ICSI. Segun los resultados pudimos
comprobar que los embriones que realizaban las divisiones cumpliendo los
rangos Optimos de division para t2 y t5, tenian un mayor consumo de oxigeno
gue aquellos embriones que realizaban estas divisiones fuera de los rangos, de
manera significativa para ambas variables estudiadas (p<0.01), como se puede

apreciar en las figuras 27 y 28.
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Consumo de oxigeno embrionario (media)
6,0
55

12 T
5,0 ! T 09 T

90
\f\ 4’70
4,5
4,0 T T T
<24,6  24,6-26,5 26,5-28,2 >28,2 p<0,001

Figura 27. Medias del consumo de oxigeno embrionario segun realizan los
embriones la divisién a 2 células (t2) en los distintos periodos de tiempo, con
mayores consumos de oxigeno conforme alcanzan las 2 células més rapido y dentro

de los rangos optimos de division descritos (24.6-28.2).(ESHRE 2013 London).

Consumo de oxigeno embrionario (media)
6,0
5,5
5,30
5,0 %’4,96
4,5 ,
4,0 : ‘ T
<49,5 49,5-53,4 53,4-56,7 >56,7 040,001

Figura 28. Medias del consumo de oxigeno embrionario segun realizan los
embriones la division a 5 celulas (t5) en los distintos periodos de tiempo, con
mayores consumos de oxigeno conforme alcanzan las 5 células mas rapido y dentro

de los rangos optimos de division descritos (49.5-56.7) (ESHRE 2013 London).
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5.2.6 Consumo de oxigeno embrionario y velocidad de division

También quisimos comprobar la relacién existente entre las tasas de
consumo de oxigeno embrionaria y los parametros morfocinéticos
embrionarios, es decir, el consumo de oxigeno en funcion de la velocidad de
divisibn de los embriones. Tal y como refleja la tabla Il, de las 47740
mediciones obtenidas, encontramos una correlacion lineal inversa entre los
niveles de las tasas de consumo de oxigeno y los parametros morfocinéticos
embrionarios, de modo que, cuanto mayor es el consumo de oxigeno, menor
es el tiempo requerido para alcanzar las distintas divisiones embrionarias, es
decir, los embriones que van mas lentos y que no se dividen dentro del rango
Optimo, tienen una tasa de consumo menor comparado con aquellos embriones
que tienen una mayor velocidad de division y si que cumplen los rangos

Optimos de division.

orrelacion de Pearson
Tasas

asas de Resplracmn -0.123 -0.101 -0.118 -0.038 -0.060 -0.166 -0.171

Sig(bilateral) 0.000 0000 0000 0023 0.000 0.000  0.000
47740 9481 1840 7427 3498 4606 3219 1590

Tabla I1: Relacion lineal inversa existente entre las tasas de consumo de oxigeno y
los parametros morfocinéticosembrionarios. tPNA= tiempo de la aparicién

pronuclear; tPND= tiempo de la desaparicion pronuclear.
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5.2.7 Consumo de oxigeno embrionario, tasas de embarazo e
implantacion

Cuando analizamos de forma global los consumos de oxigeno en los 84
embriones transferidos en funcién de la tasa de embarazo, encontramos un
mayor consumo en aquellos embriones que generaron embarazo, comparado

con los que no, tal y como muestra la tabla (tabla IIl):

Parametro No embarazo Embarazo

(n=36) (n=48)

[fmol/se] [fmol/sec] [fmol/se] [fmol/sec]
511 0.61 5.54 1.27 0.049
3.94 1.34 4.21 1.94 0.481
6.51 1.14 7.08 1.76 0.084

Tabla Ill.Valores de consumo de oxigeno para los embriones transferidos, con
valores medios, maximos y minimos en los embriones que dieron lugar a gestacion

yen los gue NO. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57)

El mismo patrén fue observado para la implantacion, con mayores
consumos de oxigeno en aquellos embriones que implantaron, mientras que
aguellos que no lograron implantar presentaban valores inferiores de media
(tabla 1V). De los 84 embriones transferidos en 48 casos no se produjo
implantacion (0%), en 27 casos se produjo implantacion al 50%, y en 9 casos la
implantacion fue del 100%, realizandose el andlisis en los casos con

implantacion segura (0% 6 100%).
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Parametros |Embriones no implantados |Embrionesimplantados

(n=48) (n=9)

Media Desviacion estandar Media Desviacion estandar  p.yalor
[fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec] [fmol/sec]

5.17 0.63 6.96 1.93 >0.001

4.11 0.96 4.67 1.33 0.393

6.58 1.83 8.14 1.17 0.014

Tabla 1V.Valores de consumo de oxigeno para 57 de los 84 embriones transferidos,
con valores medios, maximos y minimos en los embriones que implantaron y en los

que NO. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57)

Usando la media de consumo de oxigeno embrionario para la
determinacion de la tasa de implantacion, la media del area bajo la curva (AUC)
fue de 0.692 (95% CI 0.556-0.808), con un valor de punto de corte de >5.89

fmol/s (sensibilidad del 55.6%, especificidad del 87.5%).

5.2.8 Consumo de oxigeno en cuartiles, tasas de gestacion e
implantacion

También nos parecid interesante analizar el consumo de oxigeno en
diferentes periodos de tiempo (cuartiles), observando si existian variaciones en
el consumo de oxigeno para los diferentes estadios embrionarios, segun si los
embriones implantaron, y por tanto, dieron lugar a embarazo o no.

Los valores del consumo de oxigeno para los distintos estadios

embrionarios fueron siempre superiores para aquellas pacientes que dieron
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lugar a embarazo y en aquellos embriones implantados, con diferencias
significativas para ambos casos (p<0.05), observandose mayores diferencias
en el consumo a partir del dltimo cuartil (> 52 horas post-ICSl), tal y como

muestran las figuras 29 y 30:

Consumo de oxigeno embrionario (Embriones
transferidos)
6
5,8 —¢— No embarazo
55 568 3,92 —m— Embarazo
’ 5,68 5,31
5,26 5,28
5 ’!5" :
\{—\o 4,79
4.5
4 T T T 1
<=17.2 17.2-35.0 35.0-52.1 >52.2 p<0,001

Figura 29. Consumo de oxigeno embrionario tiempo-dependientes para aquellos
embriones transferidos. Medias en cada uno de los 4 periodos de tiempo analizados
para los embriones que dieron lugar a embarazo y los que no, con significancia (*)

(p<0.001) en los 4 rangos de tiempo. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98 849-57)
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Consumo de oxigeno embrionario(Embriones
transferidos)
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p<0,001

Figura 30. Consumo de oxigeno embrionario tiempo-dependiente. Medias del
consumo para los embriones transferidos en cada uno de los 4 periodos de tiempo
dependiendo de la implantacion, con significancia (*) (p<0.001) en los 4 rangos de
tiempo entre los embriones implantados y 10s que No. (Tejera A et al. FertilSteril 2012 98
849-57)
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Ovocitos

Numerosos trabajos proponen la actividad metabdlica como un nuevo
paradmetro a tener en cuenta para la seleccion de embriones (58, 60, 103, 110).
En la literatura encontramos también articulos que demuestran que el consumo
de oxigeno es el mejor indicador de la actividad metabdlica. Aunque existe un
trabajo publicado que se realiz6 en embriones humanos donde se comparo el
consumo de oxigeno entre embriones congelados y frescos (89), ninguno de
ellos ha sido realizado en embriones que finalmente fueron transferidos, siendo
éste el primer trabajo en ovocitos y embriones humanos de uso clinico en
tratamientos de reproduccion asistida. Por tanto, en cuanto a los resultados

generales de los experimentos, podemos comentar:

Protocolos de estimulacion ovaricay consumo de oxigeno
ovocitario

Segun el protocolo de estimulacion usado hemos observado un
consumo de oxigeno ovocitario distinto, pudiendo afirmar que, los distintos
protocolos de estimulacién ovérica tienen un efecto en las tasas de consumo
de oxigeno. El protocolo de estimulacion ovarica mas adecuado para la
induccién de la maduracion folicular en los ciclos de fecundacion in vitro (IVF)
no esta del todo claro, existiendo cierta controversia en la literatura acerca del
mas efectivo (47, 48). Numerosos trabajos han demostrado que la respuesta
folicular en estimulaciones de pacientes que recibieron HP-hMG era diferente

de aquellas pacientes que recibieron rFSH (49), y en este trabajo se ha
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evidenciado que la tasa de consumo de oxigeno estd afectada por los
protocolos de estimulacion, siendo el ciclo con estimulacion a base de rFSH el
que daba lugar a ovocitos con mayor consumo de oxigeno. Esto, a su vez ha
dado lugar a embriones con mayores probabilidades de implantacion, por lo
que el uso de este tipo de gonadotrofinas podria tenerse en cuenta.

Respecto a los niveles de estradiol y la dosis de gonadotrofina
administrada, existen articulos previos donde se evidencia que estimulaciones
con altos niveles de estradiol afectan a la calidad embrionaria, y por tanto, al
resultado final del ciclo, con tasas de embarazo inferiores (135-139). Incluso se
ha publicado trabajos donde se evidencia una mayor tasa de alteraciones
cromosOmicas de los ovocitos en estimulaciones con mayores niveles de
estradiol y de gonadotrofinas, comparado con aquellas estimulaciones mas
suaves(140)(130). Un trabajo reciente correlaciona niveles de estradiol y dosis
de gonadotrofinas, con cinética del desarrollo embrionario(141), demostrando
gue por encima de determinadas dosis de gonadotrofinas y de ciertos niveles
de estradiol, los embriones no logran cumplir algunos de los rangos
morfocinéticos 6ptimos de implantacion descritos anteriormente (134).

Ya existen otros trabajos previos publicados (83), donde se usa el
mismo tipo de técnica para medir el consumo de oxigeno, obteniéndose
resultados que evidencian un consumo de oxigeno menor en ovocitos de
pacientes con mayor edad y niveles altos de FSH basal, 2 factores claramente
relacionados con la respuesta a la estimulacion de las gonadrofinas. Nosotros
hemos corroborado los datos publicados por este grupo, de forma mas directa
y en ovocitos de uso clinico, ya que en este articulo publicado anteriormente no

se compara las tasas de consumo de oxigeno y el resultado final del ciclo,
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puesto que los ovocitos obtenidos no eran viables, y por tanto, no se

transfirieron embriones a partir de estos ovocitos analizados.

También el grupo de Magnuson y cols trabajo en este campo, midiendo
el consumo de oxigeno mediante otra técnica llamada micro-
espectrofotometria. Los valores de consumo de oxigeno obtenidos fueron de
0.532 + 0.079 medidos en nl/h, lo cual es equivalente con los valores obtenidos
por nuestro grupo de 6.6 = 1.0 en fmol/s. El problema de éste trabajo es que
este grupo tuvo inconvenientes técnicos, como la exposicion a una alta
intensidad de luz (435 nm), tension de oxigeno cercana al 0, y que los ovocitos
fueron analizados en capilares de vidrio con oxihemoglobina. Como

consecuencia ninguno de los embriones resultantes fueron transferidos (72).

Morfologia ovocitariay consumo de oxigeno

La morfologia ovocitaria es bastante subjetiva de valorar, y lo demuestra
el hecho de la gran controversia que encontramos en la literatura, donde
existen muchos articulos que argumentan que los dimorfismos o alteraciones
ovocitarios afectan claramente al desarrollo embrionario (97, 142) (95),
mientras que existen otros publicados que no encuentran una calidad
embrionaria comprometida procedente de ovocitos con numerosas alteraciones
morfolégicas (93, 143). Hasta ahora tampoco se habia estudiado si puede
variar el consumo de oxigeno ovocitario en funcion de la morfologia de éste, y
por tanto, verse afectado el consecuente desarrollo embrionario. En este
trabajo se ha demostrado que el consumo de oxigeno no se ve afectado por los

diferentes dimorfismos ovocitarios, ya que ovocitos con alteraciones
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importantes como el area granulosa central (tipo cluster) o con cuerpos
refringentes, no presentaban un consumo diferente comparado con aquellos
ovocitos considerados morfolégicamente normales. Por tanto, a partir de este
estudio, podemos concluir que no existe un consumo de oxigeno ovocitario
morfodependiente, con valores muy parecidos y sin diferencias significativas

entre ovocitos normales y otros con alteraciones importantes.

Fecundacién y consumo de oxigeno ovocitario

Respecto a la correlacion entre la fecundacion y el consumo de oxigeno,
hemos observado que existe un mayor consumo en los ovocitos que dan lugar
a zigotos correctamente fecundados comparado con aquellos que no culminan
la segunda meiosis, y por tanto, no logran fecundar. Teniendo en cuenta que
las muestras seminales de este estudio eran muestras de sémenes con buenos
valores de recuento, morfologia y motilidad, debemos pensar, que la causa de
la no culminacion de la segunda meiosis, es debido a una causa ovocitaria, y
probablemente, a una carga mitocondrial defectuosa (104), ya que una de las
organelas méas abundantes en el citoplasma ovocitario es la mitocondria. Por
tanto, de forma indirecta hablar de una alteracion en la fecundacion es hablar
de una menor carga mitocondrial, ya que la mitocondria interviene de forma
directa en la maduracion ovocitaria, fecundacion y desarrollo embrionario, tal y
como ha sido publicado (144). La distribucion anormal de carga mitocondrial
afecta a la correcta maduracion ovocitaria, y por tanto a la embriogénesis,
fundamentalmente debido a unos niveles deficitarios de ATP (145). Por todo

esto, podemos afirmar que durante el proceso de la fecundacién se requiere
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una gran cantidad de energia (ATP), generado por la fosforilacién oxidativa en
la mitocondria. Cualquier alteracion o pérdida de la actividad mitocondrial
afectaria al correcto desarrollo embrionario, y en consecuencia, a las tasas de
embarazo durante los tratamientos de fecundacion in vitro (101). Asi pues, el
presente estudio muestra como el consumo de oxigeno est4 relacionado con la
capacidad de fecundacion, lo cual coincide con los datos publicados acerca de
una mayor reserva de ATP en ovocitos maduros (65, 68, 146). Una menor
produccién de ATP corresponderia con un menor consumo de oxigeno, dando
lugar a una fecundacion alterada, tal y como ha quedado demostrado. El grupo
de Lopes y cols describi6 un mayor pico de consumo de oxigeno en el
momento de la fecundaciéon (82). Cuando hemos analizado las tasas de
consumo de oxigeno justo en el momento de la fecundacion (estadio de
zigoto), hemos observado un pico de mayor consumo de oxigeno en este
momento, coincidiendo estos resultados con los hallados por el este grupo,
pero en bovinos. La interpretacion de estos resultados es la necesidad de un
mayor aporte energético justo en el momento de la culminacion de la segunda
meiosis, datos que también coinciden con los trabajos de otros autores en
invertebrados y ratones (66, 147) (148) (67) (65, 149). La explicacion del
aumento de la actividad mitocondrial estaria en la penetracion espermatica,
provocando la estimulacion mitocondrial, y el consecuente aumento de
consumo de oxigeno.

Teniendo en cuenta que el desarrollo embrionario esta relacionado
directamente con la salud del ovocito (150), tras estos hallazgos, deberiamos
plantearnos si el consumo de oxigeno podria ser considerado como un nuevo

marcador de calidad.
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Embriones y consumo de oxigeno ovocitario

A pesar de observar un ligero aumento del consumo de oxigeno en los
ovocitos que dan lugar a embriones de mejor calidad, no encontramos
diferencias significativas en el consumo de oxigeno de los ovocitos que dieron
lugar a embriones de mejor o peor calidad, por lo que, una hipotesis respecto a
estos resultados podria ser que sea demasiado pronto para observar
diferencias en el metabolismo debido a la no activacion del genoma
embrionario, puede que estas diferencias existan pero mas adelante, una vez
se ha producido esta activacion( en torno al dia 3 de evolucion embrionario,

cuando el embrion tiene entre 6-8 células).

Implantacién y consumo de oxigeno ovocitario

En cuanto a la implantacion de los embriones resultantes de los ovocitos
analizados, hemos observado que los embriones que mas implantan proceden
de ovocitos con un mayor consumo de oxigeno (p<0.003), de modo, que se
confirma lo expuesto en el apartado anterior, la calidad embrionaria viene
determinada por la salud ovocitaria, y cualquier alteracion en la madurez y/o
calidad del ovocito se vera reflejado en el desarrollo del embrién. Como ya se
ha comentado anteriormente, las mitocondrias son las principales fuentes
energéticas a través de la formacién de ATP, y sabiendo que el desarrollo
embrionario precisa de una gran cantidad de aporte de energia, la carga
mitocondrial ovocitaria tiene una influencia directa y fuerte en el potencial de

desarrollo del ovocito, y, por tanto, del embrién. Teniendo en cuenta que
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actualmente no existe un método del todo efectivo y predictivo de seleccién
ovocitaria basado en la morfologia, este método podria servir para seleccionar
ovocitos antes de la fecundacién, sobre todo, en paises con restricciones de
legislacion en reproduccién asistida, donde solo unos pocos ovocitos pueden

ser inseminados.

Embriones

Al igual que en el apartado anterior los valores de consumo de oxigeno
también pueden ser relacionados con los niveles de carga y actividad
mitocondrial en el embrién (66), con el mismo tipo de repercusién en la
viabilidad y desarrollo embrionario, asi como en la tasa de gestacion, cuando
se ve alterada su funcionalidad (151)(67, 86) (68). Diferentes estudios en
animales han mostrado distintos niveles de consumo de oxigeno entre los
embriones mas evolucionados (blastocistos), y los mas tempranos (152-155).
También se ha publicado en animales mamiferos no humanos que existe una
correlacion entre el nimero de células del embrién y el consumo de oxigeno,
es decir, dentro de los estadios mas iniciales, también existe un consumo de
oxigeno que varia en funcion del estadio embrionario. Sin embargo, hasta la
fecha, la posibilidad de que también en humanos exista un diferente consumo
de oxigeno en los primeros estadios embrionarios no estaba demostrada ni del

todo clara.
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Consumo de oxigeno y estadio embrionario.

El analisis realizado se llevd a cabo en diferentes periodos de tiempo
(cuartiles), obteniendo valores de diferentes momentos evolutivos, y por tanto,
en diferentes fases del desarrollo del embrion. El andlisis obtenido muestra
diferentes valores segun el estadio embrionario, con una disminucién
progresiva a medida que se va desarrollando el embrion. Si tenemos en cuenta
la “quiet embryo hipothesis”, de Leese et al, es logico pensar en un menor
consumo de oxigeno a medida que el embridén se desarrolla, ya que ademas de
formar parte de un proceso de adaptacion a las condiciones in vitro del
laboratorio, segun esta hipotesis, el embrion debe minimizar el consumo de
oxigeno desde el estadio de zigoto hasta el de moérula para regular y limitar la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), asi evitaremos el dafio
que producirian estas células a nivel celular y molecular durante esta etapa tan
susceptible (107).

Estos resultados muestran, por un lado, que existe un consumo de
oxigeno tiempo dependiente, de modo, que segun en la fase en que se
encuentre el embrion, tiene un consumo diferente, y por otro lado, que existe
una disminucion del consumo de oxigeno a medida que el embrion se va
desarrollando, hasta dia 3 de evoluciébn (66 horas post inyeccion). En la
literatura encontramos articulos donde se demuestra que existen 2 picos de
mayor consumo de oxigeno, uno acentuado en el momento de la fecundacion,
y otro, menos acentuado, en la primera division embrionaria (82), y por otro
lado, existen también antecedentes de un mayor consumo de oxigeno en

estadio de blastocisto comparado con los estadios embrionarios iniciales (152-
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155), debido a una alta demanda energética para llevar a cabo la blastulacion o
formacion del blastocele (103). Pero en cualquier caso, hasta ahora no se
habia analizado el consumo de oxigeno embrionario humano durante los
primeros estadios de desarrollo, y tampoco se habia comparado este consumo
de oxigeno entre las diferentes fases celulares (zigoto y embriones con
diferente nimero de células), por lo que estos datos aportan nueva informacién
en este campo del metabolismo embrionario.

Podemos afirmar que segun el estadio embrionario existe un consumo
de oxigeno diferente, que va disminuyendo a medida que va desarrollandose el

embrioén.

Consumo de oxigeno y calidad embrionaria

Cuando hemos analizado el consumo embrionario en funcién de la
calidad del embrién, hemos observado que aquellos embriones con buena
calidad presentan una media de consumo superior comparado con aquellos
embriones de peor calidad. En este caso lo hemos hecho en cuatrtiles (4 fases),
y hemos establecido 3 categorias: los embriones no viables (NV), los
embriones transferidos (T), y los embriones congelados (C).El consumo de
oxigeno para las 3 categorias es muy similar durante los primeros estadios
(fases), pero, a medida que se va desarrollando el embrion, existen mayores
diferencias en los consumos de oxigeno entre los embriones de mayor calidad
(T 6 C) y los de peor (NV), alcanzando diferencias a nivel significativo en la
dltima fase (> 52.1 h post-ICSI). Estos datos refuerzan la hipotesis anterior,

donde la variabilidad existente en la cohorte embrionaria de la misma paciente,
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podria explicarse por defectos mitocondriales en el ovocito que afectan a la
calidad de algunos embriones, y por tanto, viéndose afectado también su
consumo de oxigeno. Esto explicaria el porqué dentro de una misma paciente
podemos tener una cohorte embrionaria tan heterogénea, con embriones de
muy buena calidad, y otros de muy baja calidad. Algunos trabajos han aportado
también diferencias en el consumo de oxigeno en embriones de distinta
evolucién, aunque eran andlisis realizados en embriones mucho mas
evolucionados (blastocistos), y estos analisis se realizaron fuera del incubador,
con el consiguiente estrés celular embrionario, y por tanto, pudiéndose verse
afectado su consumo(89). Todos estos datos confirman lo anteriormente
expuesto, pudiendo considerar el consumo de oxigeno como una nhueva
herramienta de seleccion embrionaria, en concreto, esta seleccion deberia
hacerse teniendo en cuenta las mediciones del consumo de oxigeno cercanas
al momento de la transferencia embrionaria(a partir de las 52.1 horas post-icsi),
gue es cuando mayores diferencias hemos observado, probablemente debido a
la activacion del genoma embrionario, marcando la capacidad de desarrollo del

embrién, y por tanto, la capacidad de implantacion.

Consumo de oxigeno y evolucién embrionaria.

Cuando hemos analizado de forma global el consumo segun la evolucion
categorizando los ovocitos inseminados en ovocitos no fecundados (NF),
ovocitos fecundados correctamente pero que dan lugar a embriones no viables
(NV), ovocitos correctamente fecundados que dan lugar a embriones viables

transferidos (T), y ovocitos fecundados correctamente que dan lugar a
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embriones viables que se congelan (C), analizando los valores de consumo de
oxigeno minimos, media, y maximos para las 4 categorias, hemos observado
un mayor consumo de oxigeno para los embriones con mejor evolucion, es
decir, para aquellos embriones viables que se transfieren o congelan ( de mejor
calidad), comparado con los que no fecundan, o con los que fecundaron pero
tuvieron una peor evolucionembrionaria. Es logico que, en los casos en los que
no hubo fecundacion, obtengamos valores inferiores, ya que no se culmina la
segunda meiosis, y por tanto, no necesitamos un aporte extra energético,
mientras que en los casos de fecundacion dando lugar a embriones de calidad
subdptima, probablemente estos embriones proceden de ovocitos que
presentan deficiencias mitocondriales, reflejAndose posteriormente en una mala
calidad embrionaria asociado con un menor consumo de oxigeno. Estos datos
confirman lo averiguado en el apartado anterior, donde se establece una
relacion directa entre calidad embrionaria y consumo de oxigeno.

En la literatura encontramos un trabajo donde también se evidencia un
menor consumo de oxigeno embrionario en embriones de peor calidad, pero en
este caso los embriones comparados eran blastocistos (105). Por tanto,
podemos pensar que lo mismo que ocurre en este tipo de embriones
evolucionados, también es valido para embriones en d3 de evolucién, ya que
embriones de mala calidad en d3 daran lugar bien a menor porcentaje de

blastocistos o bien blastocistos de mala calidad (156).
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Consumo de oxigeno embrionario y citocinesis

Cuando se ha analizado el consumo de oxigeno justo antes de la
citocinesis (fase activa), y justo después de la 12 division (fase interfase
inactiva) para todos los embriones, so6lo para los embriones transferidos, y
analizando de los embriones transferidos, los que implantan y los que no,
hemos observado en los 3 casos un mayor consumo de oxigeno (pico) justo en
el momento en que se produce la 12 division embrionaria.

En cuanto a los resultados obtenidos para todos los embriones las
diferencias existentes en el consumo de oxigeno entre la fase activa y la
inactiva, mostraron diferencias significativas, con un consumo incrementado
justo en el momento de la division embrionaria.

Lo mismo ocurre cuando analizamos el consumo de oxigeno antes y
después de la citocinesis en aquellos embriones transferidos (mejor calidad), y
lo comparamos con aquellos embriones descartados o no viables (de peor
calidad), observando diferencias significativas al comparar el consumo de
oxigeno entre estos 2 tipos de embriones, antes y después de la primera
division. Si nos fijamos solo en la implantacion de los embriones transferidos se
repite el mismo patron pero ademas con mayores diferencias en el consumo de
oxigeno entre las fases activas e inactivas de cada tipo de embrion.

De estos resultados anteriores podemos confirmar la existencia de un
pico de consumo de oxigeno justo en el momento de la primera division
embrionaria, datos anteriormente confirmados por otros autores. En realidad el

grupo de Lopes y cols describié 2 picos de consumo de oxigeno (uno mayor en
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el momento de la fecundacién, y otro mas pequefio, justo en el momento de la
primera division).Ya hemos explicado anteriormente el por qué de la existencia
de este primer pico.

Respecto a la primera division, también este grupo ha publicado datos
(96) acerca de un pequefio pico de consumo de oxigeno (incremento de entre
3-10%) justo en el momento de la division divisibncelular, y con una duracion
de aproximadamente 2 horas, aunque sin analizar la implantacion resultante.

En nuestro caso nosotros analizamos el consumo de oxigeno antes y
después de la primera division, observamos las mediciones en los diferentes
cuartiles (fases) y comparamos el valor del primer cuartil (momento en el cual
no se habia producido la primera division), con el valor del tercer cuartil (ya se
habia producido), obteniendo una diferencia del 10% en el consumo de
oxigeno entre estos cuartiles (5.34 fmol/s para el primero y 4.81 fmol/s para el
segundo).

Los datos obtenidos por nuestro grupo coinciden con los datos
encontrados por estos grupos anteriormente citados, y la causa de este
incremento justo en el momento de la division celular se debe a la alta
demanda energética necesaria justo en el momento del inicio del ciclo celular.
Al igual que en el momento de la fecundacion este incremento de actividad
metabdlica viene ocasionado por el incremento en la actividad mitocondrial.
Como consecuencia la existencia de un mayor pico de consumo de oxigeno en
la primera division marcara la evolucion embrionaria, favoreciendo la

implantacion de los embriones.
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Consumo de oxigeno embrionario y rangos 6ptimos de division

Respecto al consumo de oxigeno dependiendo del momento en el que
los embriones realizaban las divisiones, muestran como aquellos embriones
que alcanzan el t2 (division a 2 células) y el t5 (division a 5 células) dentro de
los rangos Optimos de implantacion, tenian un mayor consumo de oxigeno que
aguellos embriones que realizaban las divisiones fuera de estos rangos
optimos de divisibn con mayor implantacion. Cuando se ha comparado la
media de consumo embrionario durante los 3 dias de desarrollo embrionario
(66 horas post-ICSI), entre los embriones que cumplian estos rangos éptimos
de divisién, y los embriones que alcanzaban el t5 y t2 fuera de los rangos, se
ha observado mayores medias de consumo embrionario con diferencias
significativas a favor de los embriones dentro de los rangos. A la vista de los
resultados podriamos decir que la mayor parte de embriones que no cumplen
los rangos Optimos de division, es porque se dividen de forma mas tardia ( van
mas lentos), por lo tanto podemos concluir que aquellos embriones con un
mayor consumo de oxigeno son aquellos embriones que tienen un desarrollo
mas rapido, y por tanto estdn dentro de estos rangos Optimos de division, o
dicho de otra manera, que aquellos embriones que tienen menor consumo de
oxigeno son aquellos que tienen un desarrollo mas lento, y por tanto alcanzan
las divisiones a 2 6 5 células de forma mas tardia. Por otro lado, Magnusson y
cols sugirieron que aquellos embriones con un mayor consumo de oxigeno
conseguian desarrollarse hasta el estadio de blastocisto mas rapidamente que
aguellos que tenian un menor consumo de oxigeno (72). Teniendo en cuenta

que el estadio de blastocisto es justo el estadio previo a la implantacién
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embrionaria, y que los embriones que realizan la division a 2 y 5 células dentro
de los rangos tiene méas posibilidades de implantar (134), la interpretacion a
partir de estos resultados podria ser que, los embriones que cumplan los
rangos optimos de divisién tienen mayor consumo de oxigeno, ya que este tipo
de embriones tiene méas posibilidades de desarrollarse a blastocisto, y por
tanto, de implantar.

Hasta ahora se habia publicado datos acerca de la implantacion
embrionaria condicionada por el momento cuando se producian ciertas
divisiones embrionarias (134), y por otro lado también se ha publicado
articulos donde el consumo de oxigeno es mayor en embriones de mejor
calidad, y se incrementa con la blastulacién del embrion (estadios embrionarios
avanzados) (79, 80). También se ha publicado que este consumo varia
dependiendo de la evoluciéon del embrién, con valores mayores conforme va
evolucionando el embrién correctamente justo hasta estadios previos a la
implantacion (89). Pero hasta la fecha no se habia estudiado ambas
combinaciones, el consumo de oxigeno observando a su vez las divisiones del
embrién, siendo estos ultimos datos muy Gtiles por la posibilidad de usar ambas

combinaciones para la mejora en la selecciébn embrionaria.

Consumo de oxigeno embrionario y velocidad de division

Respecto al consumo de oxigeno segun la velocidad de division, hemos
encontrado un menor consumo de oxigeno en embriones mas lentos, y por
tanto, fuera de los rangos 6ptimos de divisién, confirmando la teoria planteada

en apartados anteriores, donde embriones con un mayor consumo de oxigeno
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tienen una mayor velocidad de division (dentro de los rangos), y por tanto,
tienen méas posibilidades de implantar. Como hemos comentado en el apartado
anterior, estos resultados también coinciden con los resultados encontrados por
el grupo de Magnuson et al (72), quienes observaron mayores consumos en los
embriones que se desarrollaban mas rapidamente y llegaban hasta blastocisto.
Datos mas recientes confirman la teoria de que embriones que estan fuera de
los rangos 6ptimos de division, y por tanto, tardan mas tiempo en alcanzar los
parametros morfocinéticos descritos en el articulo del grupo de Meseguer
(134), alcanzan en menor porcentaje el estadio de blastocisto (157)(158). El
hecho de que los embriones méas lentos se desarrollen en menor porcentaje
hasta el estadio de blastocisto, y por otro lado, si los embriones que consumen
mas oxigeno alcanzan mas rapidamente el estadio de blastocisto, de alguna
manera, estos datos nos estan diciendo que embriones que van mas lentos
consumen menos oxigeno, tienen menos opciones de desarrollarse y por tanto

de implantar.

Consumo de oxigeno embrionario y tasas de embarazo e
implantacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran como el consumo de
oxigeno esta relacionado con el desarrollo del embrion, lo cual tiene un efecto
directo en la implantacion embrionaria y en el resultado final de embarazo de la
paciente. En el apartado anterior, se demostré que las tasas de consumo de
oxigeno eran mayores en los ovocitos que daban lugar a embriones que
implantaban, comparadas con aquellos ovocitos que daban lugar a embriones

que no implantaban. Cuando hemos analizado el consumo de oxigeno
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embrionario, también hemos observado un mayor consumo de oxigeno en
embriones que dan lugar a embarazo y que implantan mas. Otros grupos de
trabajo han encontrado datos que difieren de los nuestros (105)(80),
encontrando rangos de consumo de oxigeno intermedios donde se conseguian
los mayores porcentajes de gestacion (0.78-1.10 nl/h), pero la n estudiada era
muy pequefia, y ademds los datos analizados eran en bovinos. Por tanto,
podemos concluir, a partir de los resultados obtenidos, que el consumo de
oxigeno embrionario varia en funcion de la implantacion, siendo mayor en los
embriones que dan lugar a embarazo y por tanto, que implantan, comparado

con los que no.

Consumo de oxigeno en cuartiles, tasas de gestaciéon e
implantacion.

Tal y como se ha demostrado anteriormente, los consumos de oxigeno
varian segun el estadio del embrién. Cuando hemos analizado estos consumos
en las 4 fases distintas viendo la implantacién y la gestacion, hemos observado
gue el consumo de oxigeno es superior durante todas las fases embrionarias
para aquellos embriones que logran implantar, y por tanto, dan lugar a
gestacion. Ademas a partir de la dltima fase o cuartil (>52 horas post ICSI), es
decir, en estadios embrionarios mas evolucionados (embriones con 6-8
células), las diferencias en el consumo de oxigeno entre embriones que
generan embarazo e implantan, y los que no, son mayores. Si el consumo de
oxigeno observado durante todo el desarrollo embrionario es mayor para
aguellos embriones que implantan y dan lugar a embarazo, incrementandose

las diferencias sobre todo en la dltima fase (cuando los embriones tienen un
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mayor numero de células), podriamos considerar estos datos como un nuevo
posible factor de seleccién embrionaria basado en este incremento. Ademas
recientes estudios relacionados con el time-lapse (134, 150) muestran que
eventos, como el momento en que se produce la divisibn a 5 células es un
factor e indicador muy importante a tener en cuenta para la implantacion
embrionaria, por tanto, parece que la posible distinciébn entre embriones con
posibilidad de implantar o no, podria ser mejorada mediante eventos de division
celular que ocurren de forma mas tardia detectada a través de time-lapse( en 5
células), o bien, mediante el andlisis del consumo de oxigeno justo antes de
realizar la transferencia embrionaria en dia 3 de evolucion( en torno a las 6

células) .

En lineas generales, este estudio ha mostrado como la medicion del
consumo de oxigeno de los ovocitos es un método seguro, rapido y simple, no
viéndose afectado el subsecuente desarrollo embrionario.

Los resultados de este estudio también sugieren que la medicién del
consumo de oxigeno mediante microsensores seria Util para la cuantificacion
de la calidad embrionaria, y por tanto, podria ser usado como nuevo método de
seleccion embrionaria basado en el consumo de oxigeno durante los 3
primeros dias de desarrollo embrionario.

Los resultados encontrados muestran que el consumo de oxigeno podria
ser usado como un nuevo parametro o herramienta para la identificacion de
embriones con mayor potencial de desarrollo y de implantacion, debiendo
realizar el analisis del consumo justo inmediatamente antes de la transferencia

embrionaria(a partir de las 52.2 horas post-ICSl).De esta manera podriamos
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mejorar la seleccion embrionaria, aunque siempre en combinaciéon con la
evaluacion morfoldgica convencional.

En resumen, este trabajo demuestra que las tasas de consumo de
oxigeno analizadas durante los 3 primeros dias de desarrollo se correlacionan

de forma positiva con calidad e implantacién embrionaria.
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7. CONCLUSIONES
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1) Las estimulaciones ovaricas mediante gonadotrofinas del tipo FSHr da
lugar a la obtencion de ovocitos con un mayor consumo de oxigeno, comparadas
con aguellas a base de hMG o combinaciones de ambas (hMG + FSH).

Asimismo, altas dosis de estradiol y de gonadotrofinas en el momento de
la administracién de la hCG (para desencadenar la ovulacién), dan lugar a

ovocitos con un menor consumo de oxigeno.

2) Los diferentes dimorfismos ovocitarios no afectan al consumo de
oxigeno ovocitario, encontrando niveles similares segun la morfologia observada.
Sin embargo hemos observado un mayor consumo de oxigeno en aquellos
ovocitos que fecundan correctamente, asi como en aquellos ovocitos que dan

lugar a embriones que implantan.

3) De forma generalizada se concluye que:

a) Existe un mayor consumo de oxigeno en embriones que presentan una
mejor evolucion o desarrollo, comparado con aquellos que no evolucionan
favorablemente.

b) Existe un mayor consumo de oxigeno en embriones que dan lugar a
embarazo, y por tanto, que implantan.

4) De forma mas especifica se concluye que:

a) Hemos observado diferencias en el consumo de oxigeno segun el
estadio del embrion, por tanto, podemos hablar de la existencia de un consumo
de oxigeno tiempo-dependiente, con una tendencia a la disminucion de éste

conforme se va desarrollando el embrion.
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b) Las mayores diferencias observadas en el consumo de oxigeno entre
aquellos embriones de mejor calidad, y por tanto, mas posibilidad de implantar y
los de peor, y por tanto, con menor opcion de desarrollo y de implantar, las
observamos en estadios evolutivos embrionarios a partir de 5 células de
desarrollo o a partir de 52.2 horas post ICSI.

c) Respecto a la citocinesis, hemos observado un mayor consumo de
oxigeno durante la primera division embrionaria (fase activa), disminuyendo el
consumo en el periodo de interfase (fase inactiva).

Este mayor consumo de oxigeno en la citocinesis se magnifica cuando los
embriones implantan, de modo que, para aguellos embriones implantados se
observa un pico de consumo de oxigeno en el momento de la division,
practicamente inexistente en cambio para aquellos embriones que no implantan.

d) Cuando nos fijamos en los rangos Optimos de divisibn con mayor
implantacién, hemos observado un mayor consumo de oxigeno en aquellos
embriones que realizan las divisiones dentro de los rangos, mientras que aquellos
que se dividen mas lentamente, no cumpliendo los rangos, presentan un menor
consumo de oxigeno.

e) También hemos observado un mayor consumo de oxigeno cuanto
mayor es el ritmo de division celular, mientras que aquellos de ritmo mas lento

cursan con un menor consumo.
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